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Uvod

Je zaujimavé, ze sacharidom, ako stcasti kazdého
zivého organizmu a organickej sucasti pocetnych prirod-
nych latok s dolezitymi funkciami v Sirokom spektre roz-
nych biologickych procesov popri aminokyselinach a nuk-
leovych kyselinach sa az v ostatnych desatrociach venuje
nalezitd pozornost.

Kvalita potravin je vo velkej miere podmienena
a zavislda na kvalite, kvantite, Struktire a fyzikalno-
chemickych vlastnostiach sacharidov, peptidov a inych jej
zloziek. Biotransformacia niektorych latok hra dolezita
tlohu v roznych biotechnologickych procesoch' >, Pri
biosyntéze, biotransformacii a Stidiu prirodnych latok sa
vyuziva cely rad multifunkénych enzymovych komplexov.
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Ukézalo sa, Ze sacharidy, ako aj ich derivaty a glykozidazy
maju dolezita tlohu v roznych oblastiach zakladného
a aplikovaného vyskumu®* ™.

Imobilizacia enzymov reprezentuje efektivny spdsob
ochrany pocetnych biokatalyzatorov, ktoré nachadzajii
uplatnenie vo vyrobnych procesoch. Rastlinné bunky prvy
krat imobilizoval Brodelius’. Obalovanie (enkapsulacia)
buniek a enzymov hydrogélmi patri medzi vel'mi casto
pouzivané imobilizacné techniky. Spontannu adhéziu, ako
aj kovalentni védzbu buniek na povrch nosi€ov popisali
Jirkii a spol.®, Gill a Ballestros’. Pri imobilizacii sa nedav-
no pouzil polyvinylalkohol'®a glutaraldehyd"'.

Laktaza (B-D-galaktozid galaktohydrolaza EC 3.2.1.23),
[-galaktozidaza katalyzuje hydrolyzu laktézy na glukézu
a galaktozu — Stiepi B-(1-4)-0-glykozidicka védzbu. Okrem
laktazy mozno laktozu hydrolyzovat’ aj chemicky (kyslou
hydrolyzou). Studovany enzym sa pouZiva aj pri biosynté-
ze galakto-oligosacharidov a cerebralnych galakto-
lipidov'2.

Rozvoj imobilizacnych technik, doékaz a stanovenie
aktivity biokatalyzatorov su zavislé na progrese biotechno-
logickych procesov. Hlavnou bariérou transportu pocet-
nych latok st membrany bunky, a preto sme pozornost
sustredili aj na ich permeabilizaciu. Predpokladdame, Ze
imobilizované bunky alebo biokatalyzatory rastlinného
povodu, podobne ako mikrobidlne, mézu v budicnosti
zohrat' dodlezitu Glohu v biotechnologickych procesoch’.
V predlozenej praci sa Studoval vplyv permeabilizacie na
enzymovu hydrolyzu laktdozy pomocou imobilizovanych
buniek Arabidopsis thaliana, ako aj distribucia intra-
a extracelularnej laktazy z testovanych buniek.

Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej meto-
dy detekcie laktazy a tiez imobilizacie Studovaného enzy-
mu, ma vel'ky vyznam ako pre vedecko-vyskumné, tak aj
pre priemyselné ucely. Pri tejto jednoduchej a rychlej me-
tode dokazu a stanovenia laktazy sa vyhodne pouzivaju
syntetické substraty: B-naftylamidy, o- resp. p-nitroanilidy
galaktozy.

Experimentalna ¢ast’

Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultury ardbovky Thalovej
[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. cv. Columbia] sa odvo-
dili z kliénych rastlin. Tieto kultury sa pestovali
v kultivaénom médiu podla Linsmayera a Skooga'’
s pridavkom 1 mg 1! kyseliny 2,4-dichlorfenoxioctove;,
0,1 mg I"" kinetinu a 3% sachardzy, na rotaénej trepacke
v priebehu 14 dni podl'a Viehwegera a spol.'.

