
Chem. Listy 102, 815−821 (2008)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy                         

815 

reprezentuje frekventovanú imobilizačnú techniku. Kova-
lentnú väzbu buniek na povrch nosičov, ako aj spontánnu 
adhéziu, popísali viacerí autori9−11. Tvorba bunkových 
agregátov, ako aj stupeň diferenciácie buniek v suspenznej 
kultúre, sú z biotechnologického hľadiska veľmi dôle�ité. 

Sacharáza (β-D-fruktofuranozidáza EC 3.2.1.26), 
nazývaná aj invertáza, katalyzuje hydrolýzu sacharózy na 
glukózu a fruktózu. �tudovaný enzým sa vyu�íva aj pri 
výrobe invertných sacharidov (zo sacharózy) s následnou 
mo�nosťou prípravy fruktózových prípravkov12.  

Vývoj imobilizačných techník, dôkaz a stanovenie 
aktivity biokatalyzátorov je úzko spojený s progresom 
biotechnologických procesov7,10. Vzhľadom na to, �e 
membrány bunky sú hlavnou bariérou transportu mnohých 
látok, zamerali sme svoju pozornosť na ich permeabilizá-
ciu. Predpokladáme, �e imobilizované bunky alebo bioka-
talyzátory rastlinného pôvodu, podobne ako mikrobiálne, 
mô�u v budúcnosti zohrať dôle�itú úlohu v biotechno-
logických procesoch7,13. V predlo�enej práci sa �tudoval 
vplyv permeabilizácie na enzýmovú hydrolýzu sacharózy 
pomocou imobilizovaných buniek náprstníka a distribúcia 
intra- a extracelulárnej sacharázy testovaných buniek. 

Dostupnosť jednoduchej a rýchlej skríningovej metó-
dy detekcie sacharázy má veľký význam pre vedecko-
výskumné a technologické účely. 

 
 

Experimentálna časť 
 
R a s t l i n n ý  m a t e r i á l  
 

Suspenzné kultúry náprstníka  vlnatého (Digitalis 
lanata Ehrh.) sa pestovali v kultivačnom médiu podľa 
Murashigeho a Skooga14, modifikovaného Diettrichovou 
a spol.15 na rotačnej trepačke (80 rpm min−1) pri 25 °C 
a difúznom osvetlení v priebehu 10 dní. 

 
Permeabilizácia buniek  

15 g suspenzne pestovaných buniek sa po odfiltrovaní 
a premytí 1 l  0,15 mol l−1 NaCl permeabilizovalo  50 ml: 
5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom,  50% 
etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylamoniumbromidom, 
0,1%  hexadecyl- pyridiniumchloridom resp. 3 hodiny za 
pomalého mie�ania (60 rpm) pri laboratórnej teplote. Per-
meabilizované bunky sa po premytí 2,5 l destilovanej vody 
a 3 l 0,15 mol l−1 NaCl imobilizovali glutaraldehydom.  

 
Imobilizácia buniek glutaraldehydom 

15 g permeabilizovaných buniek sa vlo�ilo do 50 ml 
0,15 mol l−1 NaCl, pomaly sa pridalo 5 ml 25% glutaralde-
hydu a pri laboratórnej teplote sa za pomalého mie�ania 
(60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa 
premyli 2,5 l destilovanej vody, 3 l  0,15 mol l−1 NaCl 
a uchovávali v 0,15 mol l−1 NaCl pri 4 ºC. 

 
Stanovenie čerstvej hmotnosti a su�iny 

Čerstvá hmotnosť a su�ina suspenznej kultúry 
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Úvod 
 

Glykozidázy sa podieľajú na významných biologic-
kých procesoch ako trávenie, anabolizmus glykoproteínov 
a katabolizmus glykokonjugátov. Biotechnologické proce-
sy predstavujú alternatívnu cestu pre získanie mnohých, 
teraz u� limitovaných biologicky aktívnych látok. Poznat-
ky o totipotencii a zvládnutie kultivačných techník sa 
úspe�ne aplikovali v poľnohospodárstve pri mikropropagá-
cii rastlín1.  

