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Многие зарубежные и российские компании производят большое число фермент-
ных препаратов для кормопроизводства, в том числе имеющих эндо-β-глюканазную актив-
ность. Единых методов анализа активности этих препаратов нет, что создает трудности в 
оценке их качества. Целью предпринятого нами исследования была разработка унифици-
рованной методики измерения. В результате впервые оптимизирована методика вискози-
метрического определения действия фермента, основанная на оценке измерения относи-
тельной текучести субстрата с использованием капиллярного вискозиметра Оствальда. 
Приняты следующие условия проведения анализа: диаметр капилляра 0,73 мм; температура 
гидролиза 30 С; растворитель — ацетатный буфер (рН 4,7), время анализа — 5, 10, 15 мин 
в соответствии с кинетикой ферментативной реакции; субстрат — β-глюкан в концентра-
ции 0,4 %.  Показано, что применение в качестве субстрата карбоксиметилцеллюлозы дает 
не сопоставимые с данными по β-глюкану результаты, которые характеризуют не β-
глюканазную, а целлюлазную активность фермента, что не соответствует целям кормопро-
изводства. Единица измерения при использовании метода — количество фермента, кото-
рое в стандартных условиях гидролиза приводит к увеличению относительной текучести 
субстрата, равному 1 мин1. Оценку показателей точности методики проводили по ГОСТ Р 
ИСО 5725-2002, для чего из коммерческого образца β-глюканазы («Sigma-Aldrich», США) с 
известной глюканазной активностью (стандарт) готовили 5 аттестованных образцов с раз-
ной активностью. За активность стандарта принимали величину, заявленную фирмой-
производителем, с эквивалентом по глюкозе (соответствующую количеству фермента, ко-
торое действует на -глюкан с высвобождением 1 мкмоль восстанавливающих сахаров в 
пересчете на глюкозу), приведенную к 1 г препарата (ед. ГлА). Анализ аттестованных об-
разцов проводили в условиях внутрилабораторной прецизионности с тремя изменяющими-
ся факторами: оператор, матрица, набор реактивов. В качестве матриц использовали мине-
ральные наполнители — карбонат кальция и цеолит. Для оценки показателей точности ме-
тодики результаты измерения вязкости аттестованных образцов пересчитывали по калиб-
ровочным кривым в единицах ГлА. Расширенная неопределенность результатов методики 
вискозиметрического определения эндо-β-глюканазной активности находится в пределах 
от 10 до 22 % при коэффициенте охвата k = 2. 
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В настоящее время для животноводства разработано множество 
ферментных добавок, применяемых для снижения антипитательности 
кормов. Ферменты, позволяющие расщеплять компоненты растительного 
происхождения (цитолитические ферменты — ксиланазы, глюканазы, 
целлюлазы) добавляют в корма моногастричных животных, в том числе 
птицы, у которых некрахмалистые остовые полисахариды (целлюлозы, 
гемицеллюлозы, лигнин, пектин) плохо усваиваются. Повышенное со-
держание растворимых некрахмалистых полисахаров — гемицеллюлоз 
(глюканов и ксиланов) вызывает высокую вязкость кормовой массы, 
особенно при использовании свежесобранного урожая или в засушли-
вые годы. Широкое внедрение препаратов целлюлаз и гемицеллюлаз, 
наблюдаемое в последнее время, связано с тем, что кукурузу в рационах 
заменяют зерновыми (ячменем, рожью, пшеницей, овсом, тритикале, а 
также шротами и жмыхами), и с увеличением содержания некрахмали-
стых полисахаридов в кормах. Активность таких добавок зарубежные 
фирмы-производители определяли с использованием собственных мето-
дик (Rovabio, BASF, Biovet AD, Kemin). У потребителей это вызывает за-
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труднения, так как не удается сравнить действие разных ферментных 
кормовых добавок между собой и с заявленным производителями анало-
гичной по назначению продукции (1-3).   

