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Úvod 

 
Je zaujímavé, že sacharidom, ako súčasti každého 

živého organizmu a organickej súčasti početných prírod-
ných látok s dôležitými funkciami v širokom spektre rôz-
nych biologických procesov popri aminokyselinách a nuk-
leových kyselinách sa až v ostatných desaťročiach venuje 
náležitá pozornosť. 

Kvalita  potravín  je  vo  veľkej  miere  podmienená 
a  závislá  na  kvalite,  kvantite,  štruktúre  a  fyzikálno-
chemických vlastnostiach sacharidov, peptidov a iných jej 
zložiek. Biotransformácia niektorých látok hrá dôležitú 
úlohu  v  rôznych  biotechnologických  procesoch1  3.  Pri 
biosyntéze, biotransformácii a štúdiu prírodných látok sa 
využíva celý rad multifunkčných enzýmových komplexov. 

Ukázalo sa, že sacharidy, ako aj ich deriváty a glykozidázy 
majú  dôležitú  úlohu  v  rôznych  oblastiach  základného 
a aplikovaného výskumu46. 

Imobilizácia enzýmov reprezentuje efektívny spôsob 
ochrany  početných  biokatalyzátorov,  ktoré  nachádzajú 
uplatnenie vo výrobných procesoch. Rastlinné bunky prvý 
krát imobilizoval Brodelius7. Obaľovanie (enkapsulácia) 
buniek a enzýmov hydrogélmi patrí medzi veľmi často 
používané imobilizačné techniky. Spontánnu adhéziu, ako 
aj kovalentnú väzbu buniek na povrch nosičov popísali 
Jirků a spol.8, Gill a Ballestros9. Pri imobilizácii sa nedáv-
no použil polyvinylalkohol10 a glutaraldehyd11. 

Laktáza (-D-galaktozid galaktohydroláza EC 3.2.1.23), 
-galaktozidáza katalyzuje hydrolýzu laktózy na glukózu 
a galaktózu – štiepi -(1-4)-0-glykozidickú väzbu. Okrem 
laktázy možno laktózu hydrolyzovať aj chemicky (kyslou 
hydrolýzou). Študovaný enzým sa používa aj pri biosynté-
ze  galakto-oligosacharidov  a  cerebrálnych  galakto-
lipidov12. 

Rozvoj imobilizačných techník, dôkaz a stanovenie 
aktivity biokatalyzátorov sú závislé na progrese biotechno-
logických procesov. Hlavnou bariérou transportu počet-
ných látok sú membrány bunky, a preto sme pozornosť 
sústredili aj na ich permeabilizáciu. Predpokladáme, že 
imobilizované  bunky  alebo  biokatalyzátory  rastlinného 
pôvodu, podobne ako mikrobiálne, môžu v budúcnosti 
zohrať dôležitú úlohu v biotechnologických procesoch7.   
V predloženej práci sa študoval vplyv permeabilizácie na 
enzýmovú hydrolýzu laktózy pomocou imobilizovaných 
buniek  Arabidopsis  thaliana,  ako  aj  distribúcia  intra- 
a extracelulárnej laktázy z testovaných buniek. 

Dostupnosť jednoduchej a rýchlej skríningovej metó-
dy detekcie laktázy a tiež imobilizácie študovaného enzý-
mu, má veľký význam ako pre vedecko-výskumné, tak aj 
pre priemyselné účely. Pri tejto jednoduchej a rýchlej me-
tóde dôkazu a stanovenia laktázy sa výhodne používajú 
syntetické substráty: -naftylamidy, o- resp. p-nitroanilidy 
galaktózy. 

 
 

Experimentálna časť 
 
Rastlinný materiál 

Kalusové  a  suspenzné  kultúry  arábovky  Thalovej 
[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. cv. Columbia] sa odvo-
dili  z  klíčnych  rastlín.  Tieto  kultúry  sa  pestovali 
v  kultivačnom  médiu  podľa  Linsmayera  a  Skooga13 
s prídavkom  1 mg l1 kyseliny 2,4-dichlórfenoxioctovej, 
0,1 mg l1  kinetínu  a 3% sacharózy, na rotačnej trepačke 
v priebehu 14 dní podľa Viehwegera a spol.14.  

