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Aktivita invertazy v imobilizovanych bunkiach mrkvy
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SUHRN. Suspenzné kultiry mrkvy (Daucus carota L. cv. Kalisto) sa permeabilizovali
Tweenom 20, Tiweenom 80, 30 % etanolom, 50 % etanolom, hexadecyltrimetylamo-
niumbromidom a imobilizovali glutaraldehydom. V suspenznej kultire a imobilizovanych
bunkdch je pH optimum invertazy 4,5; teplotné optimum je pri 53 °C. Enzymovd hydro-
lyza ma linedrny priebeh pocas 4 h a konverzia dosahuje 66 %. Imobilizované bunky maju
vysoku aktivitu invertdzy a vyhodné mechanické vlastnosti.
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V sucasnosti existuju pocetné metddy fixdcie biokatalyzdtorov (enzymov)
nevyhnutnych pre biotransformacné procesy [1]. Jednou z najcastejSie pouzi-
vanych imobiliza¢nych technik je obalovanie (enkapsuldcia) buniek. Pri tejto
metdde sa pouzivaju gély tak prirodného, ako aj syntetického pdvodu: agar,
agaroza, karagénan, celuldza alebo polyakrylamid, polyuretdn [2,3]. Enzymy
a bunky sa imobilizuju tiezZ adhézne a kovalentne [4,5]. Pri kovalentnej imo-
bilizacii enzymov a buniek sa v ostatnych rokoch uspesne aplikoval aj gluta-

Doc. RNDr. Karol MICIETA, CSc., Katedra botaniky, Prirodovedeckd fakulta UK,
Révova 39, 811 02 Bratislava.

*RNDr. Jan Stano, CSc., Zdhrada lieCivych rastlin, Farmaceutickd fakulta UK,
Odbojdrov 10, 832 32 Bratislava. (koreSpondujuci autor)

RNDr. Vitazoslava BLANARIKOVA, Katedra molekuldrnej a subceluldrnej bioldgie lieciv,
Farmaceutickd fakulta UK, Odbojarov 10, 832 32 Bratislava.

Prof. RNDr. Emil HAVRANEK, CSc., Katedra farmaceutickej analyzy a nukledrnej far-
madcie, Farmaceuticka fakulta UK, Odbojdarov 10, 832 32 Bratislava.

RNDr. Fils ANDRIAMAINTY, CSc., Katedra farmaceutickej chémie, Farmaceutickd fakulta
UK, Odbojdrov 10, 832 32 Bratislava.

Ing. Nina BIRIUKOVA, DrSc., Ing. Svetlana IGNATOVA, DrSc., Vserossijskij naucno-issle-
dovatelskij institut svoS¢esvodstva, Novomytinskij prospekt 82, 141 018 Mytisi, Rossia.
Doc. Ing. Ivo SaFaRIK, CSc., Ustav ekoldgie krajiny, Laboratérium biochémie a biotech-
noldgie, Branifovskd 31, 370 05 Ceské Budgjovice, Ceskd republika.

153



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

raldehyd [6-8]. Imobilizované mikroorganizmy sa pouzivaju aj pri vyrobe
invertnych sacharidov (zo sachardzy) s ndslednou moznostou pripravy fruk-
tézovych pripravkov [9,10].

Rozvoj novych metdd fixdcie biokatalyzdtorov uzko suvisi so sucasnym
pokrokom v biotechnoldgii. Kedze bunkova stena spomaluje transport mno-
hych latok do bunky i z nej, sledovali sa aj moznosti jej permeabilizacie.
Predpokladdme, Ze imobilizované bunky rastlinnych kultir ndjdu v biotech-
nologickych procesoch podobné uplatnenie ako pocetné mikroorganizmy.

V predlozenej prdci sme zamerali svoju pozornost na sledovanie vplyvu
permeabilizdcie na enzymovu hydrolyzu sachardzy v imobilizovanej sus-
penznej kulture buniek mrkvy.

