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Szémhidratok meghatéarozasa
névényi anyagokban antron reagenssel IL
Cellulazaktivitas mérése talajban és tragyaban

MARKUS LASZLONE

Agrokémiai Kutats Intézet Biokémiai Osztdlya, Budapest

El6z6 munkankban [15] a Dreywood-féle antron reakeiét [10] alkalmaztuk
modell oldatokban a kiilonbsz§ szénhidratok meghatérozasira. Ez a médszer
t6bb szempontbél elényssnek mutatkozik, mert 1. a poliszaharidok el6zetes hid-
rolizis nélkiil kézvetleniil meghatarozhatdk, 2. érzékenysége mikromennyiségek
(10—200%/2,5 ml) mérésére teszi alkalmassia, 3. kdzvetleniil alkalmazhaté, ha
csak aldo- vagy keto-hexézok, illetSleg pentézok vannak jelen, 4. fiiggetlen a
szénhidratok redukaloképességétél.

Ezek az eldnydk, valamint a meghatirozasok aranylag egyszerii volta
tették indokolttd a médszer gyakorlati alkalmazdsat, elsésorban poliszaharidok
esetében. Egyik alkalmazdsi teriilet a celluldzaktivitds mérése, mely a mezdgazda-
sigban nagy gyakorlati és elméleti jelent8ségi.

A celluléz képezi legnagyobb részét azoknak a szerves anyagoknak, melyek
minden évben visszatérnek a talajba (névényi hulladék, avarlevél, tragya). A celluléz
degradaciéja és mineralizéciéja a fold feliletén lejatszodé egyik legfontosabb
folyamat. E folyamat soran féleg biolégiai er6k hatnak és ebbél kivetkezik, hogy a
cellul6z lebomlas igen eltérd életterekben, igen eltér§ korildlmények kozott jatszodik
le. Pl. a talajban, tragyaban, siléban, korhadé faban, iszapban, folyékban, a
névényevék emésztd-rendszerében sthb.

E biolégiai folyamat sordn a talajba jutott névényi maradvanyok celluléz-
anyaga gy bomlik el, hogy a névények, az allatok és a mikroorganizmusok szdmara
nitrogénmentes tdpanyagot szolgiltat. Ezzel kozvetleniil befolydsolja a talaj
nitrogénforgalméat. A cellulézbonté baktériumok ugyanis szervetlen nitrogén-
vegyiileteket vonnak el a talajbél : fokozzik a denitrifikaciot. Ez kérossa valhat,
ha a talaj szellzését biztositani nem tudjuk és feleslegesen nagy celluléztartalmi
istallotragyat juttatunk a talajba. Ezért van atrigya el§zetes erjesztésének, a
cellulozbomlds meginditasinak olyan nagy gyakorlati jelentésége [5].

A talajokban lefolyd cellulézbomlas mértékének megallapitasara az irodalom
tébb médszert emlit. A talajok laboratériumi vizsgalatara a Holodnij [6], illet6leg
a Bengtsson[4] — és a Charpentier-féle eljaras [1] terjedt el. Az Grilt szlirGpapfirral
kevert talajmintékat termosztitban tartjik és egy hetes idékozokben Schweitzer-
reagenssel kioldva, — a maradék cellulézt gravimetrikusan visszamérik. A bomlas
mértéke a keletkezs CO, mérésével is jellemezhets [6,16].

A talajok cellulézbomlasinak vizsgilatdra Kuzniar[14] ismert silyd
szlrfpapirt dsott el a talajok killonboz8 rétegeiben és egy év milva ugyancsak
a maradék celluléz mennyiségét allapitotta meg gravimetrikusan.

E vizggalati médszerekkel csak igen durva megkozelitéssel, kiriilményesen
nyerhetiink adatokat. Az antron reakeid méar emlitett elényei miatt ideilisnak
mutatkozik a bomlias mérésére, mert mikrovaltozasok is nyomon kovethetsk,
igy megréviditi a cellulézbomlas mérésének idejét. A vizsgilati anyag a talaj- és
tragyaféleségek szabadfoldi és laboratériumi vizsgélatara egyarant felhasznalhats.
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Mint ismeretes, a természetes celluléz az enzimhidrolizisnek sokkal jobban
cllenall, ezért duzzasziott, regenerdlt, vagy valamiképpen kezelt celluléz haszna-
lata sokkal ajinlatosabb cellulizaktivit&s mérésére. A gyapot, a sazfirépapir [15]
¢s a poralaki karboximetilcelluléz [3] mennyisége j6I meghatérozhaté antron
reagenssel és egyarant hasznalhatok szuabsztratumként cellulazaktivitas mérésére,
mégis a celofint talaltuk legmegfelelébbnek 3z alabbi elényei miatt:

1. Nalunk a kereskedelemben kaphaté, viszkéz eljarassal késziilt celofanok
azonos tulajdonsdgiak ¢s mindségliek. A szirépapirok — bar gyorsan bomlanak
¢s hasznalhaték szubsztritumként — nagryon eltérdk lehetnek mindség tekintetében.
Karboximetilcelluléz nem 4allt rendelke=ésiinkre.