 
Permeabilizácia buniek  

Bunky pestované v suspenznej kultúre sa jednotlivo 
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permeabilizovali Tweenom, alkoholom, hexadecyltrimety-
lamoniumbromidom  a  hexadecyl-pyridiniumchloridom 
nasledovne: po 20 g suspenzne pestovaných buniek sa po 
odfiltrovaní a premytí 1,5 l  0,15 mol l1 NaCl permeabili-
zovalo 70 ml: 5 % Tweenu 20, 5 % Tweenu 80, 30 % eta-
nolu,  50 % etanolu, 0,1 % hexadecyltrimetylamoniumbro-
midom,  0,1  %  hexadecyl-  pyridiniumchloridom resp. 
3 hodiny za pomalého miešania (60 rpm) pri laboratórnej 
teplote. Permeabilizované bunky sa po premytí 3,5 l desti-
lovanej vody a 4 l  0,15 mol l1 NaCl imobilizovali gluta-
raldehydom.  

 
Imobilizácia buniek glutaraldehydom 

20  g  permeabilizovaných  buniek  sa  prenieslo  do 
70 ml 0,15 mol l1 NaCl, pomaly sa pridalo 7 ml 25% glu-
taraldehydu a pri laboratórnej teplote sa za pomalého mie-
šania (60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bun-
ky sa premyli 3,5 l destilovanej vody, 4 l  0,15 mol l1 
NaCl a uchovávali v 0,15 mol l1 NaCl pri 4 °C. 

 
Stanovenie čerstvej hmotnosti a sušiny 

Čerstvá  hmotnosť  a  sušina  suspenznej  kultúry 
a imobilizovaných buniek sa stanovili gravimetricky po 
vysušení do konštantnej hmotnosti pri 105 °C. 

 
Využitie glukózy 

Využitie  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 l1  Na-fosfátovom tlmivom roztoku pH 7,0 
a úbytok glukózy sa sledoval podľa Trindera15.  

 
Životaschopnosť buniek 

Životaschopnosť buniek sa sledovala podľa Dixona6 
za použitia trifenyltetrazóliumchloridu (TTC), fluoresceín-
diacetátu a kyslíkovej elektródy.  

 
Dôkaz a stanovenie intra- a extracelulárnej laktázy 

Pri dôkaze a stanovení intra- a extracelulárnej laktázy 
sa použili syntetické chromogénne substráty -naftylamid 
a p-nitroanilid -D-galaktózy.  

 
Dôkaz extracelulárnej enzýmovej aktivity 

Pri dôkaze extracelulárnej laktázy sa použil ako sub-
strát  1-naftyl- -D-galaktopyranozid.  Laktáza  enzýmovo 
hydrolyzuje  substrát.  Uvoľnený  2-naftol  po  reakcii 
s hexazotovaným p-rozanilínom alebo Fast Blue BB tvorí 
korešpondujúce azofarbivo. Extracelulárna laktáza sa iden-
tifikovala  metódou  podľa  Lojdu  a  spol.17  a  Stowarda 
a Pearsa18. 

10 mg 1-naftyl--D-galaktopyranozidu sa rozpustilo 
v 0,5 ml dimetylformamidu a 10 ml Mc Ilvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 5,0. Do tohoto roztoku sa pridalo 10 mg 
Fast Blue BB alebo 10 ml pufrovaného hexazonium p-
rozanilínu  (9,4  ml  Mc  Ilvainovho  tlmivého  roztoku 
pH 5,0; 0,6 ml roztoku hexazonium p-rozanilínu a tento 

roztok sa 0,1 N NaOH upravil na pH 5,0). K tejto zmesi sa 
pridalo ešte 10 ml 2% agaru v Mc Ilvainovom tlmivom 
roztoku pH 5,0 a autoklávovalo obvyklým spôsobom16.  

Hexazonium p-rozanilín  sa  pripravil  podľa  Lojdu 
a spol.17 nasledovne: Roztok A: 400 mg p-rozanilínu sa 
rozpustilo v 8 ml destilovanej vody a 2 ml HCl. Roztok B: 
4% NaNO2. Roztok A a B sa zmiešali v rovnakých množ-
stvách. 

Takto pripravené agarové platne sa inokulovali bun-
kami kalusových kultúr a sterilne vypestovanými klíčnymi 
rastlinami (35 dní starých) a inkubovali 20100 minút. 