Permeabilizacia buniek
Bunky pestované v suspenznej kultire sa jednotlivo
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permeabilizovali Tweenom, alkoholom, hexadecyltrimety-
lamoniumbromidom a hexadecyl-pyridiniumchloridom
nasledovne: po 20 g suspenzne pestovanych buniek sa po
odfiltrovani a premyti 1,51 0,15 mol "' 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 miesania (60 rpm) pri laboratornej
teplote. Permeabilizované bunky sa po premyti 3,5 1 desti-
lovanej vody a 4 1 0,15 mol I"' NaCl imobilizovali gluta-
raldehydom.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

20 g permeabilizovanych buniek sa prenieslo do
70 ml 0,15 mol 1" NaCl, pomaly sa pridalo 7 ml 25% glu-
taraldehydu a pri laboratdrnej teplote sa za pomalého mie-
Sania (60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bun-
ky sa premyli 3,5 1 destilovanej vody, 4 1 0,15 mol 1™
NaCl a uchovavali v 0,15 mol I"' NaCl pri 4 °C.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

CerstvdA hmotnost a susina suspenznej kultiry
a imobilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po
vysus$eni do konstantnej hmotnosti pri 105 °C.

Vyuzitie glukozy

Vyuzitie glukézy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovalo

60 minut. Bunky suspenznych kultir a imobilizované
bunky sa preniesli do roztoku glukézy 200 mg 17!
v 0,05 mol I Na-fosfatovom tlmivom roztoku pH 7,0
a ubytok glukézy sa sledoval podl'a Trindera.

Zivotaschopnost buniek

Zivotaschopnost’ buniek sa sledovala podl'a Dixona®
za pouzitia trifenyltetrazoliumchloridu (TTC), fluorescein-
diacetatu a kyslikovej elektrody.

Doékaz a stanovenie intra- a extraceluldrnej laktazy

Pri dokaze a stanoveni intra- a extracelularnej laktazy
sa pouzili syntetické chromogénne substraty B-naftylamid
a p-nitroanilid B-D-galaktozy.

Dokaz extraceluldarnej enzymovej aktivity

Pri dokaze extracelularnej laktazy sa pouzil ako sub-
strat 1-naftyl- B -D-galaktopyranozid. Laktaza enzymovo
hydrolyzuje substrat. Uvolneny 2-naftol po reakcii
s hexazotovanym p-rozanilinom alebo Fast Blue BB tvori
korespondujtce azofarbivo. Extracelularna laktaza sa iden-
tifikovala metodou podla Lojdu a spol.'” a Stowarda
a Pearsa'®.

10 mg 1-naftyl-B-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-
rozanilinu (9,4 ml Mc Ilvainovho tlmivého roztoku
pH 5,0; 0,6 ml roztoku hexazonium p-rozanilinu a tento
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roztok sa 0,1 N NaOH upravil na pH 5,0). K tejto zmesi sa
pridalo este 10 ml 2% agaru v Mc Ilvainovom tlmivom
roztoku pH 5.0 a autoklavovalo obvyklym spésobom'®.

Hexazonium p-rozanilin sa pripravil podla Lojdu
a spol.'” nasledovne: Roztok A: 400 mg p-rozanilinu sa
rozpustilo v 8 ml destilovanej vody a 2 ml HCI. Roztok B:
4% NaNO,. Roztok A a B sa zmiesali v rovnakych mnoz-
stvach.

Takto pripravené agarové platne sa inokulovali bun-
kami kalusovych kultir a sterilne vypestovanymi kli¢nymi
rastlinami (3—5 dni starych) a inkubovali 20—100 mint.

Stanovenie intra- a extraceluldrnej aktivity laktazy

Priprava enzymu

Intracelularna aktivita laktazy sa stanovila za pouzitia
buniek suspenznej kultury. Bunky (10 g) sa odfiltrovali
a premyli 3 1 destilovanej vody, zhomogenizovali vo vy-
chladenej trecej miske s Mc Ilvainovym tlmivym rozto-
kom pH 4,7 v pomere 1:1 (g ml™"). Homogenat sa prefil-
troval cez silikonovl tkaninu, centrifugoval (10 min,
15 000 g pri 4 °C) a pouzil ako enzymovy preparat.