2. A celofin a szilirGpapirral ellentéthen nem rostos szerkezetii, ezért a talaj
és tragyamaradvanyok anyagveszteség nélkiil ledztathaték és lemoshaték réla.-
Poralakd készitményekkel, vagy Grolt szlirBpapirral nem kisérleteztiink, mert
szabadfoldi vizsgalatokra nem alkalmasak,

3. A celofinon a mikroorganizmusok fejlédése kiilonssen jellegzetes [14].
Alkalmasabb tehat arra, hogy segitségével a talajban a cellulézbontd mikrébak
fejlédését is megvizsgiljuk. A baktériumok homalyos, fehér szinezédést adnak,
a gombak sziirke, barna, fekete, z6ld, piros szinez§dést és berdgodast mutatnak.

A celofin héatranya, hogy nehezen vehetd észre, ezért cellulézmentes, ritka-
szovésil iivegszovetbe varrva helyezziik el szabadféldi vizsgilatok alkalmaval,
Ezen az iivegszéveten a baktériumok is és az enzimek is athatolnak.

Kisérleti rész

A régi bizonytalan és lassi gravimetrikus médszerek helyett — az antron
reakeid segitségével — kolorimetrikus médszert dolgoztunk ki talajok és istalls-

trigydk cellulézbomlasanak vizsgélatira, melyet az alabbiakban ismertetiink.

A celofdn mennyiségének meghatdrozdsa antron reagenssel

Elsg feladatunk az volt, hogy megéllapitsuk azokat a koriilményeket, ame-
lyek kozott a meghatirozasok elvégezhetfk. Meg kellett allapitani a szinkifej-
16dés idejét, a kifejl6dott szin allanddsagat, elkésziteni az etalon gorbét és meg-
hatirozni a médszer érzékenységét és pontossagit.

Torzsoldat és anyag eldkészitése

10—20 mg-os MGF gyartméanyt torziés mérlegen egészen pontosan 10 mg-os
cellofancsikokat (kb. 2,5 cm? feliilettd) mériink Ie és ezeket 200 ml-es normal lombikba
helyezve feloldjuk 20 ml 60%;-0s kénsavban. Egy 6rai allas utan feltoltjitk vizzel,
majd kihiilés utén jelig toltjiik. Ot perces idékozokben végzett feltsltési kisérletek
azt mutatjik, hogy el6bb nem tandcsos feltolteni a kénsavas celofanoldatot,
mert a celofin kicsapédik és pelyhes, vagy zavaros oldatot kapunk,

A celofinlemezek vastagsiga nem teljesen egyenletes, az azonos silyd
celofandarabok nem pontosan azonos feliiletiiek, teh4t sablonnal nem vaghaték kia
celofianesikok.

Antron reagens készitése és az antronozds keresztiilvitele

5 ml vizhez 100 ml koncentrilt kénsavat adunk, majd kihiilés utan 200 mg
antront oldunk fel benne. Az igy elkészitett reagenst jégre téve 4 érai allas utan
hasznalhatjuk. (Héazi készitési antronnal dolgoztunk.)

A torzsoldatbél higitdsi sort készitiink és ezekb8l 2,5 ml-t pipettazunk
bérszilikat kémesévekbe. Hideg vizben hiitve a csoveket 5 ml 0,2%-0s antron
reagenst csepegtetiink hozzd birettdbdl allandé rdzogatas kiézben. Ezutan iiveg-
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kupakot téve ra forrd vizfiirddben tartjuk 5 percig. 15 percnyifolyévizes hiités utan a
Pulfrich-féle fotométer S 6l-es sziirdjével mériik. -
Szinkifejlddés ideje és szindllandésdga

A celofin hidrolizise glukézt ad, ezért azaldohexdz tipust polimerek csoportjaba
tartozik, Antrondlt szdrmazéka 5 perces melegitésre éri el a szinintenzitis

maximumaét és a kifejlddott szin tobb 6ra elteltével

is csak alig valtozik. ‘75

A kalibrdcids girbe elkészitése

A kalibraciés gorbe elkészitésére 1 mg-t6l
10 mg sdlyd, tehat kb 0,5 em 2161, 2,5 cm 2 feliiletdd  »
celofandarabokat helyeztiink el kiilon-kiillon 50,
100, és 200 ml-es normal lombikban, és feloldottuk
5, 10 és 20 ml 60%,-0s kénsavban. Ezek mindegyi-
kébél koncentracios gorbét készitettiink.

