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Application of the cells of Escherichia coli transformant containing

gene encoding thermostable �-galactosidase from Pyrococcus woesei

for the production of galactosylfructose

S u m m a r y

The gene encoding thermostable �-galactosidase from Pyrococcus woesei was

cloned and expressed in Escherichia coli cells. Furthermore, the obtained recombi-

nant strain was used without additional cell permeabilization as a catalyst for the

synthesis of galactosylfructose. The optimum pH and temperature for galacto-

sylfructose production by recombinant cells were 5,4 and 80°C, respectively. The

highest process productivity (7,6 g/l×h) was attained at the cells’ concentration

of 40 mg/ml of the reaction media, using a substrate containing 10% of lactose

and 20% fructose. The transgalactosylation activity during the repeated bath pro-

cesses was almost unchanged after sixfold application of the cells.
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1. Wstêp

Laktuloza (4-�-D-galaktozylofruktoza) i inne galaktooligosa-

charydy nie s¹ trawione i wch³aniane w jelicie cienkim i prze-

chodz¹ do okrê¿nicy stymuluj¹c tam wzrost bakterii rodzaju
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Lactobacillus i Bifidobacterium. Skutkiem ich rozwoju jest m.in. zwiêkszenie przyswa-

jania wapnia, ¿elaza i magnezu oraz wytwarzanie kwasu mlekowego i krótko³añcu-

chowych kwasów t³uszczowych, dzia³aj¹cych korzystnie na komórki nab³onkowe

okrê¿nicy i dostarczaj¹cych kolonocytom 60-70% energii (1-3). Produkty wytwarzane

przez wymienione drobnoustroje zmieniaj¹ ciœnienie osmotyczne w treœci pokar-

mowej jelita, ograniczaj¹c przez to absorpcjê wody. Skutkiem tego jest ³agodne od-

dzia³ywanie przeczyszczaj¹ce laktulozy. Intensyfikacja syntezy kwasów organicz-

nych i obni¿enie pH hamuje rozwój bakterii proteolitycznych wytwarzaj¹cych amo-

niak i inne substancje o neurotoksycznym oddzia³ywaniu. Nastêpuje te¿ zmniejsze-

nie wch³aniania amoniaku przekszta³canego w kwaœnym œrodowisku w ³atwo wyda-

lane sole amonowe (4,5). £agodzi to skutki encefalopatii w¹trobowej, bêd¹cej u lu-

dzi cierpi¹cych na to schorzenie przyczyn¹ upoœledzenia usuwania przechodz¹cego

do krwi amoniaku. Substancja ta jest przekszta³cana w w¹trobie zdrowych ludzi

w mocznik.

Korzystne oddzia³ywanie fizjologiczne laktulozy jest przyczyn¹ jej stosowania

jako sk³adnika ¿ywnoœci funkcjonalnej, od¿ywek dla dzieci i niektórych leków (4,6).

Celowe s¹ zatem badania zmierzaj¹ce do usprawnienia metod produkcji tej substan-

cji. Laktulozê otrzymuje siê m.in. przez izomeryzacjê laktozy w alkalicznym œrodo-

wisku. Wad¹ tego procesu jest wytwarzanie znacznej iloœci produktów ubocznych

i zwi¹zana z tym koniecznoœæ stosowania kosztownych procedur oczyszczania (7,8).

Lepsza jest zatem synteza enzymatyczna polegaj¹ca na przeniesieniu reszty galak-

tozylowej, której donorem jest laktoza, na cz¹steczkê fruktozy (9-11). Mo¿na do

tego celu wykorzystaæ niektóre produkowane obecnie preparaty �-galaktozydaz

(EC 3.2.1.23) s³u¿¹ce do wytwarzania bezlaktozowych produktów mlecznych (12,13).

Szybkoœæ i wydajnoœæ transgalaktozylacji oraz udzia³ poszczególnych oligosa-

charydów w produkcie zale¿y od pochodzenia enzymu, stê¿enia substratów oraz od

pH i aktywnoœci wody w œrodowisku reakcji (11,14). U¿ycie hipertermofilnego enzy-

mu pozwala na podwy¿szenie temperatury procesu, co zwiêksza rozpuszczalnoœæ

laktozy, obni¿a lepkoœæ mieszaniny reakcyjnej oraz ogranicza mo¿liwoœæ zanie-

czyszczenia mikrobiologicznego reaktora. �ród³em takiego enzymu o najwiêkszej

aktywnoœci w temp. 92°C jest hipertermofilny archeon Pyrococcus woesei (15).