Pri stanoveni extraceluldrnej aktivity sa pouzilo kulti-
vacné médium bez buniek (centrifugacia 10 min, 2000 g,
mikroskopické kontrola nepritomnosti buniek). Superna-
tant sa pouzil na stanovenie extracelularnej aktivity enzy-
mu.

Stanovenie aktivity enzymu

Aktivita Studovaného enzymu sa stanovila modifiko-
vanou metédou podla Kim a spol.” za pouzitia p-
nitrofenyl-B-D-galaktopyranozidu ako substratu. Reakéna
ststava obsahovala vhodné mnozstvo enzymu (0,1-0,3 ml)
3-107 mol 1" substrat v 2 ml Mc Ilvainovho tlmivého
roztoku pH 4,7. V kontrolnych pokusoch bol enzymovy
preparat tepelne inaktivovany (10 min pri 100 °C). Zmes
sa inkubovala 15 min pri 30 °C a reakcia sa zastavila pri-
danim 2 ml 1 mol I"' Na,CO;. Koncentracia enzymovo
uvolneného p-nitroanilinu sa stanovila spektrofotometric-
ky pri 405 nm oproti kontrole. Enzymova aktivita je vyjad-
rend v kataloch. Obsah bielkovin sa stanovil podl'a Dou-
masa a spol.” za pouzitia hovidzieho sérumalbuminu ako
Standardnej bielkoviny.

Vysledky a diskusia
Rozvoj imobilizacnych technik ma velky vplyv na

vyvoj biotechnologii. Imobilizacia buniek resp. biokataly-
zatorov predstavuje velmi dolezity sposob uchovavania

(stabilizacie) vysokoucinnych biokatalyzatorov
(enzymov), ktoré su dolezit¢ pre biotransformacné
procesy !

Enkapsulacia (obal'ovanie) buniek resp. enzymov
hydrogélmi prirodného resp. syntetického poévodu nacha-
dza Siroké uplatnenie v zékladnom a aplikovanom vy-
skume, ako aj v priemyselnom meradle’. V tejto praci sme
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zamerali svoju pozornost na Studium permeabilizicie a
imobilizacnej techniky pomocou glutaraldehydu (bez pou-
zitia nosica) na aktivitu laktazy v bunkach Arabidopsis
thaliana.

Pri histochemickom a biochemickom §tidiu hydroly-
tickych enzymov sa vyhodne aplikuji rézne chromogénne
substraty'®'?. V predlozenej praci sa pouzili tieto syntetic-
ké substraty 1-naftyl-pB-D-galaktopyranozid a p-nitroanilid-
B-D-galaktopyranozid'>™"”. Inokuld sa ponechali na kulti-
vacnych médiach so substratom a bez substratu 1-2 h.
Rastlinné extracelularne p -galaktozidazy sa detekovali
pomocou Cervenohnedého zafarbenia, ktoré vznika simul-
tdnnou azokopuldciou hexazotovaného p-rozanilinu alebo
Fast Blue BB resp. a zo substratu enzymovo uvol'neného
2-naftolu. Po inokulacii kultivaéného média bez substratu
resp. inaktivovanym kalusom (10 min pri 100 °C) sa ziad-
ne zafarbenie nepozorovalo. Cervenohnedé zafarbenie
vznikéa na mieste kontaktu inokula s kultivaénym médiom,
v ktorom je pritomny I-naftyl- (3 -D-galaktopyranozid
a hexazotovany p-rozanilin alebo Fast Blue BB .