A médszer érzékenységére az 1. sz. standard
gorbe jellemzd 0,3y/ml — 33,37/ml koncentraciék
kozott. Ezek a mennyiségek a higitds sorozatabél

a5

: i . . 70 20 30
kivett oldatok, 2,5 ml-ében talilhatdok. Ehhez ad- i/ml
tuk az 5ml antron reagenst, tehit a mérés mindig 1. dbra
7,5 ml Végtérfogathan tortént. A méréseket 0,33— A celofan antrondlt szdrmazé-

2,00 y/ml koncentracié kozott 2cm-es kiivettaval,
2,00—15,00 y/ml koncentracié kozott 1 cm-es
kitvettdval az ennél koncentraltabb oldatok ese-

kinak standard girbéje 0,3 p/ml
—33,3 y/ml  koncentriciék ko-
zott T = extinkcid kézépértéke.

tében 0,5 cm-es kitvettaval végeztiik. A gorbe adatait 1 em-es kiivettara szamoltulk 4t.
A médszer pontossiga

A médszer pontossiginak megéllapitasira 6tszérds parhuzamban készitettitk
el a térzsoldatok koncentracids gorbéit. A térzsoldatok azonos mennyiségét tartal-
mazd részeit mérve az 1. tdblazat eredményeit kapjuk.

1. tabldzac
d -
A celofin mikromneghatirozisinak pontossiga antron reagenssel 2—16 y'ml koncentriciék kizitt
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1 | 4 0,18 1 160 ' 080 |
2 4 021 2 16,0 0,82 |
3 | 4 0 3,3 3 16.0 0,82 ‘ 0.5
44 0,18 4 16,0 0,84
5 4 0,18 i 5 | 16,0 0,82 |
1| 8 0,40 } J !
2 8 0,41 :
3 8 0,38 1
1 8 | 038 s | |
5 1 8 | 038 | |
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Az eredrlnén'yekl‘)ﬁl megallapithatd, hogy a médszer teljes mértékben meg-
felel egy kvantitativ mikromdédszer kc‘ivetelményeinek.

A celluldzaktiviids-méreés meidszerének kidolgozdsa

Annak megallapitasara, hogy a celofannal milyen érzékenyen kovethet§ 2
a celluléz lebomldsa, a csiga béltartalmat hasznaltuk fol, Ez ugyanis gyorsabban
bont, mint a talaj, vagy a trigva.

Az anyag elékészitése

A csiga boncolisa Weidenhagen szerint [2]. Az éticsigdkat hirom napig
éheztetjiikk. Tobbszor firdetjitk, hogy a bélsartsl teljesen kitisztuljanak. Harom
nap elteltével a kibidjt csigdkat vizbe dobjuk és haléval viz ala szoritjuk Sket,
hogy megfulladjanak.

A boncolés tigy térténik, hogy a hazat az ssszendvés mentén erds fogdolléval
csaknem végig feltirjuk. Eles olloval végig felnyitjuk aképeny tirterét. Ezutan
levagjuk a mirigyes kdpenyperemeket és az allat baloldaldn a bért egészen a szdjig
végignyitjuk. Ezutan megforditjuk az allatot és a zsigerzacskét metsziik fel egészen
a szivig. Csak ckkor kivetkezhet a bélesatorna kiemelése. A garatnal és a véghél
kizelében elvagott bélesatorna tartalmar jéggel hiitott fEz6poharba csur-
gatjuk.

Szilirés és centrifugalas utdn a sététbarna nedvet marhabélban kétszer 24
ordig aramlé vizvezetéki vizzel dializaljuk. Uténa 5.8 pr-ju foszfatpufferben
jégszekrényben dializaljuk 24 éraig (1/5 n NaOH és 1/5 n KH,PO,). A pufferbsl
kivett anyagot Gd-es iivegsziirén sziirjiik.

100 db étiesigabdl a nagysagtol figeGen kb, 3035 ml béltartalmat kapunk,
A sziliretlen, valamint a dializalt csigabéltartalom fehérje-nitrogén tartalma 8
mg/ml volt.

Citromsavas-foszfatpuffert hasznaltunk a cellulszbomlas vizsgilatahoz, I.
oldat: 35,6 g Na,HPO, * 2H,0 (Sérensen) 1 liter oldatban. II. oldat : 21 g citromsav
1 liter oldatban. Ezek megfelel aranyt keverésével készitettiik el a kivént pp-ji
oldatokat.