 
Stanovenie intra- a extracelulárnej aktivity laktázy 

 
Príprava enzýmu 

Intracelulárna aktivita laktázy sa stanovila za použitia 
buniek suspenznej kultúry. Bunky (10 g) sa odfiltrovali 
a premyli 3 l destilovanej vody, zhomogenizovali vo vy-
chladenej trecej miske s Mc Ilvainovým tlmivým rozto-
kom pH 4,7 v pomere 1:1 (g ml1). Homogenát sa prefil-
troval  cez  silikónovú  tkaninu,  centrifugoval  (10  min, 
15 000 g pri 4 °C) a použil ako enzýmový preparát. 

Pri stanovení extracelulárnej aktivity sa použilo kulti-
vačné médium bez buniek (centrifugácia 10 min, 2000 g, 
mikroskopická kontrola neprítomnosti buniek). Superna-
tant sa použil na stanovenie extracelulárnej aktivity enzý-
mu. 

 
Stanovenie aktivity enzýmu 

Aktivita študovaného enzýmu sa stanovila modifiko-
vanou  metódou  podľa  Kim  a  spol.19  za  použitia  p-
nitrofenyl--D-galaktopyranozidu ako substrátu. Reakčná 
sústava obsahovala vhodné množstvo enzýmu (0,1-0,3 ml)  
3103 mol l1 substrát v 2 ml Mc Ilvainovho tlmivého 
roztoku pH 4,7. V kontrolných pokusoch bol enzýmový 
preparát tepelne inaktivovaný (10 min pri 100 °C). Zmes 
sa inkubovala 15 min pri 30 °C a reakcia sa zastavila pri-
daním 2 ml  1 mol l1 Na2CO3. Koncentrácia enzýmovo 
uvoľneného p-nitroanilínu sa stanovila spektrofotometric-
ky pri 405 nm oproti kontrole. Enzýmová aktivita je vyjad-
rená v kataloch. Obsah bielkovín sa stanovil podľa Dou-
masa a spol.20 za použitia hovädzieho sérumalbumínu ako 
štandardnej bielkoviny. 

 
 

Výsledky a diskusia 
 
Rozvoj imobilizačných techník má veľký vplyv na 

vývoj biotechnológií. Imobilizácia buniek resp. biokataly-
zátorov predstavuje veľmi dôležitý spôsob uchovávania 
(stabilizácie)  vysokoúčinných  biokatalyzátorov 
(enzýmov),  ktoré  sú  dôležité  pre  biotransformačné 
procesy7,9,21. 

Enkapsulácia  (obaľovanie)  buniek  resp.  enzýmov 
hydrogélmi prírodného resp. syntetického pôvodu nachá-
dza široké uplatnenie v základnom a aplikovanom vý-
skume, ako aj v priemyselnom meradle9. V tejto práci sme 
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zamerali svoju pozornosť na štúdium permeabilizácie a 
imobilizačnej techniky pomocou glutaraldehydu (bez pou-
žitia nosiča) na aktivitu laktázy v bunkách Arabidopsis 
thaliana. 

Pri histochemickom a biochemickom štúdiu hydroly-
tických enzýmov sa výhodne aplikujú rôzne chromogénne 
substráty10,19. V predloženej práci sa použili tieto syntetic-
ké substráty 1-naftyl--D-galaktopyranozid a p-nitroanilid-
-D-galaktopyranozid1517. Inokulá sa ponechali na kulti-
vačných médiách so substrátom a bez substrátu 12 h. 
Rastlinné  extracelulárne   -galaktozidázy  sa  detekovali 
pomocou červenohnedého zafarbenia, ktoré vzniká simul-
tánnou azokopuláciou hexazotovaného p-rozanilínu alebo 
Fast Blue BB resp. a zo substrátu enzýmovo uvoľneného 
2-naftolu. Po inokulácii kultivačného média bez substrátu 
resp. inaktivovaným kalusom (10 min pri 100 °C) sa žiad-
ne  zafarbenie  nepozorovalo.  Červenohnedé  zafarbenie 
vzniká na mieste kontaktu inokula s kultivačným médiom, 
v  ktorom  je  prítomný  1-naftyl-  -D-galaktopyranozid 
a hexazotovaný p-rozanilín alebo Fast Blue BB . 