Totipotencia je vlastnosť somatickej bunky niesť 
kompletnú genetickú informáciu potrebnú pre vývin celej 
rastliny. Ka�dá �ivá bunka, pletivo a orgán predstavujú 
teda potenciálny základ pre vytvorenie celého rastlinného 
organizmu2.  

Pri biosyntéze a biotransformácii prírodných látok sa 
vyu�íva celý rad multifunkčných enzýmových komplexov. 
Kvalita potravín je vo veľkej miere podmienená a závislá 
na kvalite, kvantite, �truktúre a fyzikálno-chemických 
vlastnostiach peptidov, cukrov a iných zlo�iek potravín. 
Biotransformácia takýchto látok hrá dôle�itú úlohu 
v rôznych biotechnologických procesoch1−4. Zistilo sa, �e 
cukry a glykozidázy majú dôle�itú úlohu v rôznych oblas-
tiach základného a aplikovaného výskumu5−7. 

Voľné alebo imobilizované enzýmy, prípadne �ivo-
čí�ne alebo rastlinné bunky, reprezentujú dôle�itú cestu 
produkcie účinných enzýmových katalyzátorov aplikova-
teľných v celom rade technologických procesov7. 

Rastlinné bunky imobilizoval prvý raz Brodelius8. 
Obaľovanie (enkapsulácia) buniek a enzýmov hydrogélmi 



Chem. Listy 102, 815−821 (2008)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy                         

816 

a imobilizovaných buniek sa stanovili gravimetricky po 
vysu�ení do kon�tantnej hmotnosti pri 105 ºC. 

 
Vyu�itie glukózy 

Vyu�itie glukózy suspenznými a imobilizovanými 
bunkami sa sledovalo  

60 minút. Bunky suspenzných kultúr a imobilizované 
bunky sa preniesli do roztoku glukózy 200 mg l−1 
v 0,05 mol l−1  Na-fosfátovom tlmivom roztoku pH 7,0 
a úbytok glukózy sa sledoval podľa Trindera16.  

 
�ivotaschopnosť buniek 

�ivotaschopnosť buniek sa sledovala podľa Dixona17 
za pou�itia trifenyltetrazóliumchloridu (TTC), fluoresceín-
diacetátu a kyslíkovej elektródy. 

 
Dôkaz a stanovenie intra- a extracelulárnej sacharázy 

Pri �túdiu aktivity intra- a extracelulárnej sacharázy sa 
pou�il prirodzený substrát sacharóza. Ako zdroj intracelu-
lárnej sacharázy sa pou�ili bunky suspenznej kultúry, pri-
čom kultivačné médium slú�ilo ako zdroj extracelulárnej 
sacharázy. Suspenzne kultivované bunky sa po odfiltrova-
ní na silónovej tkanine (10 g) premyli 2,5 l destilovanej 
vody. 15 g takto premytých buniek sa zhomogenizovalo vo 
vychladenej trecej miske s 15 ml 0,1 mol l−1 Mc Ilvaino-
vým tlmivým roztokom pH 4,6 pri 4 °C. Homogenát sa 
prefiltroval, odcentrifugoval (10 min, 15 000 g pri 4 °C) 
a pou�il na stanovenie aktivity intracelulárnej sacharázy.  

Pri dôkaze a stanovení extracelulárnej sacharázy sa 
pou�ilo kultivačné médium bez buniek, ktoré sa odstránili 
centrifugáciou (10 min, 15 000 g pri 4 °C). 

 
Stanovenie aktivity enzýmu 

Enzýmová aktivita sa sledovala modifikovanou metó-
dou podľa Trindera16 pomocou testovacích prú�kov na 
stanovenie glukózy (Intes Poprad s r.o., Slovenská republi-
ka) a meracieho prístroja Accutrend (fy F. Hoffmann � La 
Roche Ltd., Nemecko). 

Reakčná zmes obsahovala vhodné mno�stvo enzýmo-
vého preparátu (0,1�0,3  ml), sacharózu (6 mmol l−1) 
v celkovom objeme 2 ml 0,1 mol l−1 Mc Ilvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 4,6. Zmes sa inkubovala 60 min pri 30 °C. 
V kontrolnom pokuse sa pou�il tepelne inaktivovaný enzý-
mový preparát (10 min pri 100 °C). 

