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Infoleht

Meetod tsellulaaside aktiivsuse méaaramiseks amperomeetriliselt ning selle

kasutamine immobiliseeritud tsellulaasi aktiivsuse maaramiseks

Antud t60s tootati valja meetod tsellulaasse aktiivsuse amperomeetriliseks méaramiseks, mis
sobib nii solubiliseeritud kui ka tahkele kandjale immobiliseeritud tsellulaaside aktiivsuse
maaramiseks. Meetodi maaramispiiriks on 14 mCU/ml, kusjuures meetodi tingimusi varieerides
saab mddtmispiirkonda muuta vastavalt analtlsi eesméarkidele. Valjapakutud meetodit kasutati

nailon-6,6 niidile immobiliseeritud tsellulaasi preparaadi aktiivsuse maaramiseks.

Marksonad: Tsellulaasid, tsellulaaside aktiivsuse amperomeetriline méaramine, ensiumi

immobiliseerimine.

Method for determining cellulase activity amperometrically and using it to

measure the activity of immobilized cellulases

In this work a method for the amperometric determination of cellulase activity was developed.
The method is suitable for measuring the activity of both immobilized and soluble cellulases.
The limit of detection was found to be 14 mCU/ml. Furthermore, the detection range can be
modified according to the aim of analyses by altering the experimental parameters. The method

was used for the determination of the atcivity of cellulase immobilized on nylon-6,6 threads.

Keywords: Cellulase, Cellulase activity, amperometrical assay, enzyme immobilization
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SISSEJUHATUS

Tsellulaasidena tuntakse erinevaid enstiime, mis katalttsivad tselluloosis leiduvate erinevate
keemiliste sidemete hidrolttsi. Neid enstiime kasutatakse laialdaselt erinevates toostusharudes:
paberi-, tekstiili-, toidu- ja mahlat6dstuses ning loomas6dda tootmisel. Tsellulaasi kasutatakse
toostuses peamiselt solubiliseeritud kujul, mis tdhendab, et enstutimi saab kasutada ainult the
korra ning seda ei ole vimalik reaktsioonikeskkonnast eraldada ja katallusitavaid protsesse
kontrollitavalt peatada. Tsellulaasi immobiliseerimine tahkele kandjale muudab ensiumi
taaskasutatavaks ning seda on véimalik lihtsalt ja kiiresti reaktsioonikeskkonnast eemaldada ning

selle poolt katalliusitavad protsessid peatada.

Enstiimide kataludtilisi omadusi iseloomustab nende aktiivsus. Tsellulaasse aktiivsuse
madramise metoodikaid on mitmeid, kuid nende puuduseks on liigne keerukus ning suur
reagendikulu; lisaks on paljudel juhtudel ebaselge meetodi tundlikkus ning saavutatav

maaramispiir.

Antud t66 eesmargiks oli tootada vélja meetod tsellulaasi aktiivsuse amperomeetriliseks
madramiseks, mis vOimaldaks lihtsalt ja kiiresti mé&&rata nii solubiliseeritud kui kandjale
immobiliseeritud tsellulaasi aktiivsust ning varieerida modtepiirkonda vastavalt analidsi
eesmarkidele. Meetod peab olema piisava tundlikkusega véikeste ensiiimikoguste aktiivsuse
madramiseks ning rakendatav mahlatootmisel kasutatavate ensltuUmpreparaatide ja
immobiliseeritud tsellulaasi aktiivsuse mé&aramiseks. Tsellulaasse aktiivsuse mé&aramise
optimaalsete tingimuste leidmiseks kasutati vastavusfunktsioonide meetodit (Response Surface
Method RSM).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Tselluloos ja selle leidumine

Tselluloos (CsH100s)n on orgaaniline polisahhariid, mille lineaarne ahel koosneb B(1 — 4)
sidemega seotud D-glikoosi monomeeridest. Tavaliselt moodustub tselluloosi ahel umbes 100-
1000 monomeerist (joonis 1A) [1]. Tselluloosiahelad seonduvad omavahel intermolekulaarsete
vesiniksidemete kaudu, moodustades umbes 40st paralleelsest ahelast koosneva kristalse
struktuuriga molekuli, mida nimetatakse tselluloosi mikrokiuks (joonis 1B). Tselluloosil
pbhinevatele orgaanilistele Ghenditele ning materjalidele on iseloomulik lahustumatus vees,

kdrge survetugevus ning jaikus. [2]

CH,OH

X

CH,OH

Joonis 1. Lineaarne tselluloosi ahel (A) ning kristalse struktuurigatselluloos (B) [3]

Looduses on tselluloos leitav kdigi taimsete rakkude rakuseintes. Taimse raku rakusein koosneb
peamiselt tselluloosist, hemitselluloosist, pektiinist ning ligniinist. Tselluloos, pektiin ning

ligniinannavad taimse raku rakuseinale tematugevuse, jaikuse ning vastupidavuse.[2,4]

Kuna tselluloos vees ei lahustu, siis liigitatakse toiduainetetddstuses see lahustumatute
kiudainete hulka. Inimese organism ei ole véimeline lahustumatuid kiudaineid metaboliseerima,
kuid sellegipooleston nende tarbimine organismile vajalik. Lahustumatud kiudaineid lagundavad
ning tarbivad soolestikus olevad bakterid, mis aitavad kaasa organismi loomulikule toimimisele.

[5]



1.2. Tsellulaasid

Tsellulaaside all tuntakse ensutime, mis voimaldavad labi viia tselluloosi hudrolutsi. Kdesoleval
ajal liigitatakse tsellulaasideks kokku 11 erinevat enstiimi (tabel 1). Nendest kiimme kuuluvad
hidrolaaside klassi (EC 3.x), mis kataltusivad tselluloossete materjalide hidroludsi ning tks
kuulub isomeraaside hulka (EC 5.x), mis katalliusivad molekuli transformeerumist tema
isomeeriks [6]. Tsellulaase jaotatakse ka vastavalt nende funktsioonile tselluloosi hidrolidsis

kolme riihma, kusjuures tks ensuim v6ib omada mitut erinevat funktsionaalsust (tabel 2) [1,7].

