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Aktivita vybraných aminopeptidáz
v imobilizovaných bunkách uhoriek

KLAUS NEUBERT − JÁN STANO* − KAROL MIÈIETA
− DANIEL GRANÈAI − IVO ŠAFAØÍK

SÚHRN. Suspenzné kultúry uhorky siatej (Cucumis sativus L.) sa permeabilizovali
Tweenom 80 a imobilizovali glutaraldehydom. pH optimum L−arginínaminopeptidázy
a L−prolíniminopeptidázy v natívnych a imobilizovaných bunkách je 7,6, resp. 7,4. V bun−
kách imobilizovaných glutaraldehydom je v porovnaní s natívnymi bunkami ve¾mi nízka
aktivita sledovaných enzýmov. Pri imobilizácii aminopeptidáz v bunkách uhorky siatej
sa úspešne aplikoval alginátový gél.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: imobilizácia; permeabilizácia; aminopeptidáza; suspenzné bunkové
kultúry; uhorka

Poznanie a zvládnutie techniky imobilizácie izolovaných buniek
a enzýmov je nevyhnutným predpokladom rozvoja biotechnológií a preto sa
v ostatných rokoch štúdiu tejto problematiky venuje zvýšená pozornos�.
Rastlinné bunky prvýkrát imobilizoval v roku 1979 Brodelius so spolupra−
covníkmi. Pri tejto imobilizácii použili alginát sodný [1]. Imobilizácia buniek
alebo izolovaných enzýmov je ve¾mi dôležitou cestou uchovávania (stabili−
zácie) vysokoúèinných katalyzátorov (enzýmov), dôležitých pre biotransfor−
maèné procesy [2,3]. Pri imobilizácii sa používajú hlavne gély prírodného
alebo syntetického pôvodu: agar, agaróza, karagénan, polyuretán, celulóza
alebo polyakrylamid [4−6].
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Suspenzné kultúry maku imobilizované alginátom vápenatým sú za opti−
málnych podmienok vitálne 6 mesiacov a transformujú kodeinón na kodeín
[7]. Rastlinné proteolytické enzýmy majú dôležitú úlohu pri degradácii oli−
gopeptidov a proteínov, pri postranslaènej modifikácii proteínov a v ïalších
procesoch [8−11]. Aminopeptidázy (EC 3.4.11) sú prítomné v rôznych rastli−
nách [8,9,12,13].

Predpokladáme, že imobilizované rastlinné bunky nájdu uplatnenie aj
pri biotransformácii oligopeptidov a oligosacharidov [8−11,13−15].

V predloženej práci sme zamerali svoju pozornos� na enzýmovú hydro−
lýzu syntetických substrátov: aminokyselina−4−(fenylazo)−fenylamid intakt−
nými a imobilizovanými suspenznými kultúrami buniek uhoriek (Cucumis
sativus L.).

Materiál  a  metódy

Pletivové kultúry
Kalusové a suspenzné kultúry uhorky siatej (Cucumis  sativus L.

cv. Mìlnické) sa odvodili z klíènych rastlín na Chemickom ústave Slovenskej
akadémie vied v Bratislave (RNDr. Daniela Kákoniová, CSc.). Uvedené kul−
túry sa pestovali v živnom médiu pod¾a Murashigeho a Skooga [14] na rotaè −
nej trepaèke za štandardných podmienok (24±1 °C, 60 % relatívnej vlhkos−
ti, v tme a 20 ot.min−1) po dobu 14 dní [15].

Imobilizácia buniek glutaraldehydom
Suspenzne pestované bunky sa permeabilizovali 5 % Tweenom 80

a po premytí destilovanou vodou a 0,15 mol.l−1 NaCl sa imobilizovali pod¾a
Stano a kol. [15] za použitia 5 % glutaraldehydu (15 g/50 ml). Imobilizované
bunky sa odfiltrovali, premyli 3000 ml destilovanej vody, 3000 ml
0,15 mol.l−1 NaCl a ponechali v 0,15 mol.l−1 NaCl s prídavkom azidu sodné−
ho (200 mg.l−1).

Imobilizácia buniek alginátom
Zo suspenzne pestovaných buniek sa 3 g zmiešali s 10 ml 3 % alginátu

sodného a pomocou kapiláry (∅ 1,5 mm) sa aplikovalo do 100 ml 0,05 mol.l−1
CaCl2. Takto vytvorené èastice − gu¾ôèky alginátu vápenatého, ktorý oba¾uje
bunky suspenznej kultúry (∅ 3–4 mm) sa ponechali za stáleho miešania
v roztoku 0,05 mol.l−1 CaCl2 1 h a potom sa preniesli do kultivaèného média.
Množstvo 4 g èastíc obsahuje 1g buniek (èerstvej hmotnosti) [1,15].
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Stanovenie èerstvej a suchej hmotnosti
Èerstvá hmotnos� suspenznej kultúry a imobilizovaných buniek sa stano−

vila po centrifugácii gravimetricky (10 min, 15000 m.s−2). Suchá hmotnos�
suspenznej kultúry a imobilizovaných buniek sa stanovila gravimetricky
po ich vysušení do konštantnej hmotnosti pri 100 °C.

