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Streszczenie. Rozktfad celulozy jako gtéwnego sktadnika tkanki resztek ro$linnych wzbo-
gaca glebg w polisachardydy, ktore sa wykorzystywane przez edafon gleby jako podstawowe zrédto
wegla w tym Srodowisku. Za rozklad ten sa odpowiedzialne drobnoustroje celulolityczne, pro-
dukujace enzymy kompleksu celulaz. Przedstawiono metody oznaczania aktywnosci enzyméw grupy
celulaz stosowane do badan w srodowisku gleby.

Stowa kluczowe: gleba, catkowita aktywno$¢ celulolityczna, sacharaza

Kazdego roku do $rodowiska naturalnego wraz z obumartymi tkankami ro$-
linnymi trafiaja duze ilosci polisacharydow nie rozpuszczalnych i rozpusz-
czalnych w wodzie migdzy innymi: celuloza, skrobia, sacharoza i inne. Wegiel
zmagazynowany w tych zwigzkach chemicznych moze trafi¢ ponownie do
»obiegu wegla w przyrodzie” w wyniku enzymatycznego rozktadu tych zwiazkoéw
przez wyspecjalizowane grupy fizjologiczne mikroorganizméw celulolitycznych,
amylolitycznych i innych.

Celuloza zbudowana jest z tancuchéw utworzonych z jednostek B-D-glukozy
potaczonych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi. Podstawowa jed-nostka powta-
rzajaca si¢ w tancuchu celulozy jest dwucukier celobioza [1,4]. Lancuchy celulo-
zy polaczone sq migdzy soba wiazaniami wodorowymi i sitami Van der Waalsa,
tworzac elementarng fibryllge. Celuloza zawiera dwa rodzaje regiondéw, jedne
w ktérych tancuchy celulozy utozone sa réwnolegle tworzac strukturg krysta-
liczng i drugie regiony amorficzne, gdzie tancuchy sg rozmieszczone nieregu-
larnie. Stopien krystalicznosci celulozy zalezy od pochodzenia celulozy i Zrodta
jej pozyskiwania [14]. Wskaznik krystalicznosci celulozy ksztaltuje sie od 0% dla
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amorficznej celulozy i acid-swollen cellulose do prawie 100% dla celulozy natu-
ralnej otrzymanej z komérek glonu Valonia macrophysa.

Rapa i Beermann [10] wykazali, ze za mineralizacjg celulozy odpowiedzialne
s tzw. drobnoustroje celulolityczne, ktére produkuja kompleks celulazy. Kompleks
enzymow hydrolizujacych celulozg zlozony jest z trzech enzymoéw: celulazy
(endo-B-1,4-glukanazy) (EC 3.2.1.4), ktéra hydrolizuje wiazania B-1,4-glikozy-
dowe w lancuchu celulozy, egzo-B-1,4-glukanazy (EC 3.2.1.91, EC. 3. 2.1.74)
odszczepiajace jednostki celobiozy lub glukozy od nieredukujacych koficéw
celulozy, B-glukozydaza (celobiaza) (EC.3.2.1.21), ktéra Kkatalizuje reakcje
rozkladu celobiozy do dwoch czasteczek glukozy i odszezepia czasteczki glukozy
od nieredukujacych koncéw celooligosacharydéw.

Proces celulolizy mozna oszacowa¢ za pomoca réznych metod migdzy innymi
metoda kolorymetryczna przez pomiar ilosci cukréw redukujacych w przeliczeniu
na glukozg [13] uwolnionych z zastosowanego do analizy enzymatycznej sub-
stratu jakim moze by¢: karboksymetyloceluloza, bibuta filtracyjna Whatman Nr 1,
celuloza mikrokrystaliczna Avicel lub widkna bawetny. Dla doktadniejszego zba-
dania procesu celulolizy mozemy zastosowa¢ mikroskopig elektronowa, dzieki
ktorej mozna zlokalizowaé miejsca adsorpcji celulaz do substratu [2], erozje [3]
1 zmiany strukturalne widkien celulozy [11].