Eszkozok. A cellulézbomlas vizsgélatara 20 X80 mm-es kémessveket hasznal-
tunk, amelyekbe gumidugén étszirt iivegkampéeskikat helyeztiink. Ezekre
akasztottuk a 10 mg-os celofancsikokat. Az egyik scrczatdban 5 ml kiillonbézd
pr-ji puffert és 0.5 ml csigabélnedvet pipettaztunk, a wmésik sor:zatba 8 ml
puffert és 1.0 ml nedvet tettiink. A wvizsgalatokat 28 C° és 38 (C-on végez-
tik. A maradék celofanokat két 6ras idékozokben kiemeltiik, vizzel alapo-
san lesblitettiik, levegdn megszaritottuk. (Sziikséges ez a szaritas, mert a ned-
ves celofdn az edény nyakara tapad és kériilményes innen leoldani). A szaraz
celofanokat 100-as normal lombikba ejtettiik, feloldottuk 10 ml 609%,-0s kénsavban,,
feltoltés utan 2,5 ml-ét antronoztuk.

Vizsgdlatok

A csigabélnedv celluldzbonté képessége kiilonbizé pufferekben. Annak eldontésére,,
hogy milyen ésszetételd pufferoldatot hasznaljunk, @sszehasonlité vizsgalatot
végeztiink, 4,95 py-jd acetdt és 4,9 py-ja foszfar pufferben. Azt talaltuk, hogy a
foszfat pufferben a bomlds gyorsabb. Ez valgszintleg tsszefiigg azzal az altalanos
tapasztalattal, hogy az oldhaté foszfattartalom névelése fokozza a cellulézbomlast
a kedvez6 foszforilalsi feltételek miatt. Az ecetsav esetleg gatolja ezt a folyamatot.
Az eredményeket a 2. dbra mutatja. A tovabbiakban a vizsgalatokat foszfat puffer-
rel végeztiik.
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Cellulézbomlds lefolydsa csigabélnedvben : Ezt a vizsgalatot 5.5 py-n 35 C°-on
végeztilk 6tszdrds ismétlésben. A két oranként kivett celofancsikokat a fent leirt
médon kezeltitk, 200 ml-es torzsoldatbél 1,5 és 2,5 ml-es mennyiségeket antro-
noztunk. A celofinbomlas eredményeit a 3. 4bra mutatja.

A celofin bomlisa minden esetben nehezen indult, a masodik éraban még nem
volt mérhets. A celofin nem szinezédott el még 16 6ras bomlds utin sem. Ujabb
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A csigabélnedv cellulézbonté  Cellulézbomlds lefolydsa esiga- A csigabélnedv cellulézbonté
képessége acetit (1) és fosz- bélnedvben, celofinon mérve, képessége  killonbézd pu-ju

fatpufferben (2) a celofin Ie-
bomlas szazalékiban.

35%on & 5,5 py-on 2 éras

foszfatpufferben 28 C°on a

id6kbzokben (E = extinkecis). celofinbomlds 9}-dban,
adatok ugyanis acsigabélnedv cellulazdnak baktériumos eredetérglis beszamolnak[7]
A celofan szakitészilardsaga fokozatosan csokken, majd szétmallik, ezért 16 Granal
hosszabb ideig tarté vizsgilatok céljaira a celofancsikokat célszerii itvegszbvethe
helyezni.

A csigabélnedv cellulozbonté képessigének optimilis Ppu-jdt keresve az irodalmi
adatokkal megegyezd eredményeket kaptunk[9]. 8 ml kiilénb628 py-ji foszfat-
pufferben 1 ml csigabélnedv volt. A 10 mg-os celofancsikokat 28 C°-on, kilenc
ora milva a 4. 4bran feltiintetett médon bontotta el. Az értékeket a celofdnbomlbs
%-aban adjuk meg,

Az adatok azt mutatjdk, hogy a ecsigabélnedv cellulézbonté képességének
optimélis py-ja 28 C°-on 5,05—5,25 kozott van.

A médszer alkalmazdsa
A talajok cellulozbonté hépességének vizsgdlata liziméterekben

Szabadfsldi vizsgalatokra az Agrokémiai Kutats Intézet kertjében elhelye-
zett liziméterek talajait valasztottuk, mivel ezek talajvizsgalati adatai rendelkezé-
siinkre alltak.

10 és 30 cm mélységhen helyeztitk el az iivegszovetbe varrt 10 mg stlyd
celofanokat. A celofandarabok 1954 augusztus elejétdl 1954 oktober elejéig voltak a
talajban. Az adatok tehat e két hénap alatt lefolyt cellulézbomlas mértékét mutatjak
(2. tablazat).

Kénnyebb kezelhetdség érdekében alkalmasabbnak mutatkozik nagyobb
celofan darab hasznalata (kb. 36 vagy 64 cm? feliiletti). Ilyenkor természetesen joval
nagyobb higitast kell alkalmazni térzsoldat készitésére, hogy az oldat 2,5 ml-ében
maximélisan 200—250 y szénhidrat legyen.