Stanovenie aktivít enzýmov
Enzýmová aktivita aminopeptidáz sa stanovila modifikovanou metódou

pod¾a Stano a kol. [17]. Ako substráty sa použili: L−arginín−4−(fenylazo)−
fenylamid (L−Arg−PAP−amid) a L−prolín−4−(fenylazo)−fenylamid (L−Pro−
PAP−amid). Reakèná zmes obsahovala 1,7 ml Theorel−Stenhagenovho
tlmivého roztoku (0,1 mol.l−1 H3PO4 − NaOH pH 7,6, resp. 7,4) a 0,3 ml sub−
strátu (1,6.10−3 mol.l−1 L−Arg−PAP−amid a 2,5.10−3 mol.l−1 L−Pro−PAP−amid
jednotlivo). Po predinkubácii (10 min pri 30 °C) sa pridalo vhodné množ stvo
natívnych alebo imobilizovaných buniek (0,1 až 0,3 g). V kontrolnom poku−
se sa použili tepelne inaktivované bunky (10 min pri 100 °C). Takto pripra−
vené zmesi sa ponechali 20 min pri 30 °C na rotaènej trepaèke (60 ot.min−1),
a reakcia sa zastavila pridaním 0,5 ml 40 % kyseliny trichlóroctovej. Po uko−
nèení sa bunky oddelili (centrifugácia) [1], vysušili a enzýmová aktivita
sa vyjadrila na 1 g sušiny. Množstvo protonizovaného 4−fenylazofenylamínu
sa stanovilo spektrofotometricky pri 500 nm pod¾a kalibraènej krivky.
Enzýmová aktivita je vyjadrená v kataloch. Proteíny sa stanovili pod¾a
Bradforda [11].

pH optimum aminopeptidáz
Pri sledovaní vplyvu tlmivého roztoku na aktivitu aminopetidáz sa použil

Theorel−Stenhagenov tlmivý roztok (0,1 mol.l−l H3PO4 − NaOH) s pH 6,8;
7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 a 8,0.

Viabilita buniek
Viabilita buniek sa stanovila pod¾a Dixona [19] s 2,3,5−trifenyltetrazoli−

umchloridom (TTC), fluoresceíndiacetátom a s pomocou kyslíkovej elektró−
dy.

Utilizácia glukózy
Utilizácia glukózy suspenznými a imobilizovanými bunkami  sa sledovala

60 min. Bunky suspenzných kultúr (100 mg) a imobilizované bunky (100 mg)
sa preniesli do roztoku glukózy 200 mg.l−1 v 0,05 mol.l−1 Na−fosforeènanovom
tlmivom roztoku pH 7,2 a úbytok glukózy sa sledoval pod¾a Trindera [20].
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Výsledky a diskusia

Imobilizácia buniek a enzýmov našla široké uplatnenie v technológii.
V tejto práci sa skúmala imobilizácia buniek uhorky siatej pomocou gluta−
raldehydu (vnútorné zosie�ovanie) a alginátu vápenatého (zabudovanie
buniek do gélu). V bunkách imobilizovaných glutaraldehydom sa zazname−
nala vysoká aktivita tyrozíndekarboxylázy, DOPA−dekarboxylázy, invertázy,
ako aj α− a β−galaktozidázy [15,21−23]. V bunkách imobilizovaných algi−
nátom je aktivita aminopeptidáz vyššia než v bunkách imobilizovaných glu −
taraldehydom (tab. 1 a 2).

Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research)

166

TABU¾KA 1. Aminopeptidázové aktivity v suspenznej kultúre a glutaraldehydom
imobilizovaných bunkách uhoriek.

TABLE 1. Aminopeptidase activity of cell suspension culture and of cucumber cells
immobilized with glutaraldehyde.

A − L−arginínaminopetidáza (L−Arg−AP), B − L−prolíniminopeptidáza (L−Pro−IP).
A − L−arginine aminopetidase (L−Arg−AP), B − L−proline iminopeptidase (L−Pro−IP).
1 − cells, 2 − proteins [mg/g of dry weight], 3 − activity [nkat/g of dry weight], 4 − specific activ−
ity [pkat/mg of proteins], 5 − suspension, 6 − permeabilized, 7 − immobilized.

Bunky1 Proteíny
[mg/g sušiny]2

Aktivita
[nkat/g sušiny]3

Špecifická aktivita
[pkat/mg proteínov]4

A B A B

Suspenzné5 43,2 62,9 77,3 1,45 1,78

Permeabilizované6 13,1 67,8 84,1 5,17 6,41

Imobilizované7 13,0 2,4 3,3 0,18 0,25

TABU¾KA 2. Aminopeptidázové aktivity v suspenznej kultúre a alginátom
imobilizovaných bunkách uhoriek.

TABLE 2. Aminopeptidase activity of cell suspension culture and of cucumber cells
immobilized with alginate.