W publikowanych obecnie wynikach badañ wskazuje siê na mo¿liwoœæ katalizo-

wania przebiegu reakcji komórkami drobnoustroju, bez potrzeby wyodrêbniania

znajduj¹cego siê w nich enzymu (9,16). Eliminuje to straty aktywnoœci enzymu pod-

czas jego izolowania, obni¿a koszt procesu oraz u³atwia usuniêcie biokatalizatora

po zakoñczeniu reakcji (17,18). Aktywnoœæ takiego preparatu zmniejszaj¹ opory dy-

fuzyjne spowodowane ograniczon¹ przepuszczalnoœci¹ œciany komórkowej i b³ony

cytoplazmatycznej. Mo¿na j¹ zwiêkszyæ wykorzystuj¹c rozmaite sposoby permeabi-

lizacji, których stosowanie nie jest jednak konieczne w przypadku ekspresji genu

koduj¹cego termostabilny enzym w komórkach mezofilnego gospodarza ze wzglê-

du na zwiêkszenie przepuszczalnoœci b³ony cytoplazmatycznej w podwy¿szonej

temperaturze reakcji (17,18).
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2. Materia³y i metody

2.1. Szczep i hodowla drobnoustroju

Do badañ stosowano komórki Escherichia coli BL21 (DE3) transformowane wekto-

rem zawieraj¹cym gen termostabilnej �-galaktozydazy z Pyrococcus woesei wklono-

wany za poœrednictwem miejsc rozpoznawanych przez restrykcyjne endonukleazy

KpnI oraz HindIII do plazmidu pET-30LIC z sekwencj¹ koduj¹c¹ opornoœæ na dzia-

³anie kanamycyny (19). Komórki z plazmidem selekcjonowano na pod³o¿u zawie-

raj¹cym 2% agaru, 1% peptonu, 0,5% ekstraktu dro¿d¿owego, 1% NaCl oraz kanamy-

cynê (50 �g/ml) i inkubowano 24 godz. w temp. 37°C. Pojedyncze kolonie przesie-

wano do 100 ml nie zawieraj¹cego agaru pod³o¿a o podanym sk³adzie i inkubowano

8 godz. w temperaturze 37°C bez dodatkowego napowietrzania w termostatowanej

wstrz¹sarce powietrznej (160 cykli/min). Porcje pod³o¿a bez kanamycyny o objêto-

œci 1000 ml sterylizowano w kolbach Erlenmeyera o pojemnoœci 2000 ml w temp.

121°C przez 20 min i zaszczepiano 10 ml uzyskanej zawiesiny komórek

(OD600=1,2). Hodowlê drobnoustroju prowadzono przez 24 godz. bez dodatkowe-

go napowietrzania w termostatowanej wstrz¹sarce typu ECOTRON w temp. 37°C

przy 160 cyklach/min. Biomasê odwirowywano (5000×g, 15 min), przemywano wo-

d¹ destylowan¹ i ponownie odwirowywano (8800×g, 15 min).

2.2. Oznaczanie aktywnoœci enzymu i zawartoœci bia³ek

Aktywnoœæ znajduj¹cej siê w komórkach �-galaktozydazy oznaczano spektrofo-

tometrycznie mierz¹c absorbancjê (A420nm) o-nitrofenolu uwolnionego z 4 mM roz-

tworu o-nitrofenylo-�-D-galaktopiranozydu (Gal�oNp) w 50 mM sodowo-potasowym

buforze fosforanowym o pH 5,4 (20). Jako jednostkê aktywnoœci przyjêto tak¹ iloœæ

komórek, która w warunkach oznaczenia (70°C, pH 5,4) uwalnia w ci¹gu 1 minuty

1 �mol o-nitrofenolu. Iloœæ bia³ek wyekstrahowanych z komórek oznaczano metod¹

Bradford (21).

2.3. Identyfikacja i oznaczanie iloœci produktów konwersji laktozy

Zawartoœæ produktów konwersji laktozy okreœlano stosuj¹c zestaw HPLC z ko-

lumn¹ Polyspher™ CH PB (300×7,8 mm) Merck i detektorem refraktometrycznym

(La Chrom L-7490, Merck). Przed naniesieniem na kolumnê próbki poddano ultrafil-

tracji (30 kDa MWCO, Amicon Ultra, Millipore, USA), a nastêpnie s¹czono przez filtr

strzykawkowy 0,2 �m (Whatmann, USA). Sk³adniki mieszaniny reakcyjnej rozdziela-

no w temp. 80°C, przy natê¿eniu przep³ywu dejonizowanej wody wynosz¹cym
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0,35 ml/min. Jako wzorce stosowano roztwory laktozy, glukozy, galaktozy i laktulo-

zy (Sigma-Aldrich).

