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1. Cile prace

Vypracovat literarni reSersi na téma: Hydrolyza laktosy v mléce a syrovatce za
katalyzy B-galaktosidasy.
Pfipravit imobilizovanou B-galaktosidasu na riznych typech nosicu.

Pomoci metody HPLC studovat hydrolyzu laktosy v syrovatce.



2. Uvod

S rostoucim vyskytem intolerance laktosy u dospélé populace se zvySuje
poptavka po bezlaktosovém mléce a mlécnych vyrobcich. Enzym B-galaktosidasa
[E.C.3.2.1.23] je hydrolyticky enzym, ktery $tépi glykosidovou vazbu laktosy a rozklada
ji tak na dvé jeji stavebni podjednotky - glukosu a galaktosu. Nepfitomnost tohoto
enzymu nebo jeho nizka produkce v lidském organismu vyvolavaji nepfijemné
symptomy po poziti potravin obsahujicich laktosu a zpuUsobuji snizenou schopnost
organismu tyto potraviny travit a laktosu metabolizovat. ReSenim je dodrzovani
bezlaktosové diety, kterd musi obsahovat pouze bezlaktosové potraviny.

Z ekologického hlediska je velkym problémem nadmérna produkce syrovatky
pfi vyrobé syra. Tato syrovatka je vypousSténa do vodnich tok( a zpUsobuje jejich
zavazné znedisténi. ReSenim je hydrolyza laktosy v syrovatce, ktera pieméni
syrovatku na sladky sirup slozeny z glukosy a galaktosy. Tento sirup mlze byt
nasledné vyuzit v potravinaiském primyslu pfi vyrobé sladkych napoju a potravin.

Enzymova hydrolyza laktosy B-galaktosidasou je finanéné narocny proces.
Cena tohoto procesu vS8ak muze byt snizena imobilizaci (B-galaktosidasy na vhodné

nosice, jelikoz se umozni opakované pouZziti enzymu.



3. Teoreticka cast

3.1. Laktosa

Laktosa je zajimavy sacharid v mnoha ohledech. U placentarnich savcl je

syntetizovan prsni zlazou v pozdnim stadiu téhotenstvi a béhem laktace. Syntéza

laktosy je umoznéna enzymem laktosasyntasou. Laktosasyntasa je dimericky komplex

dvou proteind, a to galaktosyltransferasy a a-laktalbuminu (Garret & Grisham, 2010).

Tabulka 1 ukazuje rozdilné slozeni mléka raznych savct, véetné rozdilného zastoupeni

laktosy.

Tab. 1: Slozeni miéka riizného pavodu (v %), (Upraveno podle:Latha, 2007).

Druh mléka Voda Bilkoviny Tuk Laktosa Popel

Kravské 87,4 3,3 3,9 4,6 0,72
Lidské 86,5 2,0 4,1 7,2 0,21
Kozi 86,9 3,3 4,5 4,6 0,79
Kobyli 89,8 2,0 15 6,1 0,41
Tuleni 34,0 12,0 54,0 neobsahuje 0,53

3.1.1. Vlastnosti laktosy

Laktosa je disacharid, ktery se vyskytuje v mléénych vyrobcich. Proto se také

laktosa oznaluje nazvem mlécny cukr. Laktosa je hlavni sloZkou syrovatkové su$iny

(okolo 70 %) a je velmi dalezitym zdrojem energie. Ma také nékolik vyznamnych funkci,

jako jsou stimulace peristaltické aktivity v zazivacim traktu, ovlivnéni absorpce vapniku

a fosforu, dale také zajisténi optimalniho mnozstvi hofciku a zlepSeni traveni mlééného

tuku a dalSich Zivin v lidském organizmu. Jako prvni izoloval laktosu Ettmueller v roce
1688, a to rekrystalizaci ze syrovatky (Whittier, 1944).
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Tab. 2: Obsah laktosy v mléénych vyrobcich (Upraveno podle: Stransky et al.,
2007).

Mlécny vyrobek Mnozstvi
(100g9) laktosy
Polotu¢ny jogurt 59
Odtuénéné mléko 59
Svycarsky syr 1g
Zmrzlina 19g¢g
Cottage syr 2-39
Maslo 6g
Kozi syr 419
Kefir 4-6¢g
Ovei syr 0,19

3.1.1.1. Struktura laktosy

Laktosa je redukujici sacharid o molarni hmotnosti 342,3 g mol™, jehoZ sumarni
vzorec je C1,0,,Hy;. Jedna se o disacharid. Disacharidy jsou sloZzené sacharidy, ve
kterych jsou dva monosacharidy navzajem spojeny vazbou mezi anomernim centrem
jedné jednotky a libovolnou hydroxylovou skupinou druhé jednotky. Laktosa se sklada
z D-glukosy a D-galaktosy. Tyto dva monosacharidy jsou vézany B-glykosidovou
vazbou mezi C1 galaktosy a C4 glukosy. Laktosa je tedy (1->4)-B-glykosid. Konkrétné
B-D-galaktopyranosyl-(1->4)-B-D-glukopyranosa nebo také 4-O-B-D-galaktopyranosyl-

B-D-glukopyranosa (McMurry, 2007). Struktura laktosy je zndzornéna na obrazku 1.

Laktosa

CH,OH CH,OH
O o

QH OH

OH OH

Obr. 1: Struktura laktosy (Upraveno podle: Fasciotti et al., 2012).
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C1 uhlik glukosy je anomerni, coz zpusobuje existenci dvou forem laktosy,
a-laktosy a [B-laktosy. Obé tyto formy maji stejné chemické vlastnosti, liSi se vSak
vlastnostmi fyzikalnimi. Napfiklad opticka otacivost a-laktosy je +89,4°, zatimco opticka
otacivost B-laktosy je+35,0°(Brown et al., 2009).

3.1.1.2. Chemické reakce laktosy

Laktosa muze za urcitych podminek podléhat napfiklad hydrolyze, oxidaci,
redukci, izomeraci nebo také asociaci. Pfi oxidaci se laktosa oxiduje na Kkyselinu
laktobionovou. Pfi redukci se laktosa redukuje na alkohol laktitol. Z biotechnologického
hlediska je v8ak nejdllezitéjsi reakci hydrolyza laktosy. Chemickeé reakce laktosy jsou

schematicky znazornény na obrazku 2.

OH

(E) Laktobionova kyselina (B)
CH.OH CH,OH CH.OH
Oxidace
o
Izomerace “
droly
H CH,OH
Galaktosa Glukosa cn LOH > cH,ou Laktulosa

Laktitol

Galakto-oligosacharidy

Obr. 2: Reakce laktosy (Upraveno podle:Jovanovic-Malinovska et al., 2012; Gutierrez
et al., 2012).
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Hydrolyza laktosy se mlze provadét pusobenim mineralnich kyselin, pomoci

ionext nebo plsobenim B-galaktosidasy.

3.1.2. Intolerance laktosy

Intolerance laktosy je neschopnost travit vétsi mnozstvi laktosy. Je zplisobena
nedostatkem enzymu laktasy, ktery je produkovan bunikami lemujicimi sténu tenkého
stteva. Casto dochazi k zaméné intolerance laktosy s nesnasenlivosti kravského
mléka, jelikoz pfiznaky jsou Casto velice podobné. Nesnasenlivost kravského mléka je
alergicka reakce, ktera je vyvolana imunitnim systémem, zatimco intolerance laktosy je
problém, ktery je zpusoben travicim systémem (Klouda, 2000; Hejtmankova et al.
2002).

Symptomy intolerance laktosy jsou nevolnost, kifeCe, nadymani, plynatost a
prijem. Tyto symptomy se obvykle dostavuji po 30 minutach az 2 hodinach od poziti
potravin nebo napoju obsahujicich laktosu. Zavaznost téchto symptomu zavisi na
mnoha faktorech jako jsou mnozZstvi laktosy, kterou je Clovék jesté schopen tolerovat,
dale vék Clovéka, rasa a rychlost zazZivani.

Intoleranci laktosy mlze byt tézké diagnostikovat. Lékar nejdfive doporudi
pacientovi vylouceni kravského mléka ze stravy. Pokud pfiznaky nezmizi, udéla l1ékar
testy, které diagnostikuji intoleranci laktosy. Mezi nejb&znéjsi testy patfi Test tolerance
laktosy. Tento test vyZzaduje hladovéni a nasledné vypiti napoje, ktery obsahuje
laktosu. Po dobu 2 hodin je poté odebrano nékolik vzorku krve, ve kterych se stanovuje
obsahu glukosy. Tato méfeni ukazuji, jak dobfe je télo schopné travit laktosu. Pokud
hladina glukosy v krvi pacienta nestoupd, znamena to, Zze télo neni schopné Stépit
laktosu (Klouda, 2000; Hejtménkova et al., 2002).

Nékteré pfiiny nesnasenlivosti laktosy jsou dobfe znamy. Primarni deficit
laktasy je stav, ktery se vyviji v pribéhu €asu. Ve véku 2 let télo zane produkovat
méné laktasy, pficemz si vétSina lidi nepfijemnych symptomu povSimne, az kdyzZ jsou
starSi. K sekundarnimu nedostatku laktasy dochazi pfi poranéni tenkého stfeva nebo
pfi nékterych travicich onemocnénich, které snizuji mnozstvi laktasy, kterou Clovek
produkuje. Mezi tato onemocnéni patfi napfiklad celiakie, zanétlivé onemocnéni stiev a
Crohnova choroba. Védci dokonce identifikovali geneticky odkaz pro nesnasenlivost
laktosy. Néktefi lidé se rodi s pravdépodobnosti vzniku primarniho deficitu laktasy,

jelikoz jim byla tato predispozice pfedana geneticky napfiklad od rodi¢t. Tento objev
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muze byt uZiteCny pfi vyvoji diagnostického testu, ktery dokaze identifikovat lidi s touto
predispozici.

Intoleranci laktosy je lehké 1é€it. Neexistuje sice 1éEba, ktera by dokazala zvysit
schopnost téla vytvaret laktasu, ale nepfijemné symptomy mohou byt velmi dobfe

udrzovany pod kontrolou dodrzovanim bezlaktosové diety (Shortt & O Brien, 2004).

3.2. B-galaktosidasa

B-D-galaktosidasa (EC.3.2.1.23), Castéji znama jako laktasa, je hydrolyticky

enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu laktosy na glukosu a galaktosu (Verma et al., 2012).

3.2.1. Zdroje a vlastnosti B-galaktosidasy

Enzym mlze byt ziskan zrGznorodych zdroju, jakymi jsou napfiklad
mikroorganismy, rostliny nebo ZivoCichové. B-galaktosidasu je mozZné vyizolovat
z rostlinnych pletiv a zZivocisSnych tkani. NejCastéji se vSak B-galaktosidasa ziskava
z mikroorganismu. Vyskytuje se v bakteriich, kvasinkach, plisnich a aktinomycetéch.
Vlastnosti, specifi¢nost a struktura -galaktosidasy se li§i podle zdroje, ze kterého
enzym pochazi. Enzymy se liSi napfiklad v molekulové hmotnosti, polohou aktivniho
mista, délkou aminokyselinového fetézce, stabilitou a také pH optimem a teplotnim
optimem (Mlichova & Rosenberg, 2006; Verma et al., 2012). Vlastnosti mikrobialnich 8-

galaktosidas jsou znazornény v tabulce 3.
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Tab. 3: Vlastnosti mikrobialnich B-galaktosidas. E=extracelularni, I=intracelularni

(Upraveno podle: Mlichova & Rosenberg, 2006).