В 2012 году в России были разработаны межгосударственные стан-
дарты, регламентирующие определение -ксиланазной и целлюлазной ак-
тивности ферментных кормовых добавок (ГОСТ 31488, ГОСТ 31662), а 
с 1 июня 2013 года введен в действие национальный стандарт (ГОСТ Р 
54905-2012), описывающий унифицированную методику определения ак-
тивности экзоглюканазы. Однако в последнее время все больше ино-
странных фирм и лабораторий переходят на использование методов  
измерения эндо-β-глюканазной активности, что связано с потребностя-
ми кормопроизводства.  

Именно эндоглюканазы позволяют уменьшать вязкость химуса при 
его прохождении через желудочно-кишечный тракт моногастричных живот-
ных, в частности свиней и сельскохозяйственной птицы (4, 5), а также мо-
лодняка крупного и мелкого рогатого скота. Способность ферментов, вно-
симых в корма извне, разрывать углеводные полимеры на более мелкие 
фрагменты позволяет решать задачи по повышению усвояемости некрахма-
листых полисахаридов типа целлюлоз и гемицеллюлоз, которые практиче-
ски не расщепляются гликолитическими ферментами животных. Добавки 
ферментов позволяют шире использовать зерновые рационы как источники 
энергии для сельскохозяйственной птицы и свиней (6, 7). Существует более 
60 энзимных препаратов с разным типом активности, которые считаются 
авторизованными (8-11). Тем не менее, для них не установлены единые 
способы оценки и сравнения действия, что создает проблему для осуществ-
ления контроля за их производством и применением (12).   

Описанные методы можно разделить на две группы — вискозимет-
рические и колориметрические (13). Вискозиметрические методы обеспе-
чивают прямое измерение активности, поскольку основаны на определе-
нии скорости уменьшения вязкости субстрата-полисахарида. Колоримет-
рические методы косвенные, и в этом случае принцип заключается в 
гидролизе ферментом окрашенных субстратов (полисахаридов) с отщеп-
лением хромофора и определении развивающейся при этом окраски. Ре-
зультаты колориметрических определений приходится оценивать в собст-
венных единицах (единицы оптической плотности — ед. ОП) или пере-
считывать в единицы, принятые для измерения экзоглюканазной актив-
ности (ГлА) в эквиваленте по глюкозе с ферментом-стандартом. Однако, 
поскольку единого стандартного метода определения активности эндоглю-
каназы не существует, декларируемая активность стандартного фермента 
зависит от фирмы-производителя (в том числе от метода определения 
активности и специфичности фермента). Поэтому из двух подходов, по 
нашему мнению, вискозиметрия более перспективна для стандартизации 
приемов исследования эндоглюканазной активности и получения сопос-
тавимых результатов и используется в ряде лабораторий (14-16). При вы-
полнении вискозиметрического исследования за единицу активности 
принимают такое количество фермента, которое в стандартных условиях 
гидролиза -глюкана приводит к увеличению относительной текучести 
субстрата, равному 1 мин1. 

Таким образом, в Российской Федерации ранее не существовало 
стандартизованных методик определения активности эндо-β-глюканазы в 
ферментных препаратах для животных, что создавало трудности при реги-
страционной экспертизе этой группы кормовых добавок и разработке рег-
ламентов их применения. Нами впервые оптимизирована методика вис-
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козиметрического определения действия фермента, основанная на оцен-
ке измерения относительной текучести субстрата с использованием ка-
пиллярного вискозиметра.  

Нашей целью была разработка метода, позволяющего стандарти-
зировать определение эндо-β-глюканазной активности в ферментных 
препаратах, применяемых в качестве добавок к кормам для снижения их 
антипитательности. 