Na testovací prú�ok sa aplikovalo po�adované mno�-
stvo inkubačnej zmesi (40 µl) a pomocou meracieho prí-
stroja Accutrend sa stanovila koncentrácia glukózy uvoľ-
nenej enzýmovou hydrolýzou sacharózy. Enzýmová akti-
vita je vyjadrená v kataloch (označuje sa skratkou kat). 
Enzýmový preparát má aktivitu 1 kat, ak je schopný pri 
nasýtení substrátom za definovaných podmienok (teplota, 
pH, zlo�enie a koncentrácia) za prítomnosti aktivátorov 
a neprítomnosti inhibítorov premeniť 1 mol substrátu za 
1 sekundu. Katal je pomerne veľká jednotka a preto sa 
často pou�ívajú odvodené jednotky ako nanokatal (nkat), 
mikrokatal (µkat) a pod. Uvádzané výsledky sú aritmetic-
kým priemerom z piatich paralelných stanovení a hodnote-

né v rozsahu �pecifickosti, citlivosti a reprodukovateľnosti 
uvedenej metódy kvantifikácie glukózy. Jej výhodou je 
jednoduchosť a rýchlosť stanovenia. 

 
Stanovenie proteínov 

Obsah proteínov sa stanovil podľa Doumasa a spol.18 
za pou�itia hovädzieho sérumalbumínu ako �tandardného 
proteínu. 

 
Stanovenie efektu glukózy, fruktózy a galaktózy na aktivitu 
sacharázy 

Efekt glukózy, fruktózy a galaktózy na aktivitu sacha-
rázy v bunkách suspenzných kultúr a imobilizovaných bun-
kách sa testoval pri koncentráciách 1, 5, 10, 20 mmol l−1 

�tudovaných cukrov. 
 

Sledovanie vplyvu pH na aktivitu sacharázy 
Vplyv pH na aktivitu sacharázy sa testoval v rozsahu 

pH 4,2�5,6 v 0,1 mol l−1 Mc Ilvainovho tlmivého roztoku.  
 

Stabilita enzýmu v imobilizovaných bunkách 
Stabilita sacharázy v priebehu uchovávania buniek sa 

sledovala nasledovne: imobilizované bunky sa uchovávali 
pri 4 °C v 0,15 mol l−1 NaCl s prídavkom týchto konzer-
vačných látok: a) chloramfenikol 50 mg l−1, b) chlórtetra-
cyklíniumchlorid (CLCTC) 50 mg l−1, c) (1-metyldodecyl)
dimetylamín N-oxid (ATDNO) 100 mg l−1 (cit.20). Imobili-
zované bunky sa uchovávali aj v dehydratovanej forme po 
ich vysu�ení pri laboratórnej teplote v uzavretých nádo-
bách. Vysu�ené bunky pred pou�itím nabobtnávali 1 h 
v 0,15 mol l−1 NaCl. 

 
 

Výsledky a diskusia 
 
Rozvoj imobilizačných techník má veľký vplyv na 

vývoj biotechnológií. Imobilizácia buniek resp. biokataly-
zátorov predstavuje veľmi dôle�itý spôsob uchovávania 
(stabilizácie) vysoko účinných biokatalyzátorov 
(enzýmov), ktoré sú dôle�ité pre biotransformačné 
procesy7,10,19. 

Pri histochemickom a biochemickom �túdiu hydroly-
tických enzýmov sa výhodne aplikujú rôzne chromogénne 
substráty10,19. Preto�e chromogénne substráty   (4-nitro-
fenyl-β-D-fruktofuranozid a 1-naftyl-β-D-fruktofuranozid) 
neboli pripravené, pri �túdiu sacharázy sa pou�íval prírod-
ný substrát � sacharóza. Pri �túdiu intracelulárnej frakcie 
sa pou�il enzýmový preparát pripravený homogenizáciou 
suspenzne kultivovaných buniek náprstníka (po 10 dňoch 
kultivácie). Kultivačné médium (bez buniek) sa pou�ilo pri 
dôkaze a stanovení intracelulárnej frakcie sacharázy. Dis-
tribúcia intra- a extracelulárnej sacharázy je prezentovaná 
v tab. I.  