Vlastnosti mikrobialnich B-galaktosidas

Produkce

Mikroorganismus enzymu pHoptimum | Teplotni optimum [°C]
Plisné Aspergillus niger E 3,0 -4,0 55-60

Aspergillus oryzae E 5,0 50-55
Kvasinky | Kluyveromyces lactis I 6,5-7,0 30-35

Kluyveromyces fragilis I 6,6 30-35
Bakterie | Escherichia coli I 7,2 40

Lactobavillus

thermophilus | 6,2 55

Leuconostoc citrovorum I 6,5 66

Bacillus circulans I 6,0 65

V porovnani s rostlinnymi a zivociSnymi zdroji B-galaktosidasy jsou mikrobialni
zdroje vyhodnéjsi pfedevSim diky vySSimu vytéZku, coz snizuje cenu enzymu a jsou
proto technologicky vice vyznamné (Grossova et al., 2008).

Vybér vhodného zdroje B-galaktosidasy zavisi na reakénich podminkach
hydrolyzy laktosy. Napfiklad mléné kvasinky s pH optimem kolem 6,5-7 jsou
pouzivany pfi enzymové hydrolyze laktosy v mléce a syrovatce, zatimco plisfiova B-
galaktosidasa s pH optimem kolem 3-5 je vice vyuzivana pfi kyselé hydrolyze laktosy
v syrovatce (Mlichlova & Rosenberg, 2006).

Ustok et al. (2010) vySetfovali pH optimum a teplotni optimum B-
galaktosidasy. Zjistili, ze optimalni pH B-galaktosidasy je 7. Toto zjisténi odpovida
vysledkam dfivéjSich experimentl, kdy napfiklad Greenberg & Mahoney (1982)
stanovili pH optimum 7,0 pro B-galaktosidasu izolovanou z bakterie S.thermophillus.
Podobného objevu dosahli také Kreft & Jelen (2000), (Ustok et al., 2010).

Déale Ustok et al. (2010) zjistili, ze teplotni optimum B-galaktosidasy se
nachazi v rozpéti teplot 45-50°C. V rozmezi téchto teplot si enzym udrzel 90 % své
puvodni aktivity (Ustok et al., 2010). Podobného vysledku doséhli také Shah & Jelen
(1991), ktefi stanovili jako teplotni optimum B-galaktosidasy teplotu 45°C (Shah &
Jelen, 1991).

Kim et al. (2004) zkoumali inhibi¢ni efekt galaktosy na p-galaktosidasu. Zjistili,

Ze galaktosa pusobi jako inhibitor B-galaktosidasy pouze pfi urcité koncentraci laktosy
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jako substratu. PFi koncentraci laktosy pod 50 mmol I"* fungovala galaktosa jako silny
inhibitor B-galaktosidasy. PFi koncentraci laktosy kolem 100 mmol I* v8ak zacal
inhibiéni efekt galaktosy mizet a pfi koncentraci laktosy nad 200 mmol I* dokonce
zacCala pusobenim galaktosy aktivita B-galaktosidasy stoupat (Kim et al., 2004). Vliv

galaktosy na aktivitu B-galaktosidasy je znazornén na obrazku 3.

600

Pocateéni rychlos (mikromol glukosa/min/mag)
//

0 20 40 60 80 100

Koncentrace galaktosy Immol/ll

Obr. 3: Efekt galaktosy na aktivitu B-galaktosidasy. Graf znazorfuje zavislost
pocatecni rychlosti reakce na koncentraci galaktosy. Byla pouzita rizna koncentrace
galaktosy (0, 5, 10, 25, 50 a 100 mmol I'*) a rGzna koncentrace laktosy (10 mmol I =
gerné kole¢ko, 15 mmol I = bilé kolegko, 25 mmol = gerny &tverec, 50 mmol I™* = bily
&tverec, 100 mmol I* = &erny trojuhelnik, 200 mmol I = bily trojahelnik), (Upraveno
podle: Kim et al., 2004).

Kim et al. (2004) také zkoumali inhibi¢ni efekt glukosy na B-galaktosidasu.
Jako substrat pouzili oONPG misto laktosy, protoze laktosu v tomto pfipadé neni mozné
pouzit. Dvodem je zavazny vliv laktosy na stanoveni aktivity B-galaktosidasy po
pfidani glukosy do reakéni smési. Se zvysujici se koncentraci glukosy se zvySovalo
mnozstvi produkovaného o-NP, zatimco snizeni aktivity B-galaktosidasy bylo
pozorovano pfi vysoké koncentraci 0-NPG (vice nez 10 mmol I'") a glukosy (vice nez
50 mmol I'"). Tyto vysledky naznaéuji, Ze glukosa neni inhibitorem hydrolyzy, ale chova
se jako lepSi akceptor pro transgalaktosylacni reakce a reaguje pouze

s meziproduktem reakce (galaktosyl-enzym) jako akceptor galaktosy, &imz vytvaFi
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galaktosyl-glukosovy disacharid (Kim et al., 2004). Obrazek 4 znazorfuje vliv glukosy
na aktivitu B-galaktosidasy.

0.6 1
(
0.5 3 n
% /
E
E
2 04 -
.§ .//.—.‘ — - —@
03 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Glukosa [mmol/l]

Obr. 4: Efekt glukosy na aktivitu B-galaktosidasy. Graf znazornuje zavislost
mnozstvi vzniklého o-NP na mnozstvi pfidané glukosy. Byly pouzity rizné koncentrace
glukosy (0, 25, 50 a 100 mmol I'). Aktivita B-galaktosidasy byla studovana pfi pouZiti o-
NPG jako substratu o riznych koncentracich (2,5 mmol I* = gerné kole¢ko, 5 mmol I* =
gerny &tverec, 10 mmol I'* = &erny trojuhelnik a 15 mmol I = bilé kolecko), (Upraveno
podle: Kim et al., 2004).

B&hem nékolika poslednich let se zvySuje zajem o enzymy, které jsou vysoce
aktivni pfi nizkych, ¢i naopak vysokych teplotach. Fernandes et. al (2002) izolovali B-
galaktosidasu z psychrotropniho mikroorganismu Pseudoalteromonas sp. z prostredi
Antarktidy. Enzym byl purifikovan s vysokym vytéZzkem. Rychla purifikace zahrnovala
extrakci ve vodném dvoufazovém systému doprovazenou hydrofobni chromatografii a
ultrafiltraci. p-galaktosidasa byla optimalné aktivni pfi pH 9 a teploté 26°C. Aktivita
enzymu byla vysoce citliva do teploty 30°C a pfi teploté nad 40°C jiz byla
nedetekovatelna (Fernandes et al., 2002).

Enzym byl také hodnocen z hlediska hydrolyzy laktosy. Vice nez 50 %

hydrolyzy laktosy bylo dosazeno béhem osmi hodin v prostiedi pufru a aktivité enzymu
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1 U ml™. V pfitomnosti 0,1% (w/v) polyethyleniminu byla hydrolyza laktosy zvy$ena na
70 %. Rozsah hydrolyzy laktosy v mléku byl 40-50 %.

Enzym byl také imobilizovan na Sepharosu prostfednictvim aktivacnich
¢inidel s 60-70% zustatkem aktivity enzymu. Imobilizovany enzym byl vice stabilni a
jeho schopnost hydrolyzovat laktosu byla srovnateln& se schopnosti hydrolyzy laktosy
volného enzymu (Fernandes et al., 2002).

Naopak termostabilni B-galaktosidasa byla izolovana z plisné Aspergillus
alliaceus, kterd byla obsazena ve shnilém bananu. Jako optimalni teplota a pH pro
volny enzym byly zjistény hodnoty 45°C a 7,2. Pro imobilizovany enzym se teplotni
optimum posunulo na hodnotu 50°C a pH optimum z(stalo stejné, jako v pfipadé
volného enzymu, tedy 7,2. Imobilizovany enzym si zachoval 43 % aktivity volného
enzymu. Studium operaéni stability enzymu ukazalo, Ze enzym si zachoval 90 % své

pocatecni aktivity poté, co byl pouzit ¢tyfikrat (Sen et al., 2012).

3.2.2. Struktura B-galaktosidasy

B-galaktidasa z E. coli je tetrametr, ktery zahrnuje Ctyfi polypeptidové fetézce,
oznaCované pismeny A-D. Kazdy tento fetézec se sklada z 1023 aminokyselin
(Matthews, 2005).

Kazdy 1023-aminokyselinovy monomer je tvofen péti doménami, 1-5, které
jsou znazornény modrou, zelenou, Zlutou, tyrkysovou a €ervenou barvou (viz obrazek
5).

Doména 3 obsahuje strukturu barelu, kde se nachazi aktivni misto. To je
konkrétné lokalizovano na C-konci barelu (Matthews, 2005). Obrazek 5 znazorfiuje

strukturu p-galaktosidasy.

-18 -



Aktivacni rozhrani

Aktivni misto
Monomer D

Obr. 5: Struktura B-galaktosidasy. Oranzova = doplfiujici peptid, modra = doména 1,
zelena = doména 2, Zluta = doména 3, tyrkysova = doména 4, Cervena = doména 5.
Svétlejsi a temnéjSi stiny dané barvy jsou pouZity k rozliSeni stejnych domén v raznych
podjednotkach. Kovové kationty v kazdém ze Ctyf aktivnich mist jsou znazornény jako

kuligky: Na* = zelena, Mg®* = modra (Upraveno podle: Matthews, 2005).

Ctyfi monomery v tetrameru jsou usporadany kolem tfi vzajemné kolmych os
symetrie. Tyto osy formuiji tfi odliSna rozhrani mezi rozdilnymi pary monomerd. Prvni
»dlouhé® rozhrani je tvofeno horizontalni osou, ktera uvadi do souvislosti monomer A s
B a také monomer C s D. Druhé ,aktivacni“ rozhrani je tvofeno vertikalni osou, ktera

uvadi do souvislosti monomer A s D a B s C (Matthews, 2005).

3.2.3. Hydrolyza laktosy

Hydrolyza laktosy maze probihat bud v kyselém prostfedi za zvySené teploty
(150°C) nebo enzymovou katalyzou za vyuziti enzymu B-galaktosidasy. Ve srovnani
s chemickou hydrolyzou enzymova hydrolyza laktosy dovoluje mirn&jsi reakéni
podminky, tedy nizSi teplotu a vy$Si pH (Grossova et al., 2008).
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Mezi dal8i vyhody enzymové hydrolyzy laktosy patfi také zamezeni vzniku
vedlejSich produktl, které Casto vznikaji pfi hydrolyze chemické. Dale nedochazi
k degradaci rdznych dalSich slou€enin, které jsou obsazeny v mlé&nych vyrobcich.
Nevyhodou chemické hydrolyzy je Casty vznik rdznych nepfijemnych chuti, vini Ci
barev v mlééném vyrobku (Mlichova & Rosenberg, 2006).

