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+ Askorbdtoxidasa se izoluje z rostlinnych’

bunék rostlinnych druhi nsp¥. £z deledi
lilkovitych, routovitych, tykvovitjch ne-
bo pychovitych kultivovanych in vitro

v podobé& selektovanych kmend nediferenco-
vanych bunék, bunéinych agregdtl, dife-
rencovanych orgénld, celych rostlin, embryi
¢i nddorovych rostlinnych bunék, odvoze-
aych po transformaci Agrobacterie ve for-
mé kalusové nebo sumersnf kultury. Namno-
Zend kultura se extrahuje fosfdtovym
pufrem pH 4,2 a% 9,8 v mnoZatvi 0,3 a¥
S-ndsobné hmotnosti Zerstvé biomasy, od-
st¥ed{ se, supernatant se vysrdif nap¥.
siranem amonnym pii nasyceni mezi 20 aZ 70
% hmot. a ¢ist{ se chromatografif na ion-
tom&nidi a gelovou filtraci. :
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Vyndlez se tykd nového zpdsobu ziskdvén{ enzymu askorbdtoxidasy (L—akorbét:02 oxido-
reduktasa, E. C. 1.10.3.3., ddle jen AO) z rostlinnych bunék kultivovanych in vitre.

Dosavadnf zpisob ziskdvénf AO z oplodl okurek a tykvi (viz E. Berdnkovd, B. Krdlovd,
Sbornfk VECHT E60, str. 95113, 1986) je nevyhodny vzhledem k sezonnosti a nérazové do-
stupnosti suroviny, kterd navic obsahuje mnoho balastnich ldtek, ru¥fcich pfi izolaci
a purifikaci enzymu. Oplod{ lze z{skévat pouze v urlitém omezeném obdobi zralosti plody,
kterd se nekryje s obdobim konzumn{ zralosti. Vft¥Zek zdvis{ znainé na klimaticlfeh pod-
minkdch a celou sklizen ohrofuje napadeni fytopatogemnimi organismy. Tyto faktory szpisobu~
J1 vykyvy v cend suroviny, pFipadné i jeji doZasnou \plnou nedostupnost.

Zm{n¥né nevyhody odstrafuje spdsob p¥ipravy A0 z rostlinnych buné&k vybranych rostline
njch druhd nap¥. £ Seledi lilkovitych, routovitych, tykvovitych nebo pychavkovitych kulti-
vovanych in vitro v podob& selektovanych kmend nediferencovenych bundk, bun¥Znych agregé-
ty, diferencovanych orgdnd, celych rostlin, embryl ¥i nddorovych restlinnych bunék odvoze-
nych po transformaci Agrobacteriem, priem#? selektované produkini kmeny se péstuji ve for-
m& povrchové kultury na zpevniném médiu nebo v submerzni kultufe, pfipadné také s vyufitim
imobilizadnfch technik. Enzym se ziskd extrakc{ biomasy fosfdtovym pufrem pH 4,2 a% 9,8
v mnofstvi 0,3 a% 5-ndsobné hmotnosti Zerstvé biomasy, odst¥edi se, lubernatant»ae vysrdzi
nap#. sirenem amonnym p¥i nasycenf mezi 20 a¥ 70 % hmot. a 2ist{ se chromatografii na ion-
toméni¥i a gelovou filtraci.

Zpisob podle vyndlezu umoZnuje celoro¥ni kontimudln{ produkei nesdvisle na klimatic-
kych zméndch &i napadeni porosty patogennimi nikroorganiany. Dalsf vyhodou je zjednoduieni
isoladnfho postupu, nebot nenf tieba odstranovat tolik balastnich ldtek jako u polnich
plodin (chlorofyl apod).

Jako produkén{ organismy askorbdtoxidasy podle yyndlazu Jsou vhodné nap¥{klad vybrané
kultury bunék routy, ostropestirece maridnského, tabdku, novozélandaské rostliny poropore
a dal3fich.

P#i praktickém provedeni vynéleiu se produk&n{ orgapismus AO kultivuje na ztulend %iv-’
né pidd nebo v tekutém médiu, vhodném pro produkci engymu. Jako zdroj Zivin lze u Zirokého
spektra rostlinnych druhd pouZit kultiva&ni média s potiebnym obsshem minerdinfch létek
(nap¥. médium podle Murashige a Skooga), s pfidavkem vhodnych pFirozenych i syntetickych
ristovych reguldtord typu auxidd a cytokinind v optimdlni kombinaci typu a vzéjemného po-
méru jejich mnoZstvi. Jako zdroj uhliku lze poufit sacharozu, glukézu, laktézu a podobné.

