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1. CILE PRACE

* vypracovani reSerSe na téma vlastnosti laktasy a jeji vyuziti v biotechnologickych
procesech

» optimalizace metody stanoveni aktivity laktasy

» charakterizace laktasy

+ imobilizace laktasy na magnetické nanoCastice a studium vlastnosti vzniklého

konjugétu



2. UvVoD

Soucasti mléka savcd je mimo jiné disacharid laktosa, ktery je v gastrointestinalnim
traktu trdven pomoci laktasy, membranového enzymu epitelu tenkého stfeva. S deficienci
laktasy se setkdvame prevazné u dospélych lidi, konzumace mléénych vyrobkd a jinych
produktd obsahujicich laktosu u nich miZze vést k bolestem bficha, nadymani, prdjmdm
a dalSim komplikacim. Pfiznaky se daji zmirnit enzymovymi preparaty podavanymi spolu
s laktosovymi potravinami, fada klinickych studii jim vSak pfipisuje jen omezenou
a proménlivou uc€innost. Tyto komercné vyrdbéné produkty obsahuji enzymy, jejichz
fyzikalné-chemické vlastnosti nejsou pfriliS vhodné pro hydrolyzu laktosy in vivo, pfi niz je
enzymova stabilita a aktivita ovliviiovana plsobenim pH a travicich proteas. Navic se jedna
o finan€né nékladnou metodu, protoze enzymy nelze znovu pouzit. DalSi moznosti je
hydrolyza mlé&ného sacharidu prostfednictvim imobilizované laktasy. Vzhledem k velkym
moznostem primyslového vyuziti byla intenzivné zkoumana fada zpUsobU imobilizace, ale
jen nékolik z nich bylo uplatnéno pfi vyrobé&. Prvni spolecnosti, ktera takto komercné
hydrolyzovala laktosu v mléce, byla Centrale del Latte of Milan a jednalo se o enzym
kvasinkového plvodu navazany na triacetatcelulosova vlakna. Enzymova hydrolyza laktosy
je stale oblasti védeckého a technologického zajmu. Kromé produkce bezlaktosovych

potravin je imobilizace laktasy vyuzivana také k primyslové vyrobé galaktosy.



3. TEORETICKA CAST

3.1. LAKTASA

B-D-galaktosidasa (EC 3.2.1.23), znama také pod nazvem laktasa, je enzym patfici
do podtfidy glykosidickych hydrolas, ktery katalyzuje hydrolyzu disacharidu laktosy na
monosacharidy glukosu a galaktosu (Panesar et al., 2006).

3.1.1. VYSKYT LAKTASY

Laktasa mUZe byt ziskana z nejrliznéjSich zdroji, at uz mikroorganism( (Fowler
a Zabin, 1970; O'Connell a Walsh, 2010), rostlin (Chaubet a Pareilleux, 1982; Bhalla
a Dalling, 1984) nebo zZivocichd (Gatt, 1969; Samoylova et al., 2008). Pro primyslové vyuziti
jsou hlavné diky snadné manipulaci a rychlému mnoZzeni nejvhodnéjsi mikroorganismy, velké
mnozstvi z nich bylo vyhodnoceno jako potencidlni zdroj tohoto enzymu. Laktasa byla
izolovana z celé fady bakterialnich, kvasinkovych a houbovych kultur, v nékterych pfipadech
byla klonovana a pfevedena do dalSich hostitelskych bunék. Komer¢né jsou dostupné pouze
enzymy z bezpecnych zdrojd, jejich priklady jsou uvedeny v Tab. 1 (Panesar et al., 2006).
Nejdlkladnéji prostudovana je laktasa bakterii Escherichia coli, kédovana genem lacZ, ktery
slouzi jako model pro vysvétleni katalytického plsobeni enzymu. V disledku toxicity E. coli
spojené s tim, ze patfi mezi koliformni mikroorganismy, neni tato laktasa vhodna pro aplikace

v potravinarstvi (Joshi et al., 1989).



Tab. 1 Nékteré komercni zdroje laktasy (Panesar et al., 2006).

Zdroj laktasy Obchodni nazev

Bakterie

Bacillus sp. Novozym 231

Escherichia coli [B-galactosidase

Kvasinky

Kluyveromyces lactis Maxilact
Lactase

B-galactosidase

Saccharomyeces fragilis -galactosidase
Kluyveromyces marxianus Lactozyme
Kluyveromyces sp. Lactase NL
Candida pseudotropicalis Neutral lactase
Plisné
Aspergillus niger Sumylact
Lactase
Aspergillus oryzae Fungal lactase
Biolactase

Lactase 2214C
B-galactosidase

3.2. CHARAKTERISTIKA LAKTASY

3.2.1. STRUKTURA LAKTASY

Primarni struktura laktasy Escherichia coli byla poprvé urCena v osmdesatych letech
dvacatého stoleti (Fowler a Zabin, 1978). Nasledné sekvenovani genu lacZ a urceni
tfidimenzionalni struktury enzymu potvrdilo, Ze plvodni stanoveni bylo téméf spravné
(Kalnins et al., 1983). Molekulova hmotnost laktasy Cini 464 kDa. Sklada se ze Ctyf stejnych
podjednotek A-D, tvofenych 1023 aminokyselinami a vazebnym mistem pro aktivator. Kazdy
monomer je rozdélen do péti domén, tfeti doména ma strukturu TIM soudku — 8 a-helix(i a 8
paralelnich B-skladanych listdl — s aktivnim mistem na C-konci. Ostatni domény tvoii pouze

B-skladané listy (Juers et al., 2000). Terciarni struktura laktasy je zachycena na Obr. 1.
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Aktivni misto

Monomer D
Monomer A

Monomer B

Obr. 1 Terciarni struktura laktasy Escherichia coli (pfepracovano podle Juers et al.,
2000).

Kazdy ze ¢tyf monomerd enzymu se sklada z domény 1 (modrd), domény 2 (zelend),
domény 3 (Zlutd), domény 4 (modrozelend) a domény 5 (Cervend). Tmavsi a svétlejSi odstiny
jednotlivych barev slouzi k odliSeni stejnych domén rdiznych podjednotek. Vazebna mista pro

sodné kationty znazorfuji zelené a pro hofecCnaté kationty modré tecky (Juers et al., 2000).

Pfi porovnani laktasy Escherichia coli a Kluyveromyces lactis byla pozorovana
vyrazna shoda v bilkovinnych sekvencich, coz svédci o jejich blizkém evoluénim vztahu
(Pereira-Rodriguez et al., 2012).

Udaje tykajici se struktury a po&tu podjednotek laktasy K. lactis se lii v zavislosti na
pouzitych laboratornich metodach. Dickson et al. (1979) purifikoval laktasu ze surovych
extraktdl kvasinek a po provedeni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného wuvedl, Ze je tvofena dvéma identickymi podjednotkami

o0 molekulovych hmotnostech 135 kDa.
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Mbuyi-Kalala et al. (1988) na zakladé opakované ultrafiltrace popsal v komer&nim preparatu
Maxilact 40000 existenci 4 isoenzym{ o molekulovych hmotnostech 630 kDa, 550 kDa,
41 kDa a 19 kDa, u kterych pozoroval odliSnosti ve fyzikalnich vlastnostech i kinetickych
parametrech.