PFfi vyrobé syra vznika syrovatka jako odpadni produkt, ktery zplsobuje
zavazné ekonomické a environmentalni problémy. Takto vznikla syrovatka se nasledné
vypousti do fek a zpusobuje tak jejich vazné znecisténi. Z tohoto dlvodu se provadi
hydrolyza laktosy, ktera je v syrovatce pfitomna. Hydrolyzou laktosy se syrovéatka
pfeméni na sladky sirup, tvofeny pfedevSim glukosou a galaktosou, ktery mulze byt
pouzit jako sladidlo do mléénych vyrobku, cukrarfskych vyrobku, pekarenskych vyrobku

a sladkych napoju (Grossova et al., 2008).

3.3. Imobilizace B-galaktosidasy

Imobilizované enzymy se definuji jako enzymy, které jsou omezené v pohybu
nebo jsou umistény ve vymezeném prostoru. Maji vSak zachovanou svoji aktivitu
(Chibata, 1978).

V primyslu jsou pozadovany enzymy, které vykazuji vysokou produktivitu a
stabilitu a pfedevS§im moznost opakovaného pouziti. Imobilizace B-galaktosidasy byla
provedena ke zvySeni jeji stability a znuvupouzitelnosti (Verma et al., 2012).

DalSi nespornou vyhodou imobilizovanych enzymi je jejich snadna separace
z reakéni smési a zadné znecisténi produktu enzymem, coz je potiebné predevsim
v potravinarském prlimyslu. Enzymy pochazeji pfedevsim z rliznych druht bakterii a
kvasinek, které nejsou povazovany za bezpecéné.

Imobilizace enzyml ma vsak i jisté nevyhody. Proces imobilizace je spjaty
s poklesem enzymové aktivity, inikem nebo desorpci enzymu z matrixu. Pokles aktivity
po imobilizaci B-galaktosidasy se pohybuje od 0,01 % - 90 %, coz zalezi na metodé
imobilizace a na zdroji enzymu. Tato nevyhoda vSak mulze byt kompenzovana

moznosti opakovaného pouziti enzymu po jeho imobilizaci (Grossova et al., 2008).
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3.3.1. Historie imobilizace enzyml

V roce 1916 Nelson a Griffin provedli imobilizaci invertasy (sacharasy) na
pevny povrch aktivniho uhli a hydroxidu hlinitého (Nelson & Grifiin, 1916).

V tomto obdobi byly imobilizacni techniky pouzivany pfedevSim k tvorbé
adsorbentl pro izolaci proteini adsorpci na jednoduché organické nosiCe, jako jsou
napfiklad sklo, hlinik nebo hydrofobni sklo potazené latkou.

V padesatych letech stale pfevaZovala imobilizace prostfednictvim fyzikalnich
metod. Proteiny a enzymy byly imobilizovany fyzikalni adsorpci na pevné nosice.
Prikladem je imobilizace a-amylasy na aktivovany uhlik, bentonit nebo jil. DalSimi
pfiklady imobilizace fyzikalni adsorpci je imobilizace AMP deaminasy na kiemik nebo
imobilizace chymotrypsinu na kaolinit (Buchholz et al., 2005).

Metoda jednoduché fyzikalni adsorpce byla postupné zaméfovana za
specifickou iontovou adsorpci. Prikladem je imobilizace chymotrypsinu na
fosfocelulosu, imobilizace DNAasy na celulosu nebo imobilizace lipasy a katalasy na
styrenpolyaminostyren (Buchholz et al., 2005).

K prvnimu vyuziti imobilizovaného enzymu v pramyslu dosSlo pfi vyrobé
kukufiéného sirupu, pfi vyrobé opticky Cistych aminokyselin a pozdéji také pfi vyrobé
penicilinu G (Buchholz et al., 2005).

V dalSich letech se jiz stale vice imobilizuje prostfednictvim kovalentnich
vazeb. Fueller et al. (1980) imobilizovali NADH za pouziti dvou ve vodé rozpustnych
polymer(. Imobilizovany koenzym mél vétsi relativni aktivitu pfi pH 9, nez mél koenzym
volny (Fueller et al., 1980). Objevuje se také metoda enkapsulace, kdy jsou enzymy
zadrZzeny v semipermeabilnich sférickych membranach oznafovanych jako umélé
buriky. Zdokonaluji se metody zadrzeni enzymu. Pouzivaji se syntetické polymerni
gely jako napfiklad PVA (polyvinylalkohol), PAAm (polyakrylamidovy gel) nebo se
pouzivaji pFirodni polymery. PFikladem pfirodnich polymer( je nitrocelulosa nebo
Skrob.

Pozdéji se objevuje metoda zesitovani. Enzymy nejsou vazany na zadny
nosi€. Za pouziti bifunkéniho cross-linkeru jakym je napfiklad glutaraldehyd jsou
enzymy vzajemné zesitovany prostfednictvim koncovych skupin. V sedmdeséatych
letech dochazi kimobilizaci enzymU mikrobidlniho plvodu a s pFistupem
rekombinantnich organismi doslo k velkému rozvoji pouzivani enzymu v pramyslu
(Buchholz et al., 2005).

V devadesatych letech doch&zi k neustdlému zdokonalovani metod
imobilizace a stale vétSi pozornost je vénovana vyvoji enzyml, které jsou nejen vysoce

aktivni, ale také stabilni v organickych rozpoustédlech za vhodnych podminek.
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Objevuje se také imobilizace na magnetické materialy jako je napfiklad Fe;O, obaleny
chitosanem (Klibanov, 1997).

Goetz et al. (1991) vyvinuli vSestranny magneticky nosi¢ slozeny z €astic
kfemiku, ktery muUze byt pouzit pro absorpéni chromatografii i pro enzymovou
imobilizaci. Magnetické kuliCky pfipravili elektrostatickym vkladanim stfidajicich se
vrstev koloidniho oxidu kfemicitého a kationového polymeru na magnetické &astice
nikelnatého plasté. Tento magneticky material pouzili k imobilizaci invertasy. Enzym si
zachoval stejnou aktivitu po dobu osmi dni. Po dvacetipéti dnech si enzym udrzel 50 %

své plvodni aktivity (Goetz et al., 1991).

3.3.2. Metody imobilizace

Imobilizované enzymy jsou stale vice zadany v pramyslu a biotechnologiich
diky jejich znaénym vyhodam. V poslednich nékolika letech se v literatufe vyskytuji
nové zajimavé objevy a patenty, které ukazuji, Ze imobilizace enzymu vstoupila do
nové faze (Brady & Jordaan, 2009).

Dnes jsou imobilizovana B-galaktosidasa a ostatni enzymy intenzivné
pouzivany ve velkém meéfitku. Priklady vyuziti imobilizovanych enzymu jsou

znazornény v tabulce 4.

Tab. 4: Pramyslové aplikace imobilizovanych enzymu (Upraveno podle: Grossova
et al., 2008).

Substrat Produkt Imobilizovany enzym
Glukosa Fruktosa glukosa isomerasa
Laktosa Glukosa, Galaktosa B-galaktosidasa
Sacharosa Glukosa, Fruktosa invertasa
D,L-metionin L-metionin aminoacylasa
3-kyanopyridin | Nikotinamid nitril hydratasa

Kys. fumarova | L-jablecna kyselina fumarasa
Progesteron 17-a-hydroxy-progesteron | 17-hydroxylasa

Ackoliv mnoho studii popisuje efektivni imobilizaci B-galaktosidasy isolované
z rekombinantni Escherichia coli, jeji aplikace v potravinarském primysiu je
komplikovana, protoze tento mikroorganismus neni vSeobecné uznavan jako

bezpecny. V sou€asnosti nejsou za bezpecné zdroje B-galaktosidasy povaZzovany dale
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Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis, a Kluyveromyces fragilit (Z. Grossova et al.,
2008).

B-galaktosidasa byla imobilizovana nékolika metodami na rtiizné druhy matric.
Mezi tyto metody patfi napfiklad kovalentni navazani, zadrzeni, adsorpce, zesitovani,
zapouzdfeni, vlastni samostatna imobilizace a kombinace téchto metod.

Vybér vhodné metody imobilizace zalezi pfedevSim na vlastnostech enzymu.
B-galaktosidasy z rliznych zdrojl maiji rizné vlastnosti, jako je molekulova hmotnost,
délka proteinového fetézce a pozice aktivniho mista (Bravy & Jordaan, 2009).

Imobilizace B-galaktosidasy miize dramaticky ovlivnit vlastnosti enzymu.

3.3.2.1. Adsorpce

Fyzikalni adsorpce je nejjednodussi a nejstar$i metoda imobilizace enzymd
na nosiCe. Imobilizace adsorpci je zalozena na fyzikalnich interakcich mezi
biokatalyzatorem a nosiCem. Tyto interakce jsou napfiklad vodikové vazby, hydrofobni
interakce, van der Waalsovy sily a jejich rizné kombinace (Grossova et al., 2008).

Navzdory jednoduchosti je pouZiti této metody limitovano tendenci enzymu
desorbovat z nosi¢e a také velikou citlivosti enzymu k okolnim podminkdm jako
je teplota a iontova sila (Grossova et al., 2008).

Husain et al. (2011) imobilizovali B-galaktosidasu z Aspergillus oryzae na
nanoCastice oxidu zineCnatého prostfednictvim jednoduché fyzikalni adsorpce.
Nanocastice oxidu zine¢natého vykazaly 85% vytéZzek imobilizace. Imobilizovany i
volny enzym vykazovaly stejné pH optimum 4,5 a teplotni optimum pfi teploté 50°C.
Dale zjistili, Ze po 9 hodinach inkubace B-galaktosidasy imobilizované na nanocastice
oxidu zine¢natého doSlo k hydrolyze 81 % laktosy pfitomné v syrovatce (Husain et al.,
2011).
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3.3.2.2. Zadrzeni

Metoda zadrzZeni je zaloZzena na lokalizaci enzymu v mfiZzce polymerniho
matrixu nebo membrany. Tato metoda byla vyvinuta a Siroce rozSifena pfedevsim pro
imobilizaci bunék (Grossova et al., 2008).

Zadrzeni chrani enzymy tim, Ze zamezuje pfimému kontaktu biokatalyzator(
s okolnim prostfedim (Bravy & Jordaan, 2009).

Hlavni omezeni aplikace této metody pro imobilizaci enzym( je mozny unik
enzymu bé&hem opakovaného pouzivani vzhledem k malé molekulové hmotnosti
enzymu oproti molekulové hmotnosti buriky. Tato metoda se déli do nékolika typd,
mezi které patfi napfiklad pouziti mfizky, pouziti mikrokapsli nebo membrany. Pro
imobilizaci B-galaktosidasy je nejvice rozSifené pouziti mfizky. Enzym je zadrzen
v matrixu rlznych typu syntetickych nebo pfirodnich polymer( (Grossova et al., 2008).

