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Aktivita α−galaktozidázy v imobilizovaných bunkách rajèiaka

JOZEF POÓR − JÁN STANO − KLAUS NEUBERT − JOZEF ÈIŽMÁRIK −
FILS ANDRIAMAINTY − NIKOLAJ BOROVKOV

SÚHRN. Bunky suspenznej kultúry rajèiakov (Lycopersicon esculentum Mill.) sa permeabi−
lizovali Tweenom 20, Tweenom 80, 30 % etanolom alebo 50 % etanolom a imobilizovali
glutaraldehydom. pH optimum α−galaktozidázy v imobilizovaných bunkách je 5,4 a tep−
lotné optimum je pri 65 °C. Enzýmová reakcia má lineárny priebeh 3,5 hodiny a dosahu−
je 70 % konverzie substrátu. Imobilizované bunky majú pomerne vysokú α−galaktozi−
dázovú aktivitu, dlhodobú stabilitu a vhodné mechanické vlastnosti.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: α−galaktozidáza, permeabilizácia, imobilizácia, rajèiak

Imobilizácia buniek, resp. enzýmov reprezentuje ve¾mi dôležitý spôsob
uchovávania (stabilizácie) vysoko úèinných katalyzátorov (enzýmov), ktoré
sú dôležité pre biotransformaèné procesy [1]. Pri imobilizácii buniek
oba¾ovaním (enkapsuláciou) sa èasto používajú hydrogély prírodného alebo
syntetického pôvodu: agar, polyakrylamid, alginát, kolagén, chitozan, polyu−
retán alebo celulóza [2−4]. Popri enkapsulácii sa bunky imobilizovali aj spon−
tánnou adhéziou alebo kovalentnou väzbou buniek na povrch nosièa [5−7].
Nedávno sa bunky imobilizovali polyvinylalkoholom a glutaraldehydom [8 −9]
alebo Tweenom 80 a glutaraldehydom [10].

α−Galaktozidáza (α−D−galaktozid−galaktohydroláza EC 3.2.1.22) kata−
lyzuje hydrolýzu terminálne viazanej α−galaktózy sacharidov resp. iných
látok. Študovaný enzým mikrobiálneho pôvodu sa používa pri hydrolýze rafi−
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nózy a stachyózy [11]. α−Galaktozidáza je hojne rozšírená aj v rastlinách.
Tento zdroj enzýmu zostáva zatia¾ nepovšimnutý.

V predloženej práci sme zamerali svoju pozornos� najmä na enzýmovú
hydrolýzu terminálne viazanej α−galaktózy bunkami suspenznej kultúry
a imobilizovanými bunkami rajèiakov (Lycopersicon esculentum Mill.).

Materiál  a  metódy

Rastlinný materál
Kalusové a suspenzné kultúry rajèiakov sa odvodili zo sterilných klíènych

rastlín Lycopersicon esculentum Mill. na Biochemickom ústave Univerzity
Martina Luthera v Halle (Dr. H. Tintemann) a pestovali na živnom médiu
Murashige−Skooga pod¾a [12] na rotaènej  trepaèke v tme, za štandardných
podmienok (23±1 °C, 60 % relatívna vlhkos�, 120 rpm) poèas 7 dní.

Permeabilizácia buniek
Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovaní na silonovej tkanine per−

meabilizovali jednotlivo 5 % Tweenom 80, 5 % Tweenom 20, 30 % etanolom
alebo 50 % etanolom v 0,15 mol.l−1 NaCl (15g/50ml) 3 hodiny pri laboratór−
nej teplote za pomalého miešania (60 rpm). Potom sa bunky postupne pre−
myli 2000 ml destilovanej vody a 3000 ml 0,15 mol.l−1 NaCl.

Imobilizácia buniek
Permeabilizované bunky sa preniesli do 50 ml 0,15 mol.l−1 NaCl, pomaly

sa pridalo 5 ml 25 % glutaraldehydu a pri laboratórnej teplote sa za pomalé−
ho miešania (60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa potom
uchovávali v 0,15 mol.l−1 NaCl s prídavkom konzervaèných látok (pozri ucho−
vávanie imobilizovaných buniek) v chlade (4 °C) 1−6 mesiacov.

Stanovenie èerstvej hmotnosti a sušiny
Èerstvá hmotnos� a sušina suspenznej kultúry a imobilizovaných buniek

sa stanovili gravimetricky po ich vysušení na konštantnú hmotnos� pri 105 °C.

Vplyv teploty na aktivitu enzýmu
Vplyv teploty na aktivitu enzýmu sa sledoval v teplotnom rozsahu

20−100 °C.

