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Aktivita a—galaktozidazy v imobilizovanych bunkach rajciaka

JOZEF POOR - JAN STANO - KLAUS NEUBERT - JOZEF CIZMARIK -
FILS ANDRIAMAINTY - NIKOLAJ BOROVKOV

SUHRN. Bunky suspenznej kultury rajciakov (Lycopersicon esculentum Mill.) sa permeabi-
lizovali Tweenom 20, Tiweenom 80, 30 % etanolom alebo 50 % ectanolom a imobilizovali
glutaraldehydom. pH optimum a—galaktoziddzy v imobilizovanych bunkach je 5,4 a tep-
lotné optimum je pri 65 °C. Enzymova reakcia mad linedrny priebeh 3,5 hodiny a dosahu-
je 70 % konverzie substratu. Imobilizované bunky maji pomerne vysoku a—galaktozi-
dazovu aktivitu, dlhodobu stabilitu a vhodné mechanické vlastnosti.

KIUCOVE SLOVA: a—galaktoziddza, permeabilizdcia, imobilizdcia, rajciak

Imobilizdcia buniek, resp. enzymov reprezentuje velmi dolezity spdsob
uchovdvania (stabilizdcie) vysoko ucinnych katalyzdtorov (enzymov), ktoré
su dolezité pre biotransformacné procesy [1]. Pri imobilizdcii buniek
obalovanim (enkapsuldciou) sa ¢asto pouzivaju hydrogély prirodného alebo
syntetického povodu: agar, polyakrylamid, alginat, kolagén, chitozan, polyu-
retdn alebo celuldza [2-4]. Popri enkapsuldcii sa bunky imobilizovali aj spon-
tannou adhéziou alebo kovalentnou vézbou buniek na povrch nosica [5-7].
Neddvno sa bunky imobilizovali polyvinylalkoholom a glutaraldehydom [8-9]
alebo Tweenom 80 a glutaraldehydom [10].

o—Galaktoziddza (a—D-galaktozid-galaktohydroldza EC 3.2.1.22) kata-
lyzuje hydrolyzu termindlne viazanej a—galaktdzy sacharidov resp. inych
latok. Studovany enzym mikrobidlneho povodu sa pouziva pri hydrolyze rafi-
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nozy a stachyozy [11]. a—Galaktoziddza je hojne rozSirend aj v rastlindch.
Tento zdroj enzymu zostdva zatial nepovSimnuty.

V predlozenej praci sme zamerali svoju pozornost najmi na enzymovu
hydrolyzu termindlne viazanej a—galaktézy bunkami suspenznej kultury
a imobilizovanymi bunkami rajciakov (Lycopersicon esculentum Mill.).

Material a metddy

Rastlinny materdl

Kalusové a suspenzné kultury rajciakov sa odvodili zo sterilnych kli¢nych
rastlin Lycopersicon esculentum Mill. na Biochemickom ustave Univerzity
Martina Luthera v Halle (Dr. H. Tintemann) a pestovali na zivnom médiu
Murashige-Skooga podla [12] na rotacnej trepacke v tme, za Standardnych
podmienok (23+1 °C, 60 % relativna vlhkost, 120 rpm) pocas 7 dni.

Permeabilizdcia buniek

Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovani na silonovej tkanine per-
meabilizovali jednotlivo 5 % Tweenom 80, 5 % Tweenom 20, 30 % etanolom
alebo 50 % etanolom v 0,15 mol.I'! NaCl (15g/50ml) 3 hodiny pri laboratdr-
nej teplote za pomalého mieSania (60 rpm). Potom sa bunky postupne pre-
myli 2000 ml destilovanej vody a 3000 ml 0,15 mol.I-! NaCl.

Imobilizdcia buniek

Permeabilizované bunky sa preniesli do 50 ml 0,15 mol.I! NaCl, pomaly
sa pridalo 5 ml 25 % glutaraldehydu a pri laboratdrnej teplote sa za pomalé-
ho mieSania (60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa potom
uchovavali v 0,15 mol.I NaCl s pridavkom konzerva¢nych ldtok (pozri ucho-
vavanie imobilizovanych buniek) v chlade (4 °C) 1-6 mesiacov.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny
Cerstvd hmotnost a suSina suspenznej kultiry a imobilizovanych buniek
sa stanovili gravimetricky po ich vysusSeni na konStantnd hmotnost pri 105 °C.

Vplyv teploty na aktivitu enzymu
Vplyv teploty na aktivitu enzymu sa sledoval v teplotnom rozsahu
20-100 °C.