Nichele et al. (2011) imobilizovali B-galaktosidasu zadrZzenim v trojrozmérné
kfemicité siti. Aktivita imobilizovaného enzymu byla hodnocena in vitro za pouziti
oNPG pfi teploté 37°C a pH 7,4 (simulace podminek v lidském stfevé). Dosli k zavéru,
Ze imobilizovany enzym je za téchto podminek vice stabilni a vice aktivni, nez volny
enzym. Takto imobilizovany enzym je chranény od vnéjSich podminek, coz umozniuje
zachovani jeho funkce i v extrémnich podminkach pH a teploty (Nichele et al., 2011).

Na obréazku 6 je znazornéna imobilizace enzymu zadrzenim v sitce polymeru.

Obr. 6: Zadrzeni enzymu v sitce polymeru. Enzym je reprezentovan kruhy

(Upraveno podle: Bravy & Jordaan, 2009).
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3.3.2.3. Enkapsulace

Zapouzdieni je imobilizaéni metoda velice podobna metodé zadrZeni.
Zapouzdieni také chrani enzymy pfed vlivem vnéjSiho prostfedi, ale aplikace této
metody pro imobilizaci enzymU s mohutnymi substraty je limitovana, protoze jsou
nachylné k omezenému pfenosu hmoty (Bravy & Jordaan, 2009).

Wu et al. (2010) imobilizovali B-galaktosidasu enkapsulaci za pouziti
tetraethylortokifemicitanu jako zdroje kfemiku a triblokového kopolymeru P123 jako
templatu. Imobilizaci B-galaktosidasy enkapsulaci provedli ve tfech rdznych modelech,
a to bez ochrany enzymu, s ochranou enzymu chranicim &inidlem a o$etfenim enzymu
technikou molekularniho otisku. NejvysSi enzymové aktivity B-galaktosidasy bylo
dosazeno technikou molekularniho otisku. Hydrolyticka aktivita enzymu oSetfeného
technikou molekularniho otisku byla az tfikrat vySSi ve srovnani s enzymem bez
ochrany. Enzym oSetfeny chranicim cCinidlem vykazoval hydrolytickou aktivitu 1,3 kréat
vy$8i, nez jakou aktivitu vykazoval enzym bez ochrany. Pro méreni hydrolytické aktivity
B-galaktosidasy byly pouzity substraty laktosa a orto-nitrofenyl-g-D-galaktopyranosid
(ONPG). Ochranny ucinek techniky molekularniho otisku na aktivitu enzymu po jeho
enkapsulaci byl lepSi, nez je tomu v pfipadé oSetfeni enzymu chranicim ¢inidlem (Wu

et al., 2010). Na obrazku 7 je znazornéna imobilizace enzymu enkapsulaci.

/ \
\ 7

—

Obr. 7: Enkapsulace enzymu. Enzym je reprezentovan kruhy (Upraveno podle:
Bravy & Jordaan, 2009).
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3.3.2.4. Zesitovani

Metoda zesitovani vyuziva bifunkéni nebo multifunkéni slou€eniny, které
slouzi jako reagenty pro intermolekularni kfizové propojeni biokatalyzatora.

V pfipadé imobilizace B-galaktosidasy je zesitovani c&asto pouzivano
v kombinaci s ostatnimi imobilizanimi metodami, pfedevSim s adsorpci a zadrZzenim
(Grossova et al., 2008).

Guidini et al. (2010) imobilizovali B-galaktosidasu za pouziti glutaraldehydu
jako zesitovaciho Ccinidla. Maximalni aktivita enzymu byla zjiSténa po pouziti
glutaraldehydu o koncentraci 3,38 g I*. Glutaraldehyd nechali pusobit po dobu 1,87
hodiny, po této dobé& byla zjisténa nejvyssi aktivita enzymu. Zbytkova aktivita
imobilizovaného enzymu bez pouziti glutaraldehydu jako zesitovaciho c&inidla byla
uréena na 51 % z pocatecni aktivity po tficeti opakovanych pouzitich enzymu. Zatimco
imobilizovany enzym, ktery byl po adsorpci zesitovany pomoci glutaraldehydu,

vykazoval 90 % své pocatecni aktivity (Guidini et al., 2010).

3.3.2.5. Kovalentni navazani

Tato metoda je nejCastéji pouzivana pro imobilizaci B-galaktosidasy. Enzymy
jsou kovalentné navazany na nosi¢ prostfednictvim funk&nich skupin v enzymu, které
nejsou esencialni pro katalytickou aktivitu.

Velkou vyhodou této imobilizace je fakt, Zze enzym nemuze uniknout z nosice.
DalSi vyhodou je jednodus$si interakce se substratem.

Na druhou stranu ma tato metoda i urcité nevyhody. Jednou z nich je vysoka
cena této metody a nizky vynos aktivity enzymu vzhledem k vystaveni biokatalyzatoru
toxickym reagentim a naro€nym reak¢énim podminkam (Grossova et al., 2008).

Pro imobilizaci B-galaktosidasy prostfednictvim kovalentniho navazani
enzymu bylo pouzito nékolik nosicu. Byly pouzity rizné oxidy jako napfiklad oxid hlinity
nebo oxid kfemicity (Grossova et al., 2008).

Na obrazku Cislo 8 je schematicky znazornéna imobilizace B-galaktosidasy na
nanocastice oxidu kfemicitého aktivované glutaraldehydem.

El-Aassar et al. (2013) imobilizovali B-galaktosidasu na polymerni nosic
polyethylenimin (PEI). B-galaktosidasa byla kovalentné& imobilizovana na polymerni
nosi¢ za pouziti glutaraldehydu jako imobilizacniho €inidla. Byly studovany vlastnosti

imobilizovaného enzymu. Teplotni optimum imobilizované B-galaktosidasy bylo o 5°C
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vySSi, nez teplotni optimum volného enzymu. Imobilizovana B-galaktosidasa

vykazovala mnohem vySSi tepelnou stabilitu, nez volny enzym (El-Aassar et al., 2013).
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Obr. 8: Kovalentni navazani enzymu pB-galaktosidasy na ¢astice oxidu
kiemicitého, které byly aktivovany glutaraldehydem (Pfevzato z: M. L. Verma et al.,
2012).

Torres & Batista-Viera (2012) imobilizovali B-galaktosidasu z Bacillus
circulans na akrylové nosiCe aktivované epoxidem, a to na Eupergit C a Sepabeads
EP. U obou derivatu bylo dosazeno po 2 hodinach a pfi 50°C stupné hydrolyzy laktosy
v syrovatce mezi 80-90 %. Derivaty také mohly byt pouzity az v sedmi cyklech
hydrolyzy laktosy (Torres & Batista-Viera, 2012).

Vasileva et al. (2012) pouzili k imobilizaci B-galaktosidasy modifikované
polypropylenové membrany. NejvysSi relativni aktivita imobilizovaného enzymu byla
zjisténa u membrany modifikované s 10% hexamethylendiaminem, a to 93 %. Enzym

byl imobilizovan pomaoci glutaraldehydu (Vasileva et al., 2012).

3.3.2.6. Samostatna imobilizace — spherezymy

Imobilizace bez pouziti nosiCe je mozna pouzitim Cinidla, které spoji enzymy
jeden k druhému bez uchylovani se k podpofe. Takovym cinidlem je napfiklad
glutaraldehyd.

Fyzikalné silngjSi biokatalyzatory mohou byt produkovany propojenim, kde
jsou enzymy ve velké blizkosti, jako jsou napfiklad proteinové krystaly. Velikost astic
se pohybuje od 1 do 100 um a ma vysokou mechanickou stabilitu a mohou fungovat

v organickych rozpoustédlech.
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Pokud krystal obsahuje pouze jeden enzym, tak tato metoda nezajistuje
zadné znecisténi. Na druhou stranu tato metoda vyzaduje slozitou purifikaci proteinu.
Ackoli je tato metoda Siroce aplikovatelnd, funguje pouze pro krystalizovatelné enzymy
(Bravy & Jordaan, 2009).

Na obrazku 9 je znazornéna samostatna imobilizace enzymu. Jordaan et al.
(2009) imobilizovali lakasu pouzitim metody spherezymu za ziskani az 53,9 % pUvodni
aktivity enzymu. Imobilizovany enzym vykazoval vyS$Si tepelnou stabilitu a také vysSi

stabilitu pfi nizkych hodnotach pH (Jordaan et al., 2009).

Obr. 9: Vlastni samostatna imobilizace enzym(. Enzym je reprezentovan kruhy

(Upraveno podle: Bravy & Jordaan, 2009).

3.4. Metody stanoveni laktosy

Mezi nej¢astéjSi metody stanoveni sacharidl patfi pfedevsim titracni metody.
Dale se pouzivaji metody biochemické a metody instrumentalni. Ceské normy pro

stanoveni laktosy a produktu jeji degradace jsou znazornény v tabulce 5.
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Tab. 5: Normy pro stanoveni laktosy (Upraveno podle: Legarova, 2011).

Normy Nazev normy

CSN 46 7092-23 Metody zkouseni krmiv — Cast 23: Stanoveni obsahu laktosy

CSN 57 0105-6-1 Metody zkouSeni mléénych vyrobkl suSenych a
zahusténych. Polarimetrické stanoveni sacharosy a laktosy.

CSN 57 0111-6 Metody zkouSeni kaseinu. Stanoveni obsahu laktosy.

CSN ISO 5765-1 SuSené mléko, susené zmrzlinové smési a tavené syry —

Stanoveni obsahu laktosy.

CSN ISO 5765-2 SuSené mléko, susené zmrzlinové smési a tavené syry —

Stanoveni obsahu laktosy.

CSN 57 0530 Metody zkous$eni mléka a tekutych mléénych vyrobkad.

CSN 57 0107 Metody zkous$eni syru, tvarohu, krému a pomazanek.

CSN 57 0536 Stanoveni slozeni mléka infraervenym absorpénim
analyzatorem.

CSN ISO 22662 Mléko a mlécné vyrobky — Stanoveni obsahu laktosy

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

3.4.1. TitraCni metody

Mezi titracni metody stanoveni laktosy patfi metoda dle Luff-Schoorla.
V prvnim kroku se ze vzorku odstrani bilkoviny a tuk vysrazenim Carezovymi Cinidly.
Carezovo Cinidlo 1 je heptahydrat siranu zine¢natého a Carezovo Ccinidlo 2 je
hexakyanozeleznatan draselny. Nasledné se k filtratu pfida Lufflv roztok, coz je roztok
meédnaté soli. Tato médnatéa sul je poté redukovana laktosou na oranZovy oxid médny.
Nezreagovana médnata sll se poté stanovi jodometricky. Z vysledku se poté vypocita
obsah zreagované laktosy (Dolezalek et al., 1980).

