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Anotace: Stravitelnost organické hmoty OMD) se povaZuje za jeden ze zdklad-
nich ukazatell kvality pice. K jejimu stanoveni se v picninafském vyzkumu, slech-
téni a v zemédélské praxi také v podminkach CR vyuzivaji pfedevsim metody in
vitro, vyuzivajici Cisté celulolytické a proteolytické enzymy, s vyhodou na pfistroji
ANKOM Daisy! Incubator, a vyjadiené napf. jako ELOS. Metodika je zaméfena na
(1) optimalni postup stanoveni s ohledem na jeho pfesnost (tj. co nejvyssi stupen
shody predikovanych hodnot s hodnotami metody kontrolni) a opakovatelnost
(tj. shodu predikovanych hodnot pti opakovani stanoveni) a (2) vyuZiti této exakt-
ni a expeditivni metody pro Ucely sériového hodnoceni s upozornénim na limity
jejiho nasazeni.

Klicova slova: stravitelnost organické hmoty; ELOS, kvalita objemnych krmiv;
metody in vitro; picniny

Determination of ELOS (organic matter solubility
in cellulases) in forage by domestic celluloses from
Trichoderma reesei

Organic matter digestibility (OMD) is considered to be on of the main indicators
of forage quality. In fodder research, breeding, and farming practice in the CR
methods in vitro using clean cellulolytic and proteolytic enzymes in ANKOM Dai-
sy Incubator are usually used for its determination and are expressed as ELOS.
Methodology is focused on (1) the optimum procedure of determination with
respect to its accuracy (i.e. the highest possible agreement of predicted values
with the values of control method) and repeatability (i.e. agreement of predicted
values of repeated determinations) and (2) the use of this exact and expedient
method for serial evaluation with a warning about its limits.

Keywords: organic matter digestibility; ELOS; forage quality; methods in vitro;
forage crops
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Metodika je urcena pro zemédélskou praxi, poradce v oblasti zemé-
délstvi, pracovniky ve vyzkumu, zemédélském 3kolstvi a Slechténi. Pro jeji
vyuziti byla uzaviena smlouva se Svazem marginélnich oblasti se sidlem
Horni Police ¢. 1. SMO doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.

Metodika byla schvalena Ministerstvem zemédélstvi, uGtvar: odbor
vyzkumu a vyvoje, pod ¢.j. 41595/2009-18020.

Ministerstvo zemédélstvi CR doporucuje tuto metodiku pro vyuziti
Vv praxi.



Stanoveni ELOS

(enzymaticky rozpustné organické hmoty)
v pici s vyuzitim tuzemskych celulaz
z Trichoderma reesei

Vaclav Mika, Alois Kohoutek, Jan Pozdisek, Petra Némcova

I Cil metodiky

Stravitelnost organické hmoty (OMD) se povaZuje za jeden ze zéklad-
nich ukazatell kvality pice. K jejimu stanoveni se v picnindfském vyzku-
mu, $lechténi a v zemédélské praxi také v podminkach CR vyuzivaji piede-
v$im metody in vitro, vyuzivajici Cisté celulolytické a proteolytické enzymy
tuzemské provenience, s vyhodou na pfistroji ANKOM Daisyll Incubator
a vyjadrené napf. jako ELOS. Metodika je zaméfena na (1) praktickou apli-
kaci postupu stanoveni s ohledem na jeho pfesnost (tj. co nejvyssi stu-
pen shody predikovanych hodnot s hodnotami metody kontrolni) a opa-
kovatelnost (tj. shodu predikovanych hodnot pfi opakovani stanoveni)
a (2) s upozornénim na limity vyuziti této exaktni a expeditivni metody pfi
sériovém hodnoceni v Sirokém méfitku pro potieby vyzkumu, Slechténi
a zemédélské praxe. Pfinosem je podstatné zvyseni efektivnosti a rychlos-
ti provadénych exaktnich rozbor( ve smyslu naplnéni praktickych potreb
siroké obce uzivatelll, dale vyznamna podpora ve sféfe rozhodovani,
monitoringu proces(l v oblasti primarni zemédélské vyroby. Vlastni popis
metodiky



Il Vlastni popis metodiky

Uvod

Stravitelnost organické hmoty (OMD) se povazuje za jeden ze zaklad-
nich ukazatel( kvality pice, nebot vykazuje pravidelné tésny vztah k ener-
getické hodnoté krmiva a zaroven poskytuje cennou informaci o dobro-
volném pfijmu pice zvifetem. Standardni stanoveni stravitelnosti in vivo
je viak védzano na krmny pokus se skupinou zvifat po definované obdobi
(Mika a kol., 1997, Zeman a kol. 2006), coz je postup pro analyzu velkych
poctu vzorkd, resp. operativni pouziti v zemédélské praxi, malo pouzitelny
s ohledem na potfebu velkého mnozstvi krmiva, naklady a ¢asovou naroc-
nost. Z mnoha laboratornich metod je tfeba jmenovat predevsim in vitro
metody, zaloZzené na kultivaci testovanych krmiv s bachorovou tekutinou
nebo ¢istymi enzymy. V této oblasti je mozno rozliSovat dva typy metod.

1. Stanoveni stravitelnosti s gravimetrickym stanovenim rozdilu hmot-
nosti vzorku po skonéené fermentaci.

2. Stanoveni stravitelnosti na zakladé tésného vztahu mezi stravitelnos-
ti @ mnozstvim plynu, které je uvolfiovano pfi kultivaci s bachorovou
tekutinou.