Po vysadeni sterilnych kli¢nych rastlin na agarové
platne s 1-naftyl-B-D-galaktopyranozidom a hexazotova-
nym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom sa pozorovali
farebné zmeny na korienku a korenovych vlaskoch ako aj
na mieste ich kontaktu s platiiou. Po inokulécii agarovych
platni kalusmi s 1-naftyl-p-D-galaktopyranozidom a hexa-
zotovanym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom sa na
mieste kontaktu kalusu s platiiou pozorovali farebné zme-
ny, spoésobené tvorbou azofarbiv. Tieto sa tvoria simultan-
nou azokopulaciou enzymovo uvolnené¢ho 2-naftolu
s hexazotovanym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom.
V pripade tepelne inaktivovaného rastlinného materialu
(kli¢ne rastliny resp. kalusy 5 min 100 °C) sa azofarbivo
netvori. Laktaza ako aj iné hydrolazy maji vyznamnu
tlohu v metabolizme bunkovej steny a v jej prestavbe?
v priebehu ontogenézy.

Porovnanie distribucie intra- (38,8 %) a extracelu-
larnej (61,2 %) aktivity Studovaného enzymu poukazuje na
minoritné zastipenie intracelularnej a majoritné zastiipe-
nie extracelularnej formy laktazy (tab. I).

Tabul’ka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Pri imobilizacii Arabidopsis thaliana glutaraldehy-
dom sa v porovnani s bunkami suspenznych kultir pozoro-
vali niektoré mensie zmeny — mierna plazmolyza
a zhlukovanie buniek. U buniek imobilizovanych glutaral-
dehydom sa pri testovani s 2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloridom (TTC), fluoresceindiacetatom a merani spotreby
kyslika nezaznamenala Zivotaschopnost’ (obr. 1).

Permeabilizacia buniek Arabidopsis thaliana Twee-
nom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamo-
niumbromidom a hexadecylpyridiniumchloridom vedie
k preukaznému poklesu proteinov a miernejSiemu poklesu
aktivity enzymu. Specifickd aktivita studovaného enzymu
sa okrem aplikécie etanolu mierne zvySuje (tab. II).

Srinivasan a spol.? zistili, Ze po permeabilizacii bun-
kovej steny kvasiniek dochadza k preukaznému zvySeniu
aktivity fenylalaninamoniumlyazy (PAL). Pri permeabili-
zicii bunkovej steny suspenznych kultr rastlinnych bu-
niek sa také signifikantné zvySenie enzymovej aktivity
nepozorovalo.

Enzymova hydrolyza substratu p-nitrofenyl- 3 -D-
-galaktopyranozidu (BPNG) je v priebehu 3,5 h lineédrna,

c, 250
mg
glukdézy/l 200

150

100

50 +

0 10 20 30 40 50 60

¢as, min

Obr. 1. Casovy priebeh vyuZitia glukézy v bunkéch Arabidop-
sis thaliana imobilizovanych glutaraldehydom a v bunkach
suspenznej kultary (10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku
s gluk6zou); M glutaraldehyd, @ suspenzna kultara

Aktivita laktazy v 10-diiovych bunkéch suspenznej kultiry a v kultivaénom médiu Arabidopsis thaliana

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[ml] [mg g™ susiny] [pkat g”' susiny] [pkat mg™* proteinov]

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

(homogenat izolovanych

buniek)