Material a metdédy

Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultiry mrkvy obycajnej (Daucus carota L.
cv. Kalisto) sa odvodili z kli¢nych rastlin mrkvy za sterilnych podmienok.
Uvedené kultiry sa pestovali na zivnom médiu podla Murashigeho a Skooga
[11] na rotacnej trepackej pri Standardnych podmienkach (23+1 °C, 60 %
relativnej vlhkosti, pri difiznom osvetleni a 100 ot.min-!) pocas 10 dni.
V pokusoch, kde bola sacharéza nahradend v Zivnom médiu inymi sacharid-
mi, sa tieto sacharidy pouzili v ekvimoldrnej koncentracii.

Permeabilizdacia buniek

Suspenzne pestované bunky sa odfiltrovali na silénovej tkanine. Z nich
sa 10 g suspendovalo v 50 ml 0,15 mol.I-1 NaCl s pridavkom:

a) 5 % Tween 20,

b) 5 % Tween 80,

¢) 30 % etanolu,

d) 50 % etanolu a 0,1 % hexadecyltrimetylaméniumbromidu.

Bunky sa imobilizovali za pomalého mies$ania (30 ot.min-l, 25 °C), 3 h.
Po imobilizdcii sa bunky odfiltrovali, premyli 2000 ml destilovanej vody
a 3000 ml 0,15 mol.I-! NaCl.

Imobilizdcia buniek

Permeabilizované bunky sa ndsledne suspendovali v 50 ml 0,1 mol.I'!
NaCl a imobilizovali glutaraldehydom prie¢nym zosietovanim podla Péor
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a kol. [8]. Takto imobilizované bunky sa odfiltrovali, premyli 3000 ml desti-
lovanej vody, 3000 ml 0,15 mol.lI'l NaCl a ponechali v 0,15 mol.I'! NaCl
s pridavkom azidu sodného (200 mg.I'1).

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

Cerstva hmotnost a suina suspenznej kulttiry a imobilizovanych buniek
sa stanovili gravimetricky po ich vysuSeni do konS$tantnej hmotnosti
pri 100 °C.

Vplyv teploty a niektorych sacharidov na aktivitu enzymu

Vplyv teploty na aktivitu enzymu sa sledoval v tepelnom rozsahu 20 °C az
100 °C. Efekt celobidzy, glukdzy, fruktozy, galaktozy a glukonolaktonu:
1.10-3; 5.10-3; 10.10-3 a 20.10-3 mol.I'! na aktivitu sachardzy sa sledoval v sus-
penznej kulture a v imobilizovanych bunkéch.

PpH optimum enzymu
Pri sledovani vplyvu tlmivého roztoku na aktivitu invertdzy sa pouzil
Mcllvainov tlmivy roztok s pH 4,2; 4,3; 4,4; 4,5; 4,6; 4,7; 4,8; 4,9 a 5,0.

Stanovenie aktivity enzymu a viability buniek

Pri stanoveni enzymovej aktivity invertdzy sa pouZil prirodzeny substrat -
sachardza. Enzymovd aktivita sa stanovila modifikovanou metddou podla
Trindera [12]. Reakénd zmes obsahovala 0,1 g buniek (Eerstvej hmotnosti),
40.10-3 mol.I'! sacharézy v 2 ml Mcllvainovho tlmivého roztoku pH 4,5.
Zmes sa inkubovala 1 h az 5 h pri 30 °C. V kontrolnom pokuse sa pouZili
tepelne inaktivované bunky (10 min pri 100 °C). Po skonceni inkubdcie
sa bunky oddelili (centrifugdcia), vysuSili a enzymova aktivita sa vyjadrila
na 1 g suSiny. Enzymov4d aktivita je vyjadrena v kataloch. Proteiny sa stano-
vili podla Bradforda [13].

Viabilita buniek sa stanovila podla Dixona [14] s 2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloridom (TTC), flouresceindiacetdtom, pomocou kyslikovej elektrédy.