Podle Legarové a Koufimské (2011) v8ak tato metoda neni pro stanoveni
laktosy ve fermentované syrovatce pfili§ vhodna, protoZze je kromé laktosy touto
metodou stanovovan i obsah fermentaci vzniklych monosacharidi (Legarova &
Koufimska, 2011).
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3.4.2. Biochemické metody

Biochemické metody stanoveni obsahu laktosy vyuzivaji plisobeni enzyma.
Proto se také nazyvaji metody enzymové. Vyuziva se pfedevs§im pusobeni enzymu B-
galaktosidasy, ktery hydrolyzuje laktosu na glukosu a galaktosu. Dale se vyuZziva
enzym hexokinasa, ktera za ucasti ATP fosforyluje glukosu na glukosu-6-fosfat. Dale
se také vyuziva enzymu glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, ktera prevadi glukosu-6-
fosfat za pfitomnosti NADP na 6-fosfoglukonat. NADP pfi této oxidoredukeni reakci
pfechazi na svoji redukovanou formu NADPH. Obsah NADPH se poté stanovi
spektrofotometricky pfi vinové délce 340 nm (Cvak et al., 1992; Legarova 2011).

3.4.3. Instrumentalni metody

Mezi instrumentalni metody, kterymi je mozné stanovit laktosu, patfi napfiklad
metody infradervené spektroskopie v blizké &i stfedni oblasti spektra. Laktosa se také
mlze stanovit metodou kapilarni zénové elektroforézy. Dale jsou to metody
chromatografické. Laktosa se stanovi plynovou chromatografii (GC) nebo

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

3.4.3.1. InfraCervena spektroskopie

InfraCervena spektroskopie se pouziva v kvalitativni i kvantitativni analyze.
NejdulezitéjSi je pouziti ve strukturni analyze a identifikaci organickych i anorganickych
slou€enin. Knihovna spekter je v paméti pocitate, jehoz program s ni porovnavéa
spektrum vzorku. Pfi kvantitativni analyze Ize pouzit Lambert-Beerova zakona (Klouda,
2003a).

Vyznamnou mérou se infraCervend spektra vyuzivaji pro kvantitativni analyzu, a
to i slozitych vzork(l v fadé odvétvi jako je napfiklad petrochemie, farmaceuticky,
papirensky Ci potravinarsky pramysl. V. mnoha pfipadech je mozné stanovit vice slozek
vedle sebe, aniz je nutné délit slozité smési, a to pfimo ve vyrobnim procesu.
InfraCervena spektrometrie se proto zafazuje mezi tzv. procesni analytické metody, kdy
se klade duraz na rychlost samotné analyzy vCetné& moznosti kontinualni on-line

analyzy ve vyrobnim procesu (na vyrobni lince) nikoli na jeji pfesnost. Takto Ize
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napfiklad zaroven stanovit obsah tuku, bilkovin, laktosy a mocoviny v mléce a
mlécnych vyrobcich €i obsah ethanolu a sacharidu v alkoholickych napojich (napfiklad

béhem probihajicich kvasnych procesu), (www.vscht.cz).

3.4.3.2. Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza je separaéni metoda zaloZzena na migraci
slozek vzorku ve stejnosmérném elektrickém poli. Jedna se o nejpouzitelnéjSi metodu
v  oblastech  potravinarstvi,  zivotniho  prostfedi, = materialovych  oborq,
biotechnologického a mikrobiologického odvétvi, mediciny a farmacie. Tato metoda
vyuziva zakonitosti o pfitahovani nabitych €astic v kapilafe. Postacuji zde mikrolitrové
objemy vzorku. Castice jsou dle viastnosti separovany do Gzkych zén. Zakladem je
vytvofit prostredi, kde jsou latky ionizovany a po vlozZeni stejnosmérného elektrického
napéti zacnou migrovat kapilarou a rozdélovat se do jednotlivych zon, jez jsou na konci
kapilary detekovany. Touto metodou je mozné stanovit mineralni ionty, organické

kyseliny, barviva a sacharidy, v€etné laktosy (www.chempoint.cz).

3.4.3.3. Plynova chromatografie

PFi plynové chromatografii se vzorek davkuje do proudu plynu, ktery jej
unasi dale kolonou. V koloné se slozky zachycuji na zakladé rizné schopnosti poutat
se na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu jsou poté detekovany na detektoru
(Klouda, 2003Db).

Pouzitim plynové chromatografie s reverzni fazi Newel et al. (2001)
studovali povrchovou energii krystalické, amorfni a mleté laktosy. Cilem
bylo posouzeni rozdild povrchovych energii, vzhledem k porucham, které zpusobuiji.
Zjistili, ze neni podstatny rozdil mezi povrchovou energii krystalické a amorfni laktosy.
Povrchova energie mleté laktosy byla velice podobnad povrchové energii amorfni
laktosy. Mlety material tedy bude interagovat na fazovém rozhrani podobné jako

material amorfni (Newell et al., 2001).
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3.4.3.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Metoda HPLC je stejné jako metoda GC zaloZena na separaci latek mezi
mobilni a stacionarni fazi. Na rozdil od plynové chromatografie rozhoduji o separaci
slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazné i pouZzita
mobilni faze. U kapalinové chromatografie se mlze pracovat i za laboratorni teploty,
protoze neni potfeba pFfevadét vzorek na plyn. Jako detektory v kapalinové
chromatografii se nejcastéji pouzivaji refraktometricky detektor, fotometricky detektor,
fluorescenéni detektor a elektrochemicky detektor (Klouda, 2003c).

Euber & Bruner (1979) popisuji stanoveni laktosy v mléénych vyrobcich
pouzitim metody HPLC. Vzorky byly deproteinovany 6% kyselinou trichloroctovou.
Laktosa byla separovana nastfiknutim vzorku do karbohydratové kolony Bondapak.
Byla pouzita isokraticka eluce s mobilni fazi acetonitril/lvoda. Detekce byla
refraktometricka (Euber & Bruner, 1979).

DalSim pfikladem stanoveni laktosy metodou HPLC je prace Bronse a
Oliemana (1983), ktefi separovali pomoci metody HPLC redukujici cukry a stanovovali
laktosu v mléce. P¥i riznych teplotach kolony sledovali ubytek redukujicich cukrt, které
tvofily Schiffovy baze s aminoskupinami na koloné. V zavislosti na teploté, typu a stafi
kolony dosahovaly tyto ztraty hodnot 0-100 %. Za pouziti acetonitrilu jako mobilni faze
tato metoda vedla k variaénimu koeficientu menSimu nez 1 % pro stanoveni laktosy

v odtu¢néném mléce (Brons & Olieman, 1983).

3.4.3.5. Biosensor

Aplikace imobilizovanych enzymi vytvofila v devadesatych letech novy
proces pro stanovovani analytd. Imobilizované enzymy spojené s elektrochemickymi
pfevodniky vytvari pfistroje nazvané biosensory, které dokazi stanovovat analyty
rychle, opakované a levné i ve sloZitych smésich (Adanyi et al., 1999).

Volesky a Emond (1979) konstruovali specificky systém na
potenciometrické stanoveni laktosy. Glukosaoxidasa a B-galaktosidasa imobilizované
na fenol-formaldehydové pryskyfici byly pouzity v analytické koloné. Doba méfeni byla
pfiblizné 15 minut (Volesky & Emond, 1979).

Adanyi et al. (1999) imobilizovali do biosensoru tfi typy biorekognikacni
vrstvy. Prvni obsahovala enzymy B-galaktosidasu a galaktosaoxidasu. Druha vrstva

obsahovala B-galaktosidasu a glukosaoxidasu. Treti vrstva obsahovala vSechny tyto ffi
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enzymy dohromady. Laktosa byla rozloZena a oxidovana imobilizovanymi enzymy za
vzniku peroxidu vodiku. Tento peroxid vodiku byl poté amperometricky detekovan.
Analyzovany byly také vzorky komeréné vyrabéného miléka. Vrstva obsahujici B-
galaktosidasu a glukosaoxidasu a vrstva obsahujici vSechny tfi enzymy se ukazaly byt
nejvice vhodné pro stanoveni laktosy v mléce pomoci tohoto biosensoru (Adanyi et al.,
1999).

3.5. Metody stanoveni aktivity B-galaktosidasy

Aktivita B-galaktosidasy se nej¢astéji stanovuje spektrofotometricky. Je mozné
vSak stanovit aktivitu také chemiluminiscenéné nebo za pouzZiti kapalinové
chromatografie.

Spektrofotometricky se aktivita B-galaktosidasy méfi za pouziti umélych nebo
pfirozenych substratid. Umeélym substratem je napfiklad oNPG, X-gal nebo laktulosa.
Pfirozenym substratem je laktosa (Juers et al., 2000).

Principem umélého substratu je tvorba barevné slou€eniny jako produktu
enzymove reakce. B-galaktosidasa katalyzuje rozklad bezbarvého o-NPG na Zluty orto-
nitrofenol, ktery vykazuje absorb&ni maximum pfi vinové délce 405 nm.

Pfi pouziti laktosy jako pfirozeného substratu se stanovuje ubytek laktosy a
pFirdstek glukosy a galaktosy jako produktl enzymové reakce. Tyto zmény je mozné
studovat napfiklad metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie. Porovnava se
vySka a plocha vzniklych pikd s vySkou a plochou pikd standardu pro laktosu, glukosu
a galaktosu. Pfi pouziti metody kapalinové chromatografie se jako substraty pouzivaji
laktosa nebo e-N-1-(1-deoxylaktulosyl)-L-lysin (Horner et al., 2011).