Calkowita aktywnos¢ celulolityczna (FP-aza enzymy scukrzajace celuloze)

Do oznaczania aktywnosci FP-azy w glebie najczgsciej stosuje sig metody
wagowe, polegajace na zakopywaniu w glebie tkanin Inianych, bibuly filtracyjnej
Whatman Nr 2 oraz innych materialéw celulozowych o réznym stopniu krysta-
licznodci i po okreslonym czasie oznaczaniu ubytkéw wagowych [7,9,12]. Metoda ta
moze postuzy¢ do izolacji z badanej gleby wybranych grup systematycznych mikro-
organizméw zdolnych do mineralizacji celulolozy. Stopien rozktadu wprowadzonej
do gleby celulozy mozna oznaczy¢ metodami chemicznymi. Niektérzy badacze jako
wskaznik aktywnosci celulolitycznej przyjmuja intensywno$é wydzielania dwutlenku
wegla z gleby wzbogaconej w celuloze.

Metoda wagowa

Odczynniki

1. 0,02 M NaOH,
0,2 M HCI.
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Wykonanie oznaczenia

Krazki bibuly Whatman Nr 2 (zwazone, ponumerowane, opakowane w siatke
stylonowa utatwiajaca wyjmowanie nadtrawionych krazkéw bibuly z gleby i zabez-
pieczajaca je przed przyklejaniem si¢ grudek gleby do substratu celulozowego)
zakopa¢ w glebie na glebokosci 10 cm. Po 1,3 i 5 tygodniach krazki wyjmowaé
z gleby i wagowo oznacza¢ stopien rozkladu. Nie rozlozone resztki bibuly wyjaé
z siatki, oczysci¢ delikatnie z gleby i gotowaé¢ w 0,02 M NaOH przez 20 minut. Po
osadzeniu si¢ na dnie zlewki resztek bibuly, odciagna¢ ptyn z nad osadu za
pomoca pompy wodnej zakonczonej lejkiem obszytym gaza miynska (zatrzymuje
rozklejone wldkna celulozy). Po przeplukaniu bibuly goraca woda destylowana,
bibutg gotowaé¢ ponownie w 0,2M HCI przez 15 do 20 minut. Resztki bibuly
przenie$¢ iloSciowo na uprzednio zwazony saczek i przemy¢ goraca woda destylo-
wang az do zaniku reakcji na chlor. Saczek z resztkami celulozy wysuszy¢ w tem-
peraturze pokojowej i zwazy¢. Wynik obliczy¢ wg wzoru:

K=100- (A-BYA % (1)

gdzie: K — % roztozonej celulozy, A — masa saczka przed wkopaniem do
gleby, B — masa saczka po wyjgciu z gleby i potraktowaniu kwasem oraz
hugiem.

Metoda: Petkova Markova [8]

Zasada oznaczenia

Metoda ta polega na utlenieniu nieroztozonej w glebie celulozy mieszaning
dwuchromianu potasu i stezonego kwasu siarkowego. Zredukowane jony Cr’*
oznacza si¢ kolorymetrycznie.

Odczynniki

1. Roztwdr dwuchromianu potasu (0,5M): 100 g sproszkowanego K, Cr,0; roz-
puszcza si¢ w 1 dm® wody destylowane;j i saczy sig,

2. H,SO4c.wi. 1,84,

3. Roztwér soli Mohra 0,25M: 90,04 g FeSO4(NH,)2S0,4-6H20 w 1 dm wody
(przechowywa¢ w zakorkowanej, ciemnej butelce),

4. Sproszkowana celuloza Whatman CF 12.
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Wykonanie oznaczenia

Odwazy¢ dwie 500g nawazki gleby. Do jednej z nich doda¢ 1 lub 2% proszku
celulozowego. Obie probki nasyci¢ woda destylowang do 65% ogdlnej pojemnosci
wodnej i umiesci¢ w doniczkach. Inkubowaé w statej temperaturze np. 28°C. Ilo$é
gleby oraz % dodawanej celulozy, wilgotno$¢ gleby, czas inkubacji mozna zmie-
nia¢ w zaleznosci od warunkéw doswiadczenia. Po doprowadzeniu gleby do odpo-
wiedniej wilgotnosci nalezy oznaczyé cigzar gleby wraz z doniczka. W odstepach
24 godzinnych kontrolowaé wagowo poziom wilgotno$ci gleby w naczyniach. Po
inkubacji z kazdej doniczki pobra¢ po 20 g probki, wysuszy¢ je do statej wagi
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie probki utrze¢ w mozdzierzu i przesiaé przez
sito o $rednicy oczek 0,25 mm.