Tabel 1. Tsellulaaside hulka kuuluvad ensutimid [6]

EC number

3.1.1.73 3.2.1.136 3.2.1.150 3.2.1.176
3.2.1.203 3.2.14 3.2.1.74 3.2.1.8
3.2.1.91 3.2.1.B42 5.4.99.15

Tabel 2. Tsellulaaside funktsiooniline jaotus [1,7]

Nimetus

Funktsioon

1. | Endogliikaanaasid,

Endotsellulaasid

Kataltdsivad tselluloosi mikrokius olevate amorfsete piirkondade

lagundamist lineaarse ahelaga tselluloosiks. Tselluloosi lineaarses

ahelas  katalliusivad  substraadi ~ molekulide  hudrolusi
mittespetsiifiliselt.
2. | Eksoglikanaasid, Katallusivad  tselluloosi  lagundamist  glikoosi/tsellobioosi

Eksotsellulaasid

molekulideks lineaarse tselluloosiahela mitteredutseeruvast otsast.

3. | B-glikosidaasid,
tsellobiaasid

Katalttsivad tsellobioosi hidroltsi glikoosi monomeerideks.

Tsellulaaside aktiivust defineeritakse eraldi Ghikutes: 1 CU (cellulase unit) vabastab 1 pmol
glukoosi tselluloosist 1h jooksul pH = 5,0 ning t = 37°C juures ning see vastab 1/60-le
rahvusvahelisest enstitimide aktiivsust defineerivale Ghikule [8]. Erinevate tsellulaassetaktiivsust

omavate ensuimide toime tselluloosi molekulile on skemaatiliselt toodud joonisel 2.
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Joonis 2. Tselluloosi lagundamise enstimaatiline reaktsioonimehhanism [1,7]

Tsellulaaside peamisteks tootjateks on erinevad mikroorganismid: seened (néiteks A. niger) ja
bakterid (naiteks C. Thermocellum), mis toodavad tsellulaasseid ensulime oma elutegevuse
kéigus erinevatel eesmérkidel [1]. Tsellulaaside paritolust sdltuvad oluliselt nende poolt
katalUtisitavate reaktsioonide optimaalsed tingimused ning inhibeerivat mdju omavad ained [1].
Tavaliselt jaavad tsellulaasidega to6tamisel lahuse optimaalsed pH vaartused vahemikku pH =
3,0 — 6,0 ning temperatuur vahemikku t° = 30°C — 80°C [6]. Tsellulaaside tavaparased
inhibiitorid on erinevad metalli-ioonid ning mitmesugused orgaanilised Uhendid. Levinumad
inhibeerivat m6ju omavad metalli-ioonid on hdbeda, elavhdbeda, kaltsiumi, kroomi, vase, raua,
magneesiumi, mangaani ning tsingi ioonid, kusjuures mdne eelneva iooni vdga madala
kontsentratsiooni kasutusel (nditeks kaltsiumi ja magneesiumi iooni) on maérgatud hoopis
enstumi aktiivsuse téusu [6]. Orgaanilistest inhibiitoritest on levinumad taimeraku koostises
olevad hemitselluloos, selle mdned monomeerid (mannoos, galaktoos, kstloos, gliikoos) ning
ligniin [6,9]. Tsellulaasid, mille optimaalsed tingimused on valjaspool antud piirkondi ning mille
inhibiitorid erinevad tavaparastest, parinevad tavaliselt ekstreemsetes tingimustes kasvanud voi

muteeritud organismidelt [6,10].



1.2.1. Tsellulaasideimmobiliseerimine tahkele kandjale

Immobiliseeritud enstiimide, sealhulgas tsellulaaside, kasutamisel on vdrreldes solubiliseeritud
enstiimidega mitmeid eeliseid. Peamisteks eelisteks immobiliseeritud enstiimide kasutamisel on
vOimalus enstiimide eemaldamiseks reaktsioonisegust, mis peataks koheselt katalulsitava

reaktsiooni, ning enstiimide taaskasutamine, mis véimaldab kulusid kokku hoida. [11]

Tsellulaasi immobiliseerimiseks vOib kasutada erinevaid kandjaid, kusjuures toiduainete
tootlemise korral on oluline kasutatava kandja keemiline inertsus. Ké&esolevas t60s valiti tahkeks
kandjaks nailon-6,6, sest see on inertne, odav, kergesti kattesaadav, soosib immobiliseeritud

enstiimide korge aktiivsuse sdilimist ning sobib kasutamiseks mahlade tootmisel.[12,13]

Tsellulaasi immobiliseerimine tahkele kandjale nailon-6,6 toimub Cross-linking meetodi pdhjal,
kus linkerina kasutatakse glutaaraldehliudi (GA). Tahket kandjat tdtdeldakse esmalt
dimetullsulfaadiga (DMS), seejarel seotakse tahkele kandjale amiidsideme kaudu GA, mis on
linkeriks kandja ja enstiimi molekuli vahel ning tagab enstiimimolekuli piisava kattesaadavuse
substraadile. Immobiliseerimise reaktsiooniskeemi ning tapsed produktid on kujutatud joonisel 3.
[17,18]
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Joonis 3. Tsellulaasi immobiliseerimine tahkele kandjale nailon-6,6 [12]
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1.3. Tsellulaaside aktiivsuse maaramine

Tsellulaasset aktiivsust defineeritakse kui tselluloosi vOi selle derivaatide, nditeks
karbokstmetitltselluloosi (CMC) tsellulaaside poolt kataliisitaval hidroltusimisel tekkinud
glukoosi molekulide arvu 1h jooksul optimaalsel pH ning temperatuuri vaartustel. Jargnevalt

kirjeldatakse enamlevinud meetodeid tsellulaasse aktiivsuse madramiseks.

1.3.1. Tsellulaaside aktiivsuse optiline maaramine

Tsellulaasse aktiivsuse optiliseks mé&aramisel on tselluloosse substraadi hudrollusi Uheks
produktiks optiliseltaktiivne molekul, mida on voimalik detekteerida (joonis 4) [14-16]. Selleks

hudrolidsitakse tsellulaaside abil eelnevalt modifitseeritud tselluloosseid substraate.

Tsellulaasid "
Tselluloos > Glukoos

R - optiliselt aktiivne molekul

Joonis 4. Tsellulaasse aktiivsuse optilise mddramise phimote [14-16]

Modifitseeritud tselluloossete substraatidena kasutatakse kolorimeetrias néiteks 4,6-O-
bensulideen-2-kloro-4-nitrofentiul-B-D-tsellotriosiidi (BCNPG3), 4,6-O-(3-Ketobutilideen)-4-
nitrofenudl-p-D-tsellopentaosiidi  (BPNPG5), ning fluoromeetrilisel maaramisel naiteks
resorufiintsellobiosiidi, kuid miiugil on ka mé&aramata koostisega substraate [14—16].

