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STANOVENI INULINASOVE AKTIVITY ES-TESTEM
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UvoD

Enzym inulinasa (inulin-1-fruktanohydrolasa, E.C.
3.2.1.7) hydrolyzuje -2,1 fruktanové vazby inulinu tak, Ze
dochdzi k odStépovdni fruktofuranosovych jednotek
z polyfruktanovych fetézcii inulinu. Exo-mechanismem
plsobici inulinasa a invertasa (B-D-fruktofuranosidasa, B-
D-fruktofuranosid fruktohydrolasa, E.C.3.2.1.26) odsté-
puji z neredukujicich koncii inulinu monomery
D-fruktosy. Vedle exo-inulinasy, plsobici z nere-
dukujicich koncdi biopolymeru, endo-inulinasa atakuje
fetézee inulinu nihodné, pfevdZné uprostied polyfrukia-
novych fetézci.

Enzym inulinasa se vyuZiva k pfipravé fruktosovych
roztoku (o vySsi sladivosti neZ jsou napf. sacharosové, pfi
stejné encrgetické hodnoté) z inulinu, které maji funkci
alternativniho sladidla, vhodného pro diabetiky a reduk¢ni
dicty, s upotfebenim pfedeviim v primyslu nipoji [1].
Touto cestou lze pfipravit tzv. vysokofruktosové sirupy
z inulinu cikorky (Cichorium intybus), dalii (Dahlia varia-
bilis), anebo jeruzalémskych arty¢okil (Helianthus tube-
rysus). Enzymatickd hydrolyza je vyhodnéjsi nez
chemickd , jelikoZ nedochdzi k tvorbé tmavé zbarvenych
rozkladnych produkitii.

Vsoucasné dobé je zndma celd fada metod na stanoveni
inulinasové enzymové aktivity. Tyto metody, obdobné
jako i v pfipadé dalSich hydrolas polysacharidi, jsou zalo-
Zeny na stanoveni koncentrace uvolnénych redukujicich
cukril, hydrolytickych produktii reakce inulinasy s inuli-
nem. Tyto metody jsou viak nespecifické [3].

Stanoveni inulinasové enzymové aktivity je zjedno-
duSeno zavedenim chromolytickych substriti [4]. V tomto
ohledu je duleZitd nejen standardnost vychoziho inulinu,
ale i standardni zpiisob modifika¢ni reakce s bifunkénim
¢inidlem a reaktivnim barvivem ve formé eS-testu [4] tak,
aby pfi stanoveni inulinasové aktivity neinterferovala f-D-
fruktosidasovi (isomerasova) aktivita [5].

PiedloZend price se zabyva vlastnostmi soupravy eS-
test inulinasa a jejim vyuZitim pfi stanoveni aktivity enzy-
mu inulinasového komplexu a B-D-fruktofuranosidasy.

MATERIAL A METODY

Enzymy

Endoinulinasa se ziskala zahuSténim extraceluldrniho
média Kiuyveromyces marxianus var. bulgaricus CCY-43-
3-3 (95 (ukat.mg™). Invertasa ( B-fruktofuranosidasa, 3-D-
fruktofuranosid fruktohydrolasa E.C.3.2.1.26)
z pekafskych kvasnic Saccharomyces cerevisiae
(6,6 pkat.mg™') byla ziskdna od firmy Sigma (St.Louis,
USA). Tablety eS-test inulinasa jsou vyrobkem firmy

Bioeffect. Inulin byl sitovany 2-chloromethyloxiranem na
stupeii sitovani = 0,02 a modifikovén reaktivni Rema-
zolovou modii na stupeii substituce s = 0,11 [4].

Referencni metodou byl postup, vyuZivajici kyselinu
3,5-dinitrosalicylovou (DNS) k stanoveni redukujicich
sacharidl uvolnénych v reakcich inulinasy, resp. invertasy
s inulinem [3]. Reakéni smés se inkubovala v citrat-fosfa-
tovém tlumivém roztoku (0,05 mol.I"}, pH 4,5) pfi 30 °C
po dobu 15 min. Inulin se ziskal z cikorky postupem podle
[4].

Reakce s eS-testem inulinasa se zastavila pfidavkem
zastavovaciho roztoku o sloZeni Na;COs3 (10 g) v 900 ml
H>O a 100 ml acetonu. B-D-(-)fruktosa (krystalickd)
k sestrojeni kalibra¢ni kfivky pro referenéni metodu byla
produktem firmy Sigma (USA).