Becerra et al. (1998) pouzil ke studiu laktasy K. lactis metody, které umoznuji purifikaci
proteinu z malého mnoZstvi extraktu vysoce reprodukovatelnym a presnym zplsobem.
Jednalo se o rychlou proteinovou kapalinovou chromatografii (FPLC) s kolonami Superose
12 PC 3.2/30 a Mono Q PC 1.6/5 a jednokrokovou afinitni chromatografii se specifickym
vazanim laktasy na agarosa-p-aminofenyl-B-D-thiogalaktopyranosid a néslednou eluci
boratovym pufrem, pH 10. S vyuzitim surového extraktu i preparatu Maxilact LX-5000 bylo
zjisténo, ze je dany enzym slozen z podjednotek o molekulovych hmotnostech 124 kDa a je
aktivni v dimerni i tetramerni formé. Pfevaha jedné formy nad druhou zavisi na podminkach
stanoveni. Dimerni forma prevladala pfi provedeni gelové filtrace na koloné Superose 12. Pfi
elektroforetickém stanoveni v nedenaturujicim akrylamidovém gelu inkubovaném s umeélymi
substraty  o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidem (ONPG) nebo 6-bromo-2-naftyl-p-D-
galaktopyranosidem (BNG) vykazoval aktivitu v pfipadé obou substratd pouze tetramer.
Podle Tello-Solise et al. (2005) je sekundarni struktura laktasy preparatu Maxilact LX-5000
ur€ena metodou cirkularniho dichroismu tvofena z 22 % [(-klickami, ze 14 % paralelnimi
a 25 % antiparalelnimi B-skladanymi listy, z 5% a-helixy a ze 34 % neuspofadanymi

strukturami.

3.2.2. FUNKCE LAKTASY

Laktasa je klicovym enzymem pro hydrolyzu disacharidu laktosy. Hraje ddlezitou roli
v novorozeneckém obdobi vétSiny savcll i ¢lovéka, kdy je nezbytna pro vyzivu, poté se jeji
aktivita obvykle snizuje.

Neschopnost travit laktosu jako disledek nizké hladiny laktasy je oznacovana jako
laktosova intolerance. Laktosa v tomto pfipadé neni Stépena a vstfebana v tenkém stievé,
ale pronikd dale do tlustého stfeva, kde znesnadnuje absorpci vapniku a v pfitomnosti
mikroorganism( dochazi k jeji anaerobni fermentaci na vodik, methan, oxid uhli¢ity a mastné
kyseliny. Mezi typické pfiznaky vyvolané pozitim mléka nebo mléénych vyrobkd obsahujicich
laktosu pak patfi bolesti bricha, kfece, nevolnost, nadymani a prdjem.

Terminem laktasova deficience je oznaCovana nizka nebo Z&dna aktivita laktasy

zjiSténa prostrednictvim biopsie tenkého stfeva. Primarni deficience se objevuje
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u nedonosenych déti jako disledek nedokondeného vyvoje stfeva nebo velmi zfidka jako
klinicky syndrom zvany lidsky vrozeny deficit laktasy. NejCastéji se sniZzena aktivita enzymu
projevi kolem patého roku véku a poté hladina laktasy pretrvava snizena. Sekundarni
deficience je zplsobena poskozenim stfevni sliznice v disledku nemoci, kterou mlze byt

gastroenteritida, celiakie, Crohnova nemoc €i parazitarni infekce (Rings et al., 1994).

3.2.3. VLASTNOSTI LAKTASY

Laktasa izolovana z rdiznych zdrojd vykazuje rGzné vlastnosti, nékteré z nich jsou
shrnuty v Tab. 2. Tato rozmanitost mdze byt navic podporena i modifikaci enzymu
prostfednictvim chemickych metod nebo genetickou manipulaci. pH optimum laktasy
houbového plivodu se pohybuje v kyselé oblasti v hodnotach 2,5-5,4, optimalni teplota je
pomeérné vysoka, obvykle je primyslové vyuZivana pri teplotadch nad 50 °C, kdy je pomérné
stabilni. Ddlezitym zdrojem z priimyslového hlediska jsou vak hlavné kvasinky, neutraini pH
optimum tohoto typu laktasy je vhodné pro hydrolyzu laktosy v mléce, navic je povazovana

za bezpecnou pro pouziti v potravinafstvi (Panesar et al., 2006).
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Tab. 2 Vlastnosti mikrobialni laktasy (Mlichova a Rosenberg, 2006).

Mikroorganismus Opt. pH Opt. t[°C] Literatura

Greenberg a
Mahoney, 1981;

Escherichia coli 7,2 40 h I
Giacomini et al.,
2001
bakterie | actobacillus 6.2 55 Greenberg
thermophilus ’ a Mahoney, 1981
Leuconostoc citrovorum 6,5 66 Singh et al., 1979
Bacillus circulans 6 65 Boon et al., 2000
Boon et al., 2000;
. Roy a Gupta,
. Kluyveromyces lactis 6,5-7,0 30-35 2003: Jurado et
kvasinky al., 2004
.. Boon et al., 2000;
Kluyveromyces fragilis 6,6 30-35 Jurado et al.. 2004
. . Greenberg a
Aspergillus niger 3,0-4,0 55-60 Mahoney, 1981
plisné Boonket al., I2000;
Aspergillus oryzae 5 50-55 Tanaka et al,,

1975; Tanriseven
a Dogan, 2002a

3.2.4. SUBSTRATOVA SPECIFITA

Pfirozenym substratem laktasy je disacharid laktosa. Substratova specifita byla
zkoumana za pouziti fady substratli podobajicich se laktose. Bylo prokdzano, Ze zmény
v glukosové Casti molekuly maji na hydrolyzu mnohem vétsi inhibi¢ni Uc€inky nez zmeény
ve sloZzce galaktosové. VSechny hydroxylové pozice byly nezavisle nahrazeny za vodikové
nebo methylové zbytky, jako zasadni se ukazala byt zejména OH-6 poloha v glukosové Casti
(Rings et al., 1994).

Laktasa je aktivni vi¢i velkému mnoZstvi pfirozen& se vyskytujicich i umélych
substratd, coz vedlo k vyzkouseni fady téch, které maji chromogenni vlastnosti. Mezi hojné
vyuzivané patfi 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid (X-gal) a o-nitrofenyl-B-D-
galaktopyranosid (ONPG) (Matthews, 2005).
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3.2.5. AKTIVNI MISTO

U kazdého ze ¢&tyf monomer( laktasy E.coli nalezneme aktivni misto, jehoz
aminokyselinové zbytky pochazeji z rliznych segmentll polypeptidového fetézce. Z velké
¢asti je tvoreno hlubokou kapsou, kterd zasahuje do jadra TIM soudku tfeti domény, avSak
obsahuje i struktury z dalSich domén a podjednotek. Nachéazeji se zde smycky z prvni a paté
domény stejného monomeru a smyCka z druhé domény jiného monomeru. Monomer A
poskytuje smyCku druhé domény aktivnimu mistu monomeru D, stejné tak smycka
monomeru D zasahuje do aktivniho mista monomeru A. Analogicky je i vztah mezi
monomery B a C. Takto vznikla aktivni mista funguji pravdépodobné nezavisle na sobé.
Nicméneé, protoZze pro tvorbu aktivniho mista jsou potfeba podjednotky dvé, samostatny

monomer enzymu je patrné neaktivni (Matthews, 2005).

3.2.6. MECHANISMUS ENZYMOVE REAKCE

Laktasa vykazuje dvé katalytické aktivity, jednak hydrolyzuje laktosu, jednak ji pfevadi
na jeji izomer, allolaktosu, ktery je pfirozenym induktorem lac operonu. Allolaktosa je
nasledné taktéz pfeménéna na glukosu a galaktosu (Matthews, 2005).