BCNPG3 ning BPNPG5 koosnevad vastavalt kolmest ja viiest glikoosi monomeerist, millest
madlemal on ahela (hes otsas tsellulaaside hudrollusimise vastu kaitsev riilhm ning teises otsas
glukoosiga seotud hiljem optiliselt maaratav thend [16]. Meetodid erinevad omavahel tselluloosi

ahela pikkuse, kaitsva rihma ning optiliselt aktiivse rihmapoolest [16]. Antud meetodid sobivad
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vaid endoglikanaaside méaramiseks, sest need katalttsivad eelisjarjekorras maaramismeetodile

sobiva sideme hidrolulsi [16]. Meetodite to6p6himote on kujutatud joonisel 5.

Endoglikanaas
@—- R, | Glukoos @ — @— R, + | Glukoos @

lisatud liias l

X - kaitsev ruhm B-gliikosidaas

R, - Tselluloosi ahel pikkusega 2 voi 4

wA WA Aluseline puhver
<J@> - Optiliselt masratav < > - + | Gliikoos
£554A

£ v A molekul v

Joonis 5. BCNPG3 ja BPNPG5 meetodi toopohimdte [16]

Fluoromeetrilisest maaramismeetodist on teada the kasutatava substraadi keemiline koostis
[14,15]. Resorufiin tsellobiosiid on tsellobioosne thend, mille tsellulaaside abil hiidroltitsimisel
vabaneb fluoromeetriliselt méératav resorufiin [14]. Teisel kirjeldatud meetodil on teada vaid
optilist aktiivsust omav rihm: 4-mettidlumbelliferoon [15]. Erinevalt kolorimeetrilistest
meetoditest vaidetakse, et antud meetoditega on vdimalik maarata koikide tsellulaaside
koguaktiivsust [14,15].

Koik kolorimeetrilised tsellulaasse aktiivsuse mé&éaramismeetodid tootavad
temperatuurivahemikus 25°C — 60°C, pH vahemikus pH = 4,5 — 8,0 ning nende ajakulu varieerus
10 — 120 minuti vahel [14-16]. Madalaim madramispiir oli 1.2 mCU/m|l BPNPG5 reagenti

kasutaval meetodil (tabel 3).

Tabel 3. Tsellulaasse aktiivsuse optiliselt maaramise meetodid

Meetodi Substraat Optiliselt aktiivne produkt Mé&ramispiir | Viide

number (mCU/ml)

1 BCNPG3 2-kloro-4nitrofenool 50 [16]

2 BPNPG5 4-nitrofenool 1.2 [16]

3 Resorufiintsellobiosiid | Resorufiin 3 [14]

4 Méédramata sunteesitud | 4-mettulumbelliferoon <115 [15]
uhend

12




1.3.2. Tsellulaaside aktiivsuse viskosimeetriline maaramine

Tsellulaasse aktiivsuse viskosimeetriline madaramine péhineb tsellulaaside toimel hiidroliisitava
substraadi viskoossuse vahenemises ajas [17]. Viskosimeetrilisel maaramisel kasutatakse
peamise substraadina karbokstimetuultselluloosi (CMC), mis lahustub vees oma kdrvalahelate
hidrofiilsuse ning vesiniksidemete moodustamise tottu [17]. Tsellulaaside lisamisel langeb CMC
lahuse viskoossus, sest hudroliusimisel véheneb lahuses olevate molekulide keskmine
molaarmass [17,18]. Hiljuti uuriti viskosimeetrilise maaramise tdpsust sama aktiivsusega
endoglikanaaside ning eksogliikonaaside vahel ning téheldati, et viskosimeetriline maaramineon
spetsiifiline endotsellulaaside aktiivsusele ning ei sobi eksotsellulooside aktiivsuse médaramiseks
[18]. Selle pdhjusena tuuakse valja endotsellulaaside tunduvalt paremat voimet hudrollusida -
1,4 glukosiidsidet pikkades tselluloossetes ahelates vorreldes teiste tsellulaasidega [18].
Viskosimeetrilise tsellulaasse aktiivsuse méaédramise Kiirus ja tépsus soltub kasutatud
viskosimeetrist, uuritava ensliimisegu eeldatavast aktiivsusest ja kasutatavast metoodikast,
kusjuures temperatuur varieerub vahemikus t = 25°C — 45°C ja pH vahemikus 4,8 — 5,0 [17—
19]. Konkreetseid viskosimeetrilisi mdaramise metoodikaid on mitmeid, néiteks on voimalik
tsellulaasset aktiivsust tagasi arvutada pohinedes teadaolevate aktiivsustega tsellulaaside ja
nende pdhjustatud viskoossuse languse kalibreerimisgraafikule, on olemas meetod, kus
hinnatakse paralleelselt CMC ja puhvri voolamise kiirust ning meetod, kus tulemuse annab
spetsiaalselt konstrueeritud instrument [17-19]. Kiireimvdimalus viskosimeetriliseks tsellulaasse
aktiivsuse méaramiseks on Rapid Visco Analyser kasutamine. Analulsi kestvus on sellega 10
minutit, m6dtmine on automatiseeritud ning tsellulaasset aktiivsust on vOimalik maarata
vahemikus 0.2 CU/ml - 2.5 CU/ml [19].

1.3.3. Tsellulaaside aktiivsuse maaramine redutseeruvate sahhariidide sisalduse
kaudu

Antud metoodikal toimub tsellulaasse aktiivsuse mittespetsiifiline madramine, kasutades selleks

ara reagente, mis reageerivad tselluloosse aine hidrolulsimisel saadud redutseeruvate

sahhariididega ning mida on v@imalik lihtsasti maarata. Sellel pdhimdttel saab madrata

13



tsellulaasset koguaktiivsust [20]. Tavaliselt on nende meetodite korral substraadiks CMC v0i

tavaline filterpaber [20].

Levinud redutseeruvate sahhariidide maaramise meetodiks on 3,5-dinitrosalitsutlhappe (DNSA)
kasutamine (joonis 6) [21]. DNSA on lahuses kollast varvi aine, mis on koérgel temperatuuril
okslideerijaks redutseeruvate suhkrute aldehttd riihmadele, okstideerides need karboksutlhappe
rihmadeks. Reageerides redutseerub DNSA 3-amino-5-nitrosalitsttlhappeks (ANSA), mis on
lahuses oranz [21]. ANSA spektrofotmeetrilise méaaramise kaudu tehakse kindlaks
redutseeruvate suhkrute arv enne DNSA lisamist, mida kasutatakse tsellulaasse aktiivsuse
tagasiarvutuseks [21].