2.4. Warunki otrzymywania galaktozylofruktozy

Wp³yw warunków procesu na iloœæ wytworzonego produktu okreœlano katali-

zuj¹c reakcjê zawiesin¹ rekombinowanych komórek Escherichia coli. Substratem by³a

mieszanina laktozy i fruktozy rozpuszczona w 50 mM sodowo-potasowym buforze

fosforanowym o pH 5,4.

Wp³yw stê¿enia i udzia³u poszczególnych substratów na wydajnoœæ transgalak-

tozylacji oznaczano w temp. 70°C przy pH 5,4 stosuj¹c 10% roztwory laktozy

w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforanowym zawieraj¹ce od 0,5 do 20%

fruktozy oraz 5% roztwory fruktozy w wymienionym buforze, w których rozpuszczo-

no od 0,5 do 20% laktozy. Konwersjê tych substratów prowadzono przez 4 godz. po

dodaniu do 5 ml mieszaniny reakcyjnej 200 mg rekombinowanych komórek Escherichia
coli.

Wp³yw temperatury reakcji zmienianej w zakresie 60-90°C, aktywnoœci �-galak-

tozydazy regulowanej iloœci¹ rekombinowanych komórek (0,1-4,58 U/ml) lub czasu

trwania procesu (od 2 do 12 godz.) na iloœæ wytwarzanego produktu badano sto-

suj¹c 10% roztwór laktozy w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforanowym

(pH 5,4) zawieraj¹cy 5% fruktozy. Wy¿szych stê¿eñ substratów nie stosowano, bo

nie wywo³ywa³y ju¿ one du¿ych zmian wydajnoœci procesu. Mo¿liwoœæ wielokrotne-

go wykorzystania rekombinowanych komórek badano w temp. 80°C u¿ywaj¹c

ww. roztwór laktozy i fruktozy. Po zakoñczeniu ka¿dego cyklu trwaj¹cego 2 godz.

lub 4 godz. komórki odwirowywano, przemywano buforem (pH 5,4) i ponownie za-

wieszano w roztworze substratów.

3. Omówienie wyników

W zidentyfikowanych metod¹ HPLC produktach reakcji laktozy z fruktoz¹ prze-

prowadzonej w œrodowisku wodnym jednofazowym i katalizowanej rekombinowa-

nymi komórkami Escherichia coli stwierdzono wystêpowanie galaktozylofruktozy

i mniejszej iloœci oligosacharydów (rys. 1). Zaobserwowane przez innych autorów

(18) zwiêkszenie przepuszczalnoœci b³ony cytoplazmatycznej mezofili w temp. 70-80°C

wystêpowa³o te¿ w przypadku badanej przez nas rekombinowanej Escherichia coli
i stosowanie dodatkowych czynników permeabilizuj¹cych nie wywiera³o istotnego

wp³ywu na wykazywan¹ przez te komórki aktywnoœæ hydrolityczn¹ wzglêdem o-ni-

trofenylo-�-D-galaktopiranozydu (Gal�oNp).

Optymalna temperatura syntezy galaktozylofruktozy (80°C) katalizowanej ko-

mórkami Escherichia coli (tab. 1) by³a ni¿sza od wynosz¹cej 92°C optymalnej tempe-
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ratury hydrolizy Gal�oNp przebiegaj¹cej z udzia³em wolnego enzymu wyizolowane-

go z komórek wg opracowanej wczeœniej procedury (15) (tab. 1). Przyczyn¹ tego zja-

wiska mo¿e byæ zmniejszenie aktywnoœci enzymu spowodowane przebiegaj¹cymi

w podwy¿szonej temperaturze interakcjami z bia³kami i innymi sk³adnikami komó-

rek mezofilnego gospodarza. Jako optymalne pH reakcji przyjêto wartoœæ 5,4, za-

pewniaj¹c¹ najwiêksz¹ wydajnoœæ reakcji katalizowanej preparatem wolnej �-galak-

tozydazy (wyniki nie publikowane) i nie ró¿ni¹c¹ siê od kwasowoœci œrodowiska

umo¿liwiaj¹cej uzyskanie najwy¿szej aktywnoœci hydrolitycznej oznaczonej wzglê-

dem Gal�oNp (15).
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Rys. 1. Chromatogram (HPLC) rozdzia³u cukrów uzyskanych po 8 godz. reakcji katalizowanej w 80°C

zawiesin¹ rekombinowanych komórek Escherichia coli w 50 mM sodowo-potasowym buforze fosforano-

wym (pH 5,4) zawieraj¹cym 10% laktozy i 5% fruktozy. Produkty reakcji (—), mieszanina wzorców