Uchovávanie imobilizovaných buniek
Stabilita α−galaktozidázy sa v priebehu uchovávania monitorovala nasle−

dovne prostredníctvom týchto experimentov. Imobilizované bunky sa ucho−
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vávali v 0,15 mol.l−1 NaCl s prídavkom nasledovných konzervaèných látok:
a) chloramfenykolu 50 mg.l−1,
b) chlórtetracyklínhydrochloridu (CLCTC) 50 mg.l−1,
c) (1−metyldodecyl)−dimetylamín−N−oxidu (ATDNO) 100 mg.l−1 [13].

Utilizácia glukózy
Utilizácia glukózy suspenznými a imobilizovanými bunkami sa sledovala

60 minút. Bunky suspenzných kultúr a imobilizované bunky sa preniesli
do kultivaèného média [14] bez sacharózy s prídavkom 200 mg.l−1 glukózy.
Koncentrácia glukózy sa stanovila pod¾a Trindera [15].

Stanovenie aktivity enzýmu
Enzýmová aktivita sa stanovila pod¾a Simonsa a kol. [16] za použitia

p−nitrofenyl−α−D−galaktopyranozidu (α−PNG) ako substrátu. Reakèná
zmes obsahovala 0,1 g buniek a 0,5 mg α−PNG v 2 ml McIlvainovho tlmivé−
ho roztoku pH 5,4. V kontrolnom pokuse sa použili tepelné inaktivované
bunky (100 °C, 5 min). Reakèné zmesi sa ponechali 20 minút až 5 hodín
pri 30 °C za stáleho pohybu (rotaèná trepaèka, 80 rpm). Reakcia sa zastavi−
la pridaním 2 ml 2 mol.l−1 Na2CO3. Uvo¾nený p−nitrofenol sa stanovil spekt−
rofotometricky pri 420 nm. Bunky sa odcentrifugovali, vysušili a enzýmová
aktivita sa prepoèítala na 1 g sušiny [17]. Enzýmová aktivita je vyjadrená
v kataloch. Proteíny sa stanovili pod¾a Bradforda [18] za použitia sérum −
albumínu ako štandardného proteínu.

Viabilita buniek
Viabilita buniek sa stanovila pomocou 2,3,5−trifenyltetrazóliumchloridu

(TTC), fluoresceíndiacetátu alebo kyslíkovou elektródou pod¾a Dixona [19].

Výsledky a diskusia

Bunky imobilizované oba¾ovaním (enkapsuláciou hydrogélmi) alginátom
vápenatým sa kultivujú podobne ako suspenzné kultúry [3,4,20]. Pri imobili−
zácii buniek glutaraldehydom sa v porovnaní so suspenznými bunkami pozo−
rovali výrazné zmeny. Po permeabilizácii buniek dochádza k stenèeniu bun−
kovej steny, plazmolýze a miernemu zhlukovaniu buniek. U buniek imobili−
zovaných glutaraldehydom sa pri testovaní s TTC, fluoresceíndiacetátom
a meraní spotreby kyslíka nezaznamenala viabilita. Glutaraldehydom imobi−
lizované bunky neutilizujú glukózu (obr. 1).
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OBR. 1. Èasový priebeh utilizácie glukózy glu−
taraldehydom imobilizovanými bunkami (�)
a bunkami suspenznej kultúry (�).
FIG. 1. Time course of glucose utilization by cells
immobilized by glutaraldehyde (�) and by cells in
suspensions (�).

TABU¾KA 1. Aktivita α−galaktozidázy v suspenznej kultúre
a v imobilizovaných bunkách rajèiaka.

TABLE 1. The α−galactosidase activity in the cell suspension
and in immobilized cells of tomato.

Bunky1

Proteíny2

mg
g sušiny3

Aktivita4

pkat
g sušiny

Špecifická aktivita5

pkat
mg proteínu6

Suspenzné7 17,6 5,4 0,31

Permeabilizované8:

− Tween 20 8,9 4,2 0,47

− Tween 80 8,9 4,3 0,48

− 30 % etanol 8,8 3,2 0,36

− 50 % etanol 8,8 3,1 0,35

− Tween 20 8,8 4,1 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

Imobilizované po permeabilizácii9:

1 − cells, 2 − protein, 3 − dry weight, 4 − activity, 5 − specific activity, 6 − protein, 7 − suspension, 8 − per −
meabilized, 9 − immobilized after permeabilization.