DNSA lisamine ja

Inkubeerimine :
kuumutamine

Tsellulaaside lahus

™ |

Filter paber

(tselluloos)\\©

Joonis 6. DNSA abil redutseeruvate suhkrute méaramise pohimote [21]

Spektrofotomeetriline
maaramine

DNSA meetodikat on oluliselt modifitseeritud ja optimeeritud, et parandada selle tpsust ning
Kiirust [21,22]. Kasutusel on meetod, kus paralleelseid m6dtmisi viiakse labi 96 siivendiga
optilistes kiivettides, mis Kkiirendab oluliselt madramiseks kuluvat aega [21]. Samuti leidub
meetod, kus DNS reagendi asemel kasutatakse okstidaasi ChitO-Q268R [22]. Kasutusel olevate
meetodite tulemused erinevad omavahel, sest tselluloosi hidroliisil tekib ka muid produkte,
néiteks tsellobioosi, mis interakteerub erinevate okstideerivate reagentidega erineval méaral [21—
23]. Koige tapsemalt saab mdaarata redutseeruvate suhkrute kaudu tsellulaasset aktiivsust
kdrgefektiivse vedelikkromatograafiaga, sest seal on tselluloosi hudrolisi produktid omavahel
eristatavad [23].
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1.3.4. Tsellulaaside aktiivsuse elektrokeemiline maaramine

Tsellulaasse aktiivsuse elektrokeemiline m&aramine pdhineb tselluloosse substraadiga elektroodi
pinna katmisel ning seejarel pinna hidrolidsimisel tsellulaasidega (joonis 7) [24]. Esmalt
kaetakse grafiitelektroodi pind nitrotselluloosi kihiga, mis blokeerib raud(lll)tsuaniid iooniide
redutseerumise. Kaetud elektroode inkubeeritakse tsellulaasi lahuses, mis katallisib
nitrotselluloosi  hidrollsi. Tsellulaasne aktiivsus méaératakse elektroodil md&ddetava
elektrilaengu suurusest, mis varieerub vastavalt nitrotselluloosi kihi hiidrollisi mééarale. Meetodi
ajakulu s6ltub tsellulaasidega inkubeerimise pikkusest ning signaali modtmise pikkusest,
madalaimaks maaramispiiriks saadi 6 pCU/ml. [24]

Fe(CN) * Fe(CN) * Fe(CN) *

Nitrotselluloos

Joonis 7. Tsellulaaside aktiivsuse elektrokeemilise m&&ramise pohimote [24]

Nitrotselluloos Tsellulaasid
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1.4. Tsellulaaside kasutamine toostuses

Tsellulaasidele leitakse toostuses jarjest ronkem kasutusalasid ning ennustatakse, et tsellulaaside
mudgi maht aastal 2025 on juba 2300 miljonit USD. Eeldatav aastane tsellulaasi turu kaibetbus
on plahvatuslik - 5.5% ajavahemikul 2018 — 2025. Tsellulaase kasutatakse enamasti lahustunud
kujul, mistbttu ei saa neid korduvkasutada. 2016. aastal olid suurimad tsellulaasi kasutavad
toostusvaldkonnad karjakasvatus (29.71%), toidu- ja joogitdostus (26,37%) ning tekstiilitdostus
(13.77%).[ 28] Karjakasvatuses on tsellulaasidel oluline osa loomade sd6da kvaliteedi tdstmisel.
Tavaliselt moodustab loomade ulalpidamiskulust vahemalt 50% nende toitmine. Loomade s66t
koosneb suures osas lignotselluloosist, mis on kdrge kiudainete sisaldusega, kuid loomadele
halvasti seeditav. Sodda eelnev téotlemine tsellulaasidega lagundab kiudainete struktuurid
loomale paremini seeditavaks ning seega saavad nad sealt kétte suurema koguse vajalikke kiud -
ning toiteained. Kdrgema kvaliteedi ning toitevéartusega sodda tarbimine tbstab loomade
toiteainetest saadava energia hulka, mida loom kasutab néiteks rohkema piimatootmiseks (kuni
25% rohkem) vGi kasvamiseks (kuni 15% rohkem). [1,28] Tsellulaase kasutatakse
tekstiilitoostuses, eriti teksasest toodetud riiete to6tlemisega seonduvatel protsessidel. Teksasriie
koosneb sitkest puuvillast, mis pdhineb pea 100% tselluloosil. Pika-ajalisel teksasriiete
kasutamisel kulub materjali pealiskiht, mis on silmaga néhtav kui Gheotsaliste niidikiudude teke
riide pinnale, kuid mida ei ole vBimalik veega pesul kétte saada. VVarem kasutati nende kiudude
eemaldamiseks pimsskive, mis vottis kaua aega ning oli toérohke. Kasutades tsellulaase
hidrolulsitakse lahtiste kiudude ja teksasriide vaheline glikosiidside, mis muudab riidevalised

kiud veega pesul kattesaadavaks. [1,28,29]

1.4.1. Tsellulaasid mahlat6ostuses

Taimsete materjalide tootlemisel, sealhulgas mahlatédstuses on oluline rakuseinte I6hustamine
ning rakkudes leiduvate bioaktiivsete ainete eraldamine. Taimeraku rakuseinu saab purustada
lisaks ensumaatilisele hidroliisile mehhaaniliselt, nditeks mahlapressides [1,7]. Tsellulaaside
kasutamise olulisust ja potentsiaali erinevate viljade to6tlemisel iseloomustab erinevate viljade

kuivmassi koostis. Kuigi erinevate kiudainete osakaalud erinevates viljades varieeruvad, on
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tselluloos igas viljas oluline koostisosa ning moodustab naiteks porgandites vilja kuivmassist
isegi Ule 80% (tabel 4).