Teplota kultivace se pohybuje v rozmezi mezi 17 aZ 33 %G, a doba kultivace se 1isf
podle podminek pro dosa¥eni maximélntho vytéZfku A0 v rozp&ti 5 dnd af 3 mésice.

Z takto vypdstované kultury se AO zfskdvd po extrakci Z¥erstvé, zmrazené nebo lyofili-
zované biomasy za chladu tlumivym roztokem, nejlépe fosfétovym, a to po mechanické &i en-
zymové homogenizaci, za poufit{ jeho 0,3 a% p¥tindsobku hmotnosti Zerstvé biomasy. S vyho-
dou lze pouift tlumivého roztoku o pH v rozp&ti 4,2 a%¥ 8,9 o koncentraci 0,05 aZ 0,3 molu
litr. Hruby extrakt obdrieny} po odst¥edéni takto z{skaného materidlu se ddle &ist{i tak,
¥e se supernatant vysré%f{ nap¥. siranem amonnym p¥i nasycen{ mezi 20 a%Z 70 % hmot. a &ist{
se chromatografif na iontom&niZi a gelovou filtraci. VytdZek enzymu lze zvy3it pfidénim
n&kterych ldtek, jako je ethylendiamintetraoctové kyselina (EDTA), Trion g,yoo apod.

Aktivita AO v extraktech se zjistuje pomoci kyslikové elektrody postupem popsanymi
autory Speck A. J., Schrijver J., Schreus W. H. P., Agr. Food Chem., 32, 352, 1984, v modi-
fikaci podle Berdnkové E., Krdlovd B,, Sbornfk VECHT, E60, str. 95-113, 1986.

Vyuzit{ askorbdtoxidasy je moZné zejména v klinické biochemii a v potravind¥ském pri-
myslu ke stanoven{ obsahu vitamfnu C. Déle mé AO ¥etné aplikace p¥i pouzit{ v kombinaci
3 jinymi enzymy a kolorimetrickymi &inidly, jako testovaci nebo diagnostické &inidlo.

Ndslednd jsou uvedeny konkrétn{ pffklady praktického provedeni vyndlezu, které viak
tento vyndlez nikterak neomezuji.
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P#{klad !
Z{skéni AO z kalusové kultury poroporo (Solanum aviculare Forst.)

Biomasa rostlinnych bun&k obsahujfci AO byla ziskdna tak, e bunky kmene GI-5 byly
kultivovédny na kompletnim agarovém ¥ivném médiu podle Murashige a Skooga, s p¥idavkem
2,4-dichloxfofenoxyoctové kyseliny jako auxinu a kinetinu jako cytokininu, v koncentraci
1x10'7 mol/litr, ve tm& p¥i teploté 28 %. Homogenni kalusové kultura byla po dosaZeni
staciondrni féze ristu oddélena od %ivné pidy. Cerstvd biomasa byla za chladu homogenizo-
véna s fosfdtovym tlumivym roztokem a extrahovdna podle vyse zmin¥ného postupu. 2Ziskany
hruby extrakt obsahoval v jednotlivych vzorcich 450 a¥ 800 nkat aktivity AO na 1 g su3iny.

P¥{klad 2
Z{iskdn{ AO z nedifcrencova.né kalusové lkultury tabdku (Nicotiana tabacum L.)

Nediferencovand homogenni kalusovd kultura tabdlu byla kultivovéna podle p¥ikladu 1,
aviak bez p¥fdavku ristovych reguldtord. Habituované kmeny byly z{skdny za pouZit{ vhod-
_ nych selekinich tlakd z kalusové kultury odvozené z asepticky péstovanych rostlinek. Kmen
TSS poskytuje na konci exponencidlnf fdze rmistu v hrubém extraktu ziskaném popsanym postu-
pem sktivitu A0 300 nkat/! g sudiny bundk. '

Pr{klad 3
Z{skdni AO se submerzn® pistované kultury ostropestiece (Silybum marianum L.)

Submerzn{ kultura suspense jemnych agregdtd bundk ostropestiece maridnského kmene
OP12 byla pé&stovéna v tekutém médiu podle Murashige a Skooga s pffdavkea mistovyich regulé-
tord w-naftylooctové kyseliny a benzylaminopurinu o koncentraci 10’3 mol/l. P¥i kultivaci
na kultiva®nim michadle s 5 ot/min poskytuje vytdZek aktivity af 1000 nkat/! g su3iny.