Dvoukrokova povaha katalytického mechanismu byla poprvé navrZzena Koshlandem
(1953) a pozdéji demonstrovana experimentalné Stokesem a Wilsonem (1972). Pro zjisténi
meziproduktl katalyzy byla provedena fada krystalografickych analyz. Z diivodu napodobeni
pocatku reakce byl pfirodni substrat navazan na mutantni enzym Glu 537 = GIn (E537Q),
ktery je katalyticky neaktivni (Yuan et al., 1994). Také nehydrolyzovatelné substratové
analogy isopropylthiogalaktosid a 2-F-laktosa byly ponechany, aby zreagovaly s pfirodnim
enzymem. V8echny ligandy se hromadily na indolu Trp999 v mélké oblasti aktivhiho mista.
Pro zobrazeni dalSi ¢asti reakce byl jako substrat vybran dinitrofenyl 2-F-galaktosid, protoze
rozdéleni struktury enzym-substrat je v tomto pfipadé mnohem pomalejsi nez jeho tvorba
(McCarter et al., 1992). Doslo ke kovalentnimu navazani na Glu537 a k posunu hloubégji do
aktivniho mista. Galaktotetrazol a galaktonolakton slouZily k napodobeni pfedpokladanych
tranzitnich stavll oxokarboniového iontu, které jsou trigonalni na prvnim uhliku a vytvareji
pevnou vazbu (Huber a Brockbank, 1987; Heightman et al., 1995). Oba analogy se vazaly do
hluboké oblasti na Glu461 obsahujici atom odpovidajici glykosidickému kysliku.
Krystalograficky bylo dale zjiSténo, Ze produkt bézné katalytické reakce, galaktosa, se taktéz

vaze v hluboké oblasti aktivniho mista enzymu (Juers et al., 2001). Analogy vychoziho
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substratu se tedy navazaly do mélké oblasti, zatimco meziprodukty a produkt galaktosa
pronikly 1-4 A hloubgji do aktivniho mista laktasy.

Prvni polovina reak¢niho cyklu zahrnuje Stépeni glykosidické vazby substratu, vznik
jeho kovalentniho intermediatu s Glu537 laktasy a uvolnéni aglykonu (Sinnott, 1990). Sporné
je, zda k tomu dochazi prostfednictvim Lewisovy katalyzy hofe€natym kationtem nebo
Brgnstedtovy katalyzy Glu461l. Zda se, Ze pfimy elektrofilni atak iontem Mg* je
nepravdépodobny, protoZze zadny z krystalograficky studovanych ligandC s nim nepfi$el do
pfimého kontaktu. Také pfechodné stavy analogl naznacuji, Ze se Glu461 nachazi v takové
pozici, aby mohl poskytnout proton glykosidickému Kkysliku a podpofit tak jeho roli
katalyzatoru galaktosylace (Juers et al., 2001). Pfedpoklada se, Zze druha polovina reakce,
degalaktosylace, nastava prostfednictvim vytvoreni tranzitniho trigonalniho oxokarboniového
kationtu. Dvoukrokovy mechanismus reakce je znadzornén na Obr. 2.

Laktasa funguje také jako transglykosylasa produkujici allolaktosu. Ve studovanych
komplexech vykazovala obecné struktura pfitomna na vazebném misté aglykonu nékolik
specifickych interakci s enzymem. Zde se mohou odrazet fyziologické pozadavky enzymu na
rovnovahu mezi transglykosylaci a hydrolyzou. Pokud byla vazba glukosy na toto misto
specifickd a pevna, prevladala transglykosylace. Naopak, jestlize byla slaba, dominovala
hydrolyza (Matthews, 2005).
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Obr. 2 Zobecnéné schéma reakce katalyzované laktasou (pfevzato z Matthews, 2005).
Béhem prvniho kroku reakce (nahofe) tvofi substrat (-D-galaktopyranosid obsahujici
algykon ,OR" s nukleofilem Glu537 a kyselinou ,A* (Glu461l nebo hofecnaty kation)
kovalentni a-D-galaktosyl enzymovy meziprodukt. Vznik meziproduktu v druhém kroku (dole)
je umoznén pfitomnosti baze ,B“ (pravdépodobné Glu461), diky které je odStépen proton
z molekuly R'OH (Matthews, 2005).

3.2.7. AKTIVATORY A INHIBITORY LAKTASY

Jednim z faktord ovliviiujicich ¢innost a stabilitu laktasy je vliv iontl, jako jsou Ca*,
Mg?*, Na*, NH,;" a K*. Bez ohledu na plvod enzymu vapenaté ionty inhibuji funkci, zatimco
hofecnaté aktivitu zvySuji. Vliv ostatnich zavisi na jejich poloméru a na zdroji, ze kterého byla
laktasa ziskana. lonty mohou také posilit odolnost enzymu v(ci tepelné inaktivaci snizenim
flexibility polypeptidového fetézce (Jurado et al., 2004).
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Pro maximalni aktivitu laktasy jsou potfebné ionty hofCiku a sodiku. Horecnaty ion byl
identifikovan v aktivnim misté obou krystalovych forem enzymu (Jacobson et al., 1994; Juers
et al.,, 2000). Nalezeno bylo inékolik dalSich moZnych vazebnych mist, ale neni jim
pripisovana Zadna funkce. Studie krystald v pritomnosti drasliku a rubidia napomohly urceni
péti pfedpokladanych vazebnych mist pro sodné ionty, jednoho z nich v aktivnim misté
a ostatnich na povrchu proteinu (Juers et al., 2000).

Prikladem latky, kterdA se podoba substratu, ale nemize byt hydrolyzovana
a vystupuje tedy jako inhibitor, je fenetyl-B-D-thiogalaktopyranosid (PETG). Experimenty
ukazaly, Ze PETG vykazuje srovnatelnou afinitu k laktase jako o-nitrofenyl-B3-D-
galaktopyranosid (ONPG). Mezi dalSi inhibitory B-galaktosidasy patfi napfiklad dusi¢nan
stfibrny (Martino et al., 2009), chlorid rtutnaty, jod nebo peroxid vodiku (Knopfmacher
a Salle, 1941).

3.3. METODY STANOVENI AKTIVITY LAKTASY

Jednu z metod stanoveni aktivity laktasy predstavuje méfeni absorbance,
fuorescence ¢i chemiluminiscence vzniklého produktu. Hydrolyzou chromogennich substrat(
za pfitomnosti laktasy vznika barevny produkt. Substrat ONPG je Stépen na Zluty nitrofenol,
jeho mnoZzstvi je poté stanoveno spektrofotometricky (Pardee et al., 1959). Vystaveni bakterii
X-galu vede ke vzniku modrého produktu 5-bromo-4-chloro-indigo a umoznuje tak kvalitativni
identifikaci a zhodnoceni aktivity kolonii produkujicich laktasu (Horwitz et al., 1964). DalSi
skupinou jsou flourescencni substraty - resorufin-B-D-galaktopyranosid,
4-methylumbelliferyl-3-D-galaktopyranosid a chemiluminiscencni substraty — Galacton,
Galacton-Star, které zvySuji citlivost stanoveni (Serebriiskii a Golemis, 2000). Mezi faktory
ovliviiujici stanoveni aktivity kvasinkové laktasy patfi napiiklad podminky pro rdst kvasinek
obsahujicich laczZ reportérovy gen, kdy se voli mezi pevnym médiem (agarove plotny)
a tekutou kulturou (zkumavky nebo mikrodestiCky). Vybrany substrat Ize pfidat k aktivné
rostoucim organismim nebo az po buné&cné lyzi, které je mozné dosahnout zmrazovanim
a rozmrazovanim, pouzitim detergentu Ci rozpoustédla (Serebriiskii a Golemis, 2000).

DalSi metodou je méfeni rychlosti tvorby produktu. Burin a Buera (2002) enzymaticky
oxidovaly glukosu vznikajici hydrolyzou laktosy na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku.
V pritomnosti peroxidasy dochazelo oxidativnim couplingem fenolu a 4-aminofenazonu ke

vzniku ¢erveného chromogenu, ktery byl stanoven spektrofotometricky. Aktivita laktasy byla
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urCena jako pomér hydrolyzované laktosy k jejimu pocateCnimu mnozstvi. K experimentu
byla pouzita laktasa izolovand z mikoorganisml Escherichia coli, Aspergillus oryzae
a Saccharomyeces lactis.