Utilizdcia glukozy

Utilizcia glukdzy suspenznymi a imobilizovanymi bunkami sa sledovala
60 min. Bunky suspenznych kultir a imobilizované bunky (0,1 g Cerstvej
hmotnosti) sa preniesli do kultivaéného média [11] bez sachardzy s pridav-
kom 200 mg.I'! glukézy. Koncentracia glukdzy sa stanovila podla Trindera
[12].
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Vysledky a diskusia

Imobilizdcia izolovanych enzymov, permeabilizdcia a nédslednd imobili-
zdcia buniek ma Siroké uplatnenie v technoldgii [2].

Po imobilizdcii buniek glutaraldehydom dochddza k plazmolyze, a mier-
nemu zhlukovaniu buniek. Takto imobilizované bunky pri skuSani s 2,3,5-tri-
fenyltetrazoliumchloridom, fluoresceindiacetditom a pri merani spotreby
kyslika nepreukazali viabilitu [8,15]. Glutaraldehydom imobilizované bunky
neutilizuju glukoézu (obr. 1).

Po permeabilizacii Tweenom, etanolom, alebo hexadecyltrimetylamo-
niumbromidom a néslednej imobilizécii glutaraldehydom dochadza k vyraz-
nejSiemu poklesu proteinov a menej preukaznému zniZeniu aktivity enzymu
(tab. 1).

Srinivasan-Nagajyothy a kol. [16] zistili, Ze permeabilizacia bunkovej
steny kvasiniek vedie k preukaznému zvySeniu aktivity fenylalaninamoniak-
lyazy (PAL). Pri permeabilizdcii bunkovej steny suspenznych kultur (rastlin-
nych buniek) sa takéto zvySenie enzymovej aktivity nepozorovalo. Prezen-
tované vysledky naznacuju, Ze permeabilizdcia bunkovej steny (suspenznych
kultur rastlinného povodu) si vyZaduje dalSie Stidium.

Sachardza je pravdepodobne najcastejSie pouZivanym zdrojom uhlika
a energie pri kultivdcii kalusovych a suspenznych kultur [11,17]. V uvede-
nom experimente sme paralelne nahradili sacharézu v ekvimoldrnej kon-
centracii glukdzou, fruktdzou, galaktdzou, glukonolakténom a trehaldzou.

250
® - imobilizované bunky3
m - suspenznd kultdra4
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OBR. 1. Casovy priebeh utilizicie glukézy v bunkéch imobilizovanych glutaraldehydom
a v bunkdch suspenznej kultury.

F1G. 1. Course of glucose utilization in cells immobilized with glutaraldehyde
and in cell suspension culture.
1 - glucose, 2 - time, 3 - immobilized cells, 4 - cell suspension culture.
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TaBUIKA 1. Aktivita invertdzy v suspenznej kultire a v imobilizovanych bunkdch mrkvy.
TaBLE 1. Invertase activity in cell suspension culture and in immobilized cells of carrot.

Bunky! Protel’vl?y Aktivi‘E;.l Specifickd akt,ivita
[mg/g susiny]? [nkat/g susiny]3 [nkat/mg proteinov]*

Suspenzné> 6,9 432 62,6
Permeabilizované6

0,1 % HTAB 4,8 615 128,1

5 % Tween 20 4,8 512 106,6

5 % Tween 80 4,8 520 108,3

30 % etanol 4,8 412 85,8

50 % etanol 4.8 408 85,0
Imobilizované po permeabilizacii’

0,1 % HTAB 4,6 410 89,1

5 % Tween 20 4,7 342 72,7

5 % Tween 80 4,7 348 74,1

30 % etanol 4,7 280 59,5

50 % etanol 4,7 276 58,7

HTAB - hexadecyltrimetylamdéniumbromid.

HTAB - hexadecyltrimethylammonium bromide, 1 - cells, 2 - proteins [mg/g of dry weight],
3 - activity [nkat/g of dry weight], 4 - specific activity [nkat/mg of proteins], 5 - suspension,
6 - permeabilized, 7 - immobilized after permeabilization.