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

(kultiva¢né medium bez

buniek)®

* Odpovedajtce obsahu izolovanych buniek
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Tabul’ka I1
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Obsah bielkovin a aktivita laktazy v 10-dilovych bunkach Arabidopsis thaliana a v bunkach suspenznej kultiry permeablil-
zovanej 5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50% etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylamoniumbromidom
(HTAB), 0,1% hexadecylpyridiniumchloridom (HPCH) v bunkéach imobilizovanych glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita gpeciﬁcké aktivita
[mg g’1 susiny] [pkat g’1 susiny] [pkat mg’l proteinov]
Suspenzia 14,40 £ 0,1 3,70 £ 0,01 0,26
Permeabilizované 0,1%HTAB 6,80+ 0,14 4,05+0,03 0,59
0,1%HPCH 6,80+ 0,07 4,05 +£0,05 0,59
5% Tween 20 6,80,+ 0,14 4,03 £0,03 0,59
5% Tween 80 6,80 £0,18 4,03 £0,04 0,59
30% etanol 6,80 £0,18 3,62 £0,02 0,53
50% etanol 6,80 £0,18 3,61 +0,01 0,53
Imobilizované 0,1%HTAB 6,80 0,18 3,51 +£0,02 0,52
0,1%HPCH 6,70 £ 0,07 3,51+ 0,02 0,52
5% Tween 20 6,70 £ 0,14 3,52+ 0,01 0,52
5% Tween 80 6,70 £ 0,07 3,50+ 0,01 0,52
30% etanol 6,70 £ 0,14 3,31 +£0,01 0,49
50% etanol 6,70 = 0,07 3,30+ 0,01 0,49

dosiahne 60-70% konverzie substratu a potom sa praktic-
ky zastavi. Vysledky ndSho Stadia ukazali, Ze hodnota
optimalneho pH laktazy v  kultivanom médiu
a v imobilizovanych bunkéch je 4,7. Tepelné optimum
Studovaného enzymu imobilizovanych buniek je pri 60 °C
a suspenznej kultury pri 56 °C. Podobné vlastnosti ma aj
invertaza buniek medovky™.

Porovnanie distribucie intra- a extracelularnej laktazy
poukazuje na to, ze prevaznd Cast’ enzymu (tab. I) sa na
rozdiel od invertazy a aminopeptidazy nachadza
v kultivatnom médiu****. Specifick4 aktivita extracelular-
nej laktazy je 4,15 vyssia nez intracelularnej laktazy.

Sacharéza je pravdepodobne najcastejSim zdrojom
uhlika a energie pri kultivacii pletivovych a suspenznych
kultar'*?,

Ako uz bolo uvedené, laktiaza katalyzuje enzymovu
hydrolyzu laktézy na glukozu a galaktdzu. Popri laktdze sa
v rastlinach nachadza aj melibidza a invertaza®, a preto
sme v predloZenej praci sledovali vplyv glukézy, fruktozy,
melibiozy, rafindzy, stachyozy a sachardzy na aktivitu
laktazy v nativnych a imobilizovanych bunkach Arabidop-
sis thaliana. Vysledky testov ukazali, ze sachardza a fruk-
toza aktivitu Studovaného enzymu neovplyviiuje, kym
glukoza a stachyoza mierne inhibuje. Miera inhibicie ga-
laktozidazy galaktézou, melibidzou a rafindzou je funk-
ciou jej koncentracie (tab. III).

Hamilton a spol.® zistili, Ze pri vyuziti sachardzy
rastlinnymi pletivovymi kultirami sa sachardza najskor
enzymovo transformuje na glukézu a fruktézu. Obsah
oboch sacharidov v kultivatnom médiu je v prvych dnoch
inokulacie priblizne rovnaky. V pritomnosti gluk6zy bun-
ky frukt6zu nevyuzivaju.

Inhibiény G¢inok 2-sulfanyletanolu 0,1-0,5 mmol 1™
mozno odstranit’ pridanim 5-10 mmol ™" ditiotreitolu, ¢o
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poukazuje na to, ze —SH skupiny st pre enzymovu reakciu
nepostradatelné®’.

Bunky imobilizované glutaraldehydom uchovavané
v 0,15 mol I"! NaCl v pritomnosti konzervacnych latok
(chloramfenykol, chlortetracykliniumchlorid, (1-metyl-
dodecyl)dimetylamin N-oxid®® a azid sodny si v priebehu
6 mesiacov uchovavaji pomerne vysoku enzymovu aktivi-
tu (tab. IV). Mierne zvysenie aktivity v priebehu uchova-
vania sposobuje pravdepodobne disocidcia inhibitora, kto-
ry sa na enzym naviazal v priebehu imobilizacie.