Tabel 4. Viljade kuivmassis olevate kiudainete osakaal (%)

Taim/Kiudaine | Tselluloos Pektiin Ligniin Hemitselluloos | Viide
Porgand 51.6-80.94 |388-7.14 |248-322 |[9.14-123 [4,30]
Lillkapsas 66.97 5.51 14.44 13.06 [4]
Oun 37.82-43.6 11.7-2452 | 7.45-20.4 24.4 —30.19 [4,30]
Pirn 34.5 13.4 335 18.6 [30]
Mustsdstar 12 2.73 59.3 25.3 [30]
Aroonia 34.6 7.85 24.1 33.5 [30]
Kirss 18.4 1.51 69.4 10.7 [30]

Mahlatdostuses tekib suur hulk j&&kprodukti, sest tavapdrasel rakuseinte mehhaanilisel
purustamisel jaab neist osa terveks. Tsellulaasi ja teiste ensliimide, peamiselt erinevate
pektinaaside kasutamine mahlatdtstuses aitab hudrollisida rakuseinale tugevuse andvaid
komponente ning suurendada mahla valjatulekut [1,5]. Mahlapressimise efektiivsuse
suurendamine vahendab Uhtlasi ka jd&kide hulka. Mahlatootjale on enstiimide kasutamine hea
vOimalus tootmise efektiivsuse suurendamiseks, mis tdstab kasumlikkust ning vahendab oluliselt
jaakide tootlemiseks kuluvat ressurssi. [1,29] Siiani kasutatakse mahlatoostuses solubiliseeritud
tsellulaase, kuid nende immobiliseerimine ning taaskasutamine vdimaldaks tootja kasumit veelgi
suurendada [1,29].
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Kasutatud seadmed

Hapnikuandur Helox 10-15 (Elke Sensor)

Termostaat Sky Line TW 2.03 (ELMI)

Vortex segaja Heidolph

Tsentrifuug Beckman Coulter Microfuge 16

pH meeter Mettler Toledo (0,01 pH Ghikut)

Magnetsegaja MS3000 (Biosan)

Analidtiline kaal PB602-S/FACT (Mettler Toledo) (tépsus 0,01 mg)

Klaasist viskosimeeter

2.2. Kasutatud reaktiivid ja materjalid

Tsellulaas (Aspergillus niger, aktiivsus 1CU/mg , LOT nr. SLCB5735 Sigma-Aldrich)
Glukoosi Oksudaas (Aspergillus niger, aktiivsus 17300U/g , LOT nr. 079K745V Sigma-Aldrich)
Karbokslmetutltselluloosi naatriumisool (Sigma-Aldrich)
Naatriumatsetaat — trihtdraat (C2HsNaO; x 3H20) (AppliChem, min 99%)

Addikhape (CH3COOH) (AppliChem, min 99.7%)

Naatriumhudroksiid (NaOH) (AppliChem, min 99%)

Vesinikkloriidhape (HCI) (Sigma-Aldrich, > 37%)

Dimetuadlsulfaat (C2HsO4S) (Sigma-Aldrich, min 99.5%)

Glutaaraldehtid (CsHsO;) (Sigma-Aldrich, 50% lahus)

Nailon-6,6 niit (Oja, Turgi)
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2.3. Metoodikad

2.3.1. Tsellulaasse aktiivsuse maaramine

Tsellulaasse aktiivsuse mé&dramiseks lisati kindel kogus solubiliseeritud vdi immobiliseeritud
enstumi 35 ml karboksumetudltselluloosi lahusesse (CMC 10 g/L 0.1 M atsetaatpuhvris), misoli
eelnevalt 6huhapnikuga rikastatud vahemalt 1 h. Ohuhapnikuga rikastamine toimus 25°C juures
surubhuga. Reaktsioon viidi 1abi 25°C vesivannis loksutades anumat iga 10 minuti tagant,

inkubeerimise aeg varieerus vahemikus 10 — 70 minutit.

Umbes minut enne reaktsiooni 18ppu viidi lahus termostateeritud mddterakku (V = 35 ml, 25°C)
(joonis 8). Mddteraku avad sulgeti hermeetiliselt hapnikuanduri ning korgiga ja alustati
hapnikuanduri signaali registreerimist. Modterakk asetati magnetsegajale ning kogu protsessi
valtel toimus segamine konstantse kiirusega. 70 minuti taitumisel sustiti mdoterakku 100 pl
glukoos okstidaasi lahust arvestusega, et gliikoosi oksiidaasi I6ppkontsentratsioon oleks 4 — 12
U/ml. Hapnikuanduri signaali registreeriti kuni 10 minutit vdi kuni hapniku taieliku kadumiseni

lahusest.

MAGNETIC STIRRER !\ | / v
MS 3000 <




Joonis 8. Maotmisel kasutatud 35ml mddterakk

Tsellulaasse aktiivsuse arvutamiseks kasutati eksperimentaalsete miirade moju vahendamiseks

hapnikuanduri normaliseeritud signaali (I/1o).

2.3.2. Mootmistingimuste planeerimine vastavusfunktsioonide meetodi abil

Tsellulaasi aktiivsuse maaramise sobivate tingimuste valjatéotamiseks kasutati eksperimendi
planeerimist vastavusfunktsioonide meetodi (Response Surface Methodology RSM) abil
kasutades tarkvara Design Expert 12. See lahenemine véimaldab mitmete parameetrite Giheaegset
optimeerimist ja parameetrite koosmoju arvestamiseks kasutatakse statistilisimeetodeid. Selleks
defineeriti esmalt protsessi mdjutavad sisendparameetrid ja nende muutumise ulatus, sest
sisendparameetrite md&jude uurimiseks protsessi valjundparameetritele ehk mdoddetavatele
suurustele kasutatavad meetodid ei vOta arvesse uuritavate protsesside fulsikalist sisu.
Uuritavateks sisendparameetriteks olid inkubeerimisaeg tsellulaasi lisamisel, inkubeerimisaeg
glukoosi oksudaasi lisamisel jaglikoosi oksiidaasi kontsentratsioon (sisendparameetrite janende
piirvaartuste valik on p@hjendatud tulemustes). Optimeeritavaks valjundparameetriks oli
hapnikusensori signaali normaliseeritud muut (1 - I/lp). Disaini eesméark oli vdimalikult vahese
katsete arvuga leida katset parimana kirjeldav matemaatiline mudel, mis hindab matemaatiliselt
ja statistiliselt, milline on sisendparameetrite koosmo6ju mdddetavale signaalile. See suurendab
Uksikkatsete efektiivsust ning vahendab oluliselt optimeerimiseks vajalike katsete arvu [25].
Kéesolevas t00s kasutati eksperimendi planeerimiseks Box-Behnkeni kolme muutuva
parameetriga disaini, mis paigutab kdik katse sisendparameetrite punktid koordinaat-teljestikku
nii, et punktid oleksid Uhtlaselt jaotunud ning ei paikneks ekstreempunktides [26]. Kuna
ekstreempunkte antud meetodiga ei modddeta, saab Box-Behnkeni disaini mudel valmis
suhteliselt vaikese katsete arvuga [27]. Tsellulaasi madaramise meetodi véljato6tamiseks on Box-
Behnkeni mudel sobivaim, sest protsessi optimeerimisel muudeti 3 erinevat eespoolnimetatud

parameetrit.

