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Stanoveni xylanasové aktivity tabletovym eS-Testem Xylanasa
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UvoD

B -xylanasa je enzym hemicelulasového typu, Kiery na
rozdil od f-xylosidasy Stépi fetézce p-.xylanu cndo-
mechanismem. Xylan - 4-xylohydrolasa je znima jako
xylanasa cytasového komplexu je¢mene a sladu (EC
3.2.1.8). Tento enzym je zodpovédny za hydrolyzu p-1,4-
xylanu hemicelulasového komplexu je¢mene v prib&hu
sladovini a tak se vyznamné podili na rozluSténi zrna.
Dobie rozlustény slad sc snadnéji zpracovivd ve vamd
s vySSim varnim vytéZkem a ziskany extrakt sladiny je
kvalitativné cennéjsi (1).

B -xylanasa spolu s dalSimi enzymy celulolytického
komplexu se vyuZivd k pfipravé rostlinnych protoplastil,
ale i v mediciné, kde je soudisti pfipravki na zabezpedeni
priichodnosti stfev pfi kolikich z nadmémého poZivani
zeleniny.

B -xylanasa jako soucist hemicelulasového komplexu
se vyuzivi prumyslové v biochemickych postupech pfipra-
vy Cisté celulosy.

Metody, vyuZivané ke stanoveni aktivit xyla-
nolytickych enzymi, jsou chemické, zaloZené na stanoveni
pfiristku redukujicich skupin sacharidii, uvoln&nych
z nativni formy f -xylanu anebo jeho modifikaci.

V soucasnosti je znimych nékolik metod stanoveni
B-xylanasové aktivity. Tyto metody jsou zaloZeny na
stanoveni koncentrace uvolnénych redukujicich sacharidu
(xylosy, xylobiosy, xylotriosy, apod.) z xylanu [2], 4-0-
methyl-D-glukuronoxylanu [3], pfipravenych z kiry
listnatych dfevin. Stanoveni xylanasové enzymové aktivity
podstatné zjednoduluje zavddéni chromolytickych
substriti [4-5]. V tomto ohledu je dileZitd nejen stand-
ardnost vychoziho xylanu [6], ale i zplisob a provedeni
chemické reakce s reaktivnim barvivem a v neposledni
mife i standardni Uprava substritu ve formé tabletového
eS-Testu [7].

PfedloZend price se zabyvi vlastnostmi soupravy eS-
Test xylanasa a jejim vyuZilim pfi analyze nékterych
prumyslovych enzymil a pfi charakterizaci cytasového
komplexu jeCmene a sladu.

MATERIAL A METODY

Enzymy. Sladovid p-xylanasa byla extrahovina
z komer¢nich sladli postupem podle [8]. Preparity bakte-
ridlnich enzymii GPG-L poskytla firma Naarden Int.
z Nizozemi a enzymové preparity Filtrase B a Filtrase AM
firma Chemifarma z Rakouska. Filtrase AM oznaCujeme
téZ jako "xylanasa". Tablety eS-Test Xylanasa jsou
vyrobkem firmy Bioeffect, Lehnice.

Referen¢ni metodou byl postup, vyuZivajici kyselinu
3,5-dinitrosalicylovou (3,5-DNS) pro stanoveni redu-
kujicich sacharidi uvolnénych B-xylanasou z xylanu [9].

Reakeni smés se inkubovala po dobu 15 min. Substritem
pfistanoveni aktivity referenéni metodou byl nativni xylan
z kukufice [7]. Aktivita sc sledovala pfi pH 5,0 (fosfitovy
tlumivy roztok 0,05 mol.I", 30 °C) pro enzymy bakte-
ridIniho pivodu a p¥i 30 °C ve fosfitovém tlumivém rozto-
ku s HCI (pH 4,5; 0,05 mol.l") pro sladovy enzym.
Enzymovi reakce sc zaslavila pfidavkem zastavovaciho
rozioku o sloZeni: 10 g Na2CQOz, 900 ml H>O a 100 ml
acctonu. D-xylosa k sestrojeni kalibra¢ni kiivky pro refe-
rencni metodu byla produktem firmy Sigma (USA).