Imobilizované bunky moZno po vysuSeni pri labora-
tornej teplote uchovavat’ aj v uzavretych nadobach pri 4 °C,
resp. 20 °C. Dehydratované imobilizované bunky sa ne-
chaju pred pouzitim nabobtnat’ vo fyziologickom alebo
tlmivom roztoku 10-30 min. Aktivita takto stabilizované-
ho biokatalyzatora (enzymu) sa periodicky testovala
(kazdé 2 tyzdne) v priebehu 6 mesiacov. Po 2 tyzdinoch
bola zostatkova aktivita 92%, po 1 mesiaci 74 % a po 2
mesiacoch 52 %. V nasledujicom obdobi (4.— 6. mesiac)
sa nepozorovali vyrazné zmeny aktivity sledovaného enzy-
mu. Po 6 mesiacoch sa zistila 46% zostatkova aktivita. Je
vSeobecne zname, ze imobilizované bunky maju v porov-
nani so suspenznymi kulturami tieto vyhody: zabezpecenie
nepretrzitého prietoku, zlepSenie separacie biokatalyzato-
ra, prediZenie pol¢asu biokatalyzatora, fyzikalnu ochranu
voci striznym silam, ochranu pred zhlukovanim, stimula-
ciu produkcie sekundarnych metabolitov, konzervaciu
multifunkéného systému®*..

V bunkach imobilizovanych zosietovanim glutaralde-
hydom je aktivita sacharazy, tyrozindekarboxylazy, DOPA
dekarboxylazy a laktazy v porovnani s aminopeptidazami
pomerne vysoka'' 2.

Kravské mlieko obsahuje 4,8 % vo vode nedostatocne
rozpustného mlie¢neho cukru — laktézy. Konzumacia vac-
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Tabul’ka I1I
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Vplyv vybranych cukornych efektorov na aktivitu laktdzy v imobilizovanych bunkach a v bunkach suspenznej kultary

Arabidopsis thaliana

Efektor Koncentracia % povodne;j aktivity *
[mmol 1] A B

Galaktoza 100 9 15
50 13 24

10 26 30

5 51 57

84 87

0,1 97 98

Melibioza 100 77 78
50 82 83

20 87 88

10 92 94

Rafinoza 100 91 93
50 95 96

20 98 99

Stachyoza 100 94 95
50 96 97

20 99 99

Glukoza 100 84 95
50 90 97

20 95 99

Fruktoza 100 100 100
50 100 100
20 100 100
Sachar6za 100 100 100
50 100 100
20 100 100

* A — imobilizované bunky, B — bunky suspenznej kulttry

Sicho mnozstva laktdzy sa moze prejavit’ laxativnym ucin-
kom, ktory sa v niektorych pripadoch upravuje medika-
mentozne. Priprava mlieka so znizenym obsahom laktdzy
mé z uvedeného doévodu velky prakticky vyznam. Vedl'aj-
$im produktom vyroby syrov je srvatka s vysokym obsa-
hom laktézy. Jej vyuzitie je pre spominané vlastnosti
limitované'.

Vysledky prace Wena a spol.* poukazuju na déleziti
ulohu enzymov pri vyzive rastlin, Grodnosti pddy, biore-
medidcii a rezistencii rastovych vrcholov koreniov voci
patogénom. Rozsiahle laboratorne experimenty nasvedcu-
ju, ze k sekrécii laktézy, bunkami rastovych vrcholov
a korenovych vlaskov, podnecuje predovsetkym edafon.
Objasnenie mechanizmu tejto reakcie si vyzaduje d’alSie
Stadium.

Biotransformécie su nielen ddkazom alternativneho
a ucinného rieSenia syntézy pocetnych biologicky uéin-
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nych latok, ale st stcasne zarukou environmentalne neza-
vadnych technoldgii, ¢im prispievaju k ochrane Zivotného
prostredia®’.