2.3.3. Tsellulaasi immobiliseerimine nailon-6,6 kandjale

Tsellulaaside immobiliseerimiseks kasutati nailon-6,6 niiti, mida kaaluti 873.07 mg (1 mg=2.29

cm) ning seejéarel keriti niit Gmber teflonist plaatide (joonis 9).
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Joonis 9. Nailon-6,6 niit keritud imber plaatide

Niite inkubeeriti dimetillsulfaadis 2 minutit (60°C), seejarel pesti 2 korda jadkilma metanooliga
ning 5 korda 0.1 M fosfaatpuhvriga (toatemperatuur, pH = 7,0). Seejarel inkubeeriti niite 1h
glutaaraldehtiudi lahuses (toatemperatuur, 12.5% GA 0.1 M fosfaatpuhvris, pH = 7,0). Aja
taitumisel pesti niite 5 korda fosfaatpuhvriga (toatemperatuur, pH = 7) ning inkubeeriti 24 h 50
ml tsellulaasi lahuses aktiivsusega 10.16 CU/ml (4°C, 0.1 M atsetaatpuhvris, pH = 5,0).
Immobiliseerimine IGpetati niitide pdhjaliku pesuga, et eemaldada niitidele jddnud seondumata
ensulim. Kokku pesti niite 10 korda 0.1 M atsetaatpuhvris (toatemperatuur, pH = 5,0).
Kolmandal, kuuendal ning theksandal pesul kasutati taiendavalt 5 minuti jooksul orbital
shaker’it (150 rpm) ning kiimnendal pesul 15 minuti jooksul. Niite séilitati kiilmkapis suletud
ndus 0.1 M atsetaatpuhvris (4°C, pH = 5,0).

2.3.4. Immobiliseeritud tsellulaasi kasutamine mustsdstra mahla ensiimeerimisel

Immobiliseeritud tsellulaasiga niite kasutati koos immobiliseeritud pektinaasidega mustsostra
mahla to6tlemisel. Immobiliseeritud enstiimide mdju hinnati mahla viskoossuse muutumise
alusel ajas mahla ensiimeerimisel 40°C juures. Mahla viskoossuse muutust vorreldi ainult
immobiliseeritud pektinaasi ning immobiliseeritud pektinaasi ja immobiliseeritud tsellulaasi
kasutamisel. Inkubeerimiseks lisati 100 ml varskelt pressitud mustsdstra mahlale esimesel juhul
50 m immobiliseeritud pektinaasiga ning teisel juhul 50 m immobiliseeritud pektinaasigaja20 m
immobiliseeritud tsellulaasiga niiti. Kinemaatilise viskoossuse mdotmiseks kasutati Klaasist

viskosimeetrit.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Tsellulaaside aktiivsuse maaramise pohimdte

Tsellulaasse aktiivsuse mé&aramiseks inkubeeriti kdigepealt enstiime 6huhapnikuga rikastatud
karboksumetuiltselluloosi (CMC) lahuses. Hudroliisi tulemusena tekkinud glikoosi mééaratakse
glukoosi biosensori abil, mis koosneb lahustunud gliukoosi oksudaasist ning Clark'i tuupi
hapnikuandurist. Hapnikuandur registreerib hapniku kontsentratsiooni véhenemist lahuses
glukoosi oksiidaasi poolt kataltiusitava glukoosi oksldeerimisreaktsiooni kaigus. Hapniku

kontsentratsiooni véhenemine lahuses vdimaldab hinnata tsellulaaside aktiivsust (joonis 10).

Joonis 10. Tsellulaaside aktiivsuse méaramise pdhimote

3.2. Tingimuste optimeerimine tsellulaasse aktiivsuse méaaramiseks

Tsellulaasse aktiivsuse maaramise tulemust mojutavad lahuse temperatuur, pH, lisatud glikoosi
okslidaasi kontsentratsioon, mddterakus oleva magnetsegaja kiirus, CMC inkubeerimise aeg ning
hapnikusensoriga médtmise aeg. Jargnevalt uuriti kolme parameetri: CMC inkubeerimise aja,
sensoriga modtmise aja ning lisatud GOD kontsentratsiooni m&ju hapnikusensori signaali

vaéartusele (1/1p), kasutades vastavusfunktsioonide meetodit eksperimendi disainimise tarkvaras
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Design Expert 12. Parameetrite m&ju uurimisel voeti konstantseteks temperatuur (25°C), pH (pH
= 5,0) ning magnetsegaja kiirus. Temperatuur valiti toatemperatuurile vastavaks, et mdotmiste
labiviimine oleks vOimalikult lihtne, ehkki kdrgematel temperatuuridel on reaktsiooni Kiirus
oluliselt suurem ning eeldatav vajalik inkubatsiooniaeg véiksem. Lahuse pH valiti vastavalt
tsellulaaside aktiivsuste optimaalsele vahemikule [6]. Magnetsegaja kiirus valiti maksimaalseks
voimalikuks vastavalt modteraku kujule, et segamine oleks efektiivne ja tdhus ning see oli
kdikides katsetes konstantne, et elimineerida segamiskiiruse méju hapnikuandurigamdddetavale

signaalile.

Eksperimendi disainimisel tuleb esmalt valida uuritavate sisendparameetrite suuruste vahemikud.
CMC inkubeerimise aja vahemik ja hapnikusensoriga modtmise aja vahemik valiti nii, et
meetodi ajakulu ei oleks vaga suur (alla 1.5 h), sest sooviti luua meetod, mis oleks oma ajakulu
poolest vorreldav muude kasutatavate tsellulaassetaktiivsust madravate meetoditega, mis jaavad
enamjaolt 10 minuti ja 2 tunni vahele [14-24]. GOD kontsentratsiooni vahemikud valiti selliselt,
et saavutatakse vdimalikult suur signaali muutus katse mdistlikku maksumust jargides.
Analoogsete modtmismeetodite jaoks on varem kasutatud GOD kontsentratsiooni 1 U/ml, kuid
tdstmine on lineaarses seoses meetodi tundlikkusega, mistdttu otsustati GOD kontsentratsioone

tOsta. Kokkuvotvalt on valitud sisendparameetrite vahemikud toodud tabelis 5.