Po vysadení sterilných klíčnych rastlín na agarové 
platne s 1-naftyl--D-galaktopyranozidom a hexazotova-
ným p-rozanilínom resp. bázickým fuksínom sa pozorovali 
farebné zmeny na korienku a koreňových vláskoch ako aj 
na mieste ich kontaktu s platňou. Po inokulácii agarových 
platní kalusmi s 1-naftyl--D-galaktopyranozidom a hexa-
zotovaným p-rozanilínom resp. bázickým fuksínom sa na 
mieste kontaktu kalusu s platňou pozorovali farebné zme-
ny, spôsobené tvorbou azofarbív. Tieto sa tvoria simultán-
nou  azokopuláciou  enzýmovo  uvoľneného  2-naftolu 
s hexazotovaným p-rozanilínom resp. bázickým fuksínom. 
V prípade tepelne inaktivovaného rastlinného materiálu 
(klíčne rastliny resp. kalusy 5 min 100 °C) sa azofarbivo 
netvorí. Laktáza ako aj iné hydrolázy majú významnú 
úlohu v metabolizme bunkovej steny a v jej prestavbe2124 

v priebehu ontogenézy.  
Porovnanie distribúcie intra- (38,8 %) a extracelu-

lárnej (61,2 %) aktivity študovaného enzýmu poukazuje na 
minoritné zastúpenie intracelulárnej  a majoritné zastúpe-
nie extracelulárnej formy laktázy (tab. I ).  

Pri  imobilizácii  Arabidopsis thaliana  glutaraldehy-
dom sa v porovnaní s bunkami suspenzných kultúr pozoro-
vali  niektoré  menšie  zmeny    mierna  plazmolýza 
a zhlukovanie buniek. U buniek imobilizovaných glutaral-
dehydom  sa  pri  testovaní  s  2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloridom (TTC), fluoresceindiacetátom a meraní spotreby 
kyslíka nezaznamenala životaschopnosť (obr. 1). 

Permeabilizácia buniek Arabidopsis thaliana Twee-
nom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamo-
niumbromidom  a  hexadecylpyridiniumchloridom  vedie 
k preukaznému poklesu proteínov a miernejšiemu poklesu 
aktivity enzýmu. Špecifická aktivita študovaného enzýmu 
sa okrem aplikácie etanolu mierne zvyšuje (tab. II). 

Srinivasan a spol.22 zistili, že po permeabilizácii bun-
kovej steny kvasiniek dochádza k preukaznému zvýšeniu 
aktivity fenylalanínamoniumlyázy (PAL). Pri permeabili-
zácii bunkovej steny suspenzných kultúr rastlinných bu-
niek sa také signifikantné zvýšenie enzýmovej aktivity 
nepozorovalo. 

Enzýmová  hydrolýza  substrátu  p-nitrofenyl-  -D-        
-galaktopyranozidu (PNG) je v priebehu 3,5 h lineárna, 

Tabuľka I 
Aktivita laktázy v 10-dňových bunkách suspenznej kultúry a v kultivačnom médiu Arabidopsis thaliana 

a Odpovedajúce obsahu izolovaných buniek 

Frakcia Objem 
[ml] 

Proteíny 
[mg g1 sušiny] 

Aktivita 
[pkat g1 sušiny] 

Špecifická aktivita 
[pkat mg1 proteínov] 

Intracelulárna aktivita 
(homogenat izolovaných 
buniek) 

1 14,36+0,10 3,70+0,07 0,26 

Extracelulárna aktivita 
(kultivačné medium bez 
buniek)a 

10 6,36+0,10 5,83+0,10 0,92 

Obr. 1. Časový priebeh využitia glukózy v bunkách Arabidop-
sis thaliana imobilizovaných glutaraldehydom a v bunkách 
suspenznej  kultúry  (10  g  buniek,  20  ml  tlmivého  roztoku 
s glukózou);  glutaraldehyd,  suspenzná kultúra 
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dosiahne 6070% konverzie substrátu a potom sa praktic-
ky zastaví. Výsledky nášho štúdia ukázali, že hodnota 
optimálneho  pH  laktázy  v  kultivačnom  médiu 
a v imobilizovaných bunkách je 4,7. Tepelné optimum 
študovaného enzýmu imobilizovaných buniek je pri 60 °C  
a suspenznej kultúry pri 56 °C.  Podobné vlastnosti má aj 
invertáza buniek medovky23. 