2%
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A. talajbél kiszedett celofanokat iivegszsvetben hagyva alaposan megmostuk,
megszaritottuk. Az ebbdl kivett széraz celofincsikokat oldottuk fel kénsavban
€s 100 ml-re feltsltottitk. E torzsoldatbSl 1.5 ml-t antronoztunk.

Standardként 10 mg celofint oldottunk fel hasonlé korillmények kozott és a
higitési szorzat 2,5 ml-eit a mintakkal egy-iitt forré vizfiirdében tartottuk 5 percig.
fgy az extinkcié értékébsl mindjért megkaptuk a bomlatlan celofan mennyiségét
és a bomlast a celofanbomléds 9%, -4ban adtuk meg.

Az adatok azt mutatjik, hogy a cellulézt lebonté mikrofléra tevékenysége
csokken, amint a talaj mélysége fokozédik. Azonban mint ismeretes, tekintetbe
kell venni, hogy a cellulézbontas intenizitisa a talaj mechanikai §sszetételétél,

2, tabldzat
Cellulézbomlias vizsgalata az Agrok&miai Kutaté Intézet lizimétereiben

A celofan
Liziméter Talaj szarmazési rpuas clhelyezés Extinkeid Ce]oi'ai’n-
jelzése helye és tipusa Tagyazas mélysége d-=1 3“‘]’1‘“
' Cori %4-iban
i e
\
12 | Tépidszele, meszes homok | Felsé 15 cmees szinthen 10 0,00 100
‘ 2 kg érett istdlltrigya 30 0,98 2
5 Hényelpuszta, erditalaj 10 0,02 | 98
| savanyl agyag - 30 0,78. | 22
7 | Tdpidszele, meszes homok: 30 em mélyen 2,5 kg érett 10 0,08 92
| istdllétragya 30 0,41 59
4 Hényelpussta, erdétalaj | 15 em-re 2 kg friss istalls- .
| savanyil agyag trigya 4~ 0,5 kg lacerna 10 0,10 | 90
‘ liszt L 1,00 | 0
10 { Tapidszele, meszes homok | 15em-re 1,25 kg, 50 cm-re ; 10 0,12 88
2,5kgérettistéllétrégya | 30 0,60 40
3 ‘ Hényelpuszta, erdétalaj | felsé 15 cm-es szintben 2 | 10 0,15 85
| savanyi agyag kg friss istallotragya 30 — —
"1 | Hényelpuszta, erdétalaj |10 0,48 52
savanyd agyag — ' 30 0,92 8
6  Gidillg, savanyd homok - 10 056 | a4
30 1,00 0
8  Tdpidszele, meszes homok | 50 em mélyen 2,5 kg érett | 10 0,70 | 30
istdllétrdgya 30 0,47 i 53
9 Tdpidszele, meszes homok | 30 és5 50 cm mélyen 2,5 kg 10 0,79 | 21
érett istdllotragya 30 0,80 20
2 Hényelpuszta, erdétalaj | fels6 15 cm-es szintben | ‘
| savanyi agyag 1,5 kg érett ist4lls- 10 0,88 ‘ 12
| trigyva 30 = —
i | | i

viz- és levegdviszonyaitél és a talajt borité névényzetts
sitette a médszer hasznilhatésagat, hogy a lizimét
ers lebomlis mutatkozott (lasd 2

1is fiigg [14]. Igen megers-
erek tragyizott rétegeiben
. tdblazat 3, 5, 8, sz, talajait).
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A talaj cellulézbonté képességének vizsgdlata laboratériumban,

A talaj cellulézbontd képességét kétféleképpen vizsgaltuk;

L. megmértiik a talaj baktériumos cellulézbonté képességét és

2. a sejtmentes cellulézbontast toluol jelenlétében.

Felhasznalt anyagok és a vizsgdlasi médszer. Annak érdekében, hogy lehetéleg
csokkentsiik a természetes celluldzaktivitasban esetleg beallé véltozésokat, mindig
friss talajmintdkat vizsgaltunk el§zetes szaritas nélkiil. A gyokérmaradvinyoktsl
megtisztitott talajokbél 20 g-ot mértiink be 5 cm 4tméréjii mérsedényekbe. (Szaraz-
anyagot mindig szdmitottunk). A talajmintik egyik részében eloltilk a baktériu-
mokat aziltal, hogy a bemért talajt 2,5 ml toluollal 15 percig 37 C°-0s termosztathan
tartottuk és a toluol jelenlétét a vizsgilat folyaman mindvégig biztositottuk.
Ezutin mind a baktériumos, mind a sejtmentes talajok belsejében elhelyeztitk a
celofincsikokat, iivegsztvettel letakartuk és talajjal befedtik. 10 ml kiilonbézg
pr-~ji foszfatpuffert pipettdztunk ra (a baktériumos talajokra 7 ml-t) és kiilonbozé
héfokon termosztatban tartottuk,

Mivel a mérSedények fedele konnyen beragad, alkalmasabbnak mutatkozik
5 cm atmérGjli Petri-csészék hasznilata.