Pobrana z przesianej gleby 1g probke przenies¢ do kolby Erlenmayera na 300 cm’.
Nastegpnie dodaé 20 cm® 0,5M roztworu dwuchromianu potasu i 15 cm’ stezonego
H,SOq4, w kolbie umiesci¢ maly lejek stuzacy jako chiodnica zwrotna. Zawarto$é
kolby ostroznie wymiesza¢ i doprowadzi¢ do wrzenia (w celu zapewnienia
réwnomiernego wrzenia na dno kolby wrzuci¢ szczypte wyzarzonego pumeksu
lub porcelany). Od momentu zagotowania ogrzewaé przez 5 minut. Nastepnie
kolbg wystudzi¢, obmy¢ lejek z zewnatrz i wewnatrz woda destylowana. Catoéé
przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 200 cm® i uzupeié do kreski woda
destylowana. Po 24 godzinach zmierzy¢ intensywno$¢ zabarwienia roztworu
kolorymetrycznie przy dlugosci fali 4 = 590 nm. Wyniki odczytaé z krzywej
WZOICOWE;].

Krzywa wzorcowa i obliczenie

Do 9 kolb stozkowych o pojemnosci 300 cm’ doda¢ po 20 ecm® roztworu dwu-
chromianu potasu i 15 cm® kwasu siarkowego. Mieszaning ogrzewaé przez 5 minut
j/w. Po ozigbieniu, do poszczegolnych kolb przenies¢ kolejno odpowiednio: 0; 1; 2,5;
5; 10; 15; 20; 25 i 30 cm® 0,25M roztworu soli Mohra. Nastqpme zawartos$¢ kolb
przenie§é ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 200 cm’ i uzupehié woda
destylowang do kreski. Ekstynkcjg barwnych roztworéw zmierzy¢ kolorymetrycznie
przy dhugosci fali = 590 nm. Wartos$¢ ekstynkcji otrzymang w czasie wykonywania
proby peinej poréwnaé z krzywa wzorcowa, odczyquc odpowiadajaca tej warto$ci
ilos¢ cm” soli Mohra. Przyjmuje sig, ze 1 cm® 0,5M roztworu soli Mohra odpowiada
0,0015 g wegla.

Znajac tg warto$¢ obliczy¢ % wegla w badanej probee gleby:

% C=a-K-100/h 2)

gdzie: a — cm’ soli Mohra (warto$¢ odczytana z wzorca), K — wspodtczynnik prze-
liczeniowy na wegiel dla 0,5 M roztworu soli Mohra, h — nawazka gleby (g).
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Aktywnos$¢ celulolityczng wyraza¢ w % wegla wydzielonego z gleby w postaci
CO,, po wzbogaceniu jej w celuloze:

A=B-C 3)

gdzie: A — % C wydzielonego z gleby w postaci CO,, B — % C w glebie z celu-
loza w czasie 0, C — % C w glebie z celuloza w czasie np. 7 dni.

Endo-B-1,4-glukanaza EC 3.2.1.4

Zasada oznaczenia

Metoda oparta jest na pomiarze spadku lepkosci roztworu metylocelulozy po
jej hydrolizie przez endo- B-1,4-glukanazeg.