Описание методики. Вязкость образцов исследовали с использова-
нием методики вискозиметрического определения (17) в нашей модифи-
кации. Определяли относительную вязкость (текучесть) субстрата на ка-
пиллярном вискозиметре Оствальда с диаметром капилляра 0,73 мм по 
скорости истечения жидкости (вискозиметр истечения) в сравнении с рас-
творителем (ацетатный буфер, рН 4,7) при 30 С. Растворитель заливали в 
вискозиметр, выдерживали при 30 С в течение 5 мин, после чего пропус-
кали его последовательно 3-5 раз, чтобы определить среднее время исте-
чения (tp). Затем вискозиметр освобождали от растворителя, вносили в 
него пипеткой 8 см3 субстрата и 1 см3 буферного раствора (определен-
ный объем для каждого вискозиметра; в нашем случае — 9 см3), выдер-
живали 5 мин при температуре 30 С и пропускали смесь 3-5 раз (началь-
ное время истечения 0). Вискозиметр снова освобождали, тщательно 
промывали, высушивали и вносили 8 см3 субстрата. Выдерживали при 
температуре 30 С в течение 5-7 мин, после чего добавляли 1 см3 раствора 
фермента (образца), который также предварительно прогревали при 30 С. 
Содержимое вискозиметра перемешивали, продувая воздух. С помощью се-
кундомера фиксировали время истечения инкубационной смеси субстрата с 
ферментом (ti) в периоды инкубации (i) 5, 10 и 15 мин, что согласуется с 
данными по кинетике этой ферментативной реакции (M.L. Rabinovich, 
А.А. Klesov, I.V. Beresin, 1977). 

Рассчитывали относительную вязкость инкубируемой смеси для 
каждого периода инкубации (i, в том числе 0) по формуле: 

p

pi
i t

tt 
 , [1] 

где ηi — относительная вязкость в период инкубации i; ti — время истече-
ния инкубационной смеси в каждый период инкубации, с; tp — время ис-
течения растворителя, с. На основании полученных значений рассчитыва-
ли относительную текучесть как величину, обратную относительной вяз-
кости (1/ηi = bi). 

Для каждого отрезка времени определяли изменение относитель-
ной текучести в минуту:  

Ai = (bi – b0)/i, мин1 = Δb/, мин1, [2] 
где b0 — начальная относительная текучесть (при 0). 

Эндо-β-глюканазную активность (ед/г) рассчитывали по формуле:  

С
АЭндоГлА , [3] 

где А — изменение относительной текучести в 1 мин; С — количество 
ферментного препарата в реакционной смеси, г. 

Величину А определяли как среднюю арифметическую величин Ai, 
полученных для каждого периода инкубации (i) по формуле [2]. 

Из образца стандарта готовили серию разведений (стандартные 
растворы) и с ними определяли изменение вязкости (текучести) того же 
субстрата в реакции гидролиза. Время истечения измеряли однократно  
после 10 мин инкубации. 
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Пример градуировочного графика для 
пересчета данных вискозиметрии в 
единицы ГлА при оценке эндо-β-
глюканазной активности образца по 
изменению текучести субстрата. 

 
Для выражения эндо-β-

глюканазной активности в еди-
ницах ГлА в каждой серии оп-
ределений строили градуиро-
вочный график (рис.). 

В качестве стандарта ис-
пользовали β-глюканазу (про- 

дуцентTrichoderma longibrachiatum) с активностью 3100 ед/г (ед. ГлА) 
(«Sigma-Aldrich», США). В дальнейшем пересчитывали данные виско-
зиметрического определения (ед/г) в единицы ГлА. 

Точность методики оценивали, анализируя аттестованные образцы 
с разным содержанием β-глюканазы в условиях внутрилабораторной пре-
цизионности со следующими изменяющимися факторами: оператор (¹ 1 
и ¹ 2), набор реактивов (¹ 1 и ¹ 2), матрица. Матрицей служили мине-
ральные носители — карбонат кальция (хч, Россия) и цеолит (НПФ 
«Новь», г. Новосибирск). Активность каждого аттестованного образца рас-
считывали по концентрации стандарта (фермента) в аттестованной смеси 
(в смеси с минеральным носителем). Таким образом, с каждым носителем 
готовили по 5 образцов с активностью 93, 310, 620, 1033 и 1550 ед. ГлА/г, а 
с учетом трех факторов по каждой активности было выполнено 8 экспери-
ментов (всего 40 измерений) (табл. 1). 