Harom, 8t és kilenc nap milva kivettik a bomlatlan cellofancsikokat és a
fent leirt médon torzsoldatot készitve 200 ml-es mormal lombikban, a térzsoldat
2,5 ml-ét antronoztuk. Az eredményeket az 5. és 6. abra mutatja.
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5. dbra. 6. dbra.

10 cm mélyrédl vett tdpidszelei talaj baktériumos
cellulézbontdsa kiilénbozé pp-ju foszfdt puf-

A tdpibszelei talaj sejtmentes cellulézbontdsa
kiilinbz6 py-ji foszfatpufferben 35 és 45 C°on,

ferben 35 és 45 C°-on. 1 : 3 napi bomlés 35 C%-on
2:5 napi bomlds 45 C°-on: 3:9 napi bomlds
45 C%on,

1:3 napi bomlds 35 C°-on: 2:9 napi bomlds
45 C°-on,

A fenti adatokbdl az latszik, hogy a baktériumos cellulézbomlas optimalis
pu-ja a vizsgdlt két hémérsékleten 5,8; 35 C°-on nagyobb bomlést kaptunk,
mint 45 C%on. A mezofil baktériumok ugyanis maximalisan 40 C°-ig fejtik ki
hatasukat, 45 C°-on mar csak a kis szdmban jelenlevé termofil baktériumok
mikodnek. Baktériumok jelenléte aktivalhatja a celluldz enzimet. [12].

A sejtmentes cellulézbomlds optimalis pp-ja magasabbnak mutatkozik :
0,8, olyan mint a f-glukozidazé [8]. 35 C®-on és 45 (°-on a bomlas kb. egyforma,
valészint a cellulaz enzim héalldsaga miatt [11].

Igy a cellulazaktivitds vizsgilatat a tébbi talajenzim vizsgalathoz hason-
léan [13] 37 C°-on végezhetjiik 6,8-as py-n, vagy puffer nélkiil a talaj természetes
pu-jan.
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A tragya cellulézbonté képességének vizsgdlata laboratsriumban

Az istallétrigya el6készitése cellul Gzbont6 képesség vizsgalatara a talajétol
csak abban tér el, hogy darilt trigyat mérink be azonnal a mintavétel utan.,
Friss, félig érett, és érett vegyes istallotragyat vizsgltunk. Az eredményeket a
7. adbra mutatja.

A fenti vizsgilatokat csupin a mmédszer kiprébalasira végeztiik. A ta-
lajra és a tragyara vonatkozé értelme-
zésére egyenlSre nem kivanunk kitérni.
Amint az adatok bizonyitjak, j6l mér-
het kiilonbségek mutatkoznak és fgy
a médszer alkalmasnak latszik a talajok
és a tragyaféleségek cellulézbonts te-
vékenységének jellemzésére,

A dolgozat a Magyar Tudoményos Akadé-
mia tdmogatdsdval késziilt, A témét férjem jelsl-
70 - te ki, mint a Biokémiai Osztily vezetje: a
feldolgozdsban Vas Kdiroly és Ferencz Vilmos
tandesait kovettem,

405 70 nop

20 79

W
NI

A 8 '3
7. dbra,
Friss, félig érett €s érett vegyes istallétrigya

Osszefoglalas

baktériumos cellulézbontdsa 5,5 py-d4s 40 C°-on
a celofinbomlds 94-dban. A: Friss trigya;
B: Félig érett tragya: C: Erett trdgya, Vo-
nalkdzott oszlop 3 és iires oszlop 10 napi bomlist

Az antron reakcié alkalmazasi-
val kolorimetrikus médszert dolgoztunk
kia talajok és azistallétragyak celluldz-
aktivitasainak mérésére, amely mind

mutatja. szabadfsldi, mind laboratériumi vizsgé-

latokra alkalmas. A médszer alapja az,
hogy a talajban és a tragyaban elhelvezett, ismert salyd celofancsikokat, a vizs-
gélat koriilményeitsl fiigg6en hérom nap, két hét vagy egy honap milva ki-
emeljiik, kénsavban feloldjuk és antron reagenssel mérjitk a maradék celofan
mennyiségét. A mddszer rendkivil egyszeriinek, gyorsnak, és érzékenynek bi-
zonyult,

Erkezett : 1955. dprilis 15.
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OMNPENEJEHME YIJIEBOINOB B PACTHTEIU:HbIX BEIIECTBAX PEATEHTOM
II, UIBMEPEHHME AKTHMBHOCTH LIEJLJIHOJIO3LI B TMOUBE M HABO3E

I'. Mapkrymw
Hayuno-Meeaeposaremseknit Mucruryt Arpoxnmun, Orpen Buoxumun Byaaneuwr (Benrpiist)
Peszwwme