Preva�ná časť (88,4 %, intracelulárna sacharáza) je 
lokalizovaná v bunkách suspenznej kultúry. Minoritná 
časť (11,6 %) sa exkretuje do média (extracelulárna sacha-
ráza). �pecifická aktivita intracelulárnej sacharázy je 4,5× 
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vy��ia ako �pecifická aktivita extracelulárnej sacharázy. 
Pri porovnávaní distribúcie intra- a extracelulárnej aktivity 
galaktozidázy a sacharázy mo�no kon�tatovať, �e bunky 
suspenzných kultúr exkretujú do kultivačného média oveľa 
menej sacharázy ako galaktozidázy21. 

Glutaraldehydom imobilizované bunky nevyu�ívajú 
glukózu (obr. 1) a nie sú �ivotaschopné � nevykazujú respi-
račnú aktivitu a nefarbia sa fluoresceínom a ani  2,3,5-tri-
fenyltetrazóliumchloridom. 

Pri permeabilizácii buniek náprstníka Tweenom 20, 
Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamoniumbromi-
dom a hexadecylpyridiniumchloridom dochádza k preu-
kaznému poklesu proteínov. Aktivita �tudovaného enzýmu 
s výnimkou aplikácie etanolu mierne stúpa; �pecifická 
aktivita enzýmu sa zvy�uje vo v�etkých prípadoch. Pri 
permeabilizácii kvasiniek na rozdiel od buniek náprstníka 
dochádza k preukaznému vzostupu aktivity fenylalanína-
moniaklyázy (PAL)22. Pri zosieťovaní buniek glutaralde-
hydom dochádza k poklesu enzýmovej aktivity (tab. II). 

V imobilizovaných a �ivotaschopných bunkách má 
sacharáza pH optimum pri 4,6 a pri pH 5,4 (obr. 2). Dve 
pH optimá sacharázy zistili aj u mikroorganizmov23.  

Enzýmová hydrolýza sacharózy má lineárny priebeh 
4 h, dosahuje 63 % konverzie substrátu a potom sa zastavu-
je. Tepelné optimum imobilizovaných buniek je pri 50 °C 
a buniek suspenznej kultúry pri 45 °C (obr. 3). 
V porovnaní s α-galaktozidázou sú tieto hodnoty oveľa 
ni��ie24.  

Sacharóza je pravdepodobne najčastej�ím zdrojom 
uhlíka a energie pri kultivácii pletivových a suspenzných 
kultúr14,25. V predlo�enej práci sme sledovali vplyv glukó-
zy, fruktózy a galaktózy na aktivitu sacharázy vo vitálnych 
a imobilizovaných bunkách. Prítomnosť glukózy 
a fruktózy aktivitu testovanej hydrolázy mierne inhibuje, 
zatiaľ čo galaktóza aktivuje (tab. III). 

Hamilton a spol.25 zistili, �e pri vyu�ití sacharózy 
rastlinnými pletivovými kultúrami sa tento sacharid naj-
skôr enzýmovo transformuje na glukózu a fruktózu. Obsah 
oboch sacharidov v kultivačnom médiu je v prvých dňoch 
po inokulácii pribli�ne rovnaký. V prítomnosti glukózy 
bunky fruktózu nevyu�ívajú. 

V imobilizovaných a vitálnych bunkách je zdanlivá 
hodnota Michaelis-Mentenovej kon�tanty Km sacharázy 
rovná 4,6 mmol l−1. Podobné vlastnosti má aj sacharáza 

Tabuľka I 
Aktivita sacharázy v 10-dňových bunkách suspenznej kultúry náprstníka a v kultivačnom médiu 

 Frakcia Objem 
[ml] 

Proteíny 
[mg g−1 čerstvej  

hmotnosti] 

Aktivita 
[nkat g−1 čerstvej hmotnosti] 

�pecifická aktivita 
[nkat mg−1 proteínov] 