1. Схема эксперимента по оценке точности методики, предложенной для 
стандартизации вискозиметрического определения эндо-β-глюканазной 
активности образца  

Изменяемый фактор Номер  
эксперимента матрица набор реактивов оператор 

1 Карбонат кальция 1 1 
2 Карбонат кальция 2 2 
3 Цеолит 2 2 
4 Карбонат кальция 2 1 
5 Цеолит 1 2 
6 Карбонат кальция 1 2 
7 Цеолит 1 1 
8 Цеолит 2 1 

П р и м е ч а н и е. 1 и 2 — варианты изменяемого фактора. 
 

В качестве субстратов испытывали растворы β-глюкана и карбок-
симетилцеллюлозы (КМЦ) (концентрации 0,1-0,5 %) в ацетатном буфере 
(0,1 M, рН 4,7). 

При статистической обработке данных для каждого аттестованного 
образца с учетом результатов единичных анализов по 8 вариантам опреде-
ляли средние значения и дисперсию среднего значения S2. На основании 
полученных величин рассчитывали относительную расширенную неопре-
деленность (%), предел повторяемости (%) и показатели правильности от-
носительной стандартной неопределенности (%). 

Определяя оптимальные концентрации субстратов, обращали вни-
мание на время истечения исходного раствора в сравнении с растворите-
лем. При скорости истечения растворителя (буферный раствор) 26-30 с  
скорость истечения исходных растворов субстратов в испытуемых концен-
трациях составляла от 40 с (для 0,1 % КМЦ) до 114 с (для 0,5 % β-глю-
кана). Оптимальным временем истечения можно признать 60-80 с. При 
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более высоких скоростях (например, как для 0,1 % КМЦ) снижение вяз-
кости смеси в результате действия фермента может привести к уменьше-
нию времени ее истечения до такового у растворителя. При увеличении 
периода истечения (более 80 с) уменьшается контролируемое время кон-
такта субстрата и фермента.  

Исходя из этого, в качестве оптимальных концентраций субстратов 
мы выбрали для β-глюкана — 0,4 %, для КМЦ — 0,2 % и в дальнейшем 
использовали их в работе. 

Испытание разных субстратов в оптимальных концентрациях пока-
зало несоответствие между конечными результатами по вязкости, что свя-
зано со спецификой фермента. Эндо-β-глюканаза расщепляет 1,3- и 1,4-β-
гликозидные связи в цепи остатков глюкозы и гидролизует по этим связям 
как глюкан (гемицеллюлозу), так и целлюлозу. По этой причине некото-
рые авторы используют указанные субстраты как взаимозаменяемые (17, 
18), а названия ферментов β-глюканаза и целлюлаза — как синонимы. Оба 
вещества представляют собой полимеры глюкозы, в которых мономеры 
соединены связями β-1,3 и β-1,4. Они относятся к некрахмалистым поли-
сахаридам и антипитательным веществам, поскольку не расщепляются  
ферментами в желудочно-кишечном тракте животных и препятствуют ус-
воению других питательных компонентов корма. 

Однако эти соединения различаются как по составу, так и по фи-
зико-химическим свойствам. Глюканы — это гемицеллюлозы с молеку-
лярной массой до 50000 Да и разветвленной структурой. Они растворимы 
в слабых кислотах и щелочах, содержатся в семенах ячменя, ржи и пше-
ницы. Целлюлозы представляют собой нерастворимые линейные полиме-
ры глюкозы с молекулярной массой от 50000 до 1800000 Да. Они не рас-
творяются в кислотах и щелочах, входят в состав клеточных стенок злаков. 
Именно гемицеллюлозы (глюканы и ксиланы) обусловливают вязкость 
химуса и вызывают основные проблемы с перевариванием и усвоением 
питательных веществ корма. 