Hanm, A5t HIMCPEHI S AKTHIBOCTH NETIONOSLL B TOUBE i HABOZE, PASPAGOTAH KO0 PHMETPH-
YCCKHI METON C ITPUMCHCHHCM PEAKLIN AHTPOHA. DTOT METO;| JAET BOZMOIKHOCTL BECTH ONpE-
AcaeHus! B 1a00PATOPHBIX M JIONEBLIX YCAOBHAX, MCTON 0CHOBAH HA CTENyomeM : B 3aBHCHMOCTH
OT YCJIOBYS HCCIEN0BAHNSA YCPE3 3 AHsT, 2 LeAen 1 | MECAI] M3B/ICKANOT H3 HARO3A HIM TIOYEI,
TNIPEABAPITEILHO BIOMCHHYIO TYIA JCHTY Henodana ¢ n3secTHLM Becom (10 MI') 3aTeM PacTBOPSIOT
¢ B CEPHOH KMCIOTC H N3MEPSIIOT € IIOMOLIBIO PEATEHTA AHTPUHA KOJMUYECTBEHHBIH 0CTATOK 1IEN0-
(pana, MeToj sSIBNACTCSA UUEHDL MPOCTHIM, GHICTPLIM M YYBCTBUTEIBHBIM. DTHM METOIOM H3TOTORHIM
Ka;auGpannoHHy10 KPHBYIO PAcTBOpa uelodana B cepHoit kucnore ot 0,3 p/mn — 33,3 y/mn u yera-
HOBHIH TOYHOCTb METOAA B MOJCHBHBIX PACTBOpax.

VceneoBam CriocOBHOCTL PA3PYINCHNs LETYI03bl B KMILGYHOM COKE MATIOCKA, uepes
xaykauie 2 yaca. ONTHManbHOC 3Hayenue PH s paspyureHusa uemonoss 55— 5,25,

Ilpy ncenenopanum Paspylennst LEIUIOI0SH B NOYBE TIPH NOJIEBBIX YCIOBMAX UEPe3 JIBE
MeCsILa TIONYYHAM XOPOIIHE Pe3YJNETATH. BBUIM HCCHENOBANLT GAKTEPHATLHBIE H CTEPHILHLIE
(8 mpuCyTCTBHE TOJTyona) noysel. ONTHMANLHBIE pH pAZpYUIEHH ST 11€/UTI0103bL TIOYE B daKTepUann-
HOM coctosHIM 5,8 a y crepusibHbX 6,8.

Tlpu pasitvii CTENEHN CHOENOCTH HABO3a B IPHYTCTBHM GawkTepHil camoe aKTHBHOE paspy-
HIeHHE HEATI0N03k HalNaalochs B CIOEJOM HABO3E,

V[CC."IG,“IOBZiHHH NMPOBOIMANChL HAMM C 1EIbI) TIPOBEPKH METOoja. BbIBUIH)] II0Ka HEe JAITCH.
KaK noKaspiBaloT MOMYYCHHbBIe HAMII PESYIBTATSL, METON SABJSETCA MPUTONHEIM AJIA OTPEIeICHHS
AKTHBHOCTH W [UIMTENBHOCTH PAa3pPYILEHHA LENJIII03LI B TIOYBE M HABO3E.

Tada. 1. TouHocts MAKPOOTPEAENeNns 1e0(GaHa PEareHTOM aHTPOHA MEKAY KOHIECHT-
paunsamn 2 y/ma 16 p/mi,

Tada. 2. McecnegosaHne paspylieHns ME/LTYT03bl B IH3UMETPAX ATPOXIIMIIYECKOT0 HHCTH-
TyTa.

Y Puc. 1. CraupaptHasa kpusas. Cpennne nudpe E = skeTuHKLHO MENY KOHLEHTPAIM AIMU
0,3 y/ma u 33,3 /.

Puc. 2. CnocoGHOCTL PASPYINEHHST LENJION03bI KHIICUHBIM COKOM MANTKOCKA € NOMOUBLI
DOydeproro pacrBopa auerara, (1) u gocdara (2) B NpOUEHTaX pacnaja nenodaHa.

Puc. 3. Mpouece paspylIEHnsT NEMTION036 B KHIIEYHOM COKE MAJIOCKA, U3MEpSIeMBI HA
nesodane npu temneparype 35°C, pH — 5,5. Mameperiie Benoch uepes Kay<ape Ba uaca (E =
SKCTHHKIHO).

Puc. 1. Paspymenue NEJLTIONO3nI B KUIIEUHOM COKE MATIOCKa B OydepHom docdaTom
pacTtsope, npu pasiauuynbix pH, Temneparype 28°C, B NpOLEHTAX pa3pylieHus nenodaua.