Vzhl'adom na uZz spomenuté vlastnosti laktozy
v suvislosti s mliekom®’, ako aj vyznam laktazy pri vyzive
a raste rastlin, deleni buniek a S$tidiu jednotlivych zloziek
bunkovej steny kontinualne modifikovanych v priebehu
rastu a diferenciacie'*' > predpokladame, Ze imobilizo-
vana laktaza spolu s inymi glykozidazami rastlinného po-
vodu najde uplatnenie pri biotransformacii latok dolezi-
tych pre farmaceuticky a potravinarsky priemysel. Nové
zdroje laktdzy sa mézu vyuzit pri biotransformacii laktozy
a derivatov galaktozyl-polyolov (galaktooligosacharidov),
ktoré majii $iroké uplatnenie vo farmacii'>*'*.

Stadium §truktiry poéetnych biologicky aktivnych
latok a aplikécia testovaného enzymu, ako aj inych bioka-
talyzatorov je d’alsou moznostou ich uplatnenia®*.
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Tabul'ka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Stabilita laktazy v imobilizovanych bunkéach Arabidopsis thaliana v priebehu skladovania

Konzervacéna latka

Povodna aktivita [%] ©

0 mesiacov 1 mesiac 2 mesiace 3 mesiace 6 mesiacov
- 100 _ _ — —
CLCTC (50 mgI™)? 65 67 70 78 89
ATDNO (100 mg I"")° 64 65 69 79 90
Chloramfenikol (50 mg ™) 64 65 69 79 91
Azid sodny (200 mg 1) 64 65 70 78 91
Zamrznuté v 0,15 mol I”! NaCl 65 66 70 80 93

* CLCTC — chlortetracykliniumchlorid, ® ATDNO — (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid, ¢ pdvodna aktivita = enzymova
aktivita (100 %) v bunkach suspenznej kultiry pred imobilizaciou

Na zaklade uvedenych skutoc¢nosti mozno konstato-
vat, ze dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej
metddy detekcie laktazy ma vel’ky vyznam ako pre vedec-
ko-vyskumné, tak aj technologické ucely.

Zaver

V praci sa studovala vhodnost’ aplikacie glutaraldehy-
du pri imobilizacii buniek suspenznych kultar Arabidopsis
thaliana. Vysledky experimentov ukazali, Ze bunky Arabi-
dopsis thaliana po permeabilizacii Tweenom 20, Twee-
nom 80, etanolom, hexadecylpyridiniumchloridom mozno
pri zachovani pomerne vysokej aktivity laktazy imobilizo-
vat’ glutaraldehydom. Takto imobilizované bunky je vhod-
né uchovéavat' v roztoku 0,15 mol I"' NaCl v pritomnosti
konzervaénych latok (chloranfenykol, chlortetracyklinium-
chlorid, (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sod-
ny alebo ich vysuSit' a takto uchovéavat. PrevaZzna cast’
testovaného enzymu 61,2 % sa nachadza v kultivaénom
médiu (extracelularna forma), kym intracelularna forma je
minoritna 38,8 %.

Pomocou histochemickych testov sa potvrdila sekré-
cia laktazy kalusom a bunkami suspenznych kultr resp.
ako aj korefiovymi vlaskami a rastovymi vrcholmi korefia
kli¢nych rastlin na svoj povrch.

Vyuzitie laktézy v potravinarstve a vo farmdcii ako aj
pri Stadiu jej Ulohy pri vyzive rastlin, bioremediacii
a rezistencii rastovych vrcholov voc¢i parazitom si vyzadu-
je vyhladavanie vhodnych zdrojov $tudovaného enzymu.
Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej metddy
laktazy je pre toto Stidium nepostradatel'na.

Prdca bola vypracovand v ramci riesenia grantového
projektu VEGA 1/0182/09. Za odbornu a technicku spolu-
prdcu touto cestou dakujeme doc. Dr. S. Konigovi a pani
I. Bayreuthovej z Ustavu biochémie a biotechnoldgie, 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 60-70 %. 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.