Intracelulárna aktivita 
(homogenát izolovaných 
 buniek) 

0,2 0,63 ± 0,06 18,3 ± 0,36 28,2 

Extracelulárna aktivita 
(kultivačné médium  
bez buniek)a 

 1,0 0,38 ± 0,05 2,4 ± 0,25 
  

6,3 

a Zodpovedajúca obsahu izolovaných buniek 

Obr. 1. Časový priebeh vyu�itia glukózy v bunkách náprstní-
ka imobilizovaných glutaraldehydom a v bunkách suspenznej 
kultúry; 10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku s glukózou, !
glutaraldehyd, " suspenzná kultúra 
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Obr. 2. pH optimum sacharázy suspenznej kultúry a buniek 
náprstníka imobilizovaných glutaraldehydom; 2,5 g buniek 
v 10 ml tlmivého roztoku so sacharózou, !glutaraldehyd, " 
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izolovaná z ry�e Km = 6,6 mmol l−1 (cit.26), maku Km = 
5,5 mmol l−1 (cit.27), kukurice Km = 2,9 mmol l−1 
a Schizophyllum commune Km = 4,8 mmol l−1 (cit.28). 

Kyselina 4-(chlórmerkuri)benzoová v koncentrácii 
0,1�0,5 mmol l−1 inhibuje sacharázu. Jej účinok mo�no 
eliminovať 5�10 mmol l−1 cysteínom, 5�10 mmol l−1 
2-merkaptoetanolom alebo 5�10 mmol l−1 ditiotreitolom, 
čo dokazuje, �e SH skupiny sú pre enzýmovú aktivitu 
esenciálne27,29. Glukóza a fruktóza inhibujú aktivitu sacha-
rázy izolovanej z uhoriek a maku27,29, podobný efekt sa 
pozoroval aj pri imobilizovaných bunkách. Isla a spol.26 

zistili, �e fruktóza je kompetetívnym a glukóza nekompe-
tetívnym inhibítorom �tudovaného enzýmu. 

Glutaraldehydom imobilizované bunky uchovávané 
v 0,15 mol l−1 NaCl v prítomnosti konzervačných látok 
(chloramfenikol, chlórtetracyklíniumchlorid, (1-metyl-
dodecyl)dimetylamín N-oxid a azid sodný si v priebehu 
6 mesiacov uchovávajú pomerne vysokú enzýmovú aktivi-
tu (tab. IV). Podobnú aktivitu sacharázy majú aj glutaral-
dehydom imobilizované bunky, ktoré sa usu�ili v tenkej 
vrstve pri laboratórnej teplote a udr�iavali v uzavretých 
nádobách. Takto udr�iavané bunky mo�no po 60-
minútovom nabobtnaní v 0,15 mol l−1 NaCl pou�iť ako 
imobilizované bunky uchovávané v 0,15 mol l−1 NaCl 
v predo�lom prípade (mno�stvo vysu�ených buniek je ek-
vivalentné mno�stvu imobilizovaných buniek uchováva-
ných v roztoku NaCl). Je v�eobecne známe, �e imobilizo-
vané bunky majú v porovnaní so suspenznými kultúrami 
tieto výhody: zabezpečenie nepretr�itého prietoku, zlep�e-
nie separácie biokatalyzátora, predĺ�enie polčasu biokata-
lyzátora, fyzikálnu ochranu voči stri�ným silám, ochranu 
pred zhlukovaním, stimuláciu produkcie sekundárnych 
metabolitov, konzerváciu multifunkčného systému7,9,10,19.  

V bunkách imobilizovaných zosieťovaním glutaral-
dehydom je aktivita sacharázy, tyrozíndekarboxylázy, 
DOPA-dekarboxylázy, α- a β-galaktozidázy v porovnaní 
s aminopeptidázami pomerne vysoká30−32. 

