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Uvod

Glykozidazy sa podielaju na vyznamnych biologic-
kych procesoch ako travenie, anabolizmus glykoproteinov
a katabolizmus glykokonjugatov. Biotechnologické proce-
sy predstavuju alternativnu cestu pre ziskanie mnohych,
teraz uz limitovanych biologicky aktivnych latok. Poznat-
ky o totipotencii a zvladnutie kultivacnych technik sa
uspesne aplikovali v pol'nohospodarstve pri mikropropaga-
cii rastlin’.

Totipotencia je vlastnost somatickej bunky niest
kompletnti genetickll informaciu potrebnu pre vyvin celej
rastliny. Kazda zivad bunka, pletivo a organ predstavuju
teda potencidlny zaklad pre vytvorenie celého rastlinného
organizmu’.

Pri biosyntéze a biotransformacii prirodnych latok sa
vyuziva cely rad multifunkénych enzymovych komplexov.
Kvalita potravin je vo velkej miere podmienena a zavisla
na kvalite, kvantite, Struktire a fyzikalno-chemickych
vlastnostiach peptidov, cukrov ainych zloziek potravin.
Biotransformacia takychto latok hra doélezitd ulohu
v rdznych biotechnologickych procesoch'™. Zistilo sa, Ze
cukry a glykoziddzy maja doleZit(i Glohu v réznych oblas-
tiach zakladného a aplikovaného vyskumu®~’.

Volné alebo imobilizované enzymy, pripadne Zivo-
¢iSne alebo rastlinné bunky, reprezentuji dolezitdi cestu
produkcie U€innych enzymovych katalyzatorov aplikova-
telnych v celom rade technologickych procesov’.

Rastlinné bunky imobilizoval prvy raz Brodelius®.
Obal'ovanie (enkapsulacia) buniek a enzymov hydrogélmi
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reprezentuje frekventovanti imobiliza¢nu techniku. Kova-
lentnti vdzbu buniek na povrch nosicov, ako aj spontdnnu
adhéziu, popisali viaceri autori’''. Tvorba bunkovych
agregétov, ako aj stupeni diferenciacie buniek v suspenznej
kultire, su z biotechnologického hl'adiska vel'mi délezité.

Sachardza (p-D-fruktofuranozidaza EC 3.2.1.26),
nazyvana aj invertaza, katalyzuje hydrolyzu sacharézy na
glukézu a fruktézu. Studovany enzym sa vyuziva aj pri
vyrobe invertnych sacharidov (zo sachardzy) s naslednou
moznost'ou pripravy fruktézovych pripravkov'?.

Vyvoj imobilizacnych technik, dokaz a stanovenie
aktivity biokatalyzatorov je uzko spojeny s progresom
biotechnologickych procesov™'®. Vzhladom na to, Ze
membrany bunky s hlavnou bariérou transportu mnohych
latok, zamerali sme svoju pozornost’ na ich permeabiliza-
ciu. Predpokladdame, Ze imobilizované bunky alebo bioka-
talyzatory rastlinného pévodu, podobne ako mikrobialne,
mozu v budicnosti zohrat' déleziti ulohu v biotechno-
logickych procesoch™. V predloZenej praci sa $tudoval
vplyv permeabilizacie na enzymovu hydrolyzu sachardzy
pomocou imobilizovanych buniek naprstnika a distribucia
intra- a extracelularnej sacharazy testovanych buniek.

Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej meto-
dy detekcie sachardzy ma velky vyznam pre vedecko-
vyskumné a technologické ucely.

Experimentalna cast’
Rastlinny material

Suspenzné kultary néprstnika vilnatého (Digitalis
lanata Ehrh.) sa pestovali v kultivatnom médiu podla
Murashigeho a Skooga'®, modifikovaného Diettrichovou
aspol.”” na rotaénej trepacke (80 rpm min') pri 25 °C
a difiznom osvetleni v priebehu 10 dni.