VYSLEDKY A DISKUSE

Na stanoveni aktivity B-xylanasy v analyzovanych
vzorcich jsme pouZili nimi vypracovany postup uvedeny
v tabulce 1. Tento postup jsme zopakovali v Sesti riznych

Tab. 1 Postup stanoveni enzymové aktivity za pouZiti eS-Testu
Xylanasa

Pokusny
vzorck

(ml)

Slepy
pokus
(ml)

Tlumivy fosfitovy roztok 0,05 mol.l",
pH 5,0 (bakteridlni enzymové preparaty),
fosfatovy, HCI, pH 4,5 (slad) 0,5 05

Extrakt sladu ancbo mikrobidlni enzym
Pfedinkubace 5 min pfi 30 °C 0,5 -

Pfidéni jedné 1ablety se substritem
- 60 min inkubace

PFidani zastavovaciho roztoku 40 40

Extrakt sladu ancbo mikrobialni enzym - 0,5

Centrifugace (3000 x g, 5 min) ancbo filtrace,
Whatman No 1

Stanoveni absorbance supernatantu ancbo
filtratu vuci slepému pokusu pfi 620 nm

Prepocet aktivity enzymu ve sladu za pomoci
kalibraéni kfivky (ukat.kg")

pfidavcich puvodniho enzymového roztoku, tak aby
vysledny objem byl 1 ml a paralelné ve stejnych fedénich
jsme jej porovnali s referenni metodou. Vztah mezi
hodnotou zméfené absorbance a objemem pfidaného enzy-
mového prepardtu B-xylanasa u metody eS-Test Xylanasa
a u referencni metody s pouZitim 3,5-DNS je uveden na
obr.1. Pro referen¢ni metodu s 3,5-DNS kyselinou jsme
sestrojili kalibracni kfivku na D-xylosu (obr.2). Za pomoci
této kalibraéni kfivky jsme transformovali hodnoty
absorbance naméfené referenéni metodou na hodnoty
uvolnénych redukujicich sacharidii a ty jsme nisledovné
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pfepoditali (zahrnutim zfed’ovacich poméri a reakéniho
¢asu) na hodnoty enzymovych aktivit. Vypoctené hodnoty
cnzymovych aktivit v pkatkg?! jsme vynesli do grafu
oproli odpovidajicim hodnotim absorbance, zméfené pfi
620 nm tablctovym ¢S-Testem Xylanasa a timto zpusobem
jsme sestrojili kalibra¢ni kfivku (obr.3). Tato kalibra¢ni
kfivka je soucisti tabletového testu.
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Obr. 1 Vztah mezi hodnotou absorbance a objemem pridaného
enzymového prepardtu xylanasa (0,1 % roztok), pri
stanoveni eS-Testem ( @) a referencni metodou (O )
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Obr.2 Kalibracni kfivka referenéni metody s 3,5-DNS kyselinou
a D-xylosou
Matematickym vyjadienim kalibra¢ni kfivky je vztah:
a=kiA+k,

kde a je aktivita B-xylanasy (ukat.kg™) a A je absorbance
pfi 620 nm, k; a k2 jsou konslanty, zivislé pfedeviim na

zpusobu modifikace xylanu. Pro modifikovany xylan

v tabletich ¢S-Test Xylanasa k; = 103,8 a k> = 1,96.
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Obr.3. Kalibracnikrivka a = f(As20) na stanoveni aktivity p-xyla-
nasy v preparité "xylanasa” pomoci eS-Testu Xylanasa
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Tab. 2 Presnost stanoveni aktivity B-xylanasy v sérii eS-Testem

Xylanasa.
Opakovand stanoveni (10) z jednoho roztoku enzymu
"Xylanasa"
Vzorek | Absorbance | Aktivita | Primérnd | OdchylkSsérodatnd VK
hodnota od odchylka
priméru
620nm |(ukatkgh| = P s (%)
1 0,421 47 - -0,2
2 0,415 46 -0,8
3 0,435 48 1,2
4 0,420 46,9 0,1
S 0,408 45 46,8 -18 +0,88 1,88
6 0,414 46 -0,8
7 0,418 47,5 0,7
8 0,423 48 1,2
9 0,412 45,6 -1,2
10 0,419 47,6 0,8
Poznamka:

VK = variaéni koeficient
Hodnoty aktivit byly odeéteny z kalibraéni kfivky (obr.3).

Tab. 3 Presnost stanoveni aktivity enzymu f-xylanasy opakovanou
extrakci ze sladu A [8]a ndsledovné eS-Testem Xylanasa

Vzorek | Absorbance | Aktivita | Primérnd | Odchylk$mérodatnd w
hodnota od odchylka
priméru
620nm |(ukatkgh| X xx s (%)
1 0,428 51,6 2,1
2 0,442 55,0 55
3 0,412 46,0 -3,5
4 0,418 47,5 -2,0
5 0,422 48 49,5 -1,5 2,96 5,98
6 0,431 525 3,0
7 0,425 48,5 -1,0
8 0,415 46,7 2,8
9 0,408 455 -4,0
10 0,435 53,7 4,0
Poznamka

Hodnoty aktivit byly odéitany z kalibraéni kfivky (obr.3)
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V tabulce 2 jsou shrnuty vysledky presnosti stanoveni
aktivity f-xylanasy cS-Tcslcm Xylanasa. Pro aktivitu
B- xylanasy 46,8 / ukat.kg™ je hodnota varia¢niho koefi-
cientu vk = 1,88 %. V piipad¢ desctindsobné opakované
extrakce sladovych enzymi a nisledného stanoveni f3-
xylanasové aktivity se variaCni koeficient zvySil na hodno-
tu 5,98 % (tabulka 3).