Glutaraldehyd mo�no preto výhodne vyu�iť aj pri 
imobilizácii rastlinných buniek. Predlo�ené výsledky pou-
kazujú na to, �e extracelulárne a imobilizované glykozidá-
zy a iné enzýmy rastlinného pôvodu nájdu biotechnologic-
ké uplatnenie v potravinárskom, farmaceutickom priemys-
le ako aj vo výskume33,34. Tieto enzýmy sú v�eobecne prí-

Tabuľka II 
Obsah bielkovín a aktivita sacharázy v 10-dňových bunkách náprstníka a v bunkách suspenznej kultúry permeablilzovanej 
5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50% etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylamóniumbromidom (HTAB), 
0,1% hexadecylpyridíniumchloridom (HPCH) v bunkách imobilizovaných glutaraldehydom 

Bunky 
  
  

  
  
  

Proteíny 
[mg g−1 čerstvej  

hmotnosti] 

Aktivita 
[nkat g−1 čerstvej  

hmotnosti] 

�pecifická aktivita 
[nkat mg−1 proteínov] 

Suspenzia 
  

  
  

0,63 ± 0,03 18,3 ± 0,42 29,1 

Permeabilizované 
  

0,1%HTAB 
0,1%HPCH 
5% Tween 20 
5% Tween 80 
30% etanol 
50% etanol 

0,28 ± 0,013 
0,28 ± 0,012 
0,28 ± 0,013 
0,28 ± 0,014 
0,28 ± 0,013 
0,28 ± 0,014 

20,3 ± 0,61 
20,2 ± 0,61 
20,0 ± 0,62 
20,0 ± 0,63 
17,1 ± 0,62 
17,1 ± 0,63 

72,5 
72,2 
71,4 
71,4 
61,1 
61,1 

Imobilizované 
  

0,1%HTAB 
0,1%HPCH 
5% Tween 20 
5% Tween 80 
30% etanol 
50% etanol 

0,29 ± 0,014 
0,29 ± 0,013 
0,29 ± 0,013 
0,29 ± 0,014 
0,29 ± 0,014 
0,29 ± 0,015 

15,6 ± 0,60 
15,6 ± 0,59 
15,3 ± 0,58 
15,3 ± 0,59 
12,8 ± 0,58 
12,7 ± 0,57 

53,8 
53,8 
52,7 
52,7 
44,1 
43,8 

Obr. 3. Vplyv teploty na aktivitu sacharázy suspenznej kultú-
ry buniek náprstníka imobilizovaných glutaraldehydom; 2,5 g 
buniek v 10 ml tlmivého roztoku so sacharózou, ! glutaralde-
hyd, " suspenzná kultúra 
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tomné v rastlinách. �iaľ, doposiaľ sa v biotechnologických 
procesoch neaplikovali. 

Náklady na horeuvedenú imobilizáciu sú nízke 
a nevy�adujú ani náročné prístrojové vybavenie. Pri imo-
bilizácii celých buniek sa zachováva vysoká aktivita enzý-
mu bez jeho izolácie. Fyzikálne vlastnosti biokatalyzátora 
a kinetické parametre reakcie sú porovnateľné 
s biokatalyzátorom pripraveným imobilizáciou na rozpust-
ný, resp. nerozpustný nosič35. Biotransformácia poskytuje 
okrem alternatívneho a účinného rie�enia početných synte-
tických problémov aj environmentálne nezávadné techno-
lógie, čím prispieva k ochrane �ivotného prostredia7,9,10. 

Prezentovaným spôsobom imobilizovaná sacharáza 
a iné hydrolázy sa mô�u perspektívne uplatniť 
v biotransformačných procesoch farmaceuticky 
a potravinársky dôle�itých substancií. �túdium �truktúry 
niektorých látok a ich participácia v biologických systé-
moch je ďal�ou mo�nosťou ich praktického vyu�itia36−40. 

Záver 
 
V práci sa testovala vhodnosť aplikácie glutaraldehy-

du pri imobilizácii suspenzných kultúr náprstníka. Výsled-
ky experimentov ukázali, �e bunky náprstníka po permea-
bilizácii Tweenom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyl-
trimetylamoniumbromidom a hexadecylpyridiniumchlori-
dom mo�no pri zachovaní pomerne vysokej aktivity sacha-
rázy imobilizovať glutaraldehydom. Takto imobilizované 
bunky je vhodné uchovávať v roztoku 0,15 mol l−1 NaCl 
v prítomnosti konzervačných látok (chloramfenikol, chlór-
tetracyklíniumchlorid,  

(1-metyldodecyl)dimetylamín N-oxid a azid sodný 
alebo ich vysu�iť a skladovať v tomto stave. 

Majoritná časť aktivity �tudovaného enzýmu predsta-
vuje intracelulárnu a iba minoritná časť extracelulárnu 
sacharázu. 

Pomocou testovacích prú�kov na stanovenie koncen-

Tabuľka III  
Efekt glukózy, fruktózy a galaktózy na aktivitu sacharázy (%) imobilizovaných buniek a suspenznej kultúry náprstníka 

Pôvodná aktivita [%]  
glukóza  fruktóza    galaktóza  

A B A B A B 
0 100 100 100 100 100 100 
1 74 75 63 64 147 145 
5 73 74 58 57 142 140 
10 67 68 54 55 133 132 
20 64 65 51 52 128 126 

Koncentrácia 
cukrov 
[mmol l−1]  

Pozn.: A � suspenzná kultúra, B � imobilizované bunky 

Tabuľka IV 
Stabilita sacharázy v imobilizovaných bunkách náprstníka v priebehu skladovania 

Konzervačná látka 
   
  

0 mesiacov 1 mesiac 2 mesiace 3 mesiace 6 mesiacov 

− 100 − − − − 
CLCTC  (50 mg l−1) 88 87 84 82 78 
ATDNO (100 mg l−1) 88 87 84 82 78 
Chloramfenikol  (50 mg l−1) 88 86 83 81 77 
Azid sodný 
(200 mg l−1) 

88 86 83 81 76 

Zamrznuté v 0,15 
mol l−1 NaCl 

89 85 81 79 74 

Dehydratované bunky 90 85 82 79 75 

Pôvodná aktivita [%]  

Pozn.: CLCTC � chlortetracyklíniumchlorid, ATDNO � (1-metyldodecyl)dimetylamín N-oxid, pôvodná aktivita = enzýmo-
vá aktivita (100 %) v bunkách suspenznej kultúry pred imobilizáciou 
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trácie glukózy a meracieho prístroja Accutrend sa vypraco-
vala rýchla, jednoduchá a spoľahlivá metóda dôkazu extra-
celulárnej sacharázy. 

 
Práca bola vypracovaná v rámci rie�enia grantového 

projektu VEGA 1/3289/06. Za technickú spoluprácu touto 
cestou ďakujeme p. P. Kečke�ovi. 
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J. Stanoa, B. Diettrichc, K. Mičietad, V. Blanári-
kováb, and M. Koreňováa (a Medicinal Plants Garden, 
b Department of Molecular and Subcelullar Biology of 
Drugs, Faculty of Pharmacy, Comenius University, Brati-
slava, c Institute of Pharmaceutical Biology, Martin Luther 
University, Halle/Saale, Germany, d Department of Bot-
any, Faculty of Natural Sciences, Comenius University, 
Bratislava): Study of Extracellular and Immobilized 
Saccharase in Foxglove 

 
Cells in suspension culture of foxglove (Digitalis 

lanata Ehrh.) were permeabilized with Tween 20, Tween 
80, ethanol, hexadecyltrimethylammonium bromide or 
hexadecylpyridinium chloride and immobilized using glu-
taraldehyde. Saccharase showed a pH optimum at 4.6 and 
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5.4; the optimum temperature for immobilized cells and 
for cell suspension culture were 50 °C and 45 °C, respec-
tively. Four-hour hydrolysis of the substrate proceeded 
with a conversion of 63 %. The immobilized cells showed 
a high saccharase activity, good stability of plant sac-
charase in long-term storage and convenient physico-
mechanical properties. The culture medium (without cells) 

was used for identification and determination of extracel-
lular enzyme activity. The intracellular activity of sac-
charase estimated in cell suspension accounts for 88.4 % 
of the total activity the rest is due to the extracellular activ-
ity. The specific intracellular activity is 4.6 times higher 
than the extracellular one. The described method permits 
a rapid, simple and specific identification.  