Pi{klad 4
Produkce AO0 transformovanymi nddorovymi bunkami poroporo (Solamum aviculare Forst.)

‘ Nédorové kultury bun¥k rostliny poroporo bdyly ziskény trsnsformaci TI plasmidem po
infekci asepticky p&atovanych rostlinek suspenzi Agrobacterium tumefaciens. Vyselektovany
kmen A5-VR! je p¥stovén ne médiu podle p¥fkladu 2, anif by vyZadoval pro svij ridst pFida=
vek exogennich ristovyich reguldtord. Takto ziskand biomasa poskytuje extrakt s aktivitou
250 nkat z jednoho gramu suSiny.' :

Pfiklad 5
Ziskdni AO z diferencovenych rostlinek melounu, asepticky p&stovanych in vitro

Asepticky péstované diferencované rostlinky melounu (Cucurbita melo L.) ziskané z po-
vrchové sterilizovanych semen na aghrovém médiu s pF{davkem ridstovych reguldtord «<-naft{ylo-
octové kyseliny a benzylaminopurinu o koncentraci 102 mol/1. Nejvéti{ koncentrace A0 je
obsaZena ve stoncich, ale i v extraktech z 1istd a ko¥fnkd je koncentrace AO srovnatelnd
s Jejim obsahem v oplodi a dosahuje hodnot 100 nkat na | g hmotnoati Xerstvé tkdni.

P¥{klad 6

Z{skéni AO z diferencovanych rostlinek melounu, asepticky submerzné p&stovanych in vitro
v tekutém rediu :

Asepticky p&stované diferencované rostlinky melounu. (Cucurita melo L.) ziskané z povre
chové sterilizovanych semen na agarovém médiu s p¥idavkem ristovych reguldtord podle p¥i-
kladu 5 (¢-naftylooctové kyseliny a benzylaminopurinu o koncentracich 10=3 a 1077 mol/l)
byly pievedeny do tekutého média o stejném sloZenf bez pifdavku agaru a pEstovdny na kmlti-
va&nich mfchadlech &i tFepalkdch (100 ot/min) p¥i teploté 25 %c. Nejv&ts{ koncentrace AO
je obsaZena opét jako v prikladu 5 ve stoncich. Primérnd koncentrace A0 v z{skané biomase
je srovnatelnd s jejim obsahem v oplodf a dosahuje hodnot 100 nkat na ! g hmotnosti Serstvs
tkéné.
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Pr{klad 7
Ziskdni AQO 3 diferemcujfci kultury poroporo (Solanum aviculare Forst.)

Biomasa rostlinnych bundk obsahujic{ AO byla ziskéna tak, %e bunky kmene AVI7C byly
kultivovédny na kompletnim agarovém Zivném médiu 'podle Murashige a Skooga, bez pridavku
suxinu a cytokininu, na svétle pfi teplot¥ 30 %. Diferencujici kultura (vyhonky) byla po
dosafeni staciondrn{ féze ristu oddZlena od %iwvné pidy. Cerstvé biomasa byla za chladu
homogenizovédna s fosfdtovym tlumivym rogtokem a extrahovéna podle vyie amin&ného postupu.
Z{ skany hruby extrakt obsahoval v jednotlivych vzorcich 250 aZ 1300 nkat sktivity AO na
1 g suBiny.

P¥{klad 8 ,
Z{skdn{ A0 z kalusové kultury ostropestfece maridnsiého (Silybum marianum L.)

Kulturs homogenniho rozpadavého kalusu kmene OP38S odvozend z asepticky poran¥ného
embrya ostropestfece maridnského byla pEstovdna na agarovém médiu podle Murashige a Skooga
s p¥idavkem rdstovich reguldtord ol-naftylooctové kyseliny a benzylaminopurinu o koncentra-
ei- 10“6 mol/1. P¥i kultivaci na kultiva¥nim mfichadle s 5 ot/min poskytuje vyitdZek aktivity
aZ 1000 nkat/! g sudiny.

Pfiklad 9 .
Ziskédn{ AO ze suspenzni kultury poroporo (Solanum aviculare Forst.)