Stanoveni enzymové aktivity zalozené na jednokrokové analyze produktli — glukosy,
galaktosy a oligosacharidd — Ize provést na zakladé aniontové chromatografie s pulzni

amperometrickou detekci (Tyagarajan et al., 1996).

3.4. IMOBILIZACE ENZYMU

PTi praci s enzymy ¢asto nastava rada problém(, mezi které patii vysoké naklady na
izolaci a purifikaci, nestabilita enzym( oddélenych od pfirozeného prostiedi, citlivost viGi
jinym nez optimalnim podmink&m a stopovym mnozstvim latek, které plsobi jako inhibitory.
Na rozdil od heterogennich chemickych katalyzator(i, enzymy obvykle plisobi rozpusténé ve
vodeé, z tohoto dlivodu kontaminuji produkt a nemohou byt z reakéni smési ziskany v aktivni
formé pro dalSi pouziti. Jednou z metod pro prekonani téchto omezeni je imobilizace
enzymu, kterd stabilizuje strukturu a tim i aktivitu enzym( napodobenim pfirozeného
zplsobu vyskytu v Zivych burikach, kde jsou ve vétSiné prfipadd vazany na bunécné
membrany. Ve srovnani s volnymi enzymy v roztoku jsou tedy ty imobilizované odolnéjsi v{ci
okolnim zméném, dale je umozZnéno jejich opétovné vyuZiti, nepfetrZity provoz enzymovych
procesl a rychlé ukonéeni reakce (Krajewska, 2004).

Univerzalni nosi¢ pro vSechny enzymy a jejich aplikace neexistuje, kazdy vSak musi
splfiovat urCité zakladni pozadavky jako jsou vysokd afinita k bilkovinam, dostupnost
reaktivnich funkCnich skupin pro pfimé reakce s enzymy a pro chemické modifikace,
hydrofilni charakter, mechanicka stabilita a rigidita, snadnost pfipravy v rlznych
geometrickych konfiguracich. Pro potravinarské, farmaceutické, |ékafské a zemeédeélské
vyuZziti je nutna také netoxi¢nost a biokompatibilita (Krajewska, 2004)

V pfipadé laktasy bylo studovano nékolik postupll imobilizace: adsorpce na pérovity
material, zachyceni v gelu, iontové interakce, tvorba komplexd s kovy nebo kovalentni
vazani (Ladero et al., 2000). Nékteré z nich jsou uvedeny v Tab. 3.

Fyzikalni adsorpce je nejstarSi a nejjednodussi metodou imobilizace enzymu na
nosiCe nerozpustné ve vodeé. Biokatalyzatory jsou k jejich povrchu vazany pomoci van der
Waalsovych sil a Casto se na tomto spojeni podileji i dalSi sily, hlavné hydrofobni interakce,

vodikové a iontové vazby. Vyhodou adsorpce je jednoduché provedeni a malé ovlivnéni
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konformace enzymu, nevyhodou je pomérné slaba adsorpCni vazebnd sila. Pro imobilizaci
laktasy touto technikou byly testovany rdzné nosice, z anorganickych napriklad oxid hlinity,
oxid kfemiCity, porézni sklo, kfemelina a z organickych celulosa, Skrob, aktivni uhli,
Sephadex (Panesar et al., 2010).

Metoda zachyceni v gelu je vyuZivdna pro imobilizaci celych bunék a spociva
v uzavreni ¢astice v malém prostoru. Obzvlast vhodnym materidlem jsou prirodni polymery —
alginat, karagenan, pektin, agar, Zelatina — které nejsou toxické a snadno tuhnou. Hlavni
vyhodou je jednoduchost, se kterou lze &astice ziskat, a to aplikaci suspenze polymeru
a bunék do média obsahujiciho kladné nabité ionty nebo tepelnou polymeraci. Membrany
béZzné pouzivané pro zachyceni enzyml jsou nylonové, celulosové, polysulfonové nebo
polyakrylamidové. Mezi hlavni problémy spojené s timto typem imobilizace patfi desorpce
laktasy z imobiliza¢ni matrice a Unik zachyceného enzymu v disledku malé molekulové
hmotnosti ve srovnani s pory gelu. Pfedchazet tomu lze pouzitim sitovaciho cinidla,
napriklad bis-oxiranu (Rogalski et al., 1994), karbodiimidu (Dominguez et al., 1988), octanu
chromitého (Sungur a Akbulut, 1994), glutaraldehydu (Tanriseven a Dogan, 2002b),
polyethyleniminu (Decleire et al., 1987), transglutaminasy (Zhang et al., 2010).

Pfi imobilizaci enzym( se ¢asto vyuziva kovalentni vazby. Enzymy se prostfednictvim
funkénich skupin, které nejsou nezbytné pro katalytickou aktivitu, spojuji s rdznymi
matricemi. Funk¢ni skupiny nosice jsou obvykle aktivovdny pomoci chemického cCinidla —
bromkyanu, karbodiimidu, glutaraldehydu. Kvdli chranéni aktivniho mista je vhodné
imobilizaci provadét v pfitomnosti substratu nebo kompetitivnhiho inhibitoru. Tato technika

mUze byt vyuzita i pro zménu operacnich vlastnosti enzymu (Panesar et al., 2010).
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Tab. 3 Priklady imobilizace riznych typt laktasy (Panesar et al., 2010).

Metoda Zdroj laktasy Nosic¢ Literatura
Bacillus circulans E? va.'?.y! chiorid a oxid Bakken et al., 1992
femicity
Bacillus . chitosan Di Serio et al., 2003
stearothermophilus
Escherichia coli chromosorb-W Bodalo et al., 1991
fyzikalni | Jacti hi .
adsorpce Kuyveromyces actis chitosan Gekas a Lopez_Le“/a,
Kluyveromyces fragilis  chitosan 1985
. . porovity keramicky Papayannakos et al.,
Aspergillus niger monolit 1993
Aspergillus oryzae poly_vlnyl Chl(?”d . Bakken et al., 1990
a silikagelova membrana
E. coli polyakrylamidovy gel Khare a Gupta, 1988
: polyvinylalkoholovy Champluvier et al.,
K. lactis hydrogel 1988
zachyceni Kluyv eromyces alginat Decleire et al., 1987
v gelu bulgaricus
Saccharomyces polyvinylalkoholovy Champluvier et al.,
cerevisiae hydrogel 1988
A. oryzae Nylon-6 a zeolit Pietta et al., 1989
B. circulans Eupergit C (akrylovy Hernaiz a Crout, 2000
polymer)
K. lactis povrch grafitu Tagieddin a Amiji, 2004
kovalentni K. fragilis silica-alumina Ladero et al., 2000
vazani magneticky polysiloxan-
A. niger an Yy poly Neri et al., 2008
polyvinyl alkohol
A. oryzae chitosanove Castice Portaccio et al., 1998

a nylonova membrana
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3.4.1. IMOBILIZACE NA MAGNETICKE NOSICE

Stale vétsi pozornost je v posledni dobé vénovana magnetickym mikrocasticim
a nanocasticim coby neporéznim nosi¢lim pro imobilizaci enzymd. Jejich vyhodou je velka
povrchova plocha, moznost snadného oddéleni od reakéni smési magnetickym polem
i rychlost reakci katalyzovanych na né navdzanymi enzymy (Verma et al., 2012).