Permeabilizacia buniek

15 g suspenzne pestovanych buniek sa po odfiltrovani
apremyti 11 0,15 mol 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 mieSania (60 rpm) pri laboratdornej teplote. Per-
meabilizované bunky sa po premyti 2,5 1 destilovanej vody
a 310,15 mol I"' NaCl imobilizovali glutaraldehydom.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

15 g permeabilizovanych buniek sa vlozilo do 50 ml
0,15 mol 1"' NaCl, pomaly sa pridalo 5 ml 25% glutaralde-
hydu a pri laboratornej teplote sa za pomalého miesSania
(60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa
premyli 2,51 destilovanej vody, 31 0,15 mol I"' NaCl
a uchovavali v 0,15 mol I"' NaCl pri 4 °C.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

Cerstva hmotnost asuSina suspenznej kultary
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a imobilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po
vysuSeni do konStantnej hmotnosti pri 105 °C.

Vyuzitie glukdzy

Vyuzitie glukozy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovalo

60 minut. Bunky suspenznych kultar a imobilizované
bunky sa preniesli do roztoku glukézy 200 mgl’
v 0,05 mol I Na-fosfatovom tlmivom roztoku pH 7,0
a ibytok glukozy sa sledoval podla Trindera'.

Zivotaschopnost buniek

Zivotaschopnost’ buniek sa sledovala podla Dixona'’
za pouzitia trifenyltetrazéliumchloridu (TTC), fluorescein-
diacetatu a kyslikove;j elektrody.

Dokaz a stanovenie intra- a extracelularnej sachardzy

Pri stadiu aktivity intra- a extracelularnej sacharazy sa
pouzil prirodzeny substrat sachar6za. Ako zdroj intracelu-
larnej sachardzy sa pouZzili bunky suspenznej kultary, pri-
¢om kultivaéné médium slazilo ako zdroj extracelularnej
sacharazy. Suspenzne kultivované bunky sa po odfiltrova-
ni na silénovej tkanine (10 g) premyli 2,51 destilovanej
vody. 15 g takto premytych buniek sa zhomogenizovalo vo
vychladenej trecej miske s 15 ml 0,1 mol I Mc Ilvaino-
vym tlmivym roztokom pH 4,6 pri 4 °C. Homogenat sa
prefiltroval, odcentrifugoval (10 min, 15000 g pri 4 °C)
a pouzil na stanovenie aktivity intracelularnej sacharazy.

Pri dokaze a stanoveni extracelularnej sachardzy sa
pouzilo kultivaéné médium bez buniek, ktoré sa odstranili
centrifugdciou (10 min, 15 000 g pri 4 °C).

Stanovenie aktivity enzymu

Enzymova aktivita sa sledovala modifikovanou meto-
dou podla Trindera'® pomocou testovacich prazkov na
stanovenie glukozy (Intes Poprad s r.o., Slovenska republi-
ka) a meracieho pristroja Accutrend (fy F. Hoffmann — La
Roche Ltd., Nemecko).

Reakéna zmes obsahovala vhodné mnozstvo enzymo-
vého preparatu (0,1-0,3 ml), sacharézu (6 mmol I™)
v celkovom objeme 2 ml 0,1 mol I"' Mc Ilvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 4,6. Zmes sa inkubovala 60 min pri 30 °C.
V kontrolnom pokuse sa pouzil tepelne inaktivovany enzy-
movy preparat (10 min pri 100 °C).

Na testovaci prazok sa aplikovalo pozadované mnoz-
stvo inkubacnej zmesi (40 pl) a pomocou meracicho pri-
stroja Accutrend sa stanovila koncentracia gluk6zy uvol-
nenej enzymovou hydrolyzou sachardzy. Enzymova akti-
vita je vyjadrend v kataloch (oznacuje sa skratkou Kkat).
Enzymovy preparat ma aktivitu 1 kat, ak je schopny pri
nasyteni substratom za definovanych podmienok (teplota,
pH, zlozenie a koncentracia) za pritomnosti aktivatorov
a nepritomnosti inhibitorov premenit’ 1 mol substratu za
1 sekundu. Katal je pomerne velkd jednotka a preto sa
Casto pouzivaju odvodené jednotky ako nanokatal (nkat),
mikrokatal (pkat) a pod. Uvadzané vysledky st aritmetic-
kym priemerom z piatich paralelnych stanoveni a hodnote-
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né v rozsahu Specifickosti, citlivosti a reprodukovatel'nosti
uvedenej metody kvantifikacie glukézy. Jej vyhodou je
jednoduchost’ a rychlost’ stanovenia.