(••••), A – inne produkty transglikozylacji, B – laktoza, C – glukoza, D – laktuloza, E – galaktoza,

F – fruktoza.



T a b e l a 1

Wp³yw temperatury na zawartoœæ galaktozylofruktozy wytworzonej po 4 godz. konwersji substratu (pH 5,4)

zawieraj¹cego 10% laktozy i 5% fruktozy

Rodzaj preparatu
Stê¿enie galaktozylofruktozy (mg/ml) po reakcji w temperaturze (°C)

60 70 80 90

wolna �-galaktozydaza 8,07 ± 0,20 10,28 ± 0,23 11,02 ± 0,16 12,48 ± 0,47

komórki rekombinowanej
Escherichia coli

12,92 ± 0,17 16,00 ± 0,52 16,90 ± 0,14 15,48 ± 0,83

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe. Dawka wolnego enzymu 2,18 U/ml. Aktywnoœæ
komórek 3,70 U/ml mieszaniny reakcyjnej.

Stopieñ konwersji substratów zale¿a³ od aktywnoœci �-galaktozydazy, któr¹ re-

gulowano stê¿eniem rekombinowanych komórek zmienianym w zakresie od 1 do

50 mg/ml mieszaniny reakcyjnej. Najwiêksz¹ iloœæ galaktozylofruktozy otrzymywano

przy zawartoœci komórek oko³o 40 mg/ml, które wykazywa³y 3,7 U aktywnoœci hy-

drolitycznej oznaczonej wzglêdem Gal�oNp (rys. 2). W zakresie stê¿eñ komórek

30-40 mg/ml nie nastêpowa³o ju¿ zwiêkszenie wydajnoœci procesu.
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Rys. 2. Wp³yw aktywnoœci �-galaktozydazy w zawiesinie rekombinowanych komórek Escherichia coli
na iloœæ galaktozylofruktozy wytworzonej po 4 godz. reakcji prowadzonej w temp. 70°C w 50 mM sodo-

wo-potasowym buforze fosforanowym (pH 5,4) zawieraj¹cym 10% laktozy i 5% fruktozy. Wyniki s¹ œred-

ni¹ z 4 oznaczeñ.



Skutkiem podwy¿szenia stê¿enia zarówno laktozy jak i fruktozy jest przesuniê-

cie równowagi reakcji z hydrolizy laktozy w kierunku syntezy oligosacharydów,

a w konsekwencji wzrost wydajnoœci transgalaktozylacji. Przy niezmiennym 5% stê-

¿eniu fruktozy maksymaln¹ iloœæ produktu (19,72 mg/ml mieszaniny reakcyjnej) uzy-

skiwano przy 15% zawartoœci laktozy i dalsze zwiêkszanie jej stê¿enia nie powodo-

wa³o istotnych zmian wydajnoœci procesu (tab. 2). Wzrost zawartoœci fruktozy mia³

natomiast wiêkszy wp³yw na iloœæ galaktozylofruktozy, która po 4 godz. reakcji przy

10% stê¿eniu laktozy i 20% stê¿eniu fruktozy osi¹ga³a poziom 30,52 mg/ml mieszani-

ny reakcyjnej (tab. 2). Osi¹gana w tych warunkach produktywnoœæ wynosi³a

7,6 g/l×godz. i by³a wiêksza ni¿ w przypadku stosowania komórek Kluyveromyces
lactis permeabilizowanych 50% etanolem, katalizuj¹cych syntezê laktulozy z wydaj-

noœci¹ 6,8 g/l×godz. (9). Wydajnoœci uzyskiwane przy u¿yciu zawiesiny rekombino-

wanych komórek Escherichia coli s¹ lepsze od osi¹ganych w procesie katalizowanym

badanymi przez Lee i wsp. (9) preparatami �-galaktozydaz z Aspergillus oryzae
(0,4 g/l×godz.) i Saccharomyces fragilis (1,1 g/l×godz.) oraz podobne jak w przypad-

ku stosowania termostabilnej �-galaktozydazy z Sulfolobus solfataricus, wytwarza-

j¹cej laktulozê w iloœci 8,3 g/l×godz. (10). Zwiêkszenie wydajnoœci transgalaktozyla-

cji w procesach katalizowanych termostabilnymi enzymami jest skutkiem wywo-

³anego wzrostem temperatury przesuniêcia równowagi reakcji w kierunku syntezy

oligosacharydów (22).