VYSLEDKY A DISKUSE

Pfi stanoveni aktivity inulinasy jsme postupovali podle
postupu, shrnutého v tabulice 1.

Tab. 1 Postup stanoveni enzymové aktivity za pouZiti eS-testu

inulinasa
Pokusny vzorek | Slepy pokus

(ml) (ml)
Tlumivy roztok 0,05 mol.I"
citrat-fosfatovy, pH 4,5 0,5 0,5
Pfedinkubace 5 min pfi 30 °C + +
Vzorek enzymu 0,5 -
Pridani jedné tablety eS-testu
inulinasa a 60 min inkubace + +
Pfidini zastavovaciho roztoku 4,0 4,0
Vzorek enzymu - 0,5
Odstiedéni (3000 x g, 5 min) anebo filtrace, Whatman N°1
Stanoveni absorbance supernatantu anebo filtrdtu vzhledem k
slepému pokusu pfi 620 nm
Prepoéet absorbance vzorku s enzymem na aktivitu (pkat.I'") pomoci
kalibraéni kfivky

Na zikladé toho jsme postupovali pfi riznych obje-
movych pfidavcich pivodniho enzymového roztoku tak,
aby vysledny objem analyzovaného vzorku pro eS-test
inulinasa a referenéni metodu byl 1 ml. Vztah mezi
absorbanci pfi A = 620 nm pro eS-test inulinasa
a absorbanci pfi A = 525 nm pro referenéni metodu (za
pouziti DNS) a objemem enzymu inulinasy (ul) je zobra-
zen na obr.1. Pro referenéni metodu jsme sestrojili
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kalibra¢ni kfivku s 3,5-dinitrosalycilovou kyselinou a D-
fruktosou (obr.2). Za pomoci uvedenych vztahii (obr.1 a
2) se zohledn&nim zfed’ovacich poméri a reakénich Casi
jsme zkonstruovali kalibraéni kiivku umoZiujici na zikla-
dé spektrofotometrického méfeni hodnotabsorbance pfi A
= 620 stanovit aktivitu enzymu inulinasy (obr. 3). Tato
kalibraéni kfivka je soucdsti tabletového testu.
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Obr.1. Vztah mezi hodnotou absorbance pri vinovych délkich

525 nm, resp. 620 nm a objemem pridaného enzymového
prepardtu inulinasa (0,15% roztok), pri stanoveni €S-
testem (*) a referencni metodou (o).
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Obr.2. Kalibraéni krivka referencni metody s 3,5-dinitro-
salycilovou kyselinou a D-fruktosou.

Matematickym vyjddfenim kalibracni kfivky je vztah:
a=kA+ kz,

kde a je aktivita inulinasy (ukal.l'l) a A je absorbance
pii vinové délce A = 620 nm,

k1 a ky jsou konstanty zévislé na zplisobu modifikace
inulinu.

Pro modifikovany inuliln v tabletich eS-test inulinasa
k;=12,8a k, =0,08.

V tabulce 2 jsou shrnuty vysledky piesnosti stanoveni
aktivity inulinasy eS-testem.

Tab. 2 Presnost stanoveni aktivity inulinasy v sérii eS-testem
inulinasa. Opakovand stanoveni (i = 10) z jednoho
roztoku enzymu "inulinasa”

Vzorek | Abscrbence | Aktivita | Primérnd | Odchylka | Smérodatnd | Variacni
pii620 | x | hodnot¥ |od priméru| odchylka | keeficient
nm
GO | e’ | et | @) (%)
1. 0,301 3,95 -0,003
2. 0,311 4,11 40,13
3. 0,296 3,90 -0,08
4. 0,304 4,00 +0,02
5 0,306 4,03 3,98 +0,05 +-0,05 1,26
6. 0,303 3,96 -0,02
i 0,297 3,90 -0,08
8. 0,308 4,04 +0,06
9. 0,307 4,03 +0,05
10. 0,300 3,95 -0,03

Hodnoty aktivity inulinasy byly odeéteny z kalibraéni kfivky (obr.3).