Odczynniki

1. 0,9 % roztwér metylocelulozy (MC) w buforze Mcllvaina (pH 5,5),

2. bufor Mcllvaina: roztwér ,,a”-71,69 g Na,HPO, 12H,0 rozpusci¢ w 1000 cm’
wody destylowanej; roztwér ,,b” — 21,01 g kwasu cytrynowego rozpusci¢
w 1000 cm® wody destylowanej. Przed uzyciem zmieszaé 267 cm® roztworu
,, " 2 233 cm® roztworu ,,b”,

3. Toluen.

Wykonanie oznaczenia

Do 40 cm® 0,9% roztworu metylocelulozy doda¢ kilka kropli toluenu i 1g gleby
przesianej przez sito o Srednicy oczek 1 mm. Cato$¢ inkubowaé przez 5-7 dni w tem-
peraturze 28°C, nastgpnie zawarto$¢ kolby przesaczy¢ przez podwdjna gaze.
Lepkos¢ przesaczu zmierzy¢ na wiskozymetrze Vogel-Osaga lub Oswalda w tem-
peraturzw 30°C.

Probg kontrolna nastawié z gleby wyjatowionej w autoklawie.

Obliczenie

Aktywno$¢ endo-fB-1,4-glukanazy podawaé w % spadku lepkosci roztworu
MC wyliczonych ze wzoru:

A %= (Tk -Tp) / Tk 100 % 4)

gdzie: Tk — czas przeptywu roztworu kontrolnego w kapilarze wiskozymetru,
Tp — czas przeptywu roztworu badanego w kapilarze wiskozymetru.
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Uwaga do metody

Budowa wiskozymetru Oswalda, jego obstuga i postepowanie w czasie ozna-
czania lepkosci zawarte sa np. w ,,Cwiczenia laboratoryjne z chemii fizycznej”.
Wyd. Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin 2004.

Beta - fruktofuranozydaza (Sacharaza, inwertaza) EC 3.2.1.26

Sacharaza katalizuje hydrolizg wszystkich oligosacharydéw zawierajacych reszte
B-D-fruktofuranozy, takich jak sacharoza, rafinoza i inne. Dziatanie tego enzymu
polega na odszczepieniu wolnej fruktozy, dlatego w wyniku hydrolizy np. sacharozy
powstajace produkty to: D-fruktoza i D-glukoza. Metody oparte sa na oznaczeniu
cukrow redukujacych powstatych po enzymatycznej hydrolizie sacharozy.

Metoda: Hoffmanna i Pallaufa [6]

Zasada oznaczenia

Metoda oparta jest na oznaczeniu cukrow redukujacych metoda Samogyi
i Nelsona powstatych po enzymatycznej hydrolizie sacharozy. W metodzie tej jon
Cu*? redukowany jest przez cukry redukujace do jonu Cu?, ktory z kolei redukuje
kwas arsenomolibdenowy. W wyniku reakcji powstaje niebieskie tlenki molib-
denu (Mo,0Os i MoOs). Natgzenie niebieskiego zabarwienia, ktore jest pro-
porcjonalne do stgzenia cukréw redukujacych, mierzy si¢ kolorymetrycznie.
Czulo$¢ metody od 10-100 pg cukréw redukujacych.

Odczynniki

1. Roztwor substratu 20%: 20g sacharozy cz.d.a. rozpusci¢ w 100 cm® wody
destylowanej,

2. Bufor octanowy pH = 5,5: ,,a” — 120 cm® lodowatego kwasu octowego prze-
nie$¢ do kolby miarowej o pojenosci 1000 cm® i uzupetni¢ do kreski woda
destylowana, ,,b”-164 g bezwodnego octanu sodu rozpusci¢ w 1000 cm® wody
destylowanej. Przed uzyciem roztwoér ,,a” zmieszaé¢ z ,,b” w stosunku 1:8,

3. Roztwér Fehlinga - ,,2” 150 g CuSO, 5H,0 rozpusci¢ w 500 cm® wody destylo-
wanej, ,,b” — 25g Na,CO; (bezwodny) i 25 g winianu sodowo-potasowego roz-
pusci¢ w 1000 cm® wody destylowanej. Przed uzyciem roztwory zmiesza¢ w sto-
sunku 1:25,

4. 0,5 molowy roztwér fosforanu dwusodowego — 17,9 g Na,HPO, 12H,0 roz-
pusci¢ w 1000 cm® wody destylowane;j,
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5. odczynnik molibdenowy —,,a” — 5% roztwdr molibdenianu heptaamonowego,
wb” =200 cm’ stgzonego kwasu siarkowego rozpuscié w 1000 cm® wody
destylowanej. Przed uzyciem roztwory zmiesza¢ w stosunku 1:1,

6. roztwér wzorcowy — 100 mg glukozy i 100 mg fruktozy rozpuscié¢ w 200 cm®
wody destylowane;j.