Do prvni skupiny lze zafadit i in vitro- inkubator D220M DAISY'220 */,
Toto zafizeni vyuziva principu fermentace ve filtra¢nich saccich, zndmych
zfermentaciin situ, t.j.v bachoru (napf. Mika a kol., 1982). Zatavené sacky se
vzorkem se vkladaji (najednou celkem az 100 ks) do uzaviratelnych kontej-
nerd s roztokem proteolytického enzymu (faze 1), resp. celuldz definované
aktivity (faze Il) po skonceni predchozi faze. Aktivni pohyb vzork( v médiu
je zajistén rotaci nosice kontejner(l. Metoda skyta vysokou kapacitu rozbo-
r0 pfi relativné malych ndrocich na obsluhu, ndkladech na provoz, s dob-
rou presnosti a reprodukovatelnosti vysledkd. (Misto ¢istych enzym Ize
alternativné pouzit bachorové stavy.) Podminkou je, aby do jedné vsadky
byly vklddany vzorky relativné stejnorodé, které se pfilis nelisi v obsahu
latek modifikujicich pribéh fermentace (cf. napft. KaLac, Mika, 1997).

*/ vyrobce: ANKOM Technology, 2052 O’Neil Rd, Macedon, NY, 14502 (USA) dovozce: O.K.
SERVIS BioPro, s.r.o., Odlehla 817/37, 190 00 Praha 9.
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Proto se laboratofe na vyzkumnych ustavech a kontrolnich bazich
v Evropé a zvl. Severni Americe zacinaji vybavovat inkubatorem D220M
DAISY"22 s ohledem pro jeho multifunkcni pouziti, velkou méfici kapaci-
tu, nizké jednotkové naklady rozbor(, standardné dosahovanou presnost,
reprodukovatelnost vysledkd a malé zatéZovani prostredi pfi provadéné
analyze. Inkubator D220M DAISY'"?2°je vyrobcem deklarovan v ndvaznosti
na mezindrodni normy a tolerance.

V CR jiz nékolik laboratofi zakoupilo pfistroj D220M DAISY"°, av$ak
jeho praktické vytiZzeni nardzelo na pfilis drahé celulytické enzymy s de-
finovanou aktivitou (ForesTovA et al. 2005), pouzivané predevsim v biote-
chnologiich, napf. pro tkanové kultury. Ovéfili jsme si, Ze stejné dobfe Ize
vyuzit tuzemské celuldzy*/. Jednd se o enzymovy preparat, jehoz slozky
pracuji se synergickym tucinkem:

(1) endoglukanazy (tj. 1, 4 B — D - glukanglukanohydrolazy), které sté-
pi molekuly celulézy za vzniku rizné dlouhych fragmentl celo-
glykosacharid(;

(2) exoglukonaza, tedy celobiohydroldza (tj. 1, 4 B - glukancelobiohy-
droldza), kterd odstépuje celobiézové jednotky z konce celulézovych
retézcy;

(3) celobiazy (B - glukosidazy), stépici celobidzu na glukozu.

Je to suchy sypky bily az nazloutly prasek, dobfe rozpustny ve vodé pfi
bézné teploté. Jeho aktivita je u kazdé 3arze deklarovéna (podle oficial-
nich rozboru) a charakterizovana predevsim ukazatelem RL.g™ (tj. reduku-
jicich latek)**/. Metodiky stanoveni jednotlivych aktivit jsou uvedeny v pfi-
loze. Soucasna cena: 20 KE.g™' (véetné DPH 19 %), pro srovnani celulaza
z Trichoderma viride EC 3.2.1.4, Onozuka R-10 (Merck, kat. ¢. 102321), stoji
2600 Ke.g' (véetné DPH 19 %).

*/ od fy Bio — BN, vef. obch. spol. (Harantova 1198, 397 01 Pisek)
**/ Aktivita enzymového preparatu (v mg substratu/g/h):

proteaza 20+5

B-1,4(1,3)- glukanaza 8005 +.751
amyldza 2806 + 313
xylanaza 6416 £ 546
celulaza 1616 + 163



Stanoveni ELOS na zafrizeni Ankom Daisyll

Ucel a rozsah pouziti

Metoda slouzi k laboratornimu sériovému stanoveni enzymaticky roz-

pustné organické hmoty v roztocich pepsin-HCl a celuldz z Trichoderma
viride rGznych vzork( picnin (viz vyse).

U vzork(d s obsahem skrobu nad 3% v susiné (napt. kukufi¢na silaz,
GPS) je tfeba standardni postup rozsifit o krok k jeho hydrolyze (Dow-
MAN, CoLLINs, 1982). Pfesnost stanoveni OMD se tim u Skrobnatych krmiv
zvysi, ale popravdé feceno, numerické shody s hodnotou OMD in vivo
se dosdhne jen malokdy (Apesocan et al., 1998, Mika, nepublikované
vysledky). Lep3ich vysledk(l se u Skrobnatych vzorkd dosdhne, jestlize
na zavér |. fize fermentace (tj. pepsin-HCl) se teplota obsahu fermen-
toru zvysi na 80 °C a ponechd 45 minut. Poté se zchladi na 40 °C.
Enzymovy preparat byl pfipraven z kmene 139 houby Trichoderma re-
esei, jehoz vzorek je uloZen ve sbirce kultur hub katedry botaniky KU
v Praze pod registr. ¢. 1853 CCF. Trichoderma reesei je anamorfa houby
Hypocrea jecorina.