Porovnanie distribúcie intra- a extracelulárnej laktázy 
poukazuje na to, že prevažná časť enzýmu (tab. I) sa na 
rozdiel  od  invertázy  a  aminopeptidázy  nachádza 
v kultivačnom médiu23,24. Špecifická aktivita extracelulár-
nej laktázy je 4,15 vyššia než intracelulárnej laktázy. 

Sacharóza  je  pravdepodobne  najčastejším zdrojom 
uhlíka a energie pri kultivácii pletivových a suspenzných 
kultúr14,26. 

Ako už bolo uvedené, laktáza katalyzuje enzýmovú 
hydrolýzu laktózy na glukózu a galaktózu. Popri laktáze sa 
v rastlinách nachádza aj melibiáza a invertáza23, a preto 
sme v predloženej práci sledovali vplyv glukózy, fruktózy, 
melibiózy,  rafinózy, stachyózy a sacharózy na aktivitu 
laktázy v natívnych a imobilizovaných bunkách Arabidop-
sis thaliana. Výsledky testov ukázali, že sacharóza a fruk-
tóza  aktivitu  študovaného  enzýmu  neovplyvňuje,  kým 
glukóza a stachyóza mierne inhibuje. Miera inhibície ga-
laktozidázy galaktózou, melibiózou a rafinózou je funk-
ciou jej koncentrácie (tab. III). 

Hamilton a spol.25 zistili, že pri využití sacharózy 
rastlinnými pletivovými kultúrami sa sacharóza najskôr 
enzýmovo transformuje na glukózu a  fruktózu.  Obsah 
oboch sacharidov v kultivačnom médiu je v prvých dňoch 
inokulácie približne rovnaký. V prítomnosti glukózy bun-
ky fruktózu nevyužívajú. 

Inhibičný účinok  2-sulfanyletanolu 0,10,5 mmol l1 
možno odstrániť pridaním 510 mmol l1 ditiotreitolu, čo 

poukazuje na to, že –SH skupiny sú pre enzýmovú reakciu 
nepostrádateľné27. 

Bunky imobilizované glutaraldehydom uchovávané 
v 0,15 mol l1 NaCl v prítomnosti konzervačných látok 
(chloramfenykol,  chlórtetracyklíniumchlorid,  (1-metyl-
dodecyl)dimetylamín N-oxid28 a azid sodný si v priebehu 
6 mesiacov uchovávajú pomerne vysokú enzýmovú aktivi-
tu (tab. IV). Mierne zvýšenie aktivity v priebehu uchová-
vania spôsobuje pravdepodobne disociácia inhibítora, kto-
rý sa na enzým naviazal v priebehu imobilizácie. 

Imobilizované bunky možno po vysušení pri labora-
tórnej teplote uchovávať aj v uzavretých nádobách pri 4 °C, 
resp. 20 °C. Dehydratované imobilizované bunky sa ne-
chajú pred použitím nabobtnať vo fyziologickom alebo 
tlmivom roztoku 1030 min. Aktivita takto stabilizované-
ho  biokatalyzátora  (enzýmu)  sa  periodicky  testovala 
(každé 2 týždne) v priebehu 6 mesiacov. Po 2 týždňoch 
bola zostatková aktivita 92%, po 1 mesiaci 74 % a po 2 
mesiacoch 52 %. V nasledujúcom období (4. 6. mesiac) 
sa nepozorovali výrazné zmeny aktivity sledovaného enzý-
mu. Po 6 mesiacoch sa zistila 46% zostatková aktivita. Je 
všeobecne známe, že imobilizované bunky majú v porov-
naní so suspenznými kultúrami tieto výhody: zabezpečenie 
nepretržitého prietoku, zlepšenie separácie biokatalyzáto-
ra, predĺženie polčasu biokatalyzátora, fyzikálnu ochranu 
voči strižným silám, ochranu pred zhlukovaním, stimulá-
ciu  produkcie  sekundárnych  metabolitov,  konzerváciu 
multifunkčného systému69,21.  

V bunkách imobilizovaných zosieťovaním glutaralde-
hydom je aktivita sacharázy, tyrozíndekarboxylázy, DOPA 
dekarboxylázy a laktázy v porovnaní s aminopeptidázami 
pomerne vysoká11,24,28. 