T a b e l a 2

Wp³yw stê¿enia laktozy i fruktozy na wydajnoœæ syntezy galaktozylofruktozy katalizowanej rekombinowanymi

komórkami Escherichia coli

Stê¿enie (%) Zawartoœæ
galaktozylo-fruktozy

(mg/ml)

Stê¿enie (%) Zawartoœæ
galaktozylofruktozy

(mg/ml)fruktoza laktoza laktoza fruktoza

5,0

0,5 2,68 ± 0,54

10,0

0,5 3,14 ± 0,01

1,0 5,51 ± 0,03 1,0 5,56 ± 0,07

2,5 9,70 ± 0,32 2,5 10,45 ± 0,05

5,0 14,58 ± 0,48 5,0 17,29 ± 0,34

10,0 17,18 ± 0,42 10,0 25,62 ± 1,17

15,0 19,72 ± 0,35 15,0 28,50 ± 0,02

20,0 19,15 ± 2,32 20,0 30,52 ± 1,66

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe. Aktywnoœæ komórek 3,7 U/ml mieszaniny reak-
cyjnej. Temperatura procesu prowadzonego przy pH 5,4 wynosi³a 70°C. Czas reakcji 4 godz.

Najwiêkszy wzrost zawartoœci galaktozylofruktozy nastêpowa³ w okresie pierw-

szych 8 godzin reakcji (tab. 3). Dalsze przed³u¿anie procesu zmniejsza³o iloœæ pro-

duktu o oko³o 7% maksymalnej wartoœci, prawdopodobnie wskutek obserwowanej
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te¿ przez innych autorów, wtórnej degradacji oligosacharydów oraz zwiêkszenia

udzia³u produktów hydrolizy laktozy utrudniaj¹cych wi¹zanie reszt galaktozylo-

wych (11,23).

T a b e l a 3

Wp³yw czasu reakcji prowadzonej w temperaturze 80°C (pH 5,4) na iloœæ galakto-

zylofruktozy wytworzonej w roztworze zawieraj¹cym 10% laktozy i 5% fruktozy

Czas reakcji
(godz.)

Stê¿enie galaktozylofruktozy
(mg/ml)

2 15,91 ± 0,03

4 17,68 ± 0,51

6 17,64 ± 035

8 18,00 ± 0,24

10 16,91 ± 0,34

12 16,77 ± 0,04

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe. Aktywnoœæ komórek 3,7 U/ml mieszaniny reak-
cyjnej.
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Rys. 3. Wp³yw czasu inkubacji (80°C) na iloœæ bia³ka ( ) i aktywnoœæ �-galaktozydazy ( ) bia³ek wy-

ekstrahowanych z rekombinowanych komórek Escherichia coli 50 mM sodowo-potasowym buforem fos-

foranowym (pH 5,4). Wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ.



Pomimo zwiêkszenia przepuszczalnoœci substratów i produktów reakcji przez

b³onê cytoplazmatyczn¹ rekombinowanej Escherichia coli w temp 70-80°C, straty en-

zymu spowodowane jego „wyciekiem” z komórek by³y niewielkie, a ogólna iloœæ

bia³ek wyekstrahowanych po 12 godz. ogrzewania w temp. 80°C przy pH 5,4 wyno-

si³a oko³o 1,8 mg/g komórek (rys. 3). Najwiêkszy ubytek �-galaktozydazy, wyno-

sz¹cy 1,4 U/g komórek nastêpowa³ w ci¹gu pierwszych 2 godz. ogrzewania i dalsze

przed³u¿anie obróbki termicznej nie wywo³ywa³o istotnego wzrostu iloœci uwolnio-

nego enzymu (rys. 3). Skutkiem tego jest du¿a stabilnoœæ aktywnoœci rekombinowa-

nych komórek podczas wielokrotnego katalizowania syntezy laktulozy z wydajnoœ-

ci¹ prawie nie zmieniaj¹c¹ siê podczas szeœciu kolejnych