Magnetické nosi¢e mohou byt pfipraveny celou fadou zplsobd. Jednim z nejcasté;i
pouzivanych je koprecipitace - syntéza Fe;O, nebo y-Fe,O; pridavkem béaze k vodnym
roztoklm soli obsahujicich Zeleznaté a zelezité kationty. Velikost a tvar vzniklych Castic
zavisi na druhu pouzitych soli, poméru Fe*/Fe*, teploté a pH, pfi kterém reakce probiha
a na iontové sile. DalSi metody vyuZivaji k pfipravé Cisté kovy, feromagnety nebo slitiny (Lu
et al., 2007). K pripravé mize byt pouZzita také napfiklad termolyza pentakarbonylu Zeleza,
hydrotermalni metoda — reakce oxid{ a hydroxidd Zeleza a dalSich kovid ve vodé pri teploté
nad 200 °C a tlaku vyS§3im nez 14 Mpa (Horak et al., 2007), izolace z magnetotaktickych
bakterii jako jsou Magnetobacterium bavaricum, Aquaspirillum magnetotacticum (Drzazga
et al., 2006).

Mikro¢astice a nanocastice jsou obvykle nejlépe aplikovatelné pro ucely imobilizace
v pfipadé, kdy se jejich velikost pohybuje v rozmezi 0,1-100 um u mikroCastic a 10-20 nm
u nanocastic. Kazda z nich se pak stdva samostatnou paramagnetickou jednotkou, ktera
dokédZe rychle reagovat na vnéjSi zmény magnetického pole. S touto velikosti je vSak
spojena dalsi vlastnost, a to tendence ¢astic shlukovat se do vétsich celkd a snizovat tak

povrchovou energii. Z toho divod( je dilezité je nejprve stabilizovat (Lu et al., 2007).

3.4.1.1. UPRAVA MAGNETICKYCH NOSICU

Idealni aprava magnetickych nanocastic by meéla poskytovat stalou ochranu pred
oxidaci, tu mlzZe zajistit pokryti jednotlivych ¢astic tenkou povrchovou vrstvou, kterd ma jen
velmi maly nebo Zadny vliv na jejich magnetické vlastnosti. Napfiklad obaleni nanoc¢éstic
zlatem vedlo pravé k oslabeni téchto vlastnosti. V jiném experimentu doslo pfi pouziti
hof€iku ke vzniku nezadouci smési obou ¢astic (Huber, 2005). V soucasné dobé jsou Céastice
Casto pokryvany vrstvou oxidu kfemicitého nebo vhodného polymeru. Povrchova Uprava
slouzi také k dodani funkénich skupin ddlezitych pro dalsi vyuziti. Hlavnim ddvodem

povrchové Upravy je vSak snaha zabranit shlukovani ¢astic (Lu et al., 2007).

22



Pro obalovani Castic se pouzivaji syntetické i pfirodni polymery. Syntetickym
povrchovym materidlem mdaze byt napfiklad polyethylenglykol (Nitin et al., 2004),
polyvinylalkohol (Godovsky et al., 1999). Z pfirodnich to jsou zejména sacharidy a proteiny,
jejichz biokompatibilita dovoluje vyuziti v mediciné. Nevyhodou je vSak rozpustnost
nékterych ve vodé, pérovitost Ci neselektivni adsopce (Markovic, 2006).

Kombinace magnetického materialu a chitosanu byla uplatnéna v mnoha oblastech
od afinitni izolace enzymu, separace proteinl a bunék az po imobilizaci enzymd. Chitin
a chitosan patfi mezi pfirodni polyaminosacharidy. Chitin, jako hlavni slozka krunyie korysu,
exoskeletu hmyzu a bunécné stény hub, kde zajiStuje pevnost, je v biosféfe syntetizovan
a degradovan v obrovskych mnoZzstvich. Chemicky je tvofen B(1 - 4) vazanymi 2-acetamido-
2-deoxy-B-glukosovymi podjednotkami (Peter, 1995). Derivat chitinu, chitosan, vznika
N-deacetylaci v rlizném rozsahu. Komeréné je chitin a chitosan ziskavan z odpadu vzniklého
pfi zpracovani morskych plodl (Tharanathan a Kittur, 2003).

Chitosan obsahuje ve svém linearnim polyglukosaminovém fetézci reaktivni amino
a hydroxylové skupiny, které mohou byt chemicky modifikovany (Kurita, 2001; Dutta et al.,
2002). Diky aminoskupinam je chitosan kationtovym polyelektrolytem (pK =6,5), jednim
z méla nachéazejicich se v pfirodé. Je rozpustny ve vodném prostfedi pfi pH niZSim nez 6,5,
rozpustény vykazuje vysoce kladny naboj na NHs" skupinach a je pfitahovan negativné

nabitymi povrchy (Krajewska, 2004).

3.5. VYUZITI LAKTASY V PRAXI

Laktosa ma ve srovnani s glukosou a galaktosou nizkou rozpustnost a sladkost.
Hydrolyza laktosy umoZziuje vyvoj novych bezlaktosovych produktl i daldi aplikace
v potravinarském prdimyslu. RozliSsujeme kyselou a enzymovou hydrolyzu katalyzovanou
laktasou. PFi pouziti kyseliny jako katalyzatoru probé&hne reakce velmi rychle, ale je zapotfebi
vysSi teploty (150 °C) nez u metody enzymové (30-40 °C) a produkt miZe ziskat nezadouci
zbarveni a zapach, coz zabranuje jeho uplatnéni na trhu s potravinami. Enzymova hydrolyza
zachovava vyzivové vlastnosti surovin a je pro potravinarstvi mnohem vhodnéjsSi (Ladero
et al., 2001).

Prvotnim kritériem pfi vybéru daného enzymu je rozsah pH. Enzymy houbového
plvodu aktivni v kyselé oblasti pH se hodi pro vyrobu kyselé syrovatky a susené syrovatky.
Kvasinky a bakterie jsou zdrojem enzymi s pH optimem v neutralni oblasti, vhodnych pro

zpracovani mléka a sladké syrovéatky (Panesar et al., 2006).
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Hydrolyzované mléko se pouziva pro pfipravu ochuceného miléka, syrQ a jogurtd,
navic urychluje proces acidifikace, jehoZ limitujicim krokem je obvykle pravé hydrolyza
mlécného cukru (Shukla, 1975). Hydrolyzou laktosy je také zabranéno jeji krystalizaci
v mrazenych a kondenzovanych mlécnych vyrobcich. Kvalita zmrzliny byla vyrazné zvySena
pridavkem laktasy, kter4d pfeménou laktosy na glukosu a galaktosu snizuje hrudkovitost.
Stupen premény laktosy dosahujici az 90% byl pozorovan pfi reakci s imobilizovanou
laktasou K. lactis u odstfedéného mléka, syrovatky a suSené syrovatky (Panesar et al.,
2006).

Diky své transferasové aktivité laktasa produkuje oligosacharidy, které maji pfiznivy
vliv na rist stfevni mikroflory, selektivné zvysuji mnozstvi bifidobakterii a laktobacildl na Ukor
méné Zadoucich mikroorganismi E. coli, Clostridia a proteolytickych bakteroid(l (Panesar et
al., 2010). Kromé toho mize slouzit transferasova reakce k pfipojeni galaktosy na jiné
chemické latky a nasledné byt vyuzita v potravinarstvi ¢i farmacii. Mnozstvi a charakter
vzniklych oligosacharidl zavisi na pdvodu enzymu, koncentraci a povaze substratu a na
reakcnich podminkach (Prenosil et al.,, 1987). Obecné plati, ze pfi vySSi pocatecni
koncentraci laktosy vznika vétsi pocet a celkové vétsi oligosacharidy (Panesar et al., 2010).