Tab. 3 Stanoveni aktivity B-D-fruktofuranosidasy (invertasa)
za vyuZiti eS-testu inulinasa (7 = 10)

Vzorek | Absarbance | Aktivita | Primérnd | Odchylka | Smérodatnd| Variaéni
pii 620
nm hodnota X | od prim&ru| odchylka | koeficient
O | ety | et [ B (%)
1. 0,068 0.8 -0,07
2; 0,061 0,75 -0,12
3. 0,085 1,2 0,43
4. 0,059 0,75 -0,12
5. 0,071 0,81 0,87 -0,06 0,12 138
6. 0,069 0,8 -0,07
g 0,075 0,83 -0,04
8. 0,081 1,1 0,23
9. 0,077 0,86 -0,01
10. 0,072 0,83 -0,04

Hodnoty aktivity inulinasy byly odedéteny z kalibracni kiivky (obr.3).
\ pokus? byl pouZit roztok B -D-fruktofurancsidasy o aktivité
33 pkatl™”,

Pro aktivitu inulinasy 3,98 pkat.1! je hodnota varia&ni-
ho koeficientu vg = 1,26 %.

Enzym p-D-fruktofuranosidasa je schopenexo-mecha-
nismem hydrolyzovat fetézce inulinu z neredukujicich
koncti. B-D-fruktofuranosidasa je pfitom Cistecné nespe-
cifickd k chemickym obméndm svého reak¢niho substritu
substituci hydroxylovych skupin. [6].

Jak ukazuji vysledky shrnuté v tabulce 3, pouZitim
sitovaného inulinu (1 = 0,02) tento modifikovany biopo-
lymer ztrici substritové vlastnosti pro p-D-frukto-
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furanosidasu. Redlnd aktivita tohoto enzymu na nativni
inulin jako substrit (33 pkat.™) je potladena sifovinim
inulinu na zddnlivou hodnotu 0,87 pkat.l"}, tj. na pouhych
2,6 %. Pritom viechny hodnoty z 10 opakovanych stano-
veni nepfekro¢ily hodnotu absorbance 0,085. Tento modi-
fika¢ni postup analogicky aplikovany na inulin
z modifika¢nich reakci $krobu (potladeni amylolytickych
exo-enzymil) umoZiiuje pfimé stanoveni inulinasové akti-
vity v pfitomnosti invertasy ( f -D-fruktofuranosidasy).
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Obr.3. Kalibraénikrivka a=f(Ae20) na stanoveni aktivity enzymu
inulinasy v prepardtu "inulinasa” pomoci eS-testu inuli-
nasa.

Pro kompletni standardizaci pracovniho postupu mezi-
laboratorni kontroly pfesnosti spektrofotometril je nutno
pouZit eS-test Barevny standard s deklarovanou hodnotou
absorbance a enzymovy standard inulinasy v tabletové
formé s deklarovanou enzymovou aktivitou [8].

eS - test inulinasa navazuje na soubor jednotnych
postupl pro stanoveni aktivit biotechnologicky
vyznamnych hydrolas [ 9 - 18 ].
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Vysledky prdce poukazuji na vhodnost eS-testu inulinasa ke
stanoveni aklivity enzymu inulinasy a to i v pfitomnosti -D-frukto-
furanosidasy (invertasy). eS-test inulinasa tak dopliiuje standardni
postupy stanoveni aktivit biotechnologicky vyznamnych hydrolas.
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The results of submitted work refer to availability of the
es-test inulinase for inulinase enzyme activity assessment, even
when B-D-fructofuranosidase (invertase) is presented. The eS-
test inulinase thus completes standard methods used for activity
assessment of biotechnologically significant hydrolases.
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Aktivitit mittels eS-Test Inulinase. Kvas.prim., 40,1994, Nr.1,
S.13-15

Die Ergebnisse bestitigen die Eignung des eS-Tests Inulinase
zur Bestimmung der Aktivitit des Enzyms Inulinase, und zwar
auch bei Anwesenheit der B-D-Fruktofuranosidase (Invertase).
Der eS-Test Inulinase kann also als Ergdnzung der Stan-
dardmethoden zur Bestimmung der Aktivititen biotechnologisch
bedeutender Ilydrolasen angesehen werden.
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PesyabTaThl HacTOsAwyeit paGoTel nokassiBaioT yao6HocTs eC-recta
MnyAnnasa aas onpeaeAeHns akTMBHOCTH 3H3MMA MHY AMHA3bI, H TO
n e npucytcrsun B-/1- Opykrodypanocnaass (unseprassr). eC-rect
TakiM 0Bpa3oM JOMOAHAET CTaHAapAHble criocobel onpejeAeHus
AKTHUBHOCTE BHOTEXHOAOTHYECKH 3HAYMTEABHBIX THAPOAA3.