Для сравнения влияния субстрата на конечные результаты прово-
дили вискозиметрический анализ эндоглюканазной активности образца 
Хостазим («Biovet», Болгария). Как показали проведенные исследования, 
вязкость образца при использовании в качестве субстрата β-глюкана со-
ставила 12125±1819 ед/г, а КМЦ — 56500±8475 ед/г.  

β-Глюкан позволяет выявлять β-глюканазную активность, в то вре-
мя как КМЦ дает данные о целлюлазной (точнее, КМ-целлюлазной) ак-
тивности, которые для одного и того же образца могут значительно разли-
чаться. В нашем случае последняя была в 4,5 раза выше, что, видимо, оп-
ределяется специфичностью фермента, в котором целлюлазная активность 
преобладает, и зависит от свойств гриба-продуцента. 

2. Рассчитанные показатели точности методики, предложенной для стандар-
тизации вискозиметрического определения эндо-β-глюканазной активно-
сти образца 

Активность стандартных образцов, ед. ГлА/г 
Показатель 

93 310 620 1033 1550 
Относительная расширенная неопре-
деленность при коэффициенте охвата 
k = 2, % 22,1 11,3 9,6 12,2 11,3 
Предел повторяемости, % 12,8 7,3 13,3 2,6 8,0 
Показатель правильности относи-
тельной неопределенности, % 4,6 3,2 3,2 3,4 3,4 

 

В связи с этим в дальнейших испытаниях мы использовали в каче-
стве субстрата только β-глюкан и проводили исследования, варьируя три 
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фактора — оператор, матрица (карбонат кальция и цеолит) и набор реак-
тивов. На основании полученных данных оценили показатели точности 
методики в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-2002 (24) и РМГ 61-2010 
(25) (табл. 2). 

Полученные результаты позволяют принять область определения 
активности эндоглюканазы при использовании вискозиметрического ме-
тода, равную 93-1550 ед. ГлА/г (в пересчете на глюканазный эквивалент). 
Лучшие результаты могут быть получены в диапазоне значений 310-1550 ед. 
ГлА/г, что соответствует 1240-6200 ед/г в единицах, принятых при виско-
зиметрическом методе (расширенная неопределенность 10-12 %). 

Таким образом, оптимизированы условия оценки эндо--глюка-
назной активности кормовых добавок по снижению относительной вязко-
сти (повышения относительной текучести) смеси фермента с субстратом. 
Для определения используется капиллярный вискозиметр с диаметром 
капилляра 0,73 мм при температуре гидролиза 30 мин, растворитель — аце-
татный буфер с рН 4,7, соответствующим оптимуму действия фермента, 
при времени анализа 5, 10, 15 мин. В качестве субстрата из двух возмож-
ных вариантов (-глюкан и карбоксиметилцеллюлоза) выбран раствор -
глюкана в концентрации 0,4 % как наиболее соответствующий специфич-
ности действия фермента. Показана возможность пересчета получаемых 
данных в единицы -глюканазной активности с эквивалентом по глюкозе 
(ед. ГлА) с помощью градуировочных графиков, построенных с использо-
ванием стандарта — фермента с известной активностью. Оценены показа-
тели точности разработанной методики. Расширенная неопределенность 
результатов измерений находится в пределах от 10 до 22 % (10-12 %) при 
коэффициенте охвата k = 2. 

 
Л И Т Е Р А Т У Р А  

 
1. Г р и ш у т и н  С.Г., Д з е д з ю л я  Е.И., К о н д р а т ь е в а  Е.Г., З о р о в  И.Н., С и н и -

ц ы н а  О.А., С и н и ц ы н  А.П. Сравнительное тестирование коммерческих ферментных 
препаратов для кормопроизводства. Режим доступа: http://biovet-ferment. ru/index.php?id=50. 
Дата просмотра 25.03.16. 

2. К о м а р о в  А.А., Т е л и ш е в с к а я  Л.Я., Ш е в ч е н к о  А.А., В а с и л ь е в а  Л.В., 
П а н и н  А.Н.  Кормовые ферменты и проблемы, связанные с их использованием. Вет-
корм, 2013, 3: 8-10. 