Tabel 5. Eksperimendi disainiga uuritavate sisendparameetrite vahemikud

Sisendparameeter Vahemik

CMC inkubeerimise aeg 10 min—70 min
GOD kontsentratsioon 4 U/ml—-12 U/ml
Hapnikusensoriga modtmise aeg 300s—-600s

Kolme valitud sisendparameetri ning nende vahemike pdhjal koostati Design Expert 12 abil
katsete plaan. Katsed viidi l&bi kontstantse tsellulaasi kontsentratsiooniga~0.57 CU/ml. Katsete
jarjekord on valitud selliselt, et ei tekiks sustemaatilist viga. Tehtud katsed ja nende
mod6tetulemused on toodud tabelis 6.
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Tabel 6. Véljundparameetri sdltuvus erinevate sisendparameetrite vaartustest

Katse Sisendparameeter Sisendparameeter | Sisendparameeter | Valjundparameeter
number | 1: CMC inkub. aeg, | 2: GOD konts U/ml | 3: Mdadtmise aeg, | 1: Normaliseeritud
min sek signaali muutus
1 40 12 300 0.56
2 40 12 600 0.64
3 40 4 600 0.47
4 40 8 450 0.46
5 10 8 300 0.34
6 10 4 450 0.27
7 70 12 450 0.73
8 70 8 600 0.71
9 40 8 450 0.39
10 70 8 300 0.6
11 10 8 600 0.26
12 40 8 450 0.48
13 40 4 300 0.48
14 40 8 450 0.51
15 40 8 450 0.46
16 70 4 450 0.7
17 10 12 450 0.33
Eksperimendi mudelist leiti, et antud siisteemi kirjeldab lineaarne mudel
y=0.114363 + 0.006417a + 0.010625b + 0.000083c (1),

kus y on mdddetav normaliseeritud signaal, a on inkubeerimise aeg CMC-ga, b on glikoosi

okstidaasi kontsentratsioon ning c on mddtmise aeg. Leitud kordajatest vorrandile (1) on néha, et

véljundparameetrit

(hapnikusensori

normaliseeritud signaali) mdjutab oluliselt CMC

inkubeerimise aeg ning GOD kontsentratsiooni, md6tmise aja mdju on véiksem (joonis 11).

Mudeli anallsil ei leitud olulisi interaktsioone sisendparameetrite vahel.
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Mudeli ennustatud valjundparameetri vaartused langevad véga hasti kokku eksperimentaalselt
madratute vaartustega (joonis 12), seda kinnitab ka vaike mudeli R? ja kohandatud mudeli R?

vadrtuste vahe (~0.03).

Normaliseeritud signaali muutus
08 —
07 —
=
= 06 —
T
>
-
33 3
3 05—
s E g
T © w
EZ
S o
Y 04 —
03 —
Normaliseeritud
signaali muutus
. 30 . : N
B: GOD 6 inkubeerimise
. . T T T T T T T
kontsentratsioon (U/ml) aeg (min) 02 03 07 08
Al

Eksperin::entaaln:
Joonis 11-12. CMC inkubeerimise aja ning GOD kontsentratsiooni mdju normaliseeritud

signaali muutusele. Koostatud mudeli ennustatud ning eksperimentaalsete punktide

kokkulangemine

Vastavalt tehtud analtlsile ning t66 eesmarkidele valiti kalibreerimisgraafiku maoadtmiste
labiviimisel CMC inkubeerimise ajaks 70 minutit, GOD kontsentratsiooniks 12 U/ml ning
sensori signaali mdddeti 600 s jooksul. Kuigi signaali registreeritakse 600 s jooksul, on véimalik
signaali registreerimise aega varieerida ning koostada erinevate tdusude vaartustega

kalibreerimisgraafikuid, mida on kommenteeritud jargnevas osas.

3.3. Tsellulaaside aktiivsuse maaramine

Kalibreerimisgraafiku loomiseks tehti mddtmised valitud tingimustel tsellulaaside aktiivsusega
vahemikus 14.3 mCU/ml — 571.4 mCU/ml (joonis 13). Selgus, et 571.4 mCU/ml md&tmisel
joudis hapnikusensori signaal juba enne 50s modtmist platoole, mistdttu koostati
kalibreerimisgraafikud modtmistega vahemikus 14.3 mCU/ml — 428.6 mCU/ml. Samuti koostati
kalibreerimisgraafikud signaali normaliseeritud muutustega (1 - I/lo) ajahetkedel 50 — 600 s
(joonis 14, tabel 7).
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Joonis 13. Signaali md6tmise aja ja registreeritud signaali suhe erinevatel tsellulaasi
kontsentratsioonidel
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Joonis 14. Normaliseeritud signaali muutuse soltuvus tsellulaaside aktiivsusest ajahetkel 50-600s

Tabel 7. Ajahetkel 50 — 600s teostatud kalibreerimisgraafikute vahemikus 14.3 mCU/ml — 428.6
mCU/ml iseloomustus

Signaali m&6tmise hetk (s) | Kalibreerimisgraafiku tdus | Kalibreerimisgraafiku R?
50 (0.650 + 0.023) x 10’3 0.9915
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150 (1.347 + 0.059) x 102 0.9867
300 (1.616 + 0.053) x 102 0.9925
450 (1.662 +0.034) x 10 0.9971
600 (1.699 + 0.035) x 10 0.9970

Kodikide koostatud kalibreerimisgraafikute korral on vabaliikme vaartus tuhiselt véike
(signaalimuutus <1%), mistottu jareldati, et kalibreerimisgraafikud labivad koordinaatide
alguspunkti ning taustasignaal puudub. Erinevatel signaali mddtmise hetkedel koostatud
kalibreerimisgraafikutel on erinev maaramispiir (3 x vabaliikme madramatuse vaartus), kusjuures
parima tulemuse annavad pikemaajalised md6tmised (450s ja 600 s) mille maaramispiir on ~14
mCU/ml. Ulejaanutel ajahetkedel koostatud kalibreerimisgraafikutelt saadud maaramispiirid jaid
vahemikku 22 mCU/ml — 29.5 mCU/ml. Antud meetodi ajakulu on sarnane kasutusel olevate
tsellulaasset aktiivsust méaravate meetodite ajakuluga, kuid on Uks tdpsemaid ja tundlikumaid
[14-24]. Antud meetod vOimaldab Kkorrektselt maéaérata nii solubiliseeritud kui ka
immobiliseeritud tsellulaaside aktiivsust erinevalt mitmetest teistest kasutusel olevatest
meetoditest, mis ei v@imalda korrektselt madrata immobiliseeritud ensulimi aktiivsust, sest
hidrolldsitav substraat on tahkel kujul ning vajab seega solubiliseeritud enstiiimide kasutamist
[17,19,21,24]. Antud meetodi oluline eelis on ka lihtsus: mé&iramine toimub konstantsel
temperatuuril, konstantsel pH vaartusel ning valmistada on vaja vaid glukoosi oksudaasi ning
CMC lahused. Samuti on vBimalik 18bi viia mitmeid mdotmisi paralleelselt, sest pdhiline aeg
kulub proovi inkubeerimiseks véljaspool mdodterakku. Antud meetodi labiviimise tingimuste

modifitseerimisega on vdimalik lihtsalt muuta maaratavat tsellulaaside aktiivsuse vahemikku.

