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Laminarinaza (endo-1,3-8-D-glukan glukanohydrol4dza
E.C.3.2.1.39) patri do skupiny enzymov lyzujacich bun-
kové steny kvasiniek, kvasinkovitych organizmov, mi-
kroskopick¢ych a vy33ich klobdkat¢ch huab. Uvedené or-
ganizmy ako Basidiomycetes obsahuji toti¥ ako rigidnd
zloZku bunkov§¢ch stien 1,3-8-glukan. Glukan bunkovej
steny byva doprevddzeny «-mananom alebo g-mananom,
chitinom, pripadne chitosanom. K 1yze bunkovych stien
sa preto pouZiva komplexny enzymovy systém obsahu-
jaci hydrolazové aktivity, schopné 3tiepit uvedené Struk-
tarne biopolyméry «-manandza (e«-D-manozid-mano-
hydroldza E.C.3.2.1.24), f-mananaza (g-D-manozid-mano-
hydrolaza E.C.3.2.1.25), chitindza (chitodextrinaza, poly-
-1,4-8-(2-acetamido-2-dezoxy-D-glukozid)-glykanohydrola-
za E.C.3.2.1.14 laminarindza. Uvedeny komplex enz§-
mov obsahuje napr. 3fava zaZivacieho traktu sliméka
(Helix pomatia), vyuZivana hlavne vo vyskume, pri pri-
prave protoplastov uvedenych mikroorganizmov, dalej
extracelularne enzymy niektorych mikroorganizmov
z rodov Penicillium, Oerskovia, Arthrobacter a pod., vy-
uZivanych v priemyseinom meritku. Enzymy lyzujiice
bunkovid stenu nachédzaji priemyselné uplatnenie pri
procesoch smerujicich k uvolneniu vnitrobunkového
obsahu, napr. pri izolacii vnitrobunkovych enzymov
kvasiniek. Siroké uplatnenie majda tieto enzymy ajv kr-
movindrstve ako prisada ku kfmnemu droZdiu (Toru-
lopsis, Saccharomyces), zvySujica krmovinovd hodnotu
droZdia.

Enzym laminarindza hydrolyzuje popri 1,3-8-gluka-
noch aj 1,3; 1,4-8-glukany, zatial &o lichendza (endo-1,3;
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Obr. 1. Struktira 1,3-3-glukanu (laminaranu)
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obr. 2. Struktira 1,3; 1,4-g-glukanu (lichenanu)

1,4-8-D-glukan glukanohydroldza E.C.3.2.1.73) je zodpo-
vednd za hydrolyzu len 1,3; 1,4-8-glukanov (lichenan,
glukan ja¥meiia a pod.) [1, 2, 3]. Struktira 1,3-8-gluka-
nu (laminaranu) a 1,3; 1,4-8-glukanu (lichenanu) je zna-
zornend na obr. 1 a obr. 2.

Laminarindzovd aktivita sa uplatiiuje aj v slade pri
degradacii jatmenného g-glukanu. Za a¢elom rozpraco-
vania $tandardnej a reprodukovateInej metédy stanove-
nia laminarinazovej aktivity bol vyvinuty tabletovy test
S-test Laminarindza. Tableta tohto testu obsahuje chro-
molyticky 1,3-8-D-glukan, mikrokry3talicka celulézu a
vietky zloZky potrebné k stanoveniu aktivity 1,3-g-glu-
kan4zy. Substrat pouZity v tabletdch je modifikovany
1,3-g-glukan izolovany z bunkovych stien kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae [4].

MATERIAL A METODY

Enzymy. Preparat laminarindzy z mikroskopickych
hab (Penicillium sp.) o aktivite 5 nkat.mg—! bol zaku-
peny u firmy Sigma (St. Louis, USA). Extrakcia enzy-
mov véitane laminarinazy bola urobend z komeréngch
sladov nasledovnym postupom: predsu3eny slad sa po-
melie na s'adovom mlynceku Retch (1800 min-—!). Po-
mlety slad (2g) sa extrahuje do 15 ml fosfatového tlmi-
vého roztoku (0,05 mol.l1-!, pH 4,5) na laboratérnej
trepatke po dobu 30 mindt. Suspenzia sa odstredi
(3000 g, 5 min) a supernatant sa pouZije na stanovenie
laminarindzovej aktivity.