Kravské mlieko obsahuje 4,8 % vo vode nedostatočne 
rozpustného mliečneho cukru  laktózy. Konzumácia väč-

Tabuľka II  
Obsah bielkovín a aktivita laktázy v 10-dňových bunkách Arabidopsis thaliana a v bunkách suspenznej kultúry permeablil-
zovanej 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 g1 sušiny] 

Aktivita 
[pkat g1  sušiny] 

Špecifická aktivita 
[pkat mg1 proteínov]  

 Suspenzia   14,40 ± 0,1 3,70 ± 0,01 0,26 

Permeabilizované 
  

0,1%HTAB 
0,1%HPCH 

5% Tween 20 
5% Tween 80 

30% etanol 
50% etanol 

6,80± 0,14 
6,80± 0,07 
6,80,± 0,14 
6,80 ± 0,18 
6,80 ± 0,18 
6,80 ± 0,18 

4,05 ± 0,03 
4,05 ± 0,05 
4,03 ± 0,03 
4,03 ± 0,04 
3,62 ± 0,02 
3,61 ± 0,01 

0,59 
0,59 
0,59 
0,59 
0,53 
0,53 

 Imobilizované 
  

0,1%HTAB 
0,1%HPCH 

5% Tween 20 
5% Tween 80 

30% etanol 
50% etanol 

6,80 ± 0,18 
6,70 ± 0,07 
6,70 ± 0,14 
6,70 ± 0,07 
6,70 ± 0,14 
6,70 ± 0,07 

3,51 ± 0,02 
3,51± 0,02 
3,52± 0,01 
3,50 ± 0,01 
3,31 ± 0,01 
3,30 ± 0,01 

0,52 
0,52 
0,52 
0,52 
0,49 
0,49 



Chem. Listy 104, 10401046 (2010)                                                                                                    Laboratorní přístroje a postupy                         

1044 

šieho množstva laktózy sa môže prejaviť laxatívnym účin-
kom, ktorý sa v niektorých prípadoch upravuje medika-
mentózne. Príprava mlieka so zníženým obsahom laktózy 
má z uvedeného dôvodu veľký praktický význam. Vedľaj-
ším produktom výroby syrov je srvátka s vysokým obsa-
hom laktózy.  Jej  využitie  je  pre  spomínané vlastnosti 
limitované1,29. 

Výsledky práce Wena a spol.30 poukazujú na dôležitú 
úlohu  enzýmov pri výžive rastlín, úrodnosti pôdy, biore-
mediácii a rezistencii rastových vrcholov koreňov voči 
patogénom.  Rozsiahle laboratórne experimenty nasvedču-
jú, že k sekrécii  laktózy,  bunkami rastových vrcholov 
a koreňových vláskov, podnecuje predovšetkým edafón. 
Objasnenie mechanizmu tejto reakcie si vyžaduje ďalšie 
štúdium. 

Biotransformácie sú nielen dôkazom alternatívneho 
a účinného riešenia syntézy početných biologicky účin-

ných látok, ale sú súčasne zárukou environmentálne nezá-
vadných technológií, čím prispievajú k ochrane životného 
prostredia6,9. 

Vzhľadom  na  už  spomenuté  vlastnosti  laktózy 
v súvislosti s mliekom29, ako aj význam laktázy pri výžive 
a raste rastlín, delení buniek  a štúdiu jednotlivých zložiek 
bunkovej steny kontinuálne modifikovaných v priebehu 
rastu a diferenciácie12,3133

, predpokladáme, že imobilizo-
vaná laktáza spolu s inými glykozidázami rastlinného pô-
vodu nájde uplatnenie pri biotransformácii látok dôleži-
tých pre farmaceutický a potravinársky priemysel. Nové 
zdroje laktázy sa môžu využiť pri biotransformácii laktózy 
a derivátov galaktozyl-polyolov (galaktooligosacharidov), 
ktoré majú široké uplatnenie vo farmácii12,31,34. 

Štúdium štruktúry  početných biologicky aktívnych 
látok a aplikácia testovaného enzýmu, ako aj iných bioka-
talyzátorov je ďalšou možnosťou ich uplatnenia3443. 