3. C h o c t  M. Enzymes for the feed industry: past, present and future. Worlds Poult. Sci. J., 
2006, 62: 5-15 (doi: 10.1079/WPS200480). 

4. Z h a n g  Z., M a r q u a r d t  R.R., G u e n t e r  W. Evaluating the efficacy of enzyme prepara-
tions and predicting the performance of Leghorn сhicks fed rye-based diets with a dietary vis-
cosite assay. Poultry Sci., 2000, 79: 1158-1167 (doi: 10.1093/ps/79.8.1158). 

5. G e r a e r t  P.-A., P a l a i s  F., G r e n i e r  S., J a k o b  S. Dietary carbohydrates: a review of 
their physicochemical properties and digestibility in poultry and swine. Proc. Eastern Nutrition 
Conference (May 10-11, 2005). Canada, Ontario, 2005: 1-18. 

6. O l u k o s i  O.A., C o w i e s o n  A.J., A d e o l a  O. Energy utilization and growth of broilers 
receiving diets supplemented with enzymes containing carbohydrase or phytase activity indi-
vidually or in combination. Br. J. Nutr., 2008, 99(3): 682-690. 

7. C a r v a l h o  J.C.C., R i o s  R.L., L i m a  E.M.C., B e r t e c h i n i  A.G., P i r a c é s  F., 
S o r b a r a  J.O.B. Differences in corn energy with the use of -amylase and -glucanase for 
broilers in various production stages. Proc. Poultry Science Association Annual Meeting. Can-
ada, Ontario, 2008: 67.  

8. РовабиоТМЭксель АП (http://agrovetspb.ru). 
9. Натугрейн TS. Натугрейн TS.mht (http://kormovet.com). 
10. Лекарственный препарат Hostasim (фирма «Biovet AD», «Huvefarma AD», Болгария). Режим 

доступа: http://www.webvidal.ru/Veterinary/2011/LP_100988.htm.  Дата просмотра 25.03.2016 
11. Kemzyme. Kemin products. Режим доступа: https://www.kemin.com/en/middle-east/pro-

ducts/kemzyme/kemzyme-range/. Дата просмотра 25.03.16. 
12. Z i e b a l  R. Pitfalls and challenges for the official control of enzymes in feed. In: Antimicrobial 

growth promoters. Wageningen Academic Publishers, the Netherlands, 2006: 249-254. 
13. Т е л и ш е в с к а я  Л., С а р х а н о в а  А., В а с и л ь е в а  Л., Х в а т о в а  Д., Т и т о в а  Е. 



 

 229 

Разработка колориметрического метода определения эндоглюканазной активности. Ком-
бикорма, 2015, 9: 103-104. 

14. E n g e l e n  A.J., v a n  d e r  H e e f t  F.C.., R a n d s d o r p  P.H.G. Viscometric determination 
of beta-glucanase and endoxylanase activity in feed. Journal of AOAC International, 1996, 79: 5. 

15. M c C l e a r y  B.V. Analysis of feed enzymes. In: Enzymes in farm nutrition /M. Bedford, 
G. Partrige (eds.). CAB International, 2001: 85-107. 

16. П о л ы г а л и н а  Г.В., Ч е р е д н и ч е н к о  В.С., Р и м а р е в а  Л.В. Определение актив-
ности β-глюканаз. В сб.: Определение активности ферментов. М., 2003: 180-181. 

17. V l a s e n k o  E.Yu., R y a n  A.I., S h o e m a k e r  Ch.F., S h o e m a k e r  Sh.P. The use of 
capillary viscometry, reducing end-group analysis, and size exclusion chromatography combined 
with multi-angle laser light scattering to characterize endo-1,4-β-D-glucanases on carboxy-
methylcellulose: a comparative evaluation of the three methods. Enzyme and Microbial Tech-
nology, 1998, 23: 350-359. 