Vysledky tohto pokusu ukdzali, Ze v pritomnosti galaktozy dochddza
k zna¢nému zvySeniu aktivity invertdzy, kym v pritomnosti glukdzy a frukto-
zy dochddza k preukaznému poklesu aktivity skimaného enzymu (tab. 2).
Kultivdcia suspenznej kultiry v pritomnosti galaktdzy vedie k indukcii akti-
vity sledovanej hydroldzy. BliZSie objasnenie uvedeného fenoménu si vyza-
duje dalSie Studium.

Hamilton a kol. [17] zistili, Ze pletivové kultdry utilizujd sachardzu po jej
transformdcii na glukézu a fruktozu. Bunky utilizuji najskor glukézu a az
potom fruktdzu.

pH optimum Studovaného enzymu v suspenznej kultire a v imobilizova-
nych bunkdch je 4,5. Podobné pH optimum 4,4-4.5 sa zistilo u invertazy
v klicnych rastlindch, v suspenznej kultire a v imobilizovanych bunkéch
maku [18,19]. Hydrolyza m4 linedrny priebeh 4 h, dosahuje 66 %-nu kon-
verziu a ndsledne retarduje. Tepelné optimum enzymu v imobilizovanych
bunkdch je pri 53 °C. Podobné vlastnosti vykazovala aj f—galaktozidadza [§].

Hodnota zdanlivej Michaelis-Mentenovej konStanty (vypocitand
z Michaelisovej rovnice po jej tprave na rovnicu priamky [18,19]) v imobili-
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TABUIKA 2. Vplyv niektorych sacharidov na aktivitu invertdzy
v suspenznej kultire a v imobilizovanych bunkdch.
TaBLE 2. Influence of individual saccharides upon invertase activity
of suspension culture and immobilized cells.

. % relativnej aktivity?
Sacharid! - -~ - prp ,
suspenznd kultira3 imobilizované bunky*
0 100 100
Glukdzad 76 75
Fruktéza® 65 66
Galaktdza? 155 156
Glukonolakt6n$ 94 95
Trehaléza® 96 97

1 - saccharide, 2 - relative activity, 3 - cell suspension culture, 4 - immobilized cells, 5 - glu-
cose, 6 - fructose, 7 - galactose, 8 - gluconolactone, 9 - trehalose.

zovanych bunkdch a v suspenznej kultire je rovnakd Km = 4.10-3 mol.l-L.
Podobné vlastnosti md aj invertdza izolovana z ryze Km = 6,6.10-3 mol.I'1 [20],
uhoriek Km = 7.10-3 mol.I'! [21], kukurice Km = 4,8.10-3 mol.I! [22], maku
Km = 4,5.10-3 mol.I'1 [18] a Schizophyllum communae Km = 4,83 mol.I'! [22].

V pritomnosti glukdzy a fruktdzy dochddza k miernej inhibicii invertdzy
[18,19]. Podobny inhibi¢ny vplyv maju tieto sacharidy aj na invertdzu v imo-
bilizovanych bunkdch (tab. 3). Isla a kol. [20] konStatuju, ze fruktdza je kom-
petetivnym a glukéza nekompetetivnym inhibitorom invertdzy. Skumané
monosacharidy - glukoza, fruktoza a galaktdza su stavebnymi jednotkami
zasobnych a transportnych sacharidov ako sachardzy, rafinézy a inych
[18,20,23].

Mnohf autori [8,18-21] zistili, Ze inhibi¢ny uc¢inok kyseliny p—chlérmerku-
ribenzoovej (0,1.10-3 az 0,5.10-3 mol.I'l) mozno odstranit pridanim 2-mer-
kaptoetanolu, cysteinu alebo ditiotreitolu (5.10-3 az 10.10-3 mol.I'!). Tito
skuto¢nost poukazuje nato, Ze —SH skupiny su pre enzymovu aktivitu ne-
vyhnutné.

