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Dokaz a stanovenie extraceluldrnej invertazy
v suspenznych kultirach mrkvy

JAN STANO - KAROL MICIETA - VItAZOSLAVA BLANARIKOVA
- PETER MATEJKA - MILENA VARADINOVA - ALEXANDER V. KOLESNIKOV

SUHRN. Na dokaz invertazy (B—D—fruktofuranoziddza, EC 3.2.1.26), ako aj na stanovenie
jej enzymove;j aktivity, sa pouzila jednoduchd a rychla metdda stanovenia glukdzy. Ako
zdroj extraceluldrnej frakcie invertdzy sa pouZzilo kultiva¢éné médium, v ktorom sa pesto-
vali suspenzné kultiry mrkvy obycajnej (Daucus carota L. cv. Kalisto). Zdrojom intrace-
luldrnej frakcie boli homogenizované bunky suspenznej kultiry. Stanovilo sa mnozstvo
uvoliiovanej glukézy zo substratu - sachardzy. Distribicia invertdzovej aktivity bola:
421 nkat.g-! susiny (88,6 %) v intraceluldrnej frakcii a 52 nkat.g-! susiny (11,4 %) v extra-
celuldrnej frakcii. Specifickd aktivita intraceluldrneho enzymu bola 5,9-krdt vysSia
ako Specifickd aktivita extraceluldrneho enzymu.

KIUCOVE SLOVA: intraceluldrna invertdza; extraceluldrna invertdza; suspenzné kultiry;
mrkva

Zdroje mnohych prirodnych latok su limitované a preto sa v poslednych
dekddach hladaju nové moZnosti ich pripravy. Semisyntetickd priprava tych-
to latok je pomerne ndro¢nd a ndkladnd. Pri rieSeni uvedeného problému
nachddzaju vhodné uplatnenie pocetné biotechnoldgie. Biotechnologickd
priprava vzdcnych Cistych latok je zndma iba v ostatnom cCase. Poznatky
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o totipotencii a zvladnuti kultiva¢nych technik sa uspe$ne aplikovali
v polnohospodarstve pri mikropropagdcii rastlin. Dokdzalo sa, Ze rastlinné
bunky sa mézu pouzit pri biosyntéze a biotransformdcii roznych latok
prirodného a syntetického povodu [1,2].

Volné alebo imobilizované enzymy, pripadne ZivociSne alebo rastlinné
bunky, reprezentuju dolezitu cestu produkcie ucinnych enzymovych kataly-
zatorov aplikovatelnych v mnohych procesoch priemyselného vyznamu [1,2].

Invertdza (B—D-fruktofuranoziddza, EC 3.2.1.26), nazyvana aj sachardza,
katalyzuje hydrolyzu sacharézy na glukézu a fruktézu. Studovany enzym
sa pouziva aj pri vyrobe invertnych sacharidov (zo sachardzy) s ndslednou
moznostou pripravy fruktézovych pripravkov.

Rozvoj mnohych metdd dOkazu a stanovenia aktivity biokatalyzatorov
je uzko spojeny s progresom biotechnologickych procesov [3,4]. Napriek
tomu, Ze invertdza je pritomnd aj v rastlindch, tento zdroj enzymu sa dopo-
sial nevyuziva.

Po dokaze exkrécie o— a B-galaktozidazy bunkami suspenznych kultur
rastlinného povodu [5] sme zamerali svoju pozornost aj na potencidlnu
pritomnost invertdzy v suspenznych kultdrach.

Materidal a metédy

Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultiry mrkvy obycajnej (Daucus carota L. cv.
Kalisto) sa odvodili z klicnych rastlin v sterilnych podmienkach (obr. 1).
Uvedené kultiry sa pestovali v kultivatnom médiu podla Murashigeho
a Skooga [6] narotaCnej trepacke pri Standardnych podmienkach
(23 £ 1°C, 60 % relativnej vlhkosti, pri difiznom osvetleni a 100 ot/min)
pocas 10 dni.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny
Cerstva hmotnost a suSina suspenznej kultury sa stanovili gravimetricky
po ich vysuSeni do konStantnej hmotnosti pri 100 °C.