Stanoveni bylo provedeno ptifedéni 2 mg.ml~".Vzorky se rozpoustély
ve 100 mmol fosfatovém pufru, pH 6,0. Po rozpusténi byly vzorky
enzymU centrifugovény. Inkubace probihaly 30 a 60 minut pfi 40 °C.
Jako substraty byly pouzity: 0,4 % azokasein (Sigma), 0,5 % karboxy-
metylceluléza (Fluka), 0,5 % rozpustny skrob (Fluka), 0,5 % jecny
B-glukan (Sigma) a 0,5 % xylan zje¢nych otrub. Stanoveni reduku-
jicich sacharidd bylo provedeno hydrazinem kyseliny p-hydroxyben-
zoové (Lever, 1976).

U vzorkd obsahujicich inulin neni podle nasich poznatkl potfeba
predfazovat krok k jeho odbouravani, nebot pfi pH 1,5 - 2, pfi teploté
40 °C, po dobu 24 hodin (l. faize fermentace) se tento v podstaté
kompletné hydrolyzuje az na fruktézu, resp. ve vodé rozpustné oligo-
sacharidy. Stupen polymerace inulinu je ve srovnani se Skrobem maly,
tj. v rozpéti 5 — 65 molekul fruktézy + koncova glukéza.

Pokud vzorky obsahuji vice nez 6 % tuku, je tfeba misto fermentace
s pepsin-HCI zvolit postup s neutradlnim detergentem (Dowman, CoL-
LINS, 1982).



Princip metody

Ususeny vzorek, semlety na mlynku se sitem Tmm, je vystaven ucinku
proteolytického enzymu (l. faze fermentace) v trvani 24 hodin pfi 40 °C,
a po té (ll. faze fermentace) roztokem celulaz v acetatovém pufru, 24 h, pfi
40 °C. Fermentace navazeného vzorku probiha v sa¢ku z umélé hmoty F57,
dodaného firmou Ankom. Nerozpustny zbytek po fazil a Il se vzdy promy-
je vodou, vysusi, necha okapat a na zavér faze dvé vysusi do konstantni
vahy pfi 105 °C, zvazi a zpopelni pii 550 °C. Z ubytku zihani a obsahu susi-
ny a popela v plvodnim vzorku se vypocitd obsah enzymaticky rozpustné
organické hmoty (ELOS).

Reagencie

*  pepsin 2000 FIP- U/g (1:10 000, napt. Merck Nr.107190)
*  kyselina chlorovodikova , c = ca 0,1 mol/I ( 8,3 ml/l)
*  kyselina octova 96%
*  octan sodny trihydrat, CH,COONa . 3H,0
*  celuldzovy preparat, napf. od firmy BIO-BN Pisek s deklarovanou celu-
lytickou aktivitou 1616mg substratu/g/h.
*  roztok pepsin — HCl : 2 g pepsinu se rozpusti v kyseliné chlorovodiko-
vé a doplni kyselinou chlorovodikovou do litru.
*  roztok octanového pufru, pH 4,8, c=ca 0,1 mol/I
Roztok A: 5,9 ml kyseliny octové se ziedi vodou a doplni vodou do 1l
Roztok B: 13,6 g octanu sodného se rozpusti ve vodé a doplni vo-
doudo 1l.
Smicha se 400ml roztoku A a 600 ml roztoku B, zkontroluje hodnota
pH. Nastaveni pH se déje eventualnim pfidanim roztoku A nebo B.
*  roztok celuldz v pufru : 5,0g celuldz se rozpusti v roztoku pufru a roz-
tokem pufru se doplni do 1l.

Pristroje

*  Ankom Daisyll, s originalnimi sacky F57
*  Analytickd vdha

Pracka sack( AEG pfi teploté do 40 °C
Laboratorni susarna

Muflova pec

[ I



Provedeni
*  pfiprava sackl
— sacky oznacit mékkou tuzkou, tfi opakovani od kazdého vzorku a na
celou varku ¢tyfi sacky jednoho standardu (tj. standardniho vzorku
se znamou hodnotou OMD) a Ctyfi sacky druhého standardu
— sacky proplachnout v acetonu, ususit je pfi 105 °C, zchladit v exika-
toru
*  navazovani vzorki
- zvazeni prazdnych sacku
- navazenivzork( 0,300 £ 0,0005 g
zataveni sackl na svarecce dodané s pristrojem, na tvar “biskupské
Cepice” (viz foto)

1. Sacek zataveny ve tvaru “biskupské cepice”

vloZeni sé¢kll do predem vytemperovanych fermentacnich nadob
(40 °C) po 24 kusech ( 12 a 12 kusu pred a za prepazku, 1 standard-
ni vzorek pfed prepazku a druhy standardni vzorek za pfepazku) do
kazdé banky.

*  sacky se zaliji vytemperovanym roztokem pepsin-HCl, 2 | do kazdé
banky. Fermentace (tzv. prvni faze) trva 24 h za nepfretrzitého auto-
matického otaceni banék v pfistroji Ankom.
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¥ pokud se jedna o vzorky s obsahem Skrobu nad 3% v susiné je tieba
na zaveér prvni faze fermentace (pepsin-HCl) banky premistit do vodni
lazné predehiaté na 80 °C na pfesné 45 minut.

*  poté se fermentacni roztok slije, banky se naplini vodou ca 40 °C
teplou, s obsahem se zamichd a promyvaci voda slije. Promyvani se
provadi alespon 3x (do vymizeni kyselé reakce, kontrola indikatoro-
vym papirkem. Na zavér se na hrdlo barky pfilozi sito, bafka se sitem
se obrati, a vzorky nechaji samovolné odkapat (ca 5-10 minut).