Stanovenie proteinov

Obsah proteinov sa stanovil podla Doumasa a spol.'®
za pouzitia hovédzieho sérumalbuminu ako Standardného
proteinu.

Stanovenie efektu glukozy, fruktozy a galaktozy na aktivitu
sacharazy

Efekt glukdzy, fruktozy a galaktdzy na aktivitu sacha-
razy v bunkach suspenznych kultir a imobilizovanych bun-
kach sa testoval pri koncentraciach 1, 5, 10, 20 mmol !
Studovanych cukrov.

Sledovanie vplyvu pH na aktivitu sachardzy
Vplyv pH na aktivitu sachardzy sa testoval v rozsahu
pH 4,2-5,6 v 0,1 mol ! Mc Ilvainovho tlmivého roztoku.

Stabilita enzymu v imobilizovanych bunkach

Stabilita sachardzy v priebehu uchovavania buniek sa
sledovala nasledovne: imobilizované bunky sa uchovavali
pri 4°C v 0,15 mol I"' NaCl s pridavkom tychto konzer-
vaénych latok: a) chloramfenikol 50 mg I™*, ) chlortetra-
cykliniumchlorid (CLCTC) 50 mg I", ¢) (1-metyldodecyl)
dimetylamin N-oxid (ATDNO) 100 mg I"* (cit.?®). Imobili-
zované bunky sa uchovavali aj v dehydratovanej forme po
ich vysuSeni pri laboratérnej teplote v uzavretych nado-
bach. Vysusené bunky pred pouzitim nabobtnavali 1h
v 0,15 mol I"! NaCl.

Vysledky a diskusia

Rozvoj imobilizaénych technik ma velky vplyv na
vyvoj biotechnologii. Imobilizacia buniek resp. biokataly-
zatorov predstavuje vel'mi dolezity sposob uchovavania
(stabilizacie)  vysoko  UcCinnych  biokatalyzatorov
(enzymov), ktoré su dolezité pre biotransformacné
procesy”'*".

Pri histochemickom a biochemickom §tadiu hydroly-
tickych enzymov sa vyhodne aplikujil rézne chromogénne
substraty'“'”. Pretoze chromogénne substraty  (4-nitro-
fenyl-B-D-fruktofuranozid a 1-naftyl-B-D-fruktofuranozid)
neboli pripravené, pri §tidiu sacharazy sa pouzival prirod-
ny substrat — sachardza. Pri §tudiu intracelularnej frakcie
sa pouzil enzymovy preparat pripraveny homogenizaciou
suspenzne kultivovanych buniek naprstnika (po 10 dnoch
kultivacie). Kultivaéné médium (bez buniek) sa pouzilo pri
dokaze a stanoveni intracelularnej frakcie sacharazy. Dis-
triblcia intra- a extraceluldrnej sachardzy je prezentovani
v tab. L.

Prevazna Cast’ (88,4 %, intracelularna sacharaza) je
lokalizovana v bunkach suspenznej kultiry. Minoritna
Cast’ (11,6 %) sa exkretuje do média (extracelularna sacha-
raza). Specificka aktivita intracelularnej sacharazy je 4,5x
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Aktivita sacharazy v 10-dilovych bunkach suspenznej kultiry naprstnika a v kultivatnom médiu

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specifickd aktivita
[ml] [mg g™ Eerstvej [nkat g”' Gerstvej hmotnosti]  [nkat mg™* proteinov]
hmotnosti]
Intracelularna aktivita 0,2 0,63 £ 0,06 18,3+0,36 28,2
(homogenat izolovanych
buniek)
Extracelularna aktivita 1,0 0,38 £ 0,05 2,4+ 0,25 6,3

(kultiva¢né médium
bez buniek)*

# Zodpovedajtca obsahu izolovanych buniek

vySSia ako Specifickd aktivita extraceluldrnej sacharazy.
Pri porovnavani distribucie intra- a extracelularnej aktivity
galaktoziddzy a sachardzy moZno konStatovat, Ze bunky
suspenznych kultar exkretuja do kultivaéného média ovela
menej sachardzy ako galaktozidazy®'.