Tabuľka III 
Vplyv vybraných cukorných efektorov na aktivitu laktázy v imobilizovaných bunkách a v bunkách suspenznej kultúry 
Arabidopsis thaliana 

Efektor Koncentrácia 
[mmol l1]  

% pôvodnej aktivity a 
                      A                                            B 

Galaktóza 100 9 15 

  50 13 24 

  10 26 30 

  5 51 57 

  1 84 87 

  0,1 97 98 

Melibióza 100 77 78 

  50 82 83 

  20 87 88 

  10 92 94 

Rafinóza 100 91 93 

  50 95 96 

  20 98 99 

Stachyóza 100 94 95 

  50 96 97 

  20 99 99 

Glukóza 100 84 95 

  50 90 97 

  20 95 99 

Fruktóza 100 100 100 

  50 100 100 

  20 100 100 

Sacharóza 100 100 100 

  50 100 100 

  20 100 100 

a A – imobilizované bunky, B – bunky suspenznej kultúry 
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Na základe uvedených skutočností možno konštato-
vať,  že dostupnosť  jednoduchej  a  rýchlej  skríningovej 
metódy detekcie laktázy má veľký význam ako pre vedec-
ko-výskumné, tak aj technologické účely. 

 
 

Záver 
  
V práci sa študovala vhodnosť aplikácie glutaraldehy-

du pri imobilizácii buniek suspenzných kultúr Arabidopsis 
thaliana. Výsledky experimentov ukázali, že bunky Arabi-
dopsis thaliana po permeabilizácii Tweenom 20, Twee-
nom 80, etanolom, hexadecylpyridiniumchloridom možno 
pri zachovaní pomerne vysokej aktivity laktázy imobilizo-
vať glutaraldehydom. Takto imobilizované bunky je vhod-
né uchovávať v roztoku 0,15 mol l1 NaCl v prítomnosti 
konzervačných látok (chloranfenykol, chlórtetracyklínium-
chlorid, (1-metyldodecyl)dimetylamín N-oxid  a azid sod-
ný alebo ich vysušiť a takto uchovávať. Prevažná časť 
testovaného enzýmu 61,2 % sa nachádza v kultivačnom 
médiu (extracelulárna forma), kým intracelulárna forma je 
minoritná 38,8 %. 

Pomocou histochemických testov sa potvrdila sekré-
cia laktázy kalusom a bunkami suspenzných kultúr resp. 
ako aj koreňovými vláskami a rastovými vrcholmi koreňa 
klíčnych rastlín na svoj povrch. 

Využitie laktózy v potravinárstve a vo farmácii ako aj 
pri  štúdiu  jej  úlohy  pri  výžive  rastlín,  bioremediácii 
a rezistencii rastových vrcholov voči parazitom si vyžadu-
je vyhľadávanie vhodných zdrojov študovaného enzýmu. 
Dostupnosť  jednoduchej  a rýchlej  skríningovej  metódy 
laktázy je pre toto štúdium nepostrádateľná.  

 
Práca bola vypracovaná v rámci riešenia grantového 

projektu VEGA 1/0182/09. Za odbornú a technickú spolu-
prácu touto cestou ďakujeme doc. Dr. S. Königovi a pani 
I. Bayreuthovej z Ústavu biochémie a biotechnológie, Uni-
verzity Martina Luthera v Halle. 
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Cells in suspension culture of mouse-ear cress 

(Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. cultivar,  Columbia 
were permeabilized with Tween 20, Tween 80, ethanol, 
and hexadecyltrimethylammonium bromide or hexade-
cylpyridinium chloride, and immobilized using glutaralde-
hyde.  Lactase showed a pH optimum at 4.7 and the opti-
mal temperatures for immobilized cells and  cell cultures 
was 60 °C and 56 °C, respectively. Four-hour  enzyme 
hydrolysis of the tested substrate proceeded with a conver-
sion of 6070 %. The immobilized cells showed a high 
lactase activity, fair stability in long-term storage and con-
venient physicomechanical properties. The culture me-
dium after removing  cells was used for identification and 
determination of enzyme activity. The extracellular activ-
ity of lactase estimated in cell suspension accounts for 
61 % of the total activity, the rest being due to the intracel-
lular activity. The specific extratracellular activity is 
4.15 times higher than the intracellular one.  Using a histo-
chemical method, secretion of lactase by root tips, root 
hairs, callus and suspension cells was detected. The de-
scribed method permits a rapid, simple and specific identi-
fication of lactase. 


