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Vyuzitie chromogénnych substratov
pri Studiu proteolytickych enzymov

DANIELA KAKONIOVA — JAN STANO - KLAUS NEUBERT - DANIEL GRANCAI
— FILS ANDRIAMAINTY - JAROSLAV KRESANEK — NGUYEN TU

SUHRN. Pouzitim chromogénnych substrdtov sa vypracovala jednoduchd, citlivd a repro-
dukovatelnd metdda ddkazu proteolytickych enzymov. Extraceluldrne proteolytické
enzymy produkované kalusovou alebo suspenznou kultirou hydrolyzuju nerozpustny
chromogénny substrdt (tepelne modifikovany azokazein, modra Zelatina).

Zafarbenie okolo kalusovej kultiry a pod fou je znakom c¢innosti extraceluldrnych
proteolytickych enzymov produkovanych kalusovou kultirou. Intenzita zafarbenia kulti-
va¢ného média je mierou aktivity extraceluldrnych proteolytickych enzymov suspenznej
kultiry. Chromogénne substrdaty mozno vyuzit aj pri stanoveni aktivity intraceluldrnych
proteolytickych enzymov.

KIUCOVE SLOVA: proteolytické enzymy, nerozpustny chromogénny substrdt, kalusova
kultira, suspenzna kultura, Papaver somniferum

Pri Studiu proteolytickej aktivity mozno pouzit mnozstvo réznych sub-
stratov. Vyznamné miesto medzi nimi maji chromogénne substraty. Tieto
sa pripravuju hlavne kovalentnou vézbou vhodného farbiva na nerozpustné
proteiny ako kolagén [1], keratin [2], elastin [3] alebo fibrin [4]. Vhodnou
modifikdciou niektorych rozpustnych proteinov mozno pripravit rovnaky typ
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substratov. Takéto proteiny sa najskor zosietuju vhodnym bifunkénym c¢inid-
lom a potom sa modifikuju substitu¢nou reakciou vhodnym farbivom [5].

Tepelnou modifikdciou azokazeinu mozZno pripravit pomerne lacny, citli-
vy, nerozpustny chromogénny substrat, vhodny pre Stidium proteolytickych
enzymov [6,7].

Pri dokaze extraceluldarnych proteolytickych enzymov a pri stanoveni
extra- a intraceluldarnej proteolytickej aktivity [8,9] sa pouzil chromogénny
substrat pripraveny tepelnou modifikaciou [6,7].

V tradi¢nych i modernych biotechnoldgiach nachddzaju uplatnenie hlav-
ne enzymové preparaty mikrobidlneho povodu [10,11]. V predlozenej praci
sme na modelovom systéme sledovali extra- a intraceluldrnu proteolyticku
aktivitu v kalusovych a suspenznych kultirach maku siateho ako alternativ-
neho a potencidlne alternativneho zdroja proteolytickych enzymov.

Material a metddy

Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultiry maku sa odvodili zo sterilnych kli¢nych
rastlin maku Papaver somniferum L. na Katedre fyzioldgie rastlin Prirodo-
vedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave (Doc. RNDr. K. Er-
delsky, CSc.). Tieto kultury sa pestovali obvyklym sposobom [12] na kultiva-
¢nom médiu podla Murashigeho a Skooga [13].

Priprava chromogénneho substrdtu
Nerozpustné chromogénne substrdty - tepelne modifikovany azokazein
a modra zelatina sa pripravili metédou opisanou v literature [7,14].

Priprava kultivacného média so substrdtom

Tepelne modifikovany azokazein a modrd Zelatina (nerozpustné chro-
mogénne substraty) sa pridali jednotlivo do kultivaéného média (s agarom
alebo bez agaru) v koncentrdcii 0,5 % (w/v) a potom sa v Erlenmayerovych
bankach sterilizovali obvyklym sposobom [12,13].

Homogenita distribiicie nerozpustného substratu v médiu s agarom sa
po jeho vychladeni na 50 °C zabezpecila pomalym krizivym pohybom
(30 rpm) v Erlenmayerovych bankdch (100 ml banka, 15 ml média)
az do vychladnutia.

Homogenita distribicie nerozpustného substratu v médiu bez agaru
sa zabezpecila krizivym pohybom v Erlenmayerovych bankach (25 ml
banka, 5 ml média) na rotacnej trepacke (120 rpm) pocas kultivécie.
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Stanovenie aktivity enzymu

Pri stanoveni proteolytickej aktivity sa pouzili nerozpustné chromogénne
substraty - tepelne modifikovany azokazein a modra Zelatina. Enzymova
aktivita sa stanovila podla [6,14]. 20 mg substrdtu (tepelne modifikovaného
azokazeinu alebo modrej zelatiny) sa suspendovalo v 2 ml 0,05 mol.l!
Tris-HCl tlmivého roztoku pH 8,5. Po napucani substrdtu (20 minut
pri 37 °C) sa pridalo vhodné mnozstvo enzymového prepardtu (0,3 - 0,6 ml
supernatantu po dezintegricii buniek), resp. buniek suspenznej kultiry
(0,3-1,0 g), a inkubac¢nd zmes sa ponechala 20 - 40 minuit pri 37 °C. Reakcia
sa ukoncila odfiltrovanim buniek, resp. enzymu cez papierovy filter
(Whatman No 3). Intenzita zafarbenia filtratu sa hodnotila spektrofotome-
tricky pri 400 nm (tepelne modifikovany azokazein), resp. pri 595 nm
(modrad Zelatina).