Wykonanie oznaczenia

Do 10 g gleby powietrznie suchej i przesianej przez sito o $rednicy oczek 2 mm,
przeniesionej do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm® dodaé 2 em® toluenu. Catosé
doktadnie wymiesza¢. Po 15 minutach doda¢ 10 cm® 20% roztworu sacharozy i 10 cm®
buforu octanowego o pH 5,5. Calo$¢ po ponownym wymieszaniu umiesci¢ w
temperaturze 37°C na okres 3 godzin. Po inkubacji kolby dopehi¢ woda destylowana
do kreski. Zawartos¢ kolbki doktadnie wymieszaé i przesaczy¢ przez saczek z bibuty
twardej. Przesacz zebra¢ do 100 cm® kolby stozkowe;.

Nastepnie 5 cm® przesaczu przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’ za-
wierajacej 4 cm’ ptynu Fehlinga. Kolbe wstawié do wrzacej tazni wodnej na 25 minut,
po czym szybko ochtodzi¢ pod biezaca woda i dodaé 2 cm’ 0,5 molowego roztworu
Na,HPO, oraz 5 cm’ mieszaniny molibdenianu heptaamonowego i kwasu siarko-
wego. Zawarto$¢ wymieszac 1 pozostawi¢ na 1 godzing w ciemni. Nastgpnie kolbe
ponownie dopetni¢ do kreski woda destylowana, wymieszac i oznaczy¢ intensywnos$¢
zabarwienia w kolorymetrze przy dhugosci fali 4 = 582 nm w stosunku do wody
destylowanej jako kontroli.

Réwnoczesnie przygotowaé probe slepa (10g gleby + 2cm? toluenu + 10cm?
wody destylowanej). Probg $lepa nalezy traktowaé odczynnikami analogicznie jak
probe badang. Zawartos¢ cukrow redukujacych w probie pelnej i $lepej odczytaé
z krzywej wzorcowe;j.

Krzywej wzorcowa

Z roztworu wzorcowego glukozy i fruktozy odmierzy¢ kolejno 0, 1, 2, 3...25 cm’
do kolb miarowych o pojemnosci 100 cm®. Nastepnie doda¢ po 10 cm® buforu
i dopetni¢ kolby do kreski woda destylowana. Po doktadnym wymieszaniu, pobra¢ po
5 cm® odpowiednich roztworéw standardowych i przeniesé do kolb miarowych na
100 cm?. Dalej postepowaé jak z przesaczem proby badane;.

W uktadzie prostokatnym, na osi odcigtych odlozyé poszczegdlne, wzrasta-
jace wartosci stgzenia cukru inwertowanego, a na osi rzgdnych odpowiadajace im
wartosci ekstynkcji. Z pofaczenia otrzymanych w ten sposob punktéw wykresli¢
krzywa wzorcowa.
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Obliczenie

Aktywno$¢ sacharazy A wyrazona w mg cukru inwertowanego wyliczamy z na-
stgpujacego wzoru:

A=(P-Psl)20 )

gdzie: P — mg cukru inwertowanego w probie pelnej, P§l — mg cukru inwertowanego
w probie Slepej, 20 — mnoznik przeliczeniowy na 10 g gleby (w probie oznaczanej po
kolejnych rozcieficzeniach znajdowato sig 0,5 g gleby w 100 cm”).

Metoda: Frankenberger, Johanson [5]

Oznaczenie cukréw redukujacych kwasem dwunitrosalicylowym.