A − L−arginínaminopetidáza (L−Arg−AP), B − L−prolíniminopeptidáza (L−Pro−IP).
A − L−arginine aminopetidase (L−Arg−AP), B − L−proline iminopeptidase (L−Pro−IP).
1 − cells, 2 − proteins [mg/g of dry weight], 3 − activity [nkat/g of dry weight], 4 − specific activ−
ity [pkat/mg of proteins], 5 − suspension, 6 − immobilized.

Bunky1 Proteíny
[mg/g sušiny]2

Aktivita
[nkat/g sušiny]3

Špecifická aktivita
[pkat/mg proteínov]4

A B A B

Suspenzné5 43,2 62,9 77,3 1,45 1,78

Imobilizované6 43,2 20,4 26,8 0,47 0,62



Pri imobilizácii glutaraldehydom dochádza k plazmolýze a miernemu
zhlukovaniu buniek. Takto imobilizované bunky pri testovaní s 2,3,5−trife−
nyltetrazoliumchloridom (TTC), fluoresceíndiacetátom a meraní spotreby
kyslíka nejavili viabilitu. Glutaraldehydom imobilizované bunky glukózu
neutilizujú (obr. 1). Bunky imobilizované alginátom na rozdiel od buniek
imobilizovaných glutaraldehydom glukózu utilizujú.

Po permeabilizácii Tweenom 80 dochádza k poklesu obsahu proteínov
a miernemu zvýšeniu aktivity aminopeptidáz. Pri imobilizácii buniek glu −
taral dehydom dochádza k výraznému poklesu aktivity všetkých sledovaných
aminopeptidáz (tab. 1). U skúmaných aminopeptidáz v natívnych a imobili−
zovaných bunkách, ako aj v èiastoène purifikovaných enzýmoch, sú zhodné
pH optimá [24].

Je všeobecne známe, že rastlinné bunky imobilizované alginátom vápe−
natým majú v porovnaní so suspenznými bunkami niektoré výhody. Imobi −
lizované bunky sa menej agregujú, sú chránené pred prudkými nárazmi, pro−
dukty biotransformácie sa lepšie uvo¾òujú, zvyšuje sa ich vzájomný kontakt
a zvyšuje sa stabilita multienzýmových systémov [25,26]. Pri imobilizácii algi−
nátom sú ove¾a vyššie náklady, ako pri imobilizácii glutaraldehydom.
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OBR. 1. Èasový priebeh utilizácie glukózy bunkami suspenznej kultúry,
glutaraldehydom a alginátom imobilizovanými bunkami.

FIG. 1. Course of glucose utilization by cells of suspension culture
and by cells immobilized with glutaraldehyde and alginate.

1 − glucose, 2 − time, 3 − cells immobilized with glutaraldehyde, 4 − cells immobilized with algi−
nate, 5 − cell suspension culture.



Aktivita tyrozíndekarboxylázy, DOPA−dekarboxylázy, α− a β−galaktozidázy
po imobilizácii glutaraldehydom − bifunkèným èinidlom (prieènym
zosie�ovaním) je v porovnaní s aktivitou aminopeptidáz pomerne vysoká [21−
23].

Glutaraldehyd sa použil pri imobilizácii rôznych rastlinných buniek
[15,21,22]. Výdavky spojené s imobilizáciou sú pomerne nízke, prístrojové
vybavenie je nenároèné a zostatková aktivita enzýmu je pomerne vysoká.
Takto imobilizované bunky sú porovnate¾né s bunkami imobilizovanými
pomocou nosièov [27].

Pri imobilizácii aminopeptidáz je vzh¾adom na uvedené skutoènosti
výhodnejšie zabudovanie buniek do alginátu vápenatého. Aminopeptidázy,
ako aj niektoré proteázy, sa môžu perspektívne využi� pri biotransformácii
farmaceuticky a potravinársky dôležitých látok [3,11,23,29,30]. Predložené
výsledky poukazujú, že enzýmovú aktivitu aminopeptidáz v bunkách imobi−
lizovaných alginátom sodným možno využi� v biotechnologických postupoch
prípravy niektorých oligopeptidov, prípadne pri štúdiu ich štruktúry, taktiež
glykoproteínov [11,21,29,31,32].
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The activity of the choice aminopeptidases in the immobilized cucumber cells

NEUBERT, K. − STANO, J. − MIÈIETA, K. − GRANÈAI, D. − ŠAFAØÍK, I.:
Bull. potrav. Výsk., 38, 1999, p. 163−170.

SUMMARY. Cell suspension cultures of cucumber (Cucumis salivus L.) were permeabilized
with Tween 80 and immobilized with glutaraldehyde. The activity pH optimum of L−arginine
aminopeptidase (L−Arg−AP) and L−proline iminopeptidase (L−Pro−IP) in native and immo−
bilized cells is 7.6 and 7.4, respectively. In the cells immobilized with glutaraldehyde the activ−
ity of the enzymes is very low in compare with native cells. Alginate jelly was applied succes−
fully at aminopeptidase immobilization of cucumber cells.

KEYWORDS: permeabilization; immobilzation; aminopeptidases; cells suspension cultures;
cucumber
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