3.4. Nailon-6,6 niidile immobiliseeritud tsellulaasid

Nailon-6,6 niidile immobiliseeritud tsellulaasipreparaadi aktiivsuseks madrati 0.137 CU uhe
meetri niidi  kohta. Immobiliseerimisel Onnestus seega siduda ligikaudu 0.54%

immobiliseerimislahuses leidunud solubiliseeritud enstiimist. Enstiimi immobiliseerimise saagis
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oli vaga madal ning selle suurendamiseks on edaspidi vaja optimiseerida immobiliseerimise
protsessi. Immobiliseeritud tsellulaasiga niite kasutati koos immobiliseeritud pektinaasidega
mustsdstra mahla tootlemisel. Immobiliseeritud enstiimide mdju hinnati mahla viskoossuse
muutumise alusel ajas mahla enstimeerimisel 40°C juures (joonis 15). Selgus, et pektinaasi ja
tsellulaasi koosmdjul vdheneb mahla viskoossus kiiremini kui ainult pektinaasi kasutades, mis
kinnitab tsellulaaside olulisust taimerakkude hudrolltsimise katalisaatorina ning naitab

immobiliseeritud ensliimide kasutamise potentsiaali.

40 —e— immobiliseeritud pektinaas
immobiliseeritud

30 ) .
pektinaas ja
immobiliseeritud
tsellulaas

[EEN
o
1

kinemaatiline viskoossus, cS
N
o
1

o

o
N
N
(o]

aeg, h

Joonis 15. Kinemaatilise viskoossuse languse erinevus kahe immobiliseeritud enstimide

koosluse kasutamise vahel
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli tootada valja meetod tsellulaasse aktiivsuse
amperomeetriliseks méaramiseks, millega saaks véimalikult lihtsalt, tundlikult ja kiiresti mé&érata
solubiliseeritud ja kandjale immobiliseeritud enstiimide aktiivsust. Lisaks immobiliseeriti
tsellulaasi preparaat nailon-6,6 niidile, ma&rati immobiliseeritud enstimi aktiivsus ning
immobiliseeritud enstiimi kasutati koos immobiliseeritud pektinaasiga mustséstramahla

tootlemisel.

Tsellulaasse aktiivsuse méairamise meetod pdhineb tselluloosi hidroliisil tekkiva glikoosi
madramisel hapnikuanduril po6hineva biosensoriga. Esmalt leiti meetodi labiviimiseks
optimaalsed tingimused, kasutades vastavusfunktsioonide meetodit. Kasutades leitud
optimaalseid mddtetingimusi koostati kalibreerimisgraafikud tsellulaasse aktiivsuse méaramiseks
vahemikus 14.3 mCU/ml kuni 428.6 mCU/ml. Koostati kalibreerimisgraafikud tsellulaaside
aktiivsuse ning normaliseeritud signaali muutuse 1 - I/lo vahel ajahetkedel 50 — 600 sekundit, mis
olid lineaarsed ning mille korrelatsioonikordaja R? jai vahemikku 0.987 — 0.997, maaramispiiriks
saadi 14 mCU/ml. Meetod j&4&4b oma ajakulu poolest teiste tsellulaasset aktiivsust maaravate
meetodite vahemikku, olles maaramispiirining tdpsuse poolest esiotsas. Samuti on lihtne muuta
tsellulaasse aktiivsuse mdotmise vahemikku, muutes selleks glukoosi oksiidaasi

kontsentratsiooni ja CMC-ga inkubeerimise aega.

Tsellulaase immobiliseeriti nailon-6,6 niidile ning immobiliseeritud enstiumi aktiivsuse
amperomeetrilisel maaramisel saadi tulemuseks 0.137 CU the meetri niidi kohta. Niiti kasutati
koos immobiliseeritud pektinaasiga mustsGstramahla tootlemisel, kus saadi kinnitus

immobiliseeritud tsellulaaside kasutamise potentsiaali kohta mahlatoostuses.
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Method for determining cellulase activity amperometrically

and using it to measurethe activity of immobilized cellulases
Georg Nero

SUMMARY

Cellulases are a group of enzymes, that catalyze the hydrolysis of different chemical bonds in
cellulosic materials. Cellulases are used widely throughout different industries, most notably in
paper, textile, food, juice and feed industries. The activity of celllulolyticenzymesis commonly
expessed in cellulase units (CU) and determined using different methods. However, these
methods are quite complex and time-consuming. In addition, the assessment of the activity of
immobilized cellulases is problematic. The application of immobilized enzymes for industrial
applications has 2 clear advantages: firstly it is possible to use enzymes several times, and

secondly it allows an effective control of enzyme-catalyzed processes.

The purpose of the current work was to develop a method for the determination of cellulase
activity, which is simple, quick and sensitive, while applicable to measure the activities of both
solubilized and immobilized cellulases. The proposed method is based on amperometric
determination of glucose with an oxygen sensor based biosensor. Glucose is the final product of
cellulose hydrolysis and is thus suitable for total cellulase assay. Furthermore, the assay’s
conditions were optimized using response surface methodology (RSM). The proposed method

was very sensitive and the LOD value was 14 mCU/ml.

Cellulase was immobilized on nylon-6,6 threads using dimethylsulfate and glutaraldehyde. The
activity of the immobilized cellulase was 0.137 CU per 1 meter of thread. The threads with
immobilized cellulase were used in combination with immobilized pectinase threads for the
processing of blackcurrant juice. The results demonstrated the potential of using immobilized

cellulases during the production and processing of juices.
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