Tablety S-test Laminarindza boli pripravené v Ustave
biotechnolégie Slovenskej vysokej $koly technickej, Bra-
tislava, podla [4] (vyrobu a distribdciu zabezpeluje
spolu s kontrolnym enzymovym prepardtom o deklaro-
vanej aktivite JZD Agrokombinat (Agrogen), SluSovice).
Referentnou met6dou bola metdéda stanovenia koncent-
récie uvolnenych redukujicich cukrov reakciou s kyse-
linou 3,5-dinitrosalicylovou (35-DNS) [5]. Substratom
pri tejto met6de bol laminaran izolovany z bunkovych
stien kvasiniek Saccharomyces cerevisiae modifikovany
v reakcii s monochléroctanom sodnym za vzniku vodo-
rozpustného karboxymetyllaminaranu. Aktivita sa sta-
novovala pri 30°C v prostredi fosfdtového timivého roz-
toku (0.05 mol.1-!, pH 4,5). Enzfmové reakcia s S-tes-
tom Laminarindza sa zastavila pridavkom zastavovacie-
ho roztoku obsahujiceho 10 g uhliCitanu sodného
v 900 ml destilovanej vody a 100 ml aceténu [6].

VYSLEDKY A DISKUSIA

K stanoveniu aktivity laminarindzy S-testom Lamina-
rindza v sladovych extraktoch a mikrobidlnych enzymo-
vych prepardtoch navrhujeme postup uvedeny v tabul-
ke 1.
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Tabulka 1. Postup stanovenia

laminarindzovej aktivity
pouzitim S-testu Laminarindza

Pokusné

vzorks Slepy pokus
(ml) (ml)
Fosiatovy tlmivy roztok
(0,05 mol . 1-1, pH 4,5) 0,5 0,5
Extrakt sladu alebo mikrobidlny 0,5 —
enzym
Predinkubdcia 5 min. pri 30 °C
Pridavok jednej substrédtovej
tablety — inkubdcia 60 min.
Pridavok zastavovacieho roztoku 4.0 4,0
Extrakt sladu alebo mikrobidlny — 0.5
enzym

Centrifugacia (3000 g, 5 min.)
alebo filtracia, Whatmann No 1
alebo Filtrak No 595, Nieder-
schlag, NDR

Zmeranie absorbancie superna-
tantu alebo filtratu oproti sle-
pému pokusu pri 620 nm

Prepocet aktivity enzgymu v sla-
de pomocou kalibracnej Krivky
(ukat . kg—!)

525nm
-
o

Postup pri stanoveni S-testom Laminarinaza je rov-
naky ako pri stanoveni S-testom Lichen&za [6] a tieZ
pri stanoveni s S-testami pouZivanymi pri stanoveni ak-
tivit biotechnologicky vyznamnych hydrolytickych en-
zymov, ¢o je z hladiska $§tandardizéacie, normalizacie a
ujednotenia metodik stanovenia aktivity enz§mov velmi
vyhodné.

Paralelné stanovenie absorbancie, ktord dédva enzy-
movy roztok laminarinazy (Penicillium species) pri me-
tode S-test Laminarindza a referenénej met6de s po-
uZitim 3,5-DNS kyseliny je znazornené na obr. 3. Ka-
libra¢nd krivka pre metédu s Kkyselinou 3,5-DNS na
D-gluk6zu je znazornend na obr. 4. Z uveden§ch grafic-
kych zavislosti bcla zostrojend kalibratna krivka pre
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Obr. 3. Vztah medzi hodnotou absorbancie a objemom
pridanej laminarindzy (Penicillium sp.) pri me-
téde S-test Laminarindza (®) a referenénej me-
téde s pouZitim 3,5-DNS kyseliny (O))
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Obr. 4. Kalibraénd krivka pre stanovenie D-glukdzy me-
t6dou s 3,5-DNS kyselinou
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Obr.5. Kalibraénd krivka a = f{Agy,l k stanoveniu akti-

vity laminarindzy z Penicillium species S-testom
Laminarindza

prepoc¢et absorbancie nameranej pri 620 nm na aktivitu
(obr. 5). V logaritmickom usporiadani kalibraénd krivku
moZno vyjadrit vztahom