Puc. 5. PaspylieHue Lelnonoasl B 0akTepuanbHOi nouse, B3ATOH ¢ rayOuuer 10 oM
& Tanuocean, B @ocdarnom OGydepHom pacTBOpe, NpH  pasamuHom pH Temeparype 35 u
45°C. Pacnag npu temieparype 35°C mmutes 1:3 nus, pacnag npu 45°C —2: 5 npu 45°C 3 : 9.

Puc. 6. PaspylieHue LWNTIIOMO3bL B CTEPUILHOE nouse B dochaTHO-OydepHom pactsope,
npn pasmuunbix pH u remneparype 35-- 45°C. Pacnap mpu t = 35°C gaurcs 1:3 aust, a npn
45°C — 2:9.

Page, 7. BakTepuanbHOe PaspylIeHHE NETION03b! CBEXEr0 CMeAHHOT0 HaBosa mpu pH —
5,5, t° — 40°C B mpouenrax pacnaja ueaodasa. A — cpexunit HaBoz, B — noaycrnenent Hapos,
€ crenuiit 1aB03. 3aITPUXOBAHHLIE CTO0 MOKASLIBAET PE3YJILTAT PA3PYIICHHS 3a 3 AHS, 4 He
3amrpuxopauHsii 3a 10 gieit,
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Determination of Carbohydrates in Vegetahle Matter with Anthrome Reagent II.

Measurement of Cellulase Activity in Soil and Manure

Mrs. L. M ARKUS

Biochemical Department of the Agroe hemical Research Institute, Budapest
(Hungar}-)

Summary

By applying the anthrone reaction, a colorimetric method suitable for investigations both
in the ficld and in the laboratory has been evolved for the measurement of cellulase activity in soils
and farm-yard manures,

Essentially, the method is to place cellophane stripes of known weight (10 mg.) in the soil
or manure, take them out 3 days, 2 weeks, or 1 month later according to test conditions, dissolve
them in sulphuric acid, and determine the remaining amount of cellophane by means of the anthrone
reagent. The method proved to be very simple, quick and sensitive,

Using this method, the calibration curve of the sulphuric acid solution of cellophane was
established between the concentrations 0,3 pg./ml and 33,3 #g./ml, and the accuracy of the method
was checked in model solutions,

Examining at 2 hour intervals the capacity of the intestinal seeretion of snails to decompose
cellulose, it was found to be highest at py values of from 5,05 to 5,25.

On examining soils in the field for their capacity to decompose cellulose, well measurahle
changes could be recorded after the lapse of 2 months. Soils placed in the thermostat were tested
both in the presence and in the absence of living bacteria (the latter was secured with toluene).
The optimal pH of the cellulose-decomposing capacity proved to be 5,8 for bacteria-containing and
6,8 for toluene treated soils.

Of bacterium-infected farm-yard manures at different stages of maturity, it was the mature
one that showed the greatest capacity for decomposition.

The sole object of the experiments was to test the new method, and for the present it is not
intended to draw conclusions either in respect of soil or manure. The method seems to be well suited
to determine the cellulase activity of soils and manures. :

Table 1. Accuracy of the micro-determination of cellophane with anthrone at concentrations
of from 2 pg.fml. to 16 pg./ml.

Table 2. Cellulase activity as observed in the lysimeters of the Agrochemical Research In-
stitute.

Fig. 1. Standard curve of the anthronized derivative of cellophane between concentrations
0,3 ptg./ ml. and 33,3 pg./ ml. E = mean value of extinction.

Fig. 2. Capacity of the intestinal secretion of snails to decompose cellulose in acetate (1)
and in phosphate buffer (2), expressed as percentage of cellophane decomposition.

Fig. 3. Decomposition of cellulose in the intestinal secretion of snails, measured on cellophane.
At 35° € and 5,5 pp in 2 hour intervals (E = extinction).

Fig. 4. Capacity of the intestinal secretion of snails to decompose cellulose in phosphate
buffers of different py values, at 28° C, expressed as percentage of cellophane decomposition.

Fig. 5. Decomposition of cellulose in soil containing living bacteria taken from a depth of
10 cm at Tdpidszele, in phosphate buffers of different py values, at 45° C, Decomposition after
1/ 3 days at 35° C, 2/ 5 days at 45° C, 3/ 9 days at 45° C.

Fig. 6. Decomposition of cellulose in toluene treated soil from Téapidszele in phosphate buf-
fers of different py values. Decomposition after 1/ 3 days at 35° C, 2/ 9 days at 45° C.

Fig. 7. Decomposition of cellulose in fresh, half-mature, and mature mixed, bacteria contai-
ning farm-yard manures at 40° C and ph 5,5, in percentage of cellophane decomposition. A = fresh
manure, B = half-ripe manure, C = ripe manure. Three-day values indicated by shaded, 10-day
values by white column. ‘