Glutaraldehydom imobilizované bunky nevyuzivaju
glukozu (obr. 1) a nie st Zivotaschopné — nevykazuju respi-
ra¢nu aktivitu a nefarbia sa fluoresceinom aani 2,3,5-tri-
fenyltetrazoliumchloridom.

Pri permeabilizacii buniek naprstnika Tweenom 20,
Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamoniumbromi-
dom a hexadecylpyridiniumchloridom dochadza k preu-
kaznému poklesu proteinov. Aktivita Studovaného enzymu
s vynimkou aplikdcie etanolu mierne stupa; Specificka
aktivita enzymu sa zvySuje vo vSetkych pripadoch. Pri
permeabilizacii kvasiniek na rozdiel od buniek naprstnika
dochadza k preukaznému vzostupu aktivity fenylalanina-
moniaklyazy (PAL)*. Pri zosiefovani buniek glutaralde-
hydom dochadza k poklesu enzymovej aktivity (tab. II).

V imobilizovanych a Zivotaschopnych bunkach ma
sacharaza pH optimum pri 4,6 a pri pH 5,4 (obr. 2). Dve
pH optima sacharéazy zistili aj u mikroorganizmov®.
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Obr. 1. Casovy priebeh vyuZitia glukézy v bunkich niprstni-
ka imobilizovanych glutaraldehydom a v bunkach suspenznej
kultary; 10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku s gluk6zou, [J
glutaraldehyd, O suspenzna kultara
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Enzymové hydrolyza sacharézy mé linedrny priebeh
4 h, dosahuje 63 % konverzie substratu a potom sa zastavu-
je. Tepelné optimum imobilizovanych buniek je pri 50 °C
abuniek suspenznej kultary pri  45°C  (obr. 3).
V porovnani s a-galaktozidazou st tieto hodnoty ovela
nizgie®.

Sacharéza je pravdepodobne najcastejSim zdrojom
uhlika a energie pri kultivacii pletivovych a suspenznych
kultar'***. V predlozenej praci sme sledovali vplyv gluké-
zy, fruktozy a galaktozy na aktivitu sachardzy vo vitalnych
aimobilizovanych ~ bunkdch.  Pritomnost  glukozy
a fruktozy aktivitu testovanej hydrolazy mierne inhibuje,
zatial’ Co galaktoza aktivuje (tab. III).

Hamilton aspol.”® zistili, 7e pri vyuZiti sachardzy
rastlinnymi pletivovymi kultirami sa tento sacharid naj-
skor enzymovo transformuje na glukozu a fruktozu. Obsah
oboch sacharidov v kultivaénom médiu je v prvych diioch
po inokulacii priblizne rovnaky. V pritomnosti glukdzy
bunky fruktézu nevyuzivaji.

V imobilizovanych a vitalnych bunkach je zdanliva
hodnota Michaelis-Mentenovej konStanty Km sacharazy
rovna 4,6 mmol I, Podobné vlastnosti ma aj sacharaza
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Obr. 2. pH optimum sacharazy suspenznej kultiry a buniek
naprstnika imobilizovanych glutaraldehydom; 2,5 g bunick
v 10 ml tlmivého roztoku so sacharézou, [lglutaraldehyd, O
suspenzna kultira
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Obsah bielkovin a aktivita sachardzy v 10-dilovych bunkéach néprstnika a v bunkach suspenznej kultiry permeablilzovanej
5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50% etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylaméoniumbromidom (HTAB),
0,1% hexadecylpyridiniumchloridom (HPCH) v bunkéach imobilizovanych glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[mg g ' Gerstvej [nkat g™ Gerstvej [nkat mg™' proteinov]
hmotnosti] hmotnosti]
Suspenzia 0,63 +£0,03 18,3 £0,42 29,1
Permeabilizované 0,1%HTAB 0,28 +0,013 20,3+ 0,61 72,5
0,1%HPCH 0,28 £0,012 20,2 £ 0,61 72,2
5% Tween 20 0,28 0,013 20,0 + 0,62 71,4
5% Tween 80 0,28 £0,014 20,0 £0,63 71,4
30% etanol 0,28 0,013 17,1 £0,62 61,1
50% etanol 0,28 £0,014 17,1 £0,63 61,1
Imobilizované 0,1%HTAB 0,29 +0,014 15,6 0,60 53,8
0,1%HPCH 0,29 £0,013 15,6 = 0,59 53,8
5% Tween 20 0,29 +0,013 15,3+0,58 52,7
5% Tween 80 0,29+0,014 15,3 +0,59 52,7
30% etanol 0,29 +0,014 12,8 0,58 44,1
50% etanol 0,29 £ 0,015 12,7+ 0,57 43,8