Syrovatka vznika jako vedlej$i produkt pfi vyrobé syrl. PredevSim v rozvojovych
zemich predstavuje jeji likvidace velky problém pro miékarensky primysl, znaéné mnoZstvi
je vypousténo do vodnich tokl a je tak pfi¢inou vazného znecisténi. Laktosa (44-52 g.I")
obsaZena v syrovatce vykazuje vysoké hodnoty biochemické a chemické spotieby kysliku.
ReSenim tohoto problému je hydrolyza syrovatky pomoci laktasy na glukosu a galaktosu
anasledné pouziti mikroorganismi, které jsou schopné tyto monosacharidy rozkladat
napfiklad na komercné vyuzitelny produkt — ethanol (Mlichova a Rosenberg, 2006; Asraf

a Gunasekaran, 2010).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. MATERIAL

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
EDC.HCI

Hydrogenfosfore¢nan draselny
Hydroxid sodny

Chlorid hofecnaty hexahydrat
Kyselina borita

Kyselina octova (99%)

Kyselina trihnydrogenfosfore¢na (85%)

Laktozym

Magnetické nanocastice (Fe;0.) obalené chitosanem

NHS (98%)

ONPG

4.2. PRISTROJE

Analytické vahy CPA225D
Automaticky rotator Multi Bio RS-24
Digitalni predvazky
Elektromagnetick&d michaCka
pH-metr inoLab Level 1

Pipety (2 pm-5 ml)

Spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave Il
Termocycler TProfessional Gradient 96

Vortex MS-1

Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Japonsko
Sigma-Aldrich, Spanélsko

Lach-Ner, CR
Lachema, CR
Chemapol, CR
Lach-Ner, CR
Chemapol, CR
Sigma-Aldrich, USA
Nanocentrum, CR
Sigma-Aldrich, Cina

Sigma-Aldrich, Svycarsko

Sartorius, Némecko
Biosan, Litva

Kern, Némecko
IKA, Némecko
WTW, Némecko
Biohit, Finsko

Eppendorf, Némecko

Biochrom Ltd., Velka Britanie

Biometra, Némecko

IKA, Némecko



4.3. POUZITE METODY

4.3.1. IMOBILIZACE LAKTASY

Laktasa byla imobilizovana na magnetické nanocastice pokryté vrstvou chitosanu. Do
mikrozkumavky byly navaZzeny 2 mg nanocCastic a byla pfidana aktivac¢ni Cinidla: 100 pl
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid  hydrochloridu  (EDC.HCI, 32 mmol.l*)
pfipraveného rozpusténim 0,5 mg EDC.HCI ve 100 pl pufru (K-Pi 0,1 mol.I"*, pH 7, obsahujici
2 mmol.I" MgCl;) a 100 pl roztoku N-hydroxysukcinimidu (NHS, 52 mmol.I*) pfipraveného
rozpusténim 0,6 mg NHS ve 100 pl tohoto pufru. Poté bylo pfidano 100 pl laktasy tisickrat
zfedéné danym pufrem. Chlorid hofe€naty byl k fosfatovému pufru pfidan za acelem zvySeni
enzymové aktivity. Takto pfFichystané vzorky byly ponechany do druhého dne na
automatickém rotatoru (300 rpm, 4 °C). Reakcni schéma imobilizace je zobrazeno na
Obr. 3. Nasledné byly nanoCastice oddéleny od roztoku za pouZiti magnetu, stejnym pufrem
tfikrat promyty a v tomto pufru také uskladnény pfi teploté 4 °C do doby, nez byly pouzity.

S (i ) NS

Obr. 3 Imobilizace laktasy za katalyzy EDC a NHS (pfepracovano podle Nakajima
a lkada, 1995). Volny enzym (R1-COOH) reaguje s EDC a NHS, vznik4 tak reaktivni
meziprodukt, ktery v pfitomnosti povrchové upraveného nosice (R4-NH.) vede k tvorbé

amidové vazby.
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4.3.2. STANOVENI VAZEBNE KAPACITY LAKTASY

Vazebna kapacita byla stanovena metodou Bradfordové na zakladé srovnani
mnoZzstvi enzymu ve vzorku roztoku laktasy (1:100) pfed imobilizaci a enzymu obsazeného

v supernatantu po imobilizaci laktasy na magnetické nanocastice pokryté chitosanem.

Po smichani 1 ml vzorku pro stanoveni proteinl a 2 ml ¢inidla Bradfordové byly
roztoky promichany a po péti minutdch byla méfena jejich absorbance pfi vinové délce
595 nm. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich. Kalibracnim proteinem pro stanoveni
vazebné kapacity byl hovézi sérovy albumin (BSA). Byla sestrojena kfivka zavislosti
absorbance na koncentraci BSA. Z rovnice linearni regrese byla vypoctena koncentrace

laktasy ve vzorcich. Mnozstvi navazané laktasy bylo vyjadfeno v procentech.

4.3.3. STANOVENI AKTIVITY LAKTASY

Pro enzymovou reakci byl pouzit umély substrat ONPG, jehoz hydrolyzou vznika (3-D-

galaktopyranosa a Zluté zbarveny o-nitrofenol (ONP), reakce je zobrazena na Obr. 4.

OH

d e

laktasz

Obr. 4 Hydrolyza umélého substratu ONPG na ONP a galaktosu katalyzovana

enzymem laktasou.
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Pro zjisténi aktivity volné laktasy bylo v 1 cm kyveté smichano 1550 pl pufru (K-Pi
0,1 mol.I", pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,) se 400 pl roztoku ONPG (5 mmol.I™) v tomtéz
pufru, tato smés slouzila jako blank. Reakce byla startovana pridavkem 50 pul roztoku laktasy
fedéné v poméru 1:1000 stejnym pufrem. Aktivita laktasy byla stanovena
spektrofotometricky, kdy byla méfena zména absorbance pfi 410 nm v jednominutovych
intervalech po dobu 5 minut, v prdbéhu méfeni byla reakéni smés michana pomoci
magnetické michacky.

Na zakladé zjisténych zmeén absorbanci Ize vypocitat aktivitu laktasy pomoci vztahu

An_AA V. . An N - o - .
A A el Podil A vyjadfuje aktivitu [kat], AA zménu absorbance, At Casovy

interval [s], V objem kyvety [l], € molarni absorpéni koeficient [l.mol*.cm™] a / $itku kyvety
[cm].

Pro mérfeni aktivity imobilizovaného enzymu byly 2 mg nano€astic s imobilizovanou
laktasou preneseny do kyvety. Bylo pfidano 1600 pl stejného pufru jako v pfipadé volné
laktasy a reakce byla startovana pfidavkem 400 pl roztoku ONPG (5 mmol.I*) v daném pufru.
Nanocastice byly promichavany a pred kazdym méfenim byly pomoci magnetu usazeny ke

dnu kyvety.

4.3.4. STANOVENI ZAVISLOSTI AKTIVITY VOLNE A IMOBILIZOVANE
LAKTASY NA pH

Aktivita 50 pl roztoku laktasy fedéného pufrem (K-Pi 0,1 mol.I*, pH 7, obsahujici
2 mmol.I* MgCl,) v poméru 1:1000 a vzorku 2 mg nanodcastic s imobilizovanou laktasou byla
stanovena spektrofotometricky v prostfedi Britton-Robinsonovych pufrd, pH 4-10, s obsahem
2 mmol.I* MgCl.. V sedmi kyvetach bylo k roztoku laktasy, pfipadné ke vzorku nanocastic
pridano 1550 pl Britton-Robinsonova pufru pH 4; 5; 6; 7; 8; 9 a 10. Jako substrat
a k nastartovani reakce bylo pouzito 400 pl roztoku ONPG (5 mmol.I'*) v K-Pi pufru
(0,1 mol.I", pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,).
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4.3.5. TERMOSTABILITA VOLNE A IMOBILIZOVANE LAKTASY

Roztoky 50 ul tisickrat zfedéné volné laktasy, pfipadné 2 mg nanocastic
s imobilizovanou laktasou v pufru (K-Pi 0,1 mol.I"*, pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,) byly
v mikrozkumavkach inkubovany po dobu 30 minut pfi teplotach 20 °C; 25 °C; 30,1 °C; 36 °C;
41,2 °C; 46,3 °C a 50,3 °C a nasledné ochlazeny ledem. Ochlazené vzorky byly pfeneseny
do kyvet, nanoCastice byly pomoci magnetu usazeny ke dnu a pufr odpipetovan.
K nanocasticim bylo pfidano 1550 pl pufru v pfipadé volné, 1600 pl pufru v pripadé
imobilizované laktasy. Reakce byla startovana pfidavkem 400 pl roztoku ONPG (5 mmol.I*)

v daném pufru.