log a =k, log A + Kk,

kde a je aktivita enz§mu (ukat.kg-1) a A absorbancia
pri 620 nm a konStanty k; a k, si zavislé od spdsobu
modifikdcie laminaranu. Pre substrat pouZity v pokuse
(obr. 5) k; = 1,621 a k, = 1,423. V tabulke 2 si zhrnuté
vysledky stanovenia enzymovej aktivity S-testom La-
minarinaza v sérii 8 opakovanych stanoveni z toho isté-
ho zasobného enzymového roztoku laminarindzy (Peni-
cillium species). Hodnota varia¢ného koeficienta vyjad-
rujiceho presnost stanovenia je 4,3 %. V tabulke 3 si
zhrnuté v¢sledky presnosti stanovenia aktivity enzymu
v 8 paralelnych vzorkach extraktov, pripravenych z jed-
nej vzorky sladu. Variaény koeficient zohladiujaci pres-
nost stanovenia aktivity enz¢mu S-testom, ako aj pres-
nost prevedenia extrakcie sladu je 4,4%. V tabulke 4
si uvedené vysledky stanovenia enzymovej aktivity
S-testom Laminarindza v 10 vzorkach sladov rozneho
pdvodu.

Pre kompletnid Standardizaciu pracovného postupu a
medzilaboratérnu kontrolu presnosti spektrofotometrov
je potrebné pouZit aj S-test Farebny Standard s deklaro-
vanymi hodnotami absorbancii (620 nm) pri 3 drovniach.
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Tabulka 2. Presnost stanovenia laminarindzovej aktivity
v sérii. Opakované stanovenie (8X ] ztoho istého zdsob-
ného roztoku laminarindzy {Penicillium sp., 2% roztok
{obj)

hodnota (x)

.1=1)

Absorbancia
pri 620 nm
od priemeru

(x; — X])
smerodajné
odchylka
koeficient

Priemerné
(%)

Vzorka
Aktivita
(mkat
Odchylka
variaény
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Hodnoty aktivit boli prepocitané z kriviek na obr. 3 a obr. 4, zo
zohladneného zriedenia pracovného roztoku enzymu a jeho obsahu
v reakCnej zmesi, ako a) zohladnenim reak&iného Casu (45 min)
v prepocte na mkat za 1 sekundu.

Tabulka 3. Presnost stanovenia laminarindzovej aktivity
v sérii. Opakované extrakcie [8X ) enzgmu ztoho istého
sladu a ndsledné stanovenie aktivity enzgmu (slad Trna-
va, diastatickd mohutnost 260 j. W. K., bielkoviny v su-
Sine 11,1%)
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3 | o024 | 2% | 0,14
4 0247 | 270 | —0,06 0.12
5 | o242 ! 2es | 278 | —om | t© 44
6 | 0254 | 2% | 014
7 | 0,245 270 | | —o0,08
8 0,240 2,60 | —0,16
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Hodnoty aktivit boli odéitané z kalibragnej krivky na obr. 5.

Tabulka 4. Stiepenie 1,3-8-D-glukanu enzgmovym kom-
plexom sladu

{ viskozita*) Aktivita
Vzorka { (mPa . s) ; (ukat . kg—1)
slad A 1,54 2,60
slad B 154 2,45
slad C 1,54 225
slad D _— 2,25
slad E 1,70 2,40
slad F 1,58 2115
slad G 1,59 220
slad H 157 2,15
slad 1 155 230
slad | 159 2,30

*) Hodnoty viskozit podla atestu vydaného Vyskumnym astavom
pivovarskym a sladarskym, pracovisko Brno
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novenie aktivity laminarindzy tabletovym S-testom La-
minarindza predstavuje 3tandardny, jednoduchy a pri-
tom presny postup pouZiteIny aj v priemyselnych labo-
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taGJeTHOro S-TecTa LaMHHapHHa3a TMpeacCTaBiser co6oi
CTAaHIaPTHBEI, NPOCTHIi M OIHOBPEMEHHO TOUHbINH cnoco®,
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ILIEHHbIX CNeKTPohOTOMETPAMH C JeTeKuHeil B BHIHMOM 06-
JIACTH CMeKTpa.
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The results obtained prove that the determination of
the laminarinase activity with the tablet S-Test Lamina-
rinase is standard, simple and precise procedure that
can be used in any laboratory having spectrophotome-
ter with a detector for visible range of the spectrum.

Moncolova, V. - Zemek, ].: Die Feststellung der Lamina-
rinaseaktivitit bei der Anwendung von chromolytischen
(1->3)-g-D-Glukans in Tablettform. Kvas. prim., 35,
1989, &. 5, s.136—138.

Die angefiihrten Verfahren und Ergebnisse zeigen,
dass die Feststellung der Laminarinase mit dem Tab-
lett-S-Test Laminarinasa ein einfaches und dabei exak-
tes Standardverfahren, das auch in Betriebslabors, die
mit Spektrophotometern mit Detektion im sichtbaren
Spektrumgebiet ausgestattet sind, darstellt.