DalSi metodou stanoveni aktivity B-galaktosidasy je chemiluminiscence. P¥i této
metodé se pouziva komercni pfipravek Lumi-Gal 350. Tento pfipravek obsahuje
fenylgalaktosa substituovany dioxethan jako substrat. BEhem enzymové reakce vznika
ze substratu velmi nestabilni dioxethan, ktery vykazuje chemiluminiscenci. Metoda
chemiluminiscence je metoda levna, jednoducha a az dvacetkrat citlivéjsi, nez je

metoda spektrofotometricka (Baele et al., 1992).
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4. Experimentalni Cast

4.1. Materialy

Hydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore€nan draselny
EDC-HCI

NHS 98%

Glutaraldehyd 50%

Jodistan sodny

Chlorid hofenaty hexahydrat
Hydroxid draselny

Kyselina fosfore¢na

Kyselina trifluoroctovéa

Hydroxid sodny

Siran zine¢naty heptahydrat
HexakyanoZeleznatan draselny
trihnydrat

Laktozym

0-NPG

Magnetické nanocastice Fe;04
obalené chitosanem
Magnetické mikroCastice Perlosa
MG 100

Laktosa

D-glukosa

D-galaktosa

Merck, Némecko

Merck, Némecko

Fluka, Svycarsko

Sigma Aldrich, USA

Fluka, Svycarsko

Sigma Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Lach-Ner, Ceska republika
Chemapol, Ceska republika
Sigma Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma, Svycarsko
Nanocentrum, Ceska republika
lontosorb, Ceska republika
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
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4.2. Pristroje

Analytické vahy
Elektromagneticka michacka
Pipety (2 pl — 5 ml)

Spektrofotometr Biochrom (WPA)

Digitalni pfedvazky
pH-metr inoLab Level 1
Vortex MS-1
Centrifuga 5415R

Chromatograficky systém:

HPLC

Chromatograficka kolona —
Zorbax NH,

Detektor ELSD 3300
Termostat kolony CROCO-CIL
PC s vyhodnocovacim

programem Clarity

Sartorius, Nemécko

IKA, Némecko

Eppendorf, Némecko

Biohit, Finsko

Biochrom Ltd., Velk& Britanie
Kern, Némecko

WTW, Némecko

IKA, Némecko

Eppendorf, Némecko

Knauer Smartline Praha,
Némecko
Waters, USA

Alltech, USA

Ercatech AG, Svycarsko
DATA APEX, Ceska republika
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4.3. Metody

4.3.1. Imobilizace B-galaktosidasy na mikroCastice Perlosa
MG 100

Do mikrozkumavky bylo navazeno 50 mg mikrocastic Perlosa MG 100
modifikovanych celulosou. Byly pfidany 2 ml roztoku jodistanu sodného o koncentraci
0,01 mol I"*. Poté byla smés tfepana na magnetickém rotatoru po dobu 22 hodin pfi
teploté 4°C. Po uplynuté dobé& byly mikroCastice oddéleny od supernatantu
magnetickym separatorem a supernatant byl odpipetovan do odpadu. Takto byly
mikro&astice promyty desetkrat pufrem (K-Pi, 0,1 mol I'*, pH 7). Poté bylo pfidano 1,4
ml roztoku enzymu zfedéného v poméru 1:100 pufrem (K-Pi, 0,1 mol I, pH 7). Enzym
se imobilizoval na rotatoru po dobu 22 hodin pfi teploté 4°C. Po této dobé byl
imobilizovany enzym promyt desetkrat stejnym pufrem za pouziti magnetického

separatoru.

4.3.2. Imobilizace B-galaktosidasy na nanocastice Fez;O,

obalené chitosanem

Do mikrozkumavky bylo navazeno 50 mg nanocastic Fe;O, obalenych
chitosanem. Bylo pfidano 700 pl roztoku N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-
ethylkarbodiimid hydrochloridu (EDC-HCI) o koncentraci 26 mmol I* a 700 pl roztoku
N-hydroxysukcinimidu (NHS) o koncentraci 52 mmol I'*. Ke smési bylo pfidano 1,4 ml
roztoku enzymu zfedé&ného v poméru 1:100 pufrem (K-Pi, 0,1 mol I'*,pH 7). Smés byla
tfepana na magnetickém rotatoru 22 hodin pfi teploté 4°C. Po uplynuté dobé byl
imobilizovany enzym oddélen od supernatantu magnetickym separatorem a
supernatant byl odpipetovan do odpadu. Takto byl imobilizovany enzym promyt celkem

desetkrat stejnym pufrem.
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4.3.3. Stanoveni aktivity B-galaktosidasy

Aktivita B-galaktosidasy byla stanovena spektrofotometricky za pouziti umélého
substratu ortho-nitrophenyl B-D-galaktopyranosidu (oNPG). [(-galaktosidasa Stépi
hydrolyticky umeély substrat za vzniku ortho-nitrofenolu, ktery ma Zlutou barvu. Intenzita
tohoto Zlutého zbarveni se méfi spektrofotometricky pfi vinové délce 405 nm. K méfeni
aktivity B-galaktosidasy byla pouzita sklenéna kyveta. Do kyvety bylo napipetovano
1690 ul 0,1 mol I'* K-Pi pufru pH 7 s koncentraci Mg ?* iontt 4 mmol I'* a 10 ul roztoku
B-galaktosidasy zfedéné pufrem v poméru 1:100. Reakce byla odstartovana pfidanim
300 pl 10 mmol I oNPG. Zména absorbance byla zaznamenana vzdy po jedné minuté.
Po dobu ¢&tyf minut byla méfena celkova zména absorbance AA. Aktivita enzymu byla
vypocitana podle vztahu :

A_n = A—A X K kde A_n je aktivita [kat], AA je zmé&na absorbance, At je Easovy
At At &l At

interval [s], V je celkovy objem reakéni smési v kyveté [ | ], € je molarni absorp¢ni
koeficient [l mol™ cm™] a | je $itka kyvety [cm].

V pfipadé stanoveni aktivity B-galaktosidasy imobilizované na magnetickych
mikro¢asticich a nanocCasticich bylo postupovano nasledovné. Na dno kyvety bylo
umisténo 50 mg magnetickych mikro¢astic nebo nanodastic s imobilizovanou B-
galaktosidasou v 1690 pl 0,1 mol I K-Pi pufru s koncentraci Mg?* iontti 4 mmol I™.
Reakce byla startovana pfidanim 300 pl 10 mmol I'* substratu. Po jedné minuté byla
zaznamenavana zmeéna absorbance a smés byla vzdy pll minuty michana a pul
minuty usazovana magnetickym separatorem. Takto bylo postupovano po dobu &tyf

minut. Po této dobé byla zaznamenana vysledna zména absorbance AA. Aktivita B-

galaktosidasy byla vypocCtena podle vzorce uvedeného vyse.

4.3.4. Stanoveni vazebné kapacity B-galaktosidasy

Vazebna kapacita imobilizované B-galaktosidasy byla stanovena metodou
Bradfordové. Nejdfive bylo zméfeno mnozstvi proteinl ve vzorku enzymu, ktery byl
pouzit k imobilizaci. Do kyvety byl napipetovan 1 ml roztoku B-galaktosidasy stokrat
zfed&né K-Pi pufrem (0,1 mol I, pH 7). Dale byly pfidany 2 ml &inidla Bradfordové
(100 mg barviva Coomassie Brilliant Blue G 250 (0,01%, w/v), 50 ml etanolu (95%),

100 ml kyseliny fosfore¢né (85%), 850 ml destilované vody). Roztok byl promichan na
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vortexu. Po péti minutach byla zméfena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Stejnym
zplsobem bylo zméfeno mnozstvi proteind v supernatantu nad usazenymi
magnetickymi nanocasticemi Fe;O, a mikroCasticemi Perlosa MG 100. Castice byly
promyty pétkrat stejnym pufrem. Po kazdém promyti byly v supernatantu stanoveny
proteiny. Po tfetim, ctvrtém a patém promyti jiz supernatant neobsahoval Zadné
proteiny. Byla vypoCitana vazebna kapacita p-galaktosidasy imobilizované na
magnetické nanocastice Fes;O, obalené chitosanem a na magnetické celulosové

mikroc¢astice Perlosa MG 100.

4.3.5. Hydrolyza laktosy v syrovatce B-galaktosidasou

Ke vzorku syrovatky byly pfidany hofecnaté ionty tak, aby vysledna
koncentrace byla 4 mmol I*. Poté byl vzorek hydrolyzovan. Hydrolyza byla provedena
nejdfive volnou [-galaktosidasou. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 2,5 ml
syrovatky a 0,5 ml roztoku enzymu zfedéného K-Pi pufrem v poméru 1:1.
Mikrozkumavka byla umisténa na automaticky rotator a reakce probihala po dobu 30
minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo z reakéni smési odebrano 0,5 ml do nové
mikrozkumavky. Bylo pfidano 5 ul kyseliny trifluoroctové (TFO, 10x zfedéna) a 6,5 ul 1
mol I NaOH. Stejnym zplisobem byl pfipraven také vzorek povarené syrovatky.
Syrovétka byla vafena po dobu 10 minut. Poté byla ochlazena na laboratorni teplotu.
Lipidy a proteiny ze syrovatky byly vysrazeny Carrezovymi Cinidly 1 a 2. Carrezovo
ginidlo 1 je hexakyanoZeleznatan draselny (3,6 mmol I'") a Carrezovo &inidlo 2 je siran
zinenaty (10 mmol I™Y). Vzorek zhydrolyzované syrovatky byl nafedén 10 ml vody a
poté bylo po kapkach pipetovano 1 ml Carrezova Cinidla 1 a 1 ml Carrezova Cinidla 2.
Lipidy a proteiny sedimentovaly po dobu 10 minut. Poté byly odebrany 2 ml vzorku,
ktery byl napipetovan do centrifugacni zkumavky. Vzorek byl centrifugovan po dobu 5
minut pfi teploté 5°C a 12000 g. Po centrifugaci byl vzorek napipetovan do nové
centrifuga¢ni zkumavky s mikrospinem. Vzorek byl znovu centrifugovan za stejnych

podminek. Takto purifikovany vzorek byl napipetovan do HPLC vialky.
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4.3.6. Operacni stabilita imobilizované B-galaktosidasy

Operacni stabilita imobilizované B-galaktosidasy byla vyzkouSena celkem
v osmi cyklech. K imobilizované B-galaktosidase v mikrozkumavce bylo vzdy pfidano 5
ml syrovatky s obsahem hoFeénatych iontd o koncentraci 4 mmol I*. Smés byla
mich&na na automatickém rotatoru po dobu pul hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl
imobilizovany enzym oddélen od syrovatky pomoci magnetického separatoru a byl
promyt tfikrat K-Pi pufrem pH 7. K promytému imobilizovanému enzymu byl pfidan
novy alikvot 5 ml syrovatky a smés byla hydrolyzovana opét pul hodiny pfi laboratorni
teploté na automatickém rotatoru. Tento cyklus byl opakovan celkem osmkrat jak
s nanocasticemi Fe;0,, tak s mikro¢asticemi Perlosa MG 100.

Z hydrolyzované syrovatky bylo odebrano 0,5 ml do mikrozkumavky a bylo
pfidano 5 ul TFO (10x zfed&na) a 6,5 ul NaOH (1 mol I'). Poté byl vzorek zfedén 10 ml
vody a bylo pfidano 1 ml Carrezova cCinidla 1 a 1 ml Carrezova ¢inidla 2, aby doSlo
k vysrazeni lipidd a proteinl ze syrovatky. Srazeni probihalo po dobu 10 minut.
Nakonec byly 2 ml roztoku napipetovany do nové mikrozkumavky a vzorek byl
centrifugovan pfi teploté 5°C, 5 minut a 12000 g. Poté byl vzorek centrifugovan pres
mikrospin za stejnych podminek. Takto purifikovany vzorek byl napipetovan do HPLC

vialky.