Je vSeobecne zndme, Ze imobilizované bunky v porovnani so suspenznymi
bunkami maju niektoré vyhody. Imobilizované bunky sa menej agreguju, su
chrdnené pred prudkymi ndrazmi, produkty biotransformdcie sa lepSie
uvolniuju, zvySuje sa ich vzdjomny kontakt a stabilita multienzymovych systé-
mov [24,25]. Aktivita tyrozindekarboxyldzy, DOPA-dekarboxyldzy, o—
a P—galaktoziddzy po imobilizdcii glutaraldehydom je pomerne vysoka
[15,26,27]. Po imobilizdcii glutaraldehydom sa pozoroval preukazny pokles
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TABUIKA 3. Vplyv glukdzy, fruktdzy a galaktdzy na aktivitu invertdzy
v imobilizovanych bunkdch in vitro.
TaBLE 3. Influence of glucose, fructose and galactose on invertase activity
of immobilized cells in vitro.

Koncentrécia efektoral % povodnej aktivity?
glukdzad fruktéza* galaktdzad
0 100 100 100
1.103 mol.I-! 72 67 67
5.10-3 mol.I-! 69 56 59
10.10-3 mol.I-! 65 55 55
20.10-3 mol.I'! 61 53 52

1 - effector concentrations, 2 - % of original activity, 3 - glucose, 4 - fructose, 5 - galactose.

aktivity aminopeptiddz [nepublikované vysledky]. Tato skuto¢nost poukazu-
je na to, Ze pre imobilizdciu aminopeptiddz je uvedend technika nevhodna.

Glutaraldehyd sa neddvno uspeSne pouzil aj pri imobilizdcii r6znych rast-
linnych buniek [8,15,26,27]. Vydavky spojené s imobilizdciou si pomerne
nizke, pristrojové vybavenie je nendro¢né a zostatkovd aktivita enzymu je re-
lativne vysokd. Takto imobilizované bunky su porovnatelné s bunkami imo-
bilizovanymi pomocou nosicov [7].

Invertdza a iné glykoziddzy sa mozZu perspektivne vyuzit aj pri biotrans-
formdcii farmaceuticky a potravinarsky dolezitych latok [10,23,28,29].
Ddélezitym predpokladom pre pouZitie imobilizovanych buniek je selekcia
tychto buniek s vysokou aktivitou pozadovanych enzymov, ktoré mozno do-
siahnut hlavne metddami génovych manipuldcii. Predpokladdame, Ze takto
pripravené vysokoproduk¢éné bunkové klony, ktoré si po imobilizacii zacho-
vaju vysoku enzymovu aktivitu, ndjdu Siroké uplatnenie pri priprave, resp.
biotransformdcii, mnohych biologicky aktivnych latok, ako napriklad hor-
monov, sacharidov, aminokyselin, ale aj makromolekulovych Struktir
enzymov [30].

Problematika stability sledovaného enzymu v priebehu uchovédvania imo-
bilizovanych buniek, ako aj vyber vhodnych konzerva¢nych latok, bude pred-
metom dalSieho Stidia. Predbezné vysledky naznacuju, ze takto imobilizo-
vané rastlinné bunky spolu s kvasinkovymi preparatmi ndjdu vhodné uplat-
nenie pri biotransformdcii sachardzy na glukézu a fruktézu.
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Activity of invertase in immobilized cells of carrot

MICIETA, K. - STANO, J. - BLANARIKOVA, V. - HAVRANEK, E. - ANDRIAMAINTY, F. -
BIRJUKOVA, N. - [GNATOVA, S. - SAFARIK, L.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 153-161.

SumMARY. Cell suspension cultures of carrot (Daucus carota L. cv. Kalisto) were permeabi-
lized with Tween 20, Tween 80, 30 % ethanol, 50 % ethanol, and hexadecyltrimethylammoni-
um bromide and immobilized with glutaraldehyde. Invertase of cell suspension culture and of
immobilized cells showed its activity optimum at pH 4.5 and temperature 53 °C. Enzyme
hydrolysis was linear within 4 h, reaching 66 % conversion. The immobilized cells are char-
acterised by a high invertase activity and showed convenient mechanical properties.

KEYWORDS: permeabilization; immobilization; invertase; carrot
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