Dokaz a stanovenie aktivity intra- a extraceluldrnej invertdzy

Pri Studiu aktivity intra- a extraceluldrnej invertdzy sa pouzil prirodzeny
substrdt - sacharéza. Ako zdroj intraceluldrnej frakcie enzymu sa pouzili
bunky suspenznej kultury, pri¢om kultivaéné médium slizilo ako zdroj extra-
celuldrnej frakcie invertdzy. Suspenzne kultivované bunky sa po odfiltrovani
na silénovej tkanine (10 g) premyli 2000 ml destilovanej vody. Takto premy-

180



Ddkaz a stanovenie extraceluldrnej invertdzy v suspenznych kultirach mrkvy

OBR. 1. Bunky mrkvy v suspenznej kultire (600x).
FIG. 1. Cells of carrot in suspension culture (600x).

té bunky sa homogenizovali vo vychladenej trecej miske s Mcllvainovym tl-
mivym roztokom pH 4,5 pri 4 °C v pomere 1:1 (g.ml-!). Homogenizat sa pre-
filtroval a odcentrifugoval pri 150000 m.s-2, 15 min pri 4 °C a supernatant
sa pouzil na stanovenie aktivity intraceluldrnej frakcie enzymu.

Pri dokaze a stanoveni extraceluldrnej frakcie enzymu sa pouzilo
kultivatné médium bez buniek, ktoré sa odstrdanili centrifugaciou
(150000 m.s2, 15 min, 4 °C).

Stanovenie aktivity enzymu

Enzymova aktivita sa sledovala modifikovanou metédou podla Trindera
[7] pomocou testovacich prizkov na stanovenie glukézy (Intes Pop-
rad s. r. 0., Slovenskd republika) a meracieho pristroja Accutrend firmy
F. Hoffmann - La Roche Ltd. (Spolkova republika Nemecko).

Reakénd zmes obsahovala vhodné mnozZstvo supernatantu s obsahom
enzymu (0,1-0,3 ml), sacharézu (0,04 mM) v celkovom objeme 2 ml
Mcllvainovho roztoku, pH 4,5. Zmes sa inkubovala 60 min pri 30 °C. V kon-
trolnom pokuse sa pouZili tepelne inaktivované bunky a kultivaéné médium
(10 min pri 100 °C).

Na testovaci prizok sa aplikovalo pozadované mnozstvo inkubacnej
zmesi (40 pl) a pomocou meracieho pristroja Accutrend sa stanovila kon-
centrdcia glukdzy uvolnenej enzymovou hydrolyzou sachardzy. Enzymova
aktivita je vyjadrend v kataloch. Uvddzané vysledky (aritmeticky priemer
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z troch paralelnych stanoveni) hodnotime v rozsahu Specifickosti, citlivosti
a reprodukovatelnosti uvedenej metddy kvantifikdcie glukdzy. Jej velkou
vyhodou je jednoduchost a rychlost stanovenia.

Stanovenie proteinov
Obsah proteinov bol urcovany v homogenizdte izolovanych buniek
a v kultivaénom médiu metddou podla Bradforda [8§].

Vysledky a diskusia

Na histochemické i biochemické Stidium hydrolytickych enzymov sa
vyhodne vyuZzivaju r6zne chromogénne syntetické substrdty. Takéto substraty
na Studium invertdzy doposial nie su k dispozicii a preto sa pri nom pouZziva
sachardza. Kedze nitrofenyl-3—D—fruktofuranozid a naftyl-3—D-fruktofura-
nozid sa synteticky nepripravuju, pri Studiu invertdzy sa pouZziva iba prirod-
ny substrdt - sachardza.

Enzymovy prepardt pripraveny homogenizaciou suspenzne kultivovanych
buniek mrkvy po 10 dioch kultivacie sa pouzil pri Stidiu intraceluldrnej
frakcie. Kultivaéné médium (bez buniek, obsah sacharidov v médiu je kori-
govany vo vypoctoch) sa pouzilo pri dokaze a stanoveni extraceluldrnej frak-
cie invertdzy. Distribucia intra- a extraceluldrnej invertdzy je prezentovand
v tab. 1.

TaB. 1. Aktivita invertdzy v bunkach suspenznej kultiry mrkvy a v kultiva¢cnom médiu.
Tas. 1. Invertase activity in cell suspension and in cultivation medium of carrot.