Uchovdvanie imobilizovanych buniek

Stabilita a—galaktoziddzy sa v priebehu uchovdvania monitorovala nasle-
dovne prostrednictvom tychto experimentov. Imobilizované bunky sa ucho-
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vavali v 0,15 mol.I"! NaCl s pridavkom nasledovnych konzervac¢nych latok:
a) chloramfenykolu 50 mg.I'1,
b) chldrtetracyklinhydrochloridu (CLCTC) 50 mg.1-1,
¢) (1-metyldodecyl)-dimetylamin—N—-oxidu (ATDNO) 100 mg.1-1 [13].

Utilizdcia glukozy

Utilizcia glukdzy suspenznymi a imobilizovanymi bunkami sa sledovala
60 minut. Bunky suspenznych kultir a imobilizované bunky sa preniesli
do kultivatného média [14] bez sachardzy s pridavkom 200 mg.I'! glukozy.
Koncentracia glukozy sa stanovila podla Trindera [15].

Stanovenie aktivity enzymu

Enzymova aktivita sa stanovila podla Simonsa a kol. [16] za pouzitia
p—nitrofenyl-a—D—-galaktopyranozidu (a—PNG) ako substratu. Reakénd
zmes obsahovala 0,1 g buniek a 0,5 mg a—PNG v 2 ml Mcllvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 5,4. V kontrolnom pokuse sa pouzili tepelné inaktivované
bunky (100 °C, 5 min). Reakéné zmesi sa ponechali 20 minit az 5 hodin
pri 30 °C za staleho pohybu (rota¢nd trepacka, 80 rpm). Reakcia sa zastavi-
la pridanim 2 ml 2 mol.I'! Na,COs. Uvolneny p—nitrofenol sa stanovil spekt-
rofotometricky pri 420 nm. Bunky sa odcentrifugovali, vysuSili a enzymova
aktivita sa prepocitala na 1 g suSiny [17]. Enzymova aktivita je vyjadrend
v kataloch. Proteiny sa stanovili podla Bradforda [18] za pouZitia sérum-
albuminu ako Standardného proteinu.

Viabilita buniek
Viabilita buniek sa stanovila pomocou 2,3,5—trifenyltetrazéliumchloridu
(TTC), fluoresceindiacetédtu alebo kyslikovou elektrédou podla Dixona [19].

Vysledky a diskusia

Bunky imobilizované obalovanim (enkapsuldciou hydrogélmi) algindtom
vdpenatym sa kultivuji podobne ako suspenzné kultury [3,4,20]. Pri imobili-
zacii buniek glutaraldehydom sa v porovnani so suspenznymi bunkami pozo-
rovali vyrazné zmeny. Po permeabilizdcii buniek dochddza k stenc¢eniu bun-
kovej steny, plazmolyze a miernemu zhlukovaniu buniek. U buniek imobili-
zovanych glutaraldehydom sa pri testovani s TTC, fluoresceindiacetdtom
a merani spotreby kyslika nezaznamenala viabilita. Glutaraldehydom imobi-
lizované bunky neutilizuji glukézu (obr. 1).
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TaBUIKA 1. Aktivita a—galaktoziddzy v suspenznej kulttre
a v imobilizovanych bunkdch rajciaka.
TABLE 1. The a—galactosidase activity in the cell suspension
and in immobilized cells of tomato.
Proteiny? Aktivitat Specifickd aktivita
1
Bunky mg pkat pkat
g susiny3 g susiny mg proteinu®
Suspenzné’? 17,6 5,4 0,31
Permeabilizovanés:
- Tween 20 8,9 42 0,47
- Tween 80 8,9 43 0,48
- 30 % etanol 8,8 3,2 0,36
- 50 % etanol 8,8 3,1 0,35
Imobilizované po permeabilizécii?:
- Tween 20 8,8 41 0,46
- Tween 80 8,8 4,2 0,47
- 30 % etanol 8,7 3,1 0,36
- 50 % etanol 8,7 3,2 0,34

1 - cells, 2 - protein, 3 - dry weight, 4 - activity, 5 - specific activity, 6 - protein, 7 - suspension, 8 - per-
meabilized, 9 - immobilized after permeabilization.
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Po permeabilizécii Tweenom alebo alkoholom a ndslednej imobilizdcii
glutaraldehydom nastdva vyraznejsi pokles obsahu proteinov a menej vyraz-
ny pokles aktivity enzymu (tabulka 1).

Srinivasan a kol. [21] zistili, Ze po permeabilizdcii bunkovej steny kvasini-
ek dochddza k preukaznému zvySeniu aktivity fenylalaninamoniaklyazy
(PAL). Pri permeabilizdcii bunkovej steny suspenznych kultur (rastlinnych
buniek) sa takéto signifikantné zvySenie enzymovej aktivity nepozorovalo.
Uvedené vysledky poukazuju na to, Ze permeabilizdcia bunkovej steny (sus-
penznych kultur rastlinného povodu) si vyzaduje dalSie Studium.