4.3.7. HPLC analyza vzorku syrovatky

PFfi HPLC analyze vzorkl syrovatky byla pouzita isokraticka eluce. Jako mobilni
faze byl pouzit 65% acetonitril. Byla pouZzita chromatograficka kolona Zorbax NH..
Detekce byla elektrochemicka za pouziti ELSD detektoru. Teplota v detektoru byla
nastavena na 55°C a teplota termostatu pro kolonu byla nastavena na 40°C. Pratok byl

nastaven na 1,5 ml min™.
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4.3.8. SDS-PAGE elektroforéza p-galaktosidasy

Do dvou kadinek byl pfipraven délici a zaostfovaci gel. Podle navodu bylo do
déliciho gelu napipetovano 100 pl SDS (10% w/v); 2,6 ml 1,5 mol I™* Tris-HCI pH 8,8; 4
ml akrylamidu/bisakrylamidu (30%/0,8% w/v); 3,2 ml destilované vody; 10 ul
tetraethylmethyldiaminu (TEMED, 99%). Nakonec bylo pfidano 100 ul persulfatu
amonného (APS, 10% w/v), ktery startuje polymeraci. APS byl pfipraven Cerstvy
navazenim 50 ug APS a jeho rozpusténim v 0,5 ml destilované vody. Zaostfovaci gel
byl vytvofen napipetovanim 2,9 ml destilované vody; 1,25 ml 0,5 mol I* Tris HCI pH
6,8; 0,67 ml akrylamidu/bisakrylamidu (30%/0,8% wi/v); 50 ul SDS (10% w/v); 5 ul
TEMED (99%) a 50 ul APS (10% wi/v). Pasteurovou pipetou byl nalit délici gel mezi
skla elektroforetické komory. Deélici gel byl prevrstven n-butanolem. Po ztuhnuti
déliciho gelu byla pomoci filtracniho papiru odsata vrstva n-butanolu a gel byl promyt
destilovanou vodou. Poté byl napipetovan zaostfovaci gel a do gelu byl vioZen
hfebinek. Zaostfovaci gel tuhnul po dobu 50 minut.

Byly pfipraveny rizné koncentrované vzorky B-galaktosidasy (nefedény vzorek,
fedény 1x, 5x, 10x a 100x). Vzdy bylo pipetovano 7,5 ul vzorku, 7,5 ul vzorkovaciho
pufru a 7,5 ul SDS.

Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl vyjmut hifebinek a gel byl pfenesen do
elektroforetické komory. Do komory byl nalit elektrodovy pufr a do jamek bylo
napipetovano 5 ul standardu a vzdy 10 ul vzorku. Poté byla elektroforetickd komora
pfipojena k napéti 100 V. Jakmile vzorky doputovaly k délicimu gelu, bylo zvySeno
napéti na 180 V. Po skonleni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut a pfesunut do
barviciho roztoku slozeného z 0,1% (w/v) barviva Coomasie Briliant Blue R-250, 15%
(v/v) kyseliny octove, 45% (v/v) metanolu a destilované vody. Gel byl ponechan
v barvicim roztoku pfes noc. Pro odbarveni byl gel pfenesen do odbarvovaciho roztoku
slozeného z 10% (v/v) kyseliny octové a 40% (v/v) metanolu. Gel byl odbarvovan ftfi
dny. Poté byl gel vyfotografovan.

Jako markery byly pouzity proteinové standardy firmy Sigma-Aldrich.

Markery jsou popsany v tabulce 6.
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Tab. 6: Proteinové standardy pouzité pro SDS-PAGE elektroforézu -

galaktosidasy.

Protein M,

Myosin, praseci 200000
B-galaktosidasa, E.coli 116000
Fosforylasa b, kralici sval 97000
Albumin, hovézi 66000
Ovalbumin, vaje¢ny bilek 45000
Karboanhydrasa, hovézi erytrocyt | 29000

4.4. Vysledky a diskuze

4.4.1. Porovnani ucinnosti imobilizace B-galaktosidasy na

riznych nosicich

Aktivita B-galaktosidasy byla stanovena spektrofotometricky pouzitim
umeélého substratu oNPG. Kazdé méfeni bylo provadéno ve tfech opakovanich. Pro
méreni aktivity volného i imobilizovaného enzymu byl vzdy pouzit 100x zfedény roztok
B-galaktosidasy s K-Pi pufrem o objemu 1,4 ml. K imobilizaci bylo pouzito vzdy 50 mg
Castic. B-galaktosidasa byla imobilizovana na magnetické mikro¢astice a nanocastice.
Nejvyssi aktivitu vykazoval volny enzym. Z imobilizovanych enzym0 vykazoval nejvyssi
aktivitu enzym imobilizovany na magnetickych mikro¢asticich Perlosa MG 100
modifikovanych celulosou. Jako aktivaéni €inidlo byl pouzit jodistan sodny. Jodistan
sodny aktivuje hydroxylové skupiny celulosy, aby nasledné mohlo dojit k imobilizaci
enzymu. Jako aktivacni Cinidla pro imobilizaci B-galaktosidasy na nanolastice FesO,4
obalené chitosanem byly pouzity roztoky EDC-HCI a NHS, které aktivuji karboxylové
skupiny na nanocasticich a umozni navazani enzymu. Chitosan je velice vyhodny
material pro imobilizaci enzyml z mnoha dlvodld. Vykazuje vysokou afinitu
k proteinim, ma dostupné funkéni skupiny pro reakci s enzymem a pro rdzné chemické
Upravy, ma vysokou odolnost proti chemické degradaci a vykazuje také antibakterialni
vlastnosti. Chitosan je také snadno dostupny a levny, protoZe chitin je po celulose
druhym nejrozSifenéjSim polysacharidem v pfirodé (Klein et al.,, 2012). Grafické
znazornéni relativnich aktivit B-galaktosidasy je na obrazku 10. Jako 100% aktivita byla

zvolena aktivita volného enzymu, ktery byl pouzit k imobilizaci. Z obrazku je patrné, Ze

-4] -



nejvice vyhodna je kovalentni imobilizace B-galaktosidasy pomoci jodistanu sodného

na mikrodastice modifikované celulosou.

Relativni aktivita B-galaktosidasy

100%

80%

60%

40%

20%

0%
Volny Chitosan Perlosa

Obr. 10: Srovnani aktivit B-galaktosidasy. Volna p-galaktosidasa (modrd),
imobilizovana B-galaktosidasa na nanocasticich Fe;O, obalené chitosanem (zelena),
imobilizovana B-galaktosidasa na mikro¢asticich Perlosa MG 100 modifikovanych
celulosou (zluta). Na imobilizaci bylo pouzito vzdy 50 mg nosice. Vzdy bylo pfidano 1,4

ml 100x zfedéného roztoku B-galaktosidasy.

4.4.2. Vazebna kapacita p-galaktosidasy

Méfenim vazebné kapacity B-galaktosidasy se zjistilo, Ze na chitosanové
nanocCastice se navazalo 91,3 % B-galaktosidasy pouzité k imobilizaci. Jiz po tfetim
promyti supernatant neobsahoval Zzadné bilkoviny. Vysoka vazebna kapacita
nanocastic je zpUsobena jejich velkym povrchem, na ktery se (-galaktosidasa vaze.
Nanocastice vSak maji vétsi tendenci se shlukovat. MUzZe se tak vyrazné snizit povrch
nanocastic. Na celulosové mikroCastice se navazalo 29,5 % B-galaktosidasy pouzité
k imobilizaci. | zde jiz po tfetim promyti supernatant neobsahoval zadné bilkoviny.
Z vysledkt stanoveni aktivity B-galaktosidasy je patrné, Zze i 29,5 % navazaného
enzymu je postacujici k enzymové reakci. MikroCastice maji mensi povrch na
imobilizaci B-galaktosidasy. Z tohoto duvodu se na mikroCastice navazalo méné

enzymu, nez se navazalo na nanocastice. MikroCastice vS8ak maji menSi tendenci
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vytvaret shluky. Gulec (2013) imobilizoval (-galaktosidasu z Kluyveromyces lactis na
membranu acetatu celulosy. Vazebna kapacita takto imobilizované (-galaktosidasy
byla stanovena na 42 % (Gulec, 2013). Vazebna kapacita [(-galaktosidasy
z Kluyveromyces lactis kovalentné imobilizované na nosi¢ Glyoxyl Sepharosu (GS)
dosahovala az 99 % (Bernal at al., 2013).

4.4.3. Hydrolyza laktosy v syrovatce B-galaktosidasou

B-galaktosidasa hydrolyzuje laktosu na glukosu a galaktosu. Metodou
HPLC byl sledovan uUbytek laktosy. Syrovatka obvykle obsahuje 4-5 % laktosy.
V naSem pfipadé vzorek syrovatky obsahoval 4,1 % laktosy. Pfi hydrolyze laktosy
v syrovatce B-galaktosidasou se vSak Casto vyskytuje problém, kdy laktosa neni
hydrolyzovana kompletné. Hydrolyza vétSinou pfestane probihat pfi zhydrolyzovani 70-
80 % celkového obsahu laktosy. Problémem by mohla byt mikrobialni kontaminace
vzorku syrovatky. PFitomnost proteolytickych enzymu, prfedevSim trypsinu, zplsobi po
uréité dobé& kompletni degradaci B-galaktosidasy (Panesar et al.,, 2006). Z tohoto
davodu byly provedeny dva experimenty hydrolyzy laktosy. Cilem bylo posoudit vliv
povafeni syrovatky na hydrolyzu laktosy. V prvnim experimentu probihala hydrolyza -
galaktosidasou v nepovafeném vzorku syrovatky, zatimco v druhém experimentu
probihala hydrolyza v povafeném vzorku syrovatky. V pfipadé pfedem povaiené
syrovatky probéhla hydrolyza velmi uspésné. Hydrolyza laktosy zde dosahla 100 %.
V pfipadé nepovarené syrovatky hydrolyzovala volna B-galaktosidasa 80,5 % celkové
laktosy v syrovatce.
Na obrazku 11 je ukazka chromatogramu hydrolyzy syrovatky imobilizovanou B-

galaktosidasou na magnetické mikro¢astice Perlosa MG 100.
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Obr. 11: Chromatogram hydrolyzované syrovatky. Chromatogram znazorfiuje
hydrolyzu laktosy imobilizovanou [(-galaktosidasou na magnetické mikroCastice
Perlosa MG 100. Retencni ¢as glukosy a galaktosy je 3,5 min. V tomto Case je vidét
pik produktd enzymové reakce. Pik v retenénim Case 4,2 minuty pfedstavuje zbyvajici
obsah laktosy ve vzorku syrovatky. Pik v oblasti retenéniho ¢asu 1,9 minuty
predstavuje nastrik.

Moznym vysvétlenim, pro¢ v pfipadé pfedem povarené syrovatky dochazi
ke kompletni hydrolyze laktosy, zatimco v pfipadé nepovarené syrovatky dochazi
k méné ucinné hydrolyze laktosy, by mohla byt denaturace proteolytickych enzymu
obsazenych v syrovatce vysokou teplotou.

V tabulce 7 jsou obsazeny vysledky hydrolyzy laktosy volnou a
imobilizovanou B-galaktosidasou. Je zde také zaznamenana plocha piku standardu
laktosy, standardu galaktosy a blanku. Blank je vzorek nehydrolyzované syrovatky
obsahuijici pouze laktosu.

-44 -



Tab. 7: Plochy pikl laktosy a glukosy + galaktosy po manualni integraci. Lak =
laktosa, Gal + Glu = galaktosa a glukosa. Glukosa a galaktosa netvofi dva oddélené
piky, ale vytvéaFi spolec¢né jeden pik.