Frakeial Proteiny Aktivita Specifickd aktivita
racia [mg.g'! susiny]?|[nkat.g-1 susiny]?|[nkat.mg! proteinov]*
Intraceluldrna
(homogenizdt izolovanych buniek)’ 6,6 % 0,62 421 £ 4,28 63,79
Extraceluldrna
(kultivatné médium bez buniekysr | 8= 068 | 52x 382 1083

* - zodpovedajiica obsahu izolovanych buniek

* - corresponding to the amount of isolated cells.

1 - fraction, 2 - proteins [mg.g-! of dry weight], 3 - activity [nkat.g-1 of dry weight], 4 - specific
activity [nkat.mg! of proteins], 5 - intracellular (homogenate of isolated cells), 6 - extracellu-
lar (cultivation medium without cells).
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Prevazna cast invertdzy - 88,6 % (intraceluldrna frakcia) je lokalizovand
v bunkdch suspenznej kultiry. Minoritna Cast - 11,4% je vylucovand do mé-
dia (extraceluldrna frakcia). Specifickd aktivita intracelularnej frakcie
je 5,9-krat vysSia ako Specifickd aktivita extraceluldrnej frakcie.

Pri porovnavani distribucie intra- a extraceluldrnej aktivity galaktoziddzy
a invertdzy mozno konstatovat, ze bunky suspenznych kultur exkretuju
do kultivacného média ovela menej invertazy ako galaktozidazy [9].

Hamilton a kol. [10] zistili, ze pletivové kultury petinie, mrkvy a bobu uti-
lizuju sachardzu po jej transformdcii na glukozu a fruktozu. Bunky utilizuju
najskor glukézu a az potom fruktozu.

V pritomnosti glukdzy a fruktézy dochddza k miernej inhibicii invertdzy
[11,12]. Isla a kol. [13] konStatuju, Ze fruktdza je kompetitivnym a glukéza
nekompetitivnym inhibitorom Studovaného enzymu. BlizSie objasnenie
tohto fenoménu si vSak vyzaduje dalSie Stidium.

Na zdklade uvedenych skuto¢nosti mozno ocakdvat, Ze pri priprave in-
vertnych sacharidov (zo sachardzy) ndjde uplatnenie aj invertaza rastlinného
povodu. Invertdza a iné glykoziddzy sa moZu perspektivne vyuZit aj pri bio-
transformdcii farmaceuticky a potravindrsky dolezitych ldtok [3, 4, 13, 14],
pri testovani potencidlnych chemoterapeutik [15-19], ako aj pri enzymovej
charakterizicii niektorych prirodnych latok.

Problematika Studia ostatnych extraceluldrnych rastlinnych glykoziddz
bude predmetom dalSieho Studia. Predpokladdme, Ze cennym prinosom
by mohla byt aj vhodna aplikdcia vysledkov génového inZinierstva v oblasti
modifikovanych enzymov.

S evidentnym ndrastom civiliza¢nych ochoreni s poruchami metabolizmu,
napriklad diabetes mellitus, je potrebnd popri terapii aj vhodnd dprava diéty
s nizkym obsahom glukozy a jej prekurzorov. Na zdklade uvedenych skutoc¢-
nosti predpokladdme, Ze fruktézové pripravky ndjdu vhodné uplatnenie
v tvorbe a vyrobe potravinarskych doplnkov.
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Identification and determination of extracellular invertase in suspension cultures of carrot

STANO, J. - MICIETA, K. - BLANARIKOVA, V. - MATEJKA, P. - VARADINOVA, M.
- KoLEsSNIKOV, A. V.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 179-185.

SUuMMARY. A simple and rapid method of the determination of glucose was used for the iden-
tification of invertase (—D—fructofuranosidase, EC 3.2.1.26) as well as for the determination
of its enzymatic activity. Culture medium, in which cell suspension cultures of carrot
(Daucus carota L. cv. Kalisto) were grown, were used as a source of the extracellular fraction
of the enzyme. Homogenized cells of the suspension culture were used as a source
of the intracellular fraction. The amount of glucose released from the sucrose subtrate was
determined. Distribution of the invertase activity was: 421 nkat.g'! dry matter (88.6 %)
in the intracellular fraction and 52 nkat.g-! dry matter (11.4 %) in the extracellular fraction.
The specific activity of the intracellular enzyme was 5.9-times higher than that of the extra-
cellular one.

KEYWORDS: intracellular invertase; extracellular invertase; suspension cultures; carrot
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