Extraceluldrna proteolyticka aktivita sa vyhodnotila z intenzity zafarbenia
filtratu v pritomnosti buniek suspenznej kultury. Intenzita zafarbenia filtratu
v pritomnosti dezintegrovanych buniek predstavuje sucet extra- a intracelu-
larnej proteolytickej aktivity.

Priprava enzymového prepardtu

Bunky suspenznych kultur sa po odfiltrovani kultivaéného média rozrusi-
li pomocou ultrazvukového dezintegratora (Soniprep 150 MSE; 1 g buniek
na 2 ml 0,05 mol.I'! Na+ fosfatového timivého roztoku pH 7,2; 3 x 3 mintity
pri 10000 Hz).

Homogenat sa prefiltroval cez silon a odcentrifugoval (15 mindit;
100000 m.s2).

Supernatant sa pouzil ako enzymovy prepardt na stanovenie extra-
a intraceluldrnej proteolytickej aktivity.

Vysledky a diskusia

Podobne ako trypsin, papain a pepsin [5,6] izolovany z mikroorganizmov
a plesni, aj rastlinné proteolytické enzymy hydrolyzuji nerozpustné chro-
mogénne substraty [14].

Na kultiva¢né médid (s agarom a bez agaru, ako aj so substratom, resp.
bez neho) sa aplikovali vhodné inokuld a kultivovali sa 1 - 8 dni. Na kultiva-
¢nom médiu s agarom sa extraceluldrne proteolytické enzymy detegovali
pomocou farebnych zon v okoli kalusu, resp. zafarbenim kultury v mieste
styku s platiiou agaru (enzymovo uvolnené farbivo prenikd do kalusu a kul-
tivacného média).
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Intenzita zafarbenia kvapalného kultivacného média, resp. intenzita
a velkost farebnej zony v okoli rasticeho kalusu, je mierou proteolytickej
aktivity skimanych suspenznych, resp. kalusovych kultur, ktord sa mdze
vyuzit pri semikvantitativnych porovnavacich Studidch.

Po inokuldcii kultivacného média tepelne inaktivovanym inokulom
(100 °C, 5 minut) nedochddza k zmene jeho zafarbenia. Na platniach (s aga-
rom a substratom) bez kalusovych, resp. suspenznych kultur, sa nepozorova-
li Ziadne farebné zmeny.

Pri naklicovani sterilnych semien uhoriek, maku, pSenice, papriky a lucer-
ny [12] sa na platniach agaru zZiadne zmeny nepozorovali. Tieto vysledky pou-
kazuju na to, Ze korene kli¢nych rastlin, na rozdiel od kalusovych kulttr,
extraceluldrne proteolytické enzymy neprodukuju.

Porovndvanie extra- a intraceluldrnej proteolytickej aktivity ukdzalo, Ze
extraceluldrna aktivita predstavuje 18 % celkovej aktivity.

Vzhladom na jednoduchost a reprodukovatelnost moze tato metdda najst
uplatnenie pri Stidiu inych rastlinnych proteindz. PretoZe r6zne proteindzy
hydrolyzuji skimané substraty, predpokladdme, Ze tieto substraty ndjdu
uplatnenie pri kontrole ich uc¢innosti.
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Using of chromogenic substrates for study of proteolytic enzymes

KAKONIOVA, D. - STANO, J. - NEUBERT, K. - GRANCAI, D. - ANDRIAMAINTY, E.
- KRESANEK, J. - Tu, N.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 55-59.

SummARy. Use of chromogenic substrates enabled to elaborate a simple, sensitive and repro-
ducible method for determination of proteolytic enzymes. Extracellular proteolytic enzymes
produced by callus or cell suspension culture hydrolyse the insoluble chromogenic substrate
(thermally modified azocasein, blue gelatine).

The colour around the callus culture and under the culture is a mark of activity by callus
culture produced extracellular proteolytic enzymes. The colour intensity of the cultivation
media is an activity measure of the extracellular proteolytic enzymes of the cell suspension
culture. Chromogenic substrates may be used also for activity determination of intracellular
proteolytic enzymes.

KEYWORDS: proteolytic enzymes, insoluble chromogenic substrates, callus culture, cell sus-
pension culture, Papaver somniferum
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