Vzorek Plocha piku [mV s] | ¢ [mgml™]
Standard Lak 5202,5 1,0
Standard Gal + Glu 14172,5 1,0
Blank Lak 21530,0 4,1
Volny enzym nepovareny Gal + Glu 10817,2 0,8
Volny enzym nepovareny Lak 4398,6 0,2
Volny enzym povareny Gal + Glu 45307,0 3,2
Volny enzym povareny Lak 0,0 0,0
Imobilizovany enzym Perlosa MG 100 Gal + Glu 8693,7 0,6
Imobilizovany enzym Perlosa MG 100 Lak 13603,9 2,6

V pfipadé imobilizované B-galaktosidasy doSlo k hydrolyze laktosy pouze B-
galaktosidasou imobilizovanou na magnetické mikroCastice Perlosa MG 100. Tato B-
galaktosidasa zhydrolyzovala 36,6 % pUvodniho obsahu laktosy. B-galaktosidasa
imobilizovana na magnetické nanoCastice Fe;O, obalené chitosanem nerozstépila
laktosu na glukosu a galaktosu vubec. Obsah laktosy zde zlstal stejny, jako
v puvodnim vzorku syrovatky. NanocCastice béhem hydrolyzy laktosy vytvarely velké
shluky. Hydrolyza tak byla ruSena snimanim vzorku z automatického rotatoru za
ucelem mechanického rozdéleni téchto shlukd. Srovnani hydrolyzy laktosy volnou a
imobilizovanou B-galaktosidasou je na obrazku 12. Z obrazku je patrné, Ze nejucinné;jsi
hydrolyza byla provedena volnym enzym za pouziti povafené syrovatky. V pfipadé
pouziti nepovarené syrovatky je hydrolyza volnou B-galaktosidasou ucinngjsi, nez B-
galaktosidasou imobilizovanou.

B-galaktosidasa imobilizovana na silanizovaném por6znim skle hydrolyzovala
86-90 % laktosy v syrovatce. B-galaktosidasa imobilizovana na celulosovych &asticich
hydrolyzovala také az 90 % celkové laktosy pfitomné v syrovatce (Panesar et al.,
2006).
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Hydrolyza laktosy B-galaktosidasou
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Obr. 12: Porovnani hydrolyzy laktosy. Hydrolyza laktosy volnou B-galaktosidasou
v povafeném vzorku syrovatky (1), volnou B-galaktosidasou v nepovafeném vzorku
syrovatky (2) a imobilizované B-galaktosidasy na mikro€asticich Perlosa MG 100

modifikovanych celulosou v nepovafeném vzorku syrovatky (3).

4.4.3. Operacni stabilita imobilizované B-galaktosidasy

Operacni stabilita imobilizované B-galaktosidasy byla studovana metodou
HPLC. Hydrolyza byla provedena v osmi opakovanich. Kazdy cyklus hydrolyzy
probihal 30 minut. B-galaktosidasa imobilizovana na celulosové mikroCastice Perlosa
MG 100 vykazovala i po osmém pouziti téméf 100 % aktivity enzymu pfi prvnim
pouziti. Hodnoty aktivity B-galaktosidasy dosahujicich vice nez 100 % mohou byt
zpuUsobeny chybami v méfeni €i nepfesnou integraci plochy piku. Operacni stabilitu p-

galaktosidasy imobilizované na celulosové mikro¢astice znazorfiuje obrazek 13.
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Operacni stabilita B-galaktosidasy
imobilizované na mikrocastice Perlosa
MG 100
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Obr. 13: Operacni stabilita B-galaktosidasy. Kazdy cyklus hydrolyzy probihal po
dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Byl pouzit roztok B-galaktosidasy ziedéné K-Pi
pufrem (0,1 mol I" pH 7) v poméru 1:1. Syrovatka obsahovala hofeénaté ionty o
koncentraci 5 mmol I"*. Kazdé méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich. Svislé

usecky znazornuji smérodatnou odchylku kazdého méfeni.

Klein et al. (2012) studovali operaéni stabilitu B-galaktosidasy imobilizované na
chitosanové makroCastice a nanocCastice. Zjistili, Z2e i po padesati opakovanich
experimentu B-galaktosidasa zhydrolyzovala az 75 % pUvodniho obsahu laktosy (Klein
et al.,, 2012). B-galaktosidasa vykazuje velmi vysokou operaéni stabilitu v procesu
hydrolyzy laktosy, coz je velmi dllezité pfi aplikaci imobilizované (-galaktosidasy

v biotechnologickych procesech pfi vyrobé bezlaktosovych mléénych vyrobku.
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4.4.4. SDS-PAGE elektroforéza p-galaktosidasy

Elektroforéza 3-galaktosidasy byla provedena za uCelem zjiSténi Cistoty roztoku
Lactozymu™, ktery komeréné vyrabi firma Novozymes a dodava firma Sigma Aldrich.
Elektroforéza byla provedena s péti vzorky B-galaktosidasy rizné zfedénymi s 0,1 mol
I* K-Pi pufrem pH 7 (nefedény, 1:1, 1:5, 1:10, 1:100). Jako marker byl pouZit standard
od firmy Sigma Aldrich s rozpétim molekulovych hmotnosti 30000-200000 Da.
Jednotlivé bandy standardu odpovidaji molekulovym hmotnostem 200000, 116000,
97000, 66000, 45000 a 29000 Da. Obrazek 14 znazornuje vysledek elektroforézy f3-

galaktosidasy.

L

Obr. 14: SDS-PAGE elektroforéza 3-galaktosidasy. Zprava: Marker Sigma Aldrich-
200000 Da praseci myosin, 116000 Da B-galaktosidasa z E.coli, 97000 Da krali¢i
fosforylasa b, 66000 Da hovézi albumin, 45000 Da ovalbumin, 29000 Da hovézi
karboanhydrasa; nefedény roztok enzymu; roztok enzymu fedény v poméru 1:1; roztok
enzymu fedény v poméru 1:5; roztok enzymu fedény v poméru 1:10; roztok enzymu

fedény v poméru 1:100.
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Obr. 15: Vyhodnoceni SDS-PAGE elektroforézy.

Na gelu jsou vidét 4 vyrazné bandy. Obrazek 15 ukazuje zavislost log
molekulové hmotnosti standardu na relativni mobilité. Prvni band mé relativni mobilitu
0,18. Po dosazeni do rovnice pfimky ma tento band molekulovou hmotnost 153674
Da. Druhy vyraznéjSi band ma relativni mobilitu 0,32. Jeho molekulova hmotnost je
tedy 112047 Da. Treti a Ctvrty band maji relativni mobilitu 0,48 a 0,50. Jejich
molekulova hmotnost je 78091 a 74645 Da. Treti a ¢tvrty band jsou
v koncentrovanéjSich vzorcich enzymu spojené do jednoho. Ve vzorku enzymu
zfedéného v poméru 1:10 a 1:5 jde vidét, Ze jsou bandy v oblasti molekulové hmotnosti
kolem 75000 Da dva. Kazdy band reprezentuje jednu podjednotku enzymu. Soucet
molekulovych hmotnosti je tedy dohromady 418457 Da. B-galaktosidasy z rGznych
zdroju mohou mit odliSnou molekulovou hmotnost. Napfiklad molekulova hmotnost -
galaktosidasy z E. coli 477575 Da (Juers et al., 2001; Grosova & Rosenberg, 2008). -
galaktosidasa z E. coli obsahuje 4 podjednotky a vazebné misto pro hofe€naty iont,
ktery je aktivatorem [(-galaktosidasy (Penesar et al., 2006). B-galaktosidasa
z Trichoderma reesei obsahuje celkem Sest podjednotek a jeji molekulova hmotnost je
113765 Da (Maksimainen et al., 2011). Termostabilni B-galaktosidasa z Thermus
thermophilus je protein s molekulovou hmotnostni pouze 73365 Da (Hidaka et al.,
2002). Ostatni méné vyrazné bandy jsou balastni proteiny bez katalytické aktivity, které
se béhem imobilizace také mohou vazat na nosi€ a zpuUsobovat tak nizsi vytézek

imobilizace.
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5. Zaver

Byla provedena literarni reSerSe na téma [-galaktosidasa, imobilizace [-
galaktosidasy a hydrolyza laktosy v syrovatce a mléce B-galaktosidasou.

Byla stanovena vazebna kapacita [B-galaktosidasy. Z celkového mnozstvi
imobilizované (-galaktosidasy se na nanocastice Fes;O, obalené chitosanem
navazalo 91,3 % a na mikro¢astice Perlosa MG 100 29,5 % [-galaktosidasy.
Jako nejvhodnéjsi nosi¢ pro imobilizaci B-galaktosidasy se ukazaly byt
mikro¢astiCe Perlosa MG 100. Enzym imobilizovany na tyto mikroCastice
vykazoval nejvy$Si aktivitu.

Byla studovana hydrolyza syrovatky volnou a imobilizovanou (-galaktosidasou
metodou HPLC. Byl pouZit povafeny a nepovafeny vzorek syrovatky. Volna [3-
galaktosidasa hydrolyzovala 100 % laktosy v povafené syrovatce a 80,5 %
v syrovatce nepovafené. [-galaktosidasa imobilizovana na mikro¢astice
Perlosa MG 100 zhydrolyzovala 36,6 % laktosy obsazené v syrovatce, zatimco
hydrolyza laktosy [-galaktosidasou imobilizovanou na nanocastice Fez;O,
obalené chitosanem viibec neprobéhla.

Studium operacni stability B-galaktosidasy imobilizované na mikrocastice
Perlosa MG 100 vykazuje velmi vysokou operaéni stabilitu B-galaktosidasy,
jelikoz i po osmi opakovanich hydrolyzy laktosy vykazoval enzym téméf stejnou
aktivitu, jakou mél pfi prvnim pouZiti.

Pro zjisténi Cistoty roztoku B-galaktosidasy a jeji molekulové hmotnosti byla
provedena SDS PAGE elektroforéza enzymu. Z vysledku elektroforézy jde
vidét, Ze roztok B-galaktosidasy obsahuje fadu balastnich proteina. Tyto
proteiny nemaji katalytickou aktivitu. Pfi imobilizaci se vSak mohou vazat na
nosi¢ namisto enzymu a zpusobovat tak nizsi vytéZzek imobilizace. Na gelu
jsou vyrazné Ctyfi bandy, které reprezentuji ¢tyfi podjednotky B-galaktosidasy.

Jeji molekulova hmotnost byla stanovena na 418457 Da.
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7. Pouzité zkratky

APS
EDC-HCI

K-Pi
NHS
o-NP
0-NPG
SDS
TEMED
X-gal

Amonium persulfat
N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-
ethylkarbodiimid hydrochlorid
K-Fosfatovy pufr
N-hydroxysukcinimid

Ortho-nitrofenol
Ortho-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid
Dodecylsulfat sodny
Tetramethylethylendiamin
5-bromo-4-chlor-3-g-indoyl-D-

galaktopyranosid
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