Odczynniki

1. Toluen cz.d.a.,

. Bufor octanowy pH = 5,5: jak w poprzedniej metodzie,

3. Roztwor substratu 10%: rozpusci¢ 10 g sacharozy cz.d.a. w buforze octano-
wym w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm”,

4. Roztw6r NaOH (2M): 8 g NaOH cz.d.a. rozpuci¢ w 50 cm® wody destylo-
wanej. Po ostygnieciu dopelié woda do objetosci 100 cm?,

5. Roztwor barwiacy: rozpusci¢ kolejno 0,2 g kwasu 3,2-dinitrosalicylowego
cz.d.a., 0,025 g weglanu sodu bezwodnego cz.d.a., 0,005 g EDTA w 40 cm®
wody destylowanej w kolbie miarowej, po rozpuszczeniu dopetnié¢ do 50 cm®,

6. Roztwér wzorcowy: jak w poprzedniej metodzie.

Wykonanie oznaczenia;

Do kolbki stozkowej o pojemnosci 50 cm wprowadzxc 3 g gleby przesianej przez
sito o $rednicy oczek 2 mm dodac 0, 2 cm’ toluenu, 5 cm® buforu octanowego dokta-
dnie wymiesza¢. Wprowadzi¢ 5 cm’® roztworu sacharozy i ponownie wymieszag,
kolbke zatka¢ korkiem z waty. Wstawi¢ do cieplarki o temperaturze 37°C na okres
24 godzin. Po inkubacji doda¢ 20cm® wody destylowanej podgrzanej do tempera-
tury 40°C. Zawarto$¢ kolbki wymiesza¢ i saczyé przez saczek z bibuly twardej.
Z klarownego przesqczu pobrac lem® i wprowadzi¢ do probowk1 Z 0znaczona
oqutosmq 25 cm’. Dodaé 5 cm® wody destylowanej i 2 cm® roztworu NaOH oraz
2 cm® roztworu barwigcego. Probowki z zawartoscia wstawi¢ na 5 minut do wrzacej
tazni wodnej, a nastepnie szybko schtodzi¢ do temperatury pokojowej. Dodaé wody
destylowanej do zaznaczonej objgtosci probowki. Oznaczy¢ intensywnos¢ zabar-
wienia w fotokolorymetrze przy dlugosci fali 540 nm.
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Préba kontrolna (Slepa) 3 g gleby, pozostate odczynniki i w miejsce roztworu
sacharozy dodaé 5 cm’ wody destylowanej, dalsze postepowanie jak z proba badana.

Zawarto$¢ cukrow redukujacych w probie badanej i kontrolnej odczytaé
z krzywej wzorcowe;. '

Krzywa wzorcowa

Z roztworu wzorcowego odmierzyé 0, 1, 2, 3 ... 25 cm® do kolbek miarowych
o pojemnosci 100 cm’, dodaé 5 ecm® buforu octanowego i dopetni¢ kolbki do
kreski woda destylowana. Po dokladnym wymieszaniu pobraé po 1 cm® odpo-
wiednich roztworéw i przenieé¢ do kolbek miarowych o pojemnosci 50 cm’. Dalsze
postepowanie jak z przesaczem proby badane;.

W uktladzie prostokatnym, na osi odcigtych odlozy¢ poszczegdlne, wzrasta-
Jjace wartosci stgzenia cukru inwertowanego, a na osi rzednych odpowiadajace im
wartosci ekstynkcji. Z pofaczenia otrzymanych w ten sposob punktow wykreslic
krzywa wzorcowa.

Obliczenie

Aktywno$¢ sacharazy A wyrazong w mg cukru inwertowanego wyliczamy z na-
stepujacego wzoru:

A=(P-Psl) 10 (6)

gdzie: P — mg cukru inwertowanego w probie pelnej, P$l — mg cukru inwertowanego
w probie Slepej, 10 — mnoznik przeliczeniowy na 3 g gleby (w probie badanej po
kolejnych rozcieficzeniach znajdowato sig 0,5 g gleby w 100 cm®).
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ENZYMES TAKING PART IN HYDROLYSIS OF CELLULOSE
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Abstract. Decomposition of cellulose as a main ingredient of plant residues enriches the soil
in polysaccharides which are the main source of carbon in that environment, utilized by the
edaphon. The cellulose microorganisms are responsible for this decomposition, as they produce the
enzymes of the cellulase complex. The methods of determination of the activity of the cellulase
enzymes used in examining the soil environment are presented.

Keywords: Soil, main cellulolytic activity, saccharase