V imobilizovanych bunkdach rajciakov a inych rastlin sa pri a—galaktozi-
daze pozoroval vyraznejSi pokles aktivity tohto enzymu ako pri L-tyrozin-
dekarboxyldze a L-DOPA-dekarboxyldze [10,22]. Po 4-6 mesiacoch ucho-
vavania imobilizovanych buniek v 0,15 mol.I'! NaCl a 0,02 % azide sodnom,
ako aj po pridani konzerva¢nych latok dochddza k vzostupu aktivity a—galak-
toziddzy (tabulka 2). Machovad [23] a Budik [24] zistili, Zze glukdza a fruktéza
mierne inhibuju aktivitu a—galaktoziddzy. Glukdza a fruktéza maju rovnaky
vplyv aj na aktivitu sledovaného enzymu v suspenznej kultire uhoriek
a maku [17,24]. Tato skuto¢nost poukazuje na to, Ze v priebehu uchovédvania
imobilizovanych buniek pravdepodobne dochddza k disocidcii enzym-efek-
torovych komplexov (monosacharidov alebo inych ldtok), ¢o vedie k akti-
vécii enzymu.

TABUIKA 2. Stabilita enzymu v imobilizovanych bunkdch.
TABLE 2. The stability of enzyme in immobilized cells.

% pdvodnej aktivity?
Konzervaénd ldtkal Doba uchovdvania [mesiace]?
0 1 2 3 6
CLCTC (50 mg.I'1) 66 69 73 82 92
ATDNO (100 mg.I-1) 66 70 73 83 93
chloramfenykol* (50 mg.1-1) 66 70 73 84 95
azid sodny® (200 mg.1I'1) 64 70 72 83 98
zamrznuté v 0,15 mol.I-! NaCl6 65 69 72 85 100

CLCTC - chldrtetracyklin hydrochlorid, ATDNO - (1-metyldodecyl)-dimetylamin—N-oxid.
Povodnd aktivita = aktivita enzymu (100 %) v suspenznej kultire pred imobilizdciou.

CLCTC - chlorotetracycline hydrochloride, ATDNO - (1-methyldodecyl)-dimethylamin—N-oxide.
Original activity = enzyme activity (100 %) in cell suspension without immobilization.

1 - preservative, 2 - % of original activity, 3 - storage time [months], 4 - chloramphenicol, 5 - sodium azide,
6 - frozen in 0,15 mol.l-! NaCl.
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pH optimum enzymu v suspenznej kultire a v imobilizovanych bunkdch
je 5,4. Hydrolyza m4 linedarny priebeh 3,5 hodiny, dosahuje 70 % konverzie
substrdtu a potom sa spomaluje. Teplotné optimum enzymu v imobilizova-
nych bunkdch je pri 65 °C.

Inhibi¢ny efekt kyseliny p—chlérmerkuribenzoovej 0,1-0,5.103 mol.l-!
mozno  odstranit pridanim  5-10.10-3 mol.I'!  2-merkaptoetanolu,
5-10.10-3 mol.I'! ¢ysteinu alebo 5-10.10-3 mol.I'! ditiotreitolu, ¢o poukazuje
na to, ze —SH skupiny su pre enzymovu aktivitu nevyhnutné [17,22-24].

Imobilizdciou buniek raj¢iakov a inych rastlin glutaraldehydom a ich
uchovavanim v 0,15 mol.I'! NaCl s 0,02 % azidom sodnym resp. inymi kon-
zervaénymi ldtkami sa v nich dlhodobo uchovdva aktivita niektorych
enzymov [17,22,25].

Tieto vysledky poukazuju na to, Ze enzymovu aktivitu a—galaktozidazy
v bunkdch imobilizovanych glutaraldehydom by bolo mozné vyuzif v bio-
technoldgii niektorych sacharidov (rafindzy, stachydzy a inych) [17,25],
pri Stidiu Struktdry oligo- a polysacharidov, pripadne glykoproteinov
[26,27].
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Activity of a—galactosidase in immobilized tomato cells

POOR, J. - STANO, J. - NEUBERT, K. - CIZMARIK, J. - ANDRIAMAINTY, E. - BOROVKOV, N.:
Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 127-134.

SumMARY. The cell suspension culture of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) was per-
meabilized with Tween 20, Tween 80, 30 % ethanol and 50 % ethanol respectively, and immo-
bilized with glutaraldehyde. o—Galactosidase in immobilized cells showed a pH optimum
at 5,4 and temperature optimum at 65 °C. The enzyme hydrolysis was linear within 3,5 h and
reached 70 % conversion of the substrate. The immobilized cells are characterized with a high
enzyme activity, longterm stability and convenient physico-mechanical properties.

KEYWORDS: a—galactosidase, permeabilization, immobilization, tomato
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