*  Po okapani se sacky zaliji vytemperovanym roztokem celuldz, 2 | do
kazdé nadoby. Probihd druha faze fementace za nepretrzitého otaceni
v pfistroji Ankom po dobu 24 hodin

*  Za 24 hodin po nasazeni celulaz se zfermentacni banky roztok

slije. Vzorky se umisti do pracky (napf. AEG Elektrolux- LAVAMAT

72850) a vyperou (program - syntetika pfi 40 °C, 3x machani, kratké

odstfedéni pfi ca 800 ot/minutu, trvani ca 1 h 20°).

Po vyprani se sac¢ky umisti do susarny a susi pfi 105 °C po dobu 3 hodin.

Vysusené sacky se vlozi do exikatoru a zvazi na £0,0005 g

Séacky se zpopelni pfi 550 °C a zvazi.

Provede se vypocet.

ko ok ok ok

navazka organické hmoty — nerozpustny zbytek organické hmoty
navazka organické hmoty

ELOS =

% 100 (%)

Vysledky a zhodnoceni

K vyhodnoceni shody a pfesnosti stanoveni ELOS s OMD byly pouzity
vzorky jetelotrav z orné pldy, lu¢ni a pastevni pice, u nichz byla v krmnych
pokusech ve VUCHS Rapotin a HBLFA Raumberg-Gumpenstein (Rakousko)
stanovena hodnota OMD in vivo. Soubor pfedstavovalo 27 vzorkd, s hod-
notou OMD in vivo (v obr. 2 = osa x) 67,7 a stanovenou hodnotou ELOS
podle vyse popsaného postupu (= osa y) 67,3. Regresni rovnice ma tvar
y = -33,630 + 1,491x. RS.D. ¢ini 1,392; korela¢ni koeficient r = 0,924 +
0,016

Pfesnost stanoveni je pfijatelna a soudé podle korela¢niho koeficientu
r, stanovena hodnota ELOS dava uzite¢nou informaci o OMD. Pozoruhod-
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2. Srovnani ELOS s OMD (%)

na je shoda stanovenych hodnot jednotlivych opakovani (n = 3). Pfi tole-
ranci chyby ve vysi 1,5 % (rel.) ¢ini ELOS minimalni pocet opakovani 1,7,
zatimco u dnes uz ,klasické” metody in vitro s bachorovou $tavou podle
TiLLey, Terry (1963) 2,5 (Pozpisex, nepublikované vysledky). Shodny poznatek
uvadéji Jones, THEororou (2000) v synopsi svétové literatury k tomuto pro-
blému. Je to nesporna vyhoda vyuzivana mj. v odridovém zkusebnictvi,
kde Ize takto velice pfesné detekovat i relativné malé rozdily.

Na zakladé nasich tfiletych srovnavacich pokus(i se prokazalo, Ze
metoda ELOS je vhodna k objektivnimu hodnoceni kvality pice ususenych
a pomletych vzorkd (<1 mm) trav, jetelovin, jejich smési, travnich porost(,
sena, silazi, kukufice a jinych polnich picnin, a doporucujeme ji k Sirokému
vyuziti v praxi.
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lll Srovnani, novosti postup” oproti ptivodni
metodice, pripadné jejich zdlivodnéni, pokud se
bude jednat o0 novou neznamou metodiku

Popsand metodika pouzivd velice levné tuzemské celuldzy
svyvazenou celulolytickou a daldi aktivitou k hydrolyze lignoce-
lulézovych materidl( (viz str. 7). Soucasna cena: 20 K¢/g (veéetné DPH
19 %), pro srovnani celuldza z Trichodermaviride EC 3.2.1.4, Onozuka R-
10 (Merck, kat. ¢. 102321), stoji 2.600 K¢/g (véetné DPH 19 %). Vsechny
soucasti pouzitého celuldzového prepardtu jsou potrebné pro efek-
tivni rozpousténi stravitelného podilu pice, nebot jsme v dalsi (zatim
nepublikované) praci stanovili komplikované synergické efekty exis-
tujici mezi jednotlivymi enzymy. Je podstatné, Ze celulazovy preparat
vykazuje vSechny vyznamné komponenty celuldzového komplexu
potiebné pro rozbory krmiv.

Poznamka ke zdroji enzym:Trichoderma reesei je mesofilni vldknita
houba. Podle soucasné nomenklatury to je anamorfa houby Hypo-
crea jecorina. Ma schopnost vytvéret velké mnozstvi celulolytickych
enzymu (zvl. celuldz a hemiceluldz), coz nachazi mj. fadu vyznamnych
aplikaci v primyslové konverzi celulézy (hlavni soucasti rostlinné bio-
masy) az na glukézu.

VétSina kmena Trichoderma nema sexudlni formy a misto nich vytvafi
asexualni spéry. Jen malo zastupcl Ascomycetes (kam Trichoderma re-
esei patfi) tyto sexudlni formy vytvafi a podle poslednich zjisténi mezi
nimiirod Hypocrea. Tomuto druhu houby se ve svété nyni vénuje velka
pozornost vyzkumnikd, intenzivné pracujicich na izolaci mutant(,
jejich sekvenovani atd., s perspektivou pouziti v nejriznéjsich ap-
likacich na useku biotechnologii.

Zatavovani sackl s navazkou vzorku k inkubaci na tvar ,biskupské
Cepice” (viz obr. 1) prikazné (P ,)) zvysSuje pepsin-celulazovou roz-
pustnost organické hmoty, pficemz se stanovena hodnota ELOS ve-
lice tésné priblizuje hodnoté OMD in vivo (viz pfedchozi kapitola).
Ovéreni jsme provedli na souboru 8 vzork( pice, ve 3 opakovanich,
kdy prdmér ELOS u ,biskupskych ¢epic” (= x) ¢inil 67,7 a pfi svareni
sackud ,na plocho” (=y) 52,6.