4.3.6. STANOVENI MICHAELISOVY KONSTANTY

Pro zjisténi Michaelisovy konstanty (Kn.) volné i imobilizovaného formy enzymu bylo
zvoleno pét hodnot koncentrace substratu: 0,4; 0,5; 0,7; 1,2; 4,0 mmol.I*. Do péti kyvet bylo
napipetovano 70 pl roztoku tisickrat zfedéné laktasy, nebo byly pfidany 2 mg nanocéstic
s imobilizovanou laktasou. Reakce s volnou laktasou zapoc€ala po pfidani 1930 pl roztoku
ONPG v pufru (K-Pi 0,1 mol.I*, pH 7, obsahujici 2 mmol.lI* MgCl,) o koncentracich
odpovidajicich jiz zminovanym hodnotam, k imobilizované laktase bylo pfidano 2000 pl
roztoku substratu odpovidajici koncentrace ve stejném pufru. Byla zaznamenana zména
aktivity enzymu s Casem a vysledky byly pouzity pro sestrojeni Lineweaver-Burkova grafu

a vypocet hodnot Michaelisovy konstanty.
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4.3.7. OPERACNI STABILITA IMOBILIZOVANE LAKTASY

2 mg nanocastic s imobilizovanou laktasou byly pfeneseny do kyvety spolu s 1600 ul
pufru (K-Pi 0,1 mol.I, pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,), reakce byla startovana pfidavkem
400 pyl ONPG (5 mmol.I*). Po prvni sérii spektrofotometrického stanoveni zmény aktivity
s Casem byly nanocCastice promyty pufrem a pouzity pro dalSi méfeni aktivity za stejnych
podminek. S jednim vzorkem nanocastic bylo provedeno osm opakovani. Prvni stanovena
aktivita byla oznacena jako 100%, nasledujici vysledky pak byly vyjadfeny jako procentualni

hodnoty zachované aktivity.
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4.4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.4.1. STANOVENI VAZEBNE KAPACITY LAKTASY

Metodou Bradfordové byla stanovena vazebna kapacita laktasy K. lactis. MnoZstvi
laktasy, které bylo navazdno na Fe;O.-chitosanové nanocCastice pokryté chitosanem cinilo

88 % z plvodniho mnoZstvi pouzitého k imobilizaci.

Na magnetické nanocastice byly imobilizovany rlizné druhy enzymd, kromé laktasy
rizného plvodu se jedalo o lipasy, proteasy, glukoamylasy, a-amylasy, penicilin G acylasy
adalsi. V dlsledku dip6l-dipdlovych interakci mezi jednotlivymi ¢asticemi dochazi
v kapalném prosttedi k jejich shlukovani do vétSich celkd. Proto byla k modifikaci povrchu
nanocastic vyzkouSena cela fada latek. Imobilizace prostfednictvim kovalentniho navazani
vede ke zvyseni rigidity enzymové struktury, coZ mlze sniZovat vliv vn&jSich podminek jako
je teplota, pH ¢&i pfitomnost organickych rozpoustédel na zmény konformace a tak zvySovat
stabilitu enzymu (Pan et al., 2009). Verma et al. (2012) kovalentné imobilizoval laktasu
K. lactis na nanocastice pokryté oxidem kiemicitym a dosahl vazebné kapacity 87 %.
Imobilizaci laktasy K. lactis na glyoxylové nosi¢e dosahla imobilizacniho vytéZzku nad 80 %
i Bernal et al. (2013).

4.4.2. STANOVENI ZAVISLOSI AKTIVITY VOLNE LAKTASY NA pH

MérFeni zavislosti aktivity laktasy izolované z kvasinek K. lactis ha pH bylo provedeno
pro rozmezi pH 4-10. Zavislost aktivity volného a imobilizovaného enzymu na pH pouzitého
Britton-Robinsonova pufru je zobrazena na Obr. 5. Nejvyssi zjisténd hodnota aktivity byla
oznaCena jako 100%. Nejvy3Si hodnotu enzymové aktivity vykazovala volna laktasa
v prostfedi pufru pH 7. V pfipadé imobilizované laktasy byla nejvy3si aktivita naméfena pri
pH 8. V kyselém prostfedi pH 4 jsou obé formy enzymu neaktivni, aktivita byla pozorovana
v rozmezi pH 5-10. Imobilizaci doSlo ke stabilizaci enzymu pro pouziti pfi pH 8-10 ve
srovnani s jeho volnou formou. pH 7 bylo urCeno jako optimélni pro volnou a pH 8 pro
imobilizovanou laktasu.

Imobilizaci na chitosanové makroCastice aktivované glutaraldehydem doSlo

k rozSifeni rozmezi optimélniho pH pro funkci laktasy K. lactis z 6,5 na 6,5-8. Nejvyssi
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aktivitu si vSak enzym zachoval pfi pH 6,5 (Klein et al., 2013). pH 6,5 se ukazalo byt nejlepsSi
také pro dosaZzeni maximalni aktivity laktasy K. lactis ve volné formé& i imobilizované
v Zelatinovém gelu prostfednictvim glutaraldehydu. Imobilizaci nedoSlo ke zméné pH optima,
ale bylo pozorovano zvyseni aktivity pfi nizSich i vys§Sich hodnotach pH ve srovnani s volnym
enzymem. | v tomto pfipadé byla stabilita enzymu zvySena procesem imobilizace
(Numanoglu a Sungur, 2004). Lima et al. (2013) zjistila, ze volna laktasa K. lactis dosahovala
pfi pH 5,5 velmi nizké aktivity. Imobilizovana na chitosanu ale vykazovala pfi stejném pH
60% aktivitu. Vé&tSi stabilita imobilizované laktasy byla zfejmé& zplsobena pfitomnosti
chitosanu. Pfi vySSich koncentracich H* jsou aminoskupiny chitosanu protonovany a pfitahuji
ionty OH", coz vede ke zvySeni okolniho pH ve srovnani s roztokem (Wentworth et al., 2003).
Laktasa K. lactis imobilizovana adsorpci na membranu obsahujici oxid zirkonicity vykazovala
posun pH optima z 6,5 na 7 (Jochems et al., 2011).
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Obr. 5 Graf zavislosti aktivity laktasy na pH. Pro stanoveni byly pouZity Britton-

Robinsonovy pufry pH 4-10 (2 mmol.I* MgCl,). Méfeni bylo opakovano ftfikrat, chybové
UseCky znazorinuji smérodatné odchylky.
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4.4.3. TERMOSTABILITA VOLNE A IMOBILIZOVANE LAKTASY

Byl sledovan vliv teploty na aktivitu volné a imobilizované laktasy. Obr. 6 zachycuje
zavislost enzymové aktivity na teploté inkubace, nejvy$Si naméfené hodnoté byla pfidélena
relativni aktivita 100 %. Volna laktasa dosahla nejvyssi aktivty po inkubaci pfi 41,2 °C. Poté
pravdépodobné nastala denaturace enzymu, kterd se projevuje ndhlym poklesem aktivity pfi
46,3 °C a 50,3 °C. V pfipadé imobilizované laktasy byla nejvysSi aktivita naméfena po
inkubaci enzymu pfi teploté 30,1 °C. Ostatni hodnoty aktivit jsou nizSi nez je tomu u volného
enzymu, pokles aktivity byl ale pozvolnéj$i nez u volné laktasy. Pouzity zplsob imobilizace
neni vhodny pro préaci s laktasou pfi vySSich teplotach. Teplotni optimum volné laktasy bylo

tedy stanoveno na 41,2 °C, optimalni teplota pro imobilizovanou laktasu na 30,1 °C.