Tab. 4 Stanoveni viskozity, diastatické mohutnosti a aktivity fi-
xylanasy ve sladech a priimyslovych enzymech

Vzorek Viskozita Diastaticka Aktivita

sladiny mohultnost

(mPa.s) (G-W.K.) (kat.kg")
slad A 1,52 210 48
slad B 1,54 275 14
slad C 1,52 200 12
slad D 1,55 250 46
slad E 1,57 215 10
slad F 1,58 220 9
slad G 1,56 232 18
slad H 1,54 245 42
slad | 1,54 220 10
slad J 1,52 245 14
GPG-L - - 486,0
Filtrase B - - 615,0
Filtrase AM - - 735.0

Poznamka

Hodnoty aktivity B -xylanasy byly odéitany z kalibraéni kiivky (obr.3).

Pro kompletni standardizaci pracovniho postupu mezi-
laboratomi kontroly pfesnosti spektrofotometrii je nutno
pouZit ¢S-Test Barcvny standard s deklarovanou hodnotou
absorbance a enzymovy standard f-xylanasy v labletové
form¢ s deklarovanou aktivitou [10].

ZAVER

Z prezentovanych vysledkil vyplyvi, Ze stanoveni akti-
vity f-xylanasy tabletovym ¢S-Testem lze providét stan-
dardnim postupem, stejné, jako uvaddime v naSich
predchizejicich publikacich v pfipad¢ stanoveni aktivil
jinych biotechnologicky vyznamnych hydrolas pfisluSny-
mi eS-Testy [11-20]. Stanoveni B-xylanasové aktivity
piedstavuje duleZitou charakteristiku cytasového slado-
vého komplexu.
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ZEMEK,J.-HOMOI’OVA,V.: Stanoveni xylanasové aktivity
tabletovym eS-Testem Xylanasa. Kvas.prim., 39, 1993, &8,
§.229 - 231

Je popsina mctoda stanoveni Xylanasové aklivity nékterych
primyslovych enzymu a jeji pouZili pfi charaklerizaci cytasového
komplexu sladu. Postup je standardizovin do formy tabletového
eS-Testu pouZivancho jiZ pro stanoveni aktivit fady dalSich
biotechnologicky vyznamnych hydrolas.

3emexk, H. - Tomoaosa, B.: Onpeaeacuue kcuranasnon
akTuBnocTu Tabarernsm eC-Tecrom Kenaanasa. Ksac. npym.,

39,1993, N°8, crp. 229 - 231

Onucan MeTOA ONPeAeAeHHA KCHAAHA3HOM AKTHBHOCTH HEKOTOPBIX
NPOMBILUAEHHBIX (PEPMEHTOB M €€ MpHMEHEHWE NP ONMHCaAHMUM
XapAKTEPUCTHKH LJUTACHOTO KOMIAEKCA COA0JA. XOA NMpOBEAeHIA
cranaapausosa B popme TabaetHoro eC-TecTta, npimenaemoro yxe
AAA ONpeAeACHHA AKTHBHOCTEN MHOTMX APYTHX GHOTEXHOAOTHYECKH
3HAUMMTEABHBIX THAPOAA3.

ZI-IMI-IK.J.-HOMOIJOW(,V.: Determination of Xylanase
Activity with Tablet ¢S-Test Xylanase: Kvas.priim., 39, 1993,
No.8, pp 229 - 231

The method for a determination of xylanase activity of some
industrial enzymes and its application for the characteristics of
cytase complex of malt is described. The procedure is stand-
ardized into the form of the tablet eS-Test that has already been
uscd for a determination of activities of many other biotechno-
logically significant hydrolascs.

ZEMEK,].-HOMOLOVA,V.: Bestimmung der Xylanase-
Aktivitit mittels Tabletten-eS-Test Xylanase . Kvas.prim., 39,
1993, Nr.§, S. 229 - 231

Es wird cine Methode zur Bestimmung der Xylanase-Akti-
vitit einiger industrieller Enzyme beschricben und ihre
Anwendung (iir die Charakteristik des Cytase-Komplexes des
Malzes erdrtert. Die Methode ist in die Form des Tabletten-eS-
Testes standardisiert, der fiir dic Bestimmung der Aktivitit einer
ganzen Reihe weiterer biotechnologisch bedeutender Ilydrolasen
benutzt wird.