Biomasa rostlinnych bunék obsahujicf A0 byla ziskdna tak, Ze budky kmene KKIN, se-
lektované pro optimdlni riust ve formé jemné suspenze bunik Byly kultivovény submerzné
v kompletnim Zivném médiu podle Murashige a Skooga, s p¥{davikemo(-naftylooctové kyseliny
Jjako auxinu a kinetinu jako cytokiminu v koncentracich 4x! 0~3 a 1x10~7 mol/litr, p¥i teplo-
t& 26 °C. Homogenni suspenzni kultura byla p¥ed koncem linedrn{ fdze rfstu sklizena
filtraci nebo odst¥edénim Zivné pidy. Médium obashovalo 4 af 9 nkat A0 v ! ml. Bun&¥nd bio-
masa byla za chladu homogenizovéna s fosfdtovym tlumivym roztokem a extrahovdna podle vyie
gmin¥ného postupu. Z{skany hruby extrakt obsahoval v jednotlivych vzorcich 550 a% 850 nkat
aktivity AO na 1 g su3iny.

Priklad 10
Z{skdn{ A0 z kultury embryl Solanum aviculare Forst. p&stovanych v tekutém médiu

Biomasa rostlinnych bun&k obsahujici AO byla z{skdéna tak, Ze bunky embryogenniho kmene
AVEO3N, rostouci p¥i submerzn{ kultivaci v kompletnim ¥ivném médiu podle Murashige a Skooga,
s pridavkem «-naftylooctové kyseliny jako auxinu a benzylaminopurinu jako cytokininu,

v koncentracfch 4x10™> a 1x10™7 mol/litr, na svitle pi¥i teplot& 27 %, ve form& jemné sus-
penze bunik, byly prevedeny do média bez obsahu ristovych reguldtord, v némZ dochdzi ke
tvorb¥ diferencovanych embryi. Kultura byla pied koncem linedrni fédze ristu sklizend
filtrac{ nebo odstredinim %iwné pidy. Médium obsahovalo 8 aZ 12 nkat v T ml. Bun¥&nd bioma-
sa byla za chladu homogenizovdna s fosfdtovym tlumivym roztokem a extrahovéna podle vy¥e
zminéného postupu. Ziskany hruby extraikt obsahoval v jednotlivfch vzorcich 800 aZ 1100 nkat
aktivity AO na | g suliny.

P¥{klad 11

Ziskdni AO z imobilizovanych b\ihék kultury routy (Ruta graveolens L.) p¥i vsddkové kulti-
vaci v tekutém médiu :

Bunky suspenzni kultury routy kmene R0205 p&stovaného na médiu podle Murashige a Sko-
oga, s pf{davkem L-naftylooctové kyseliny jako auxinu a kinetinu jako cytokininu, o kon-
centraci 43:10"5 mol/litr, ve tm& pii teplotd 27 °C, ve form& jemné suspenze bunék, byly po
imobilizaci do gelu algindtu vépenatého pfevedeny do stejného média bez obsahu ristovych
reguldtori a opakovand inkubovény na t¥epalce v p&tidennich intervalech. Po dobu p&ti
cykld vyludovaly vdzané bunky do média prim&rnou aktivitu 4 nkat aktivity AO na ! ml Zivné-
ho roztoku.



CS 276 074 B6 4
PAPTENTOVE NAROKY

1. Zpisob pi#ipravy enzymu askorbdtoxidasy z rostlinné biomasy, vyznadujici se tim,
%e joko zdroj enzymu se pouXivajf bunky vybranych rostlinnych druhl, nap#. z &eledi 1il-
kovitych, routovitych, tykvovitych, pychavkovitych, kultivované in vitro v podob& selekto-
vanych kmend nediferencovanych bun&k, bun¥inych agregdétl, diferencovenych orgéni, celych
rostlin, embry{ #i nddorovych rostlinnych bun&k odvozenych po transformaci Agrobacteriem,
pridem? selektované produkin{ kmeny se p&stuj{ ve form& povrchové kultury na zpevnéném
médiu nebo v submerzni kultufe, p¥{padn® také s vyuZitim imobilizadnich technik.

2. Zpisob p¥ipravy podle bodu !, vyznadujic{ se tim, %e se rostlinnd biomasa z{skané
kultivaci in vitro extrahuje fosfétovym pufrem pH 4,2 a% 9,8 v mnoZstvi 0,3 aZ 5-ndsobné
hmotnosti ¥erstvé biomasy, odst¥edi se, supernatant se vysrd%f{ nap#. siranem amonnym p#i
nasyceni mezi 20 a% 70 % hmot. a %ist{ se chromatografif na iontom&ni¥i a gelovou filtract.
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