18. А н к у д и м о в а  Н.В. Биохимические и физико-химические свойства ключевой тополитиче-
ской эндоглюканазы целлюлазного комплекса Chaetomium cellulolyticum. Канд. дис. М., 2000. 

19. ГОСТ Р ИСО 5725-2002. Точность (правильность и прецизионность) методов и результа-
тов измерений. М., 2002. 

20. РМГ 61-2010. Рекомендации по межгосударственной стандартизации. Государственная 
система обеспечения единства измерений. Показатели точности, правильности, преци-
зионности методик количественного химического анализа. Методы оценки (введены в 
действие Приказом Росстандарта от 13.12.2011 ¹ 1064ст). М., 2013. 

 
ФГБУ Всероссийский государственный Центр  
качества и стандартизации лекарственных средств 
для животных и кормов,  
123022 Россия, г. Москва, Звенигородское ш., 5, 
e-mail: l.telishi@mail.ru 

Поступила в редакцию 
3 сентября 2015 года 

 
Sel’skokhozyaistvennaya biologiya [Agricultural Biology], 2016, V. 51, ¹ 2, pp. 223-229 
 
VISCOSIMETRIC ASSAY OF ENDOGLUCANASE ACTIVITY IN ENZIME 

FODDER ADDITIVES  
 

A.A. Komarov, L.Ya. Telishevskaya, A.A. Sarkhanova, L.V. Vasil’eva,  
E.G. Titova, A.N. Panin 

 

All-Russian State Center for Quality and Standartization of Veterinary Drugs and Feed, Federal Agency of Scien-
tific Organizations, 5, Zvenigorodskoe sh., Moscow, 123022 Russia, e-mail l.telishi@mail.ru 
Received September 3, 2015 doi: 10.15389/agrobiology.2016.2.223eng 

 

A b s t r a c t  
 

Worldwide a large number of enzymes, including those with endo-β-glucanase activity are 
produced by different companies as fodder additives. In Russia, there is no uniform method for 
endo-β-glucanase activity analysis that causes difficulties in assessing quality of the enzyme prepara-
tions. The aim of the study was to develop such uniform method. In this, we optimaized a viscomet-
ric determination based on change of the relative viscosity of a substrate mixed with enzyme prepara-
tion using a Ostwald capillary viscometer. The following regime has been accepted: the diameter of 
the capillary is 0.73 mm; the temperature of hydrolysis is 30 C; the solvent is a acetate buffer  (ph 
4.7); time of incubation is 5, 10, 15 min in accordance with the kinetics of the enzymatic reaction; 
and β-glucan (0.4 %) was used as substrate. It carboxymethylcellulose is shown not to be an relevant 
so far as it gives results incomparable with those obtained with β-glucan due to estimation of the cel-
lulase but not the β-glucanase activity of the enzyme, that does not correspond to the objectives of 
forage production. The unit used in the developed method is the amount of enzyme which increases 
the relative substrate flow in 1 min-1 under standard hydrolysis conditions. The measurement of ac-
curacy of the method was carried out according to GOST R ISO 5725-2002 (the state standards). In 
this, 5 certified samples with different activities were prepared from a commercial sample of β-
glucanase (Sigma-Aldrich, USA) with known activity (GLA/g). The activity of the standard was ex-
pressed in GLA/g as glucose equivalents corresponding to the amount of enzyme which acts on -
glucan, releasing 1 µmol of sugars in terms of glucose. Certified samples were analyzed under inter-
mediate precision conditions with three factors changing (i.e., operator, matrix, reagent kits). The 
matrices were mineral fillers, the calcium carbonate and zeolite. To calculate the accuracy of the 
method the viscosity of certified samples were counted by calibration curves in GLA units. Expanded 
uncertainty of measurements ranged within 10-22 % for the coverage factor k = 2. 

 

Keywords: endoglucanase activity, non-starch polysaccharides, hemicellulose, viscosity, vis-
cosimetry, β-glukane, carboxymethyl cellulose, matrix, intermediate precision, expanded uncertainty. 