Inaktivace enzymu zplUsobena vysokou teplotou je limitujicim faktorem pro
biotechnologické vyuziti (Klein et al.,, 2013). Laktasa K. lactis, volna a imobilizovana na
nanocastice oxidu hlinitého pokryté konkavalinem A, nevykazovala zadné zmeény teplotniho
optima (Ansari a Husain, 2011). Laktasa K. lactis imobilizovana na chitosanu si zachovavala
vySSi aktivitu pfi nizSich teplotach a rychleji ji ztracela pfi vystaveni teplotdm vySSim nez je
37 °C. Optimalni teplota volného enzymu byla stanovena na 50 °C, pro imobilizovany 37 °C.
Pokles stability s rostouci teplotou byl neoCekavany, jako moznou pfiCinu autofi uvadeji
necistoty obsazené v surovém extraktu, které mohly chranit enzym pfed teplotni inaktivaci
a které mohly byt z okoli enzymu odstranény béhem imobilizace (Lima et al., 2013). ZvySeni
teplotniho optima zaznemenal Zhou a Chen (2001), a to pfiblizZné ze 40 na 50 °C imobilizaci

laktasy K. lactis na povrch grafitu.
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Obr. 6 Graf zavislosti aktivity laktasy na teploté inkubace. \Volna laktasa a laktasa
kovalentné vazana na magnetickych nanocasticich pokrytych vrstvou chitosanu v pufru (K-Pi
0,1 mol.I*, pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,) byla inkubovana pri teploté 20 °C; 25 °C;
30,1 °C; 36 °C; 41,2 °C; 46,3 °C a 50,3 °C po dobu 30 minut. Pro kazdou teplotu a formu

enzymu byla provedena tfi méfeni.

4.4.4. STANOVENI MICHAELISOVY KONSTANTY

Hodnoty Kn byla stanovena pro volnou a imobilizovanou laktasu K. lactis. Byl

sestrojen graf 1/AA = f(1/[S]) a zaznamenanymi body byla prolozena linearni regrese.

1
Michaelisova konstanta byla vypocCitdna z rovnic regresnich pfimek (X:—K—) za
m

pfedpokladu, Ze y = 0. Vysledny graf je zobrazen na Obr. 7. Imobilizaci laktasy doslo ke
zméné afinity enzymu Kk substrdtu. Pro volnou laktasu byla zjisténa hodnota
Km = 2,57 = 0,3 mmol.I"*, pro imobilizovanou formu Ky = 3,67 + 0,5 mmol.I™.

Zhou a Chen (2001) zjiStovali hodnotu Michealisovy konstanty pro laktasu K. lactis.
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Pro volny enzym c¢inila Kn 1,74 mmol.I*, po imobilizaci laktasy na povrch grafitu byl
pozorovan posun na 9,34 mmol.I". V jiném experimentu byla hodnota K, pro volnou laktasu
K. lactis stanovena na 4,77 mmol.I", imobilizaci na SiO,-nanocastice doslo k jejimu pfiblizné
dvojnasobnému zvySeni na 8,4 mmol.I"* (Verma et al., 2012). ZvySeni hodnoty Michaelisovy
konstanty nasvédCuje tomu, ze k nasyceni enzymu je potfeba vétSi mnozstvi substratu, to
mUZe byt zplsobeno zhorSenim pfistupnosti substratu k aktivnim mistm enzymu v ddsledku
navazani na pevny nosiC¢ (Pessela et al., 2007). Kinetika byla zjiStovana také u laktasy
K. lactis imobilizované na chitosanu. Lima et al. (2013) urcila hodnotu Michealisovy

konstanty na 3,34 mmol.I" pro volny a na 3,68 mmol.I"* pro vazany enzym.
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Obr. 7 Lineweaver-Burkliv graf pro vypocet hodnot K.. Aktivita byla stanovena
spektrofotometricky s vyuzitim umélého substratu ONPG ([S] = 0,4; 0,5; 0,7; 1,2;
4,0 mmol.I'") v pufru (K-Pi 0,1 mol.I'*, pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,). Byla provedena tfi

méreni.
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4.4.5. OPERACNI STABILITA IMOBILIZOVANE LAKTASY

Operacni stabilita enzymu souvisi s moznosti opakovaného vyuziti jeho katalytickych
Gcinkd. Obr. 8 znazorfuje pokles aktivity laktasy v disledku jejiho opakovaného pouziti,
prvni naméfena aktivita byla oznacena jako 100%. Imobilizovana laktasa si po osmi

opakovanich zachovala aktivitu pfiblizné 73 %.

Verma et al. (2012) uvedl, Ze laktasa K. lactis imobilizovana na nanocasticich
povrchové upravenych oxidem kifemicCitym byla stabilni i po jedenacti provedenych reak¢nich
cyklech pfi teploté 40 °C, pficemz si zachovala pfiblizné polovicni aktivitu ve srovnani
s cyklem prvnim. Opakované pouziti enzymu bylo umoznéno imobilizaci na pevny nosi¢, coz
je finan¢né vyhodné pfi provadéni sérii katalytickych procest. Imobilizaci laktasy K. lactis na
Fe;O;-chitosanové nanocastice byla zachovana 92% aktivita po patnactém opakovani
reakce (Pan et al., 2009).
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Obr. 8 Graf zavislosti aktivity imobilizované laktasy na pocétu opakovani méreni.
Aktivita Imobilizované laktasy K. lactis byla stanovena v prostiedi ONPG a pufru (K-Pi
0,1 mol.I'*, pH 7, obsahujici 2 mmol.I* MgCl,) prostfednictvim osmi opakovani, mezi kterymi

byly nanocastice promyty pufrem. Méfeni bylo provedeno tfikrat.
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5. ZAVER

Byla vypracovana reSerSe na téma laktasa a jeji vyuziti v biotechnologickém

primysilu.

Laktasa izolovana z kvasinek Kluyveromyces lactis byla pomoci aktivacnich Cinidel

EDC a NHS imobilizovana na Fes;Os-nanocastice pokryté vrstvou chitosanu.

Bylo stanoveno mnoZstvi enzymu, které bylo imobilizaci na nanocastice kovalentné

navazano. Vazebna kapacita laktasy dosahla 88 %.

Byly studovany vlastnosti volné laktasy K. lactis jako je pH optimum, teplotni optimum
a afinita k umélému chromogennimu substratu ONPG. Dale byla studovana zmeéna téchto

vlastnosti zplsobena imobilizaci enzymu.

Optimalni pH pro volnou laktasu bylo ur€eno jako pH 7, imobilizaci laktasy doSlo

k posunu pH optima do alkali¢téjsi oblasti na pH 8.

Studiem termostability byla stanovena optimalni teplota volné laktasy na 41,2 °C,

teplotni optimum imobilizované laktasy bylo zaznamenano pfi niZsi teploté, a to 30,1 °C.
Byly stanoveny hodnoty Michaelisovy konstanty. Imobilizace laktasy zpUlsobila zménu
afinity enzymu k substratu. Bylo zjiSténo, Ze pro nasyceni imobilizované laktasy byla

potfebna pfitomnost vétSiho mnozstvi substratu.

Bylo zjisténo, Ze imobilizovana laktasa mdze byt pouZita opakované. Stanoveni

operacni stability ukazalo, ze po osmi opakovanich ztratila 27 % své aktivity.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BNG
BSA
EDC.HCI
K-Pi
NHS
ONP
ONPG
PETG
X-gal

6-bromo-2-naftyl-3-D-galaktopyranosid

hovézi sérovy albumin
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
K-fosfatovy pufr

N-hydroxysukcinimid

o-nitrofenol

o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid
fenetyl-B-D-thiogalaktopyranosid
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid
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