izolovana z ryze Km = 6,6 mmol I (cit.®), maku Km =
5,5 mmol I"! (cit.27), kukurice Km 2,9 mmol 1!
a Schizophyllum commune Km = 4,8 mmol 17" (cit.”®).
Kyselina 4-(chlormerkuri)benzoovd v koncentracii
0,1-0,5 mmol 1! inhibuje sacharazu. Jej u¢inok mozno
eliminovat 5-10 mmol I"' cysteinom, 5-10 mmol 17!
2-merkaptoetanolom alebo 5-10 mmol I ditiotreitolom,
¢o dokazuje, ze SH skupiny st pre enzymovu aktivitu
esencialne””?. Glukéza a fruktéza inhibuju aktivitu sacha-
razy izolovanej zuhoriek a maku®™?, podobny efekt sa
pozoroval aj pri imobilizovanych bunkach. Isla a spol.*®
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Obr. 3. Vplyv teploty na aktivitu sacharazy suspenznej kulti-
ry buniek naprstnika imobilizovanych glutaraldehydom; 2,5 g
buniek v 10 ml tlmivého roztoku so sachardzou, [1  glutaralde-
hyd, O suspenzna kultura
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zistili, ze fruktoza je kompetetivnym a glukéza nekompe-
tetivnym inhibitorom Studovaného enzymu.

Glutaraldehydom imobilizované bunky uchovéavané
v0,15mol I NaCl v pritomnosti konzervaénych latok
(chloramfenikol, chlortetracykliniumchlorid, (1-metyl-
dodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sodny si v priebehu
6 mesiacov uchovavajii pomerne vysoku enzymovu aktivi-
tu (tab. IV). Podobnu aktivitu sachardzy maju aj glutaral-
dehydom imobilizované bunky, ktoré sa ususili v tenkej
vrstve pri laboratornej teplote a udrziavali v uzavretych
nadobach. Takto udrziavané bunky mozno po 60-
minitovom nabobtnani v 0,15 mol ™' NaCl pouzit ako
imobilizované bunky uchovavané v 0,15 mol ™" NaCl
v predoslom pripade (mnoZstvo vysuSenych buniek je ek-
vivalentné mnoZzstvu imobilizovanych buniek uchovava-
nych v roztoku NaCl). Je v§eobecne zname, Ze imobilizo-
vané bunky maji v porovnani so suspenznymi kultGrami
tieto vyhody: zabezpecenie nepretrzitého prietoku, zlepse-
nie separécie biokatalyzatora, predizenie pol¢asu biokata-
lyzatora, fyzikalnu ochranu voci striznym silam, ochranu
pred zhlukovanim, stimulaciu produkcie sekundarnych
metabolitov, konzervaciu multifunkéného systému’'%".

V bunkéach imobilizovanych zosietovanim glutaral-
dehydom je aktivita sachardzy, tyrozindekarboxylazy,
DOPA-dekarboxylazy, a- a B-galaktozidazy v porovnani
s aminopeptidazami pomerne vysoka®* 2.