Po permeabilizácii Tweenom alebo alkoholom a následnej imobilizácii
glutaraldehydom nastáva výraznejší pokles obsahu proteínov a menej výraz−
ný pokles aktivity enzýmu (tabu¾ka 1).

Srinivasan a kol. [21] zistili, že po permeabilizácii bunkovej steny kvasini−
ek dochádza k preukaznému zvýšeniu aktivity fenylalanínamoniaklyázy
(PAL). Pri permeabilizácii bunkovej steny suspenzných kultúr (rastlinných
buniek) sa takéto signifikantné zvýšenie enzýmovej aktivity nepozorovalo.
Uvedené výsledky poukazujú na to, že permeabilizácia bunkovej steny (sus−
penzných kultúr rastlinného pôvodu) si vyžaduje ïalšie štúdium.

V imobilizovaných bunkách rajèiakov a iných rastlín sa pri α−galaktozi−
dáze pozoroval výraznejší pokles aktivity tohto enzýmu ako pri L−tyrozín−
dekarboxyláze a L−DOPA−dekarboxyláze [10,22]. Po 4−6 mesiacoch ucho−
vávania imobilizovaných buniek v 0,15 mol.l−1 NaCl a 0,02 % azide sodnom,
ako aj po pridaní konzervaèných látok dochádza k vzostupu aktivity α−galak−
tozidázy (tabu¾ka 2). Machová [23] a Budík [24] zistili, že glukóza a fruktóza
mierne inhibujú aktivitu α−galaktozidázy. Glukóza a fruktóza majú rovnaký
vplyv aj na aktivitu sledovaného enzýmu v suspenznej kultúre uhoriek
a maku [17,24]. Táto skutoènos� poukazuje na to, že v priebehu uchovávania
imobilizovaných buniek pravdepodobne dochádza k disociácii enzým−efek−
torových komplexov (monosacharidov alebo iných látok), èo vedie k akti−
vácii enzýmu.
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TABU¾KA 2. Stabilita enzýmu v imobilizovaných bunkách.
TABLE 2. The stability of enzyme in immobilized cells.

CLCTC − chlórtetracyklín hydrochlorid, ATDNO − (1−metyldodecyl)−dimetylamín−N−oxid.
Pôvodná aktivita = aktivita enzýmu (100 %) v suspenznej kultúre pred imobilizáciou.

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−1 NaCl.

Konzervaèná látka1

0 1 2 3 6

CLCTC (50 mg.l−1) 66 69 73 82 92

ATDNO (100 mg.l−1) 66 70 73 83 93

chloramfenykol4 (50 mg.l−1) 66 70 73 84 95

azid sodný5 (200 mg.l−1) 64 70 72 83 98

zamrznuté v 0,15 mol.l−1 NaCl6 65 69 72 85 100

% pôvodnej aktivity2

Doba uchovávania [mesiace]3



pH optimum enzýmu v suspenznej kultúre a v imobilizovaných bunkách
je 5,4. Hydrolýza má lineárny priebeh 3,5 hodiny, dosahuje 70 % konverzie
substrátu a potom sa spoma¾uje. Teplotné optimum enzýmu v imobilizova−
ných bunkách je pri 65 °C.

Inhibièný efekt kyseliny p−chlórmerkuribenzoovej 0,1−0,5.10−3 mol.l−1

možno odstráni� pridaním 5−10.10−3 mol.l−1 2−merkaptoetanolu,
5−10.10−3 mol.l−1 cysteínu alebo 5−10.10−3 mol.l−1 ditiotreitolu, èo poukazuje
na to, že −SH skupiny sú pre enzýmovú aktivitu nevyhnutné [17,22−24].

Imobilizáciou buniek rajèiakov a iných rastlín glutaraldehydom a ich
uchovávaním v 0,15 mol.l−1 NaCl s 0,02 % azidom sodným resp. inými kon−
zervaènými látkami sa v nich dlhodobo uchováva aktivita niektorých
enzýmov [17,22,25].

Tieto výsledky poukazujú na to, že enzýmovú aktivitu α−galaktozidázy
v bunkách imobilizovaných glutaraldehydom by bolo možné využi� v bio−
technológii niektorých sacharidov (rafinózy, stachyózy a iných) [17,25],
pri štúdiu štruktúry oligo− a polysacharidov, prípadne glykoproteínov
[26,27].
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Activity of α−galactosidase in immobilized tomato cells

POÓR, J. − STANO, J. − NEUBERT, K. − ÈIžMÁRIK, J. − ANDRIAMAINTY, F. − BOROVKOV, N.:
Bull. potrav. Výsk., 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. α−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: α−galactosidase, permeabilization, immobilization, tomato
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