Korelaéni koeficient r = 0,980+0,016.
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3. Zafizeni Ankom Daisyll, s originalnimi sacky F57 Ize s vyhodou pouzit i
k rutinnimu stanoveni ELOS, trebaZe vyrobce a dodavatel s pfistrojem
dodavaji pouze metodiku, pfi které se pouzivaji bachorové stavy. Nas
ovéreny postup stanoveni se tak dava k volnému pouziti obci poten-
cidlnich uzivatel( zafizeni.

IV Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urena pro zemédélskou praxi, poradce v oblasti zemé-
délstvi, pracovniky ve vyzkumu, zemédélském 3kolstvi a Slechténi. Pro jeji
vyuziti byla uzaviena smlouva se Svazem marginalnich oblasti se sidlem
Horni Police €. 1. SMO doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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VIl Priloha: Metody stanoveni celulazovych
preparatu

Pril. 1: FPA aktivita (EC 3.2.1.91 - filter paper activity)
Princip:

Mnozstvi redukujicich latek (RL) vytvorenych plisobenim celuldzy na
filtra¢ni papir Whatman 1 se stanovi reduktometricky podle Nelsona (NEt-
son, N., 1944, J. Biol. Chem., 153: 375).

Definice jednotky:

1 jednotka (U) FP aktivity je takové mnozstvi enzymu, které uvolni
z filtra¢niho papiru za 1 minutu takové mnozstvi redukujicich latek, které
odpovidaji 1 pumolu glukdzy (za podminek metody).
Chemikalie a roztoky:
«  substrat: filtracni papir Whatman No 1
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0,05 M citratovy pufr, pH 4,8

Roztok enzymu nebo kultiva¢ni kapaliny

Somogyiho ¢inidlo: tésné prfed pouzitim se smichd roztok A a B
v poméru 25:1 obj.

Roztok A: 25 g Na,CO, (bezvody), 25 g Seignettovy soli (tj. vinanNaK),
200 g Na,SO, (bezvody) se rozpusti ve vodé za tepla. Po vychlazeni
se doplni destilovanou vodou do 1 000 ml. Roztok se uchovava pfi
20°C.

Roztok B: 15 g CuSO, . 5 H,0 se rozpusti v dest. vodé, doplni do 100 ml
dest. vodou a pfidaji se 2 kapky konc. H_SO,.

As-Mo dinidlo: 25 g (NH,))Mo.O,, . 4 H,0 (molybdenan amonny) se
rozpusti za tepla ve 450 ml vody. Po ochlazeni se pfida 18 ml konc.
H,SO, a roztok arseni¢nanu sodného (3 g Na,AsO,. 5 H,0 ve 25 ml
vody). Smés se inkubuje 24 h pfi 37 °C. Cinidlo se uchovéava v tmavé
lahvi.

Postup stanoveni: 50 g (na 0,0001 g) filtra¢niho papiru Whatman 1 (napf.
obdélnicek 1x6 cm) se vlozi do zkumavky obsahujici 1 ml citrdtového puf-
ru (0,05 M; pH 4,8) a 1 ml vhodné ziedéného vzorku enzymu. Zkumavka se
zazatkuje a inkubuje1 h pfi 50 °C. Pak se inkubacni smés slije (do jiné zku-
mavky) a 1 ml tohoto roztoku se pfida k 1 ml Somogyiho ¢inidla, dobfe se
promicha a vafi 15 minut ve vrouci vodni lazni. Po ochlazeni se pfida 1 ml
As-Mo cinidla, roztok dobfe promicha a necha 5 minut stat. Poté se doplni
do 10 ml dest. vodou, promicha a méfi se absorbance (extinkce) pti 500
nm v 1 cm kyveté. Vzorek enzymu se fedi tak, aby naméfena absorbance
byla v rozmezi 0,120 - 0,250.

Slepy pokus:

Provadi se stejnym zpUsobem, ale bez filtra¢niho papiru (1 ml citrato-
vého pufru + 1 ml vhodné fedéného enzymu).

Kalibracni kfivka:

1 mlroztoku glukézy a 1 ml Somogyiho ¢inidla se vafi 15 minut ve vrou-
c¢i vodni lazni. Po ochlazeni se pfida 1 ml As-Mo ¢inidla, promicha a necha
se stat 5 minut. Poté se roztok doplni do 10 ml dest. vody, promicha a méfi
absorbance pti 500 nm. Slepy pokus se pfipravi stejné, ale misto roztoku
glukdzy se pfida 1 ml dest. vody.
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Koncentracni rozmezi kalibra¢ni kfivky je 0,05 — 0,35 mg glukézy v ml.

Vypocet:
mgRL/ml=G.d.2
U/ml=G.d.2.1000/60.180=G.d.2.0,0925

RL = redukujici latky

G = mg glukdzy odectené z kalibra¢ni kiivky
D = zfedéni vzorku pred inkubaci
2 = zfedéni vzorku béhem stanoveni

1000 = prepocet na ug
60 = prepocetza 1 minutu
180 = prepocet na umol glukézy

Pril. 2: C_aktivita (EC 3.2.1.4. - karboxymetylcelulazova
aktivita)

Princip metody:

MnozZstvi redukujicich latek uvolnénych konverzi karboxymetylcelulé-
zy enzymam se stanovuje reduktometricky podle Nelsona (viz pfil. 1).

Definice jednotky:

1 jednotka celuldzové aktivity je takové mnozstvi enzymu, které uvolni
z CMC-Na za 1 minutu takové mnozstvi redukujicich latek, které odpovida-
ji 1 umolu glukdzy (za podminek metody).

Roztoky a chemikdlie:

* 1,0 M acetdtovy pufr, pH 5,5 (Na)

*  Substrat: 0,625 g CMC-Na (sodna sul karboxymetylcelul6zy) se roz-
pusti za stalého michani pfi 60 °C. Po ochlazeni se pfida 10 ml 1,0M
acetatového pufru, pH 5,5 a roztok se doplni dest. vodou na 100 ml.

¥ Somogyiho ¢inidlo: viz pfil. 1

¥ As-Mo ¢cinidlo: viz pril. 1
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Postup stanoveni:

4 ml 0,625 % roztoku CMC-Na se nechd 5 minut inkubovat ve vodni
lazni termostatu pfi 40 °C. Pak se pfida 1 ml vzorku enzymu (vhodné redé-
ného) a inkubuje se 30 minut pfi 40 °C. Poté se reakce zastavi pfidavkem
1 ml Somogyiho ¢inidla, promicha se a vafi 20 minut ve vrouci vodni lazni.
Po ochlazeni se ptida 1 ml As-Mo cinidla, necha se 5 minut stat, dobfe se
promicha a doplni do 25 ml dest. vodou.

Méfi se absorbance pfi 500 nm v 1 cm kyveté.

Slepy pokus:
Provadi se stejnym zpusobem, ale vzorek se pfidava az po inkubaci

evvs

not je v rozmezi absorbance 0,120 - 0,250.

Kalibracni krivka:

Glukéza (1 ml) v koncentra¢nim rozmezi 0,05-0,3 mg/ml, 4 ml dest.
vody, 1 ml Somogyiho ¢inidla se vafi 20 minut; dale je pokus stejny jako
pfi vlastnim stanoveni (viz vyse).

Slepy pokus je pfipraven stejnym zplsobem, ale misto glukézy se pipe-
tuje 1 ml dest. vody.

Vypocet:
U/ml=G.d.1000/30.180=G.d.0,185

u = mezinarodni jednotky celuldzové aktivity
G = mg glukdzy odectené z kalibracni kfivky
D = fedéni enzymu pred inkubaci
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1000 = prepocet na ug
30 =prepocetza 1 minutu
180 = prepocet na umol glukézy

Pril. 3: C, aktivita (aktivita celulaz stépicich nerozpustny
substrat) podle Zav. zpr. Vyzk. uk. G-0-29-64, CAZ-VUPP
Praha (1970)

Princip metody:

Aktivita celuldz $tépicich nerozpustny substrat se stanovi z rozdilu
hmotnosti nerozpustného substratu pred a po inkubaci s enzymem.

Definice jednotky:

Jedna jednotka aktivity celuldz je takové mnozstvi enzymu, které
v objemu 100 ml je schopno rozpustit z 1000 mg nerozpustné celulézy
1 mg.

Roztoky:
2N NH, (149,6 mI/1 litr 25 % NH,OH)
2N CH,COOH (1144 ml/1 litr)
0,1N acetatovy pufr, pH 5,5

Substrat:

Bukova mikrokrystalicka celuléza, chemicky cista, se promyje na skle-
néném filtru S3 30 mI 2N NH, a 30 mI2N CH,COOH a ca 250 ml dest. vody.
Pak se susi pii 80 °C po dobu 15 h.

Postup stanoven:

100 ml enzymu v pufru (pH 5,5) a 1 g substratu (celulézy) se inku-
buje ve 100 ml bankach v termostatu pfi 40 °C po dobu 7 dni. Pfipadné
infekci se zabrani pfidavkem 0,2 ml toluenu. Po skonceni inkubace se
obsah barky prefiltruje pfes filtr S3. Zbytek celulézy na filtru se promyje

19



Ca

200 ml dest. vody, 30 ml 2N NH,a 30 mI2N CH,COOH a ca 250 ml dest.

vody. Pak se vysusi pfi 80 °C 15 h a zvazenim zjisti Ubytek hmotnosti
substratu.

a/

b/

Slepy pokus:
korekce na nerozpustny zbytek ve vzorku bez pfitomnosti celulézy (a):
Po odstiedéni kultiva¢ni kapaliny po fermentaci pfi dlouhém stani
supernatantu muze vznikat pouze fyzikalné-chemickym zpusobem
srazenina, ktera neprochazi filtrem. Hmotnost této srazeniny muze
zkreslit vysledek stanoveni. Korekce (a) je vyjadiena v mg. Ke stanoveni
se bere: 100 ml roztoku enzymu v pufru a 0,2 ml toluenu se inkubuje
7 dni pii 40 °C. Dale je postup stejny jako u vzorkd s enzymem.
korekce na nerozpustné latky v celuléze (b):
Samotna celuléza inkubovana v pufru po delsi dobu muze vykazovat
ubytek hmotnosti. Tento Ubytek by mohl zkreslit vysledek stanoveni.
Korekce (b) je opét vyjadiena v mg.
Vypocitava se takto:
b = 1000 - hmotnost celulézy po 7dennim vyluhovani v pufru
Ke stanoveni se bere: 100 ml acetatového pufru, 1 g celulézy a 0,2
ml toluenu se inkubuje 7 dni pfi 40 °C. Ostatni postup je stejny jako
u vzorku s enzymem.

Vypocet:
J=G+a-b

kde

G

a
b

20

= Ubytek hmotnosti substratu plsobenim celuldz (v mg)

1000 — hmotnost celulézy po inkubaci (v mg)
= korekce na nerozpustny zbytek ve vzorku bez pfitomnosti celulézy
= korekce na nerozpustné latky v celuléze

Piil. 4: 1,4 (1,3) B-glukanazova aktivita (EC 3.2.1.73)

Princip metody:
0,5% B-glukanovy substrat (lichenin nebo jiny B-glukan) je vysta-



ven pusobeni enzymu a uvolnéné redukujici latky (sacharidy) se stano-
vi spektrofotometricky podle Bernfelda. Soucasné se provadi korekce na
1,4- B-glukandazu (EC 3.2.1.4) stejnym zplsobem, avsak substratem je 0,5%
roztok Na-karboxymetylcelul6zy.

Redukujici sacharidy uvolnéné plsobenim enzymu na karboxymetyl-
celulézu se odpocitaji od hodnoty redukujicich sacharidd uvolnénych
z 3-glukanového substratu.

Pozn.: Jelikoz u vétsiny preparatd se enzymaticka slozka celuldzového komplexu
degradujici CMC neuplatriuje pfili$ vyrazné za podminek optimalnich pro konverzi 1,4 (1,3)
B-glukanu, je mozno ve vétsiné pfipadl zanedbat tzv. korekci na CMC.

Definice jednotky:

Jedna mezindrodni jednotka (IU) B-glukandzové aktivity je takové
mnozstvi enzymu, které uvolni z 3-glukanového substratu 1 umol glukézy
za 1 minutu za podminek metody stanoveni.

Chemikadlie a roztoky:

« 0,05M citratovy pufr, pH 5,5

+  2NNaOH

«  Substrdty - lichenin nebo je¢ny -glukan (Biocon). 0,5% roztok
v 0,05 M citratovém pufru, pH 5,5 CMC (Na-karboxymetylcelul6za).
0,5 %ni roztok v 0,05 M citratovém pufru, pH 5,5

+  kyselina 3,5-dinitrosalicylova (DNS).
Priprava DNS ¢inidla:
30 g vinanu sodnodraselného se rozpusti za horka v 50 ml des. vody.
1 g kys. 3,5-dinitrosalicylové rozpoustime za horka v 20 ml 2 N NaOH.
Po &aste¢ném rozpusténi pfiddme horky roztok vinanu Na-K a dale
zahtivame. Po dokonalém rozpusténi ochladime a doplnime na
100 ml dest. vodou.

«  standardni glukézovy roztok pro stanoveni kalibracni krivky

Postup stanoven:

0,5 ml substratu (A - 0,5% lichenin nebo je¢ny B-glukan, B - 0,5%
CMCQ). Temperujeme asi 5 minut pfi 40 °C ve vodni lazni ultratermostatu,
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pak ptiddame 0,5 ml vhodné fedéného vzorku enzymu a smés inkubuje-
me 30 minut pfi 40 °C. Reakci zastavime pfidanim 1 ml DNS ¢inidla a vafi-
me 5 minut ve vodni lazni. Po ochlazeni doplnime do 10 ml dest. vodou.
Na spektrofotometru zméfime absorbanci ¢ervenohnédého roztoku pri
530 nm proti dest. vodé v 1T ml kyvetach.

Slepy pokus:

Provadi se stejnym zplsobem, ale vzorek se ptida az po inkubaci a pfi-
davku DNS ¢inidla (pro oba substraty).

Kalibracni krivka:

1 ml standardnich roztokl glukézy v koncentra¢ni fadé 0,0 - 0,9 mg/ml
(0,0 - 5,0 pmol/ml), 1 ml dest. vody a 2 ml DNS ¢inidla vafime 5 minut ve
vodni lazni. Po ochlazeni doplnime do 20 ml a zméfime absorbanci ¢erve-
nohnédych roztokd stejnym zptsobem jako pfi vlastnim stanoveni.

Vypocet:
A=(G,.d,-G,.d,.1000/30180
nebo
A=G,.d,.1000/30. 180, pokud nebereme v ivahu korekci na CMC.

kde
= 1,4 (1,3) B-glukandzova aktivita preparatu vyjadiend v mezinarodnich jednotkach (IU)
= mg glukdzy odectené z kalibra¢ni kfivky po konverzi 1,4 (1,3) B-glukanu

A

GA

G, =mgglukézy odeltené z kalibracni kfivky po konverzi CMC

d, =rfedéni enzymatického preparatu po konverzi 1,4 (1,3) f-glukanu
dB

= fedéni enzymatického preparatu po konverzi CMC

Pril. 5: xylanazova aktivita (EC 3.2.1.32 - endo 1,3 - 8-
xylanaza)

Princip metody:

Mnozstvi redukujicich latek uvolnénych ze xylanu pasobenim hemice-
luldzy (xylandzy) se stanovi reduktometricky podle Bernfelda.
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Definice jednotky:

1 mezinadrodni jednotka (IU) xylandzové aktivity je takové mnozstvi
enzymu, které uvolni za 1 minutu ze substratu takové mnozstvi konco-
vych redukujicich skupin, které je ekvivalentni 1 umolu xylézy za podmi-
nek metody.

Chemikdlie a roztoky:
« 0,1 M acetétovy pufr, pH 5,0
«  xylanovy substrat (1 %ni): 0,1 g xylanu se rozmicha asi v 7 ml aceta-
tového pufru, pH 5,0. Povafi se 10 minut na vodni lazni a po ochlazeni
se doplni na 10 ml tymz pufrem.
+  kyselina 3,5-dinitrosalicylova. Pfiprava DNS cinidla je popsana v pfil. 4.
«  vinan sodnodraselny
«  2M hydroxid sodny (8 g NaOH/100 ml)

Postup stanoveni:

0,5 ml xylanového substratu temperujeme asi 5 minut ve vodni lazni
ultratermostatu pfi 40 °C. Poté se pfida vhodné nafedény roztok enzymu
a inkubuje se 30 minut pfi 40 °C. Enzymaticka reakce se prerusi pfidavkem
2 ml DNS ¢inidla. Po pridani 1 ml dest. vody se vafi ve vodni [azni 5 minut
a poté se ihned ochladi pod tekouci vodou. Po doplnéni na 24 ml dest.
vodou se obsah zkumavky dobfe promicha a méfi se cervenohnédé zbar-
veni na spektrofotometru pfi 530 nm v kyvetach 1 ml.

Slepy pokus:

Provadi se stejnym zpUsobem, ale vzorek se pfida az po pfidani DNS
¢inidla.

Z kalibra¢ni krivky se odectou mg xylézy odpovidajici zméfenému roz-
dilu absorbanci vzorku a slepého pokusu.

Kalibracni kfivka:
Provadi se stanovenim redukujici schopnosti standardnich rozto-
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ka xylézy v rozmezi koncentraci 0,0-1,5 mg/ml (5 minutovy var roztoku
0,5 ml xylézy, 1,5 ml dest. vody a 2 ml DNS ¢inidla. Ochlazeni a doplnéni
do 24 ml dest. vodou.proméreni absorbanci pfi 530 nm).
Pozn.: Relativné nejmensi rozptyl vysledka je v rozmezi absorbanci 0,150 — 0,220.
Vypocet:
aktivita xylanazy (IlU)=X.d.1000/30. 150
kde
U = mezinarodni jednotky xylanazové aktivity (umol xylézy/minutu)
X = mg xylézy odectené z kalibra¢ni kivky
d = fedéni vzorku enzymu
1000 = prevod na pmol xylézy
30 = prevod na 1 minutu

Piil. 6: celobiazova aktivita (EC 3.2.1.21 - 3-glukosidaza)

Princip metody:

Glukéza uvolnéna z celobidzy plsobenim celobidzy se stanovi enzy-
maticky soupravou Bio la test OXOCROM GLUKOSA (princip: GOD-POD-
chromogen).

Definice jednotky:

1 mezinarodni jednotka (IU) celobidzové aktivity je takové mnozsti
enzymu, které odstépi z celobiézy 1 umol glukdzy za 1 minutu za podmi-
nek metody.

Roztoky:
« 0,2 M acetatovy pufr, pH 5,0
+  5%ni roztok celobidzy v dest. vodé
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a/

b/

20 % ni roztok kyseliny trichloroctové (TCA)

Bio-la-test OXOCHROM GLUKOSA (Glu-GP), obsahuijici:

a/ ¢inidlo 1: enzymy gluk6zaoxidaza a peroxidaza

b/ ¢inidlo 2: pufr-chromogen: fosfatovy pufr, pH 8,0, 3-methylfenol,
4-amino-phenazon.

Ptiprava pracovniho roztoku OXOCHROMU:

Cinidlo 1 se rozpusti v 6 ml dest. vody a p¥ida k ¢inidlu 2. Po promi-
seni a rozpusténi se prefiltruje. Takto pfipravené Cinidlo se uchova-
va v temnu pfi +10°C a je stalé asi 1 mésic.
Bio-la-test SOLUNORM GLUKOSA (Sono G1) obsahuje standardni roz-
tok glukézy, koncentrace 5 pmol/ml

Postup stanoven:
enzymatickd konverze celobiézy:
0,3 ml pufru + 0,3 ml pfislusné fedéného vzorku celobidzy se tem-
peruje asi 5 minut pfi teploté 40 °C. Pak se pfida 0,3 ml 5% roztoku
celobiézy a inkubuje 15 minut pfi 40 °C. Enzymaticka reakce se za-
stavi pfidanim 0,3 ml TCA. Dobte protiepat! Slepy pokus se provadi
soubézné, ale vzorek celobidzy se pfidava az po TCA.
stanoveni glukézy ve smési po inkubaci:
3 ml pracovniho roztoku OXOCHROMU se temperuji asi 5 minut pfi
37 °C, pak se pfida 0,3 ml vzorku (smési po inkubaci); inkubuje se
15 minut pfi 37 °C. Poté se zméfi absorbance na spektrofotometru
pfi 490 nm v 1 cm kyvetach, nejpozdéji do 30 minut po ukonceni
inkubace. Vzorek celobidzy se fedi tak, aby zmérend absorbance
méla hodnotu kolem 0,200, kdy je chyba zplsobena pfipadnou in-
hibici enzymu glukézou aj. faktory nejmensi. Stejné se postupuje pfi
stanoveni standardniho roztoku glukézy (roztok Sono G1, fedény 10x;
vysledna koncentrace 0,5 pmol/ml), slepého pokusu a kontrolniho
vzorku (s dest. vodou misto vzorku).

Vypocet:
Celobiazova aktivita vzorku
(U)=(A,-A,)/(A,-A,).d05.4/15

vod
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kde

IU  =mezinarodni jednotky celobidzové aktivity (umol glukézy/minutu)
A, =absorbance vzorku

A, = absorbance slepého pokusu

A, =absorbance standardu glukézy

A, =absorbance kontrolniho vzorku s dest. vodou

D  =rfedénivzorku celobidzy

0,5 =koncentrace standardniho vzorku glukézy (umol/ml)

4  =zfedéni pfi stanoveni glukézy

15 =pfepocet na 1 minutu
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