Glutaraldehyd moZzno preto vyhodne vyuzit aj pri
imobilizacii rastlinnych buniek. Predlozené vysledky pou-
kazuju na to, Ze extracelularne a imobilizované glykozida-
zy a iné enzymy rastlinného pévodu ndjdu biotechnologic-
ké uplatnenie v potravinarskom, farmaceutickom priemys-
le ako aj vo vyskume®***. Tieto enzymy st vieobecne pri-
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Tabul’ka I11
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Efekt glukozy, fruktozy a galaktdzy na aktivitu sacharazy (%) imobilizovanych buniek a suspenznej kultiry néprstnika

Koncentracia Povodna aktivita [%]
cukrov glukoza fruktoza galaktoza
[mmol 1" 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
Pozn.: A — suspenzna kultira, B — imobilizované bunky
Tabulka IV
Stabilita sacharazy v imobilizovanych bunkach naprstnika v priebehu skladovania
Konzervacna latka Povodna aktivita [%]

0 mesiacov 1 mesiac 2 mesiace 3 mesiace 6 mesiacov
- 100 - - - -
CLCTC (50 mg 1™ 88 87 84 82 78
ATDNO (100 mg 1™) 88 87 84 82 78
Chloramfenikol (50 mg1™") 88 86 83 81 77
Azid sodny 88 86 83 81 76
(200 mg 1)
Zamrznuté v 0,15 89 85 81 79 74
mol "' NaCl
Dehydratované bunky 90 85 82 79 75

Pozn.: CLCTC - chlortetracykliniumchlorid, ATDNO — (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid, pdvodna aktivita = enzymo-
va aktivita (100 %) v bunkach suspenznej kultury pred imobilizaciou

tomné v rastlinach. Zial’, doposial’ sa v biotechnologickych
procesoch neaplikovali.

Naklady na horeuvedenti imobilizaciu st nizke
a nevyzaduju ani naro¢né pristrojové vybavenie. Pri imo-
bilizacii celych buniek sa zachovava vysoka aktivita enzy-
mu bez jeho izolacie. Fyzikalne vlastnosti biokatalyzatora
akinetické  parametre reakcie si  porovnatelné
s biokatalyzatorom pripravenym imobiliz4ciou na rozpust-
ny, resp. nerozpustny nosi¢>. Biotransforméacia poskytuje
okrem alternativneho a u¢inného riesenia pocetnych synte-
tickych problémov aj environmentalne nezavadné techno-
logie, &im prispieva k ochrane Zivotného prostredia’”'.

Prezentovanym spdsobom imobilizovana sacharaza
ainé hydroldzy sa mo6Zu perspektivne uplatnit
v biotransformacnych procesoch farmaceuticky
a potravinarsky ddlezitych substancii. Stadium Struktary
niektorych latok aich participacia v biologickych systé-
moch je d’aliou moznostou ich praktického vyuzitia®®*.
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Zaver

V praci sa testovala vhodnost’ aplikacie glutaraldehy-
du pri imobiliz4cii suspenznych kultir néprstnika. Vysled-
ky experimentov ukazali, Ze bunky naprstnika po permea-
bilizacii Tweenom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyl-
trimetylamoniumbromidom a hexadecylpyridiniumchlori-
dom mozno pri zachovani pomerne vysokej aktivity sacha-
razy imobilizovat’ glutaraldehydom. Takto imobilizované
bunky je vhodné uchovavat’ v roztoku 0,15 mol I"' NaCl
v pritomnosti konzervac¢nych latok (chloramfenikol, chlor-
tetracykliniumchlorid,

(1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sodny
alebo ich vysusit’ a skladovat’ v tomto stave.

Majoritna Cast’ aktivity Studovaného enzymu predsta-
vuje intracelularnu  aiba minoritna Cast’ extracelularnu
sacharazu.

Pomocou testovacich pruzkov na stanovenie koncen-
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tracie glukozy a meracieho pristroja Accutrend sa vypraco-
vala rychla, jednoducha a spol'ahlivd metoda dokazu extra-
celularnej sacharazy.

Praca bola vypracovand v ramci rieSenia grantového
projektu VEGA 1/3289/06. Za technicku spoluprdacu touto
cestou dakujeme p. P. Keckesovi.
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J. Stano®, B. Diettrich‘, K. Mi¢ieta’, V. Blanari-
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slava, © Institute of Pharmaceutical Biology, Martin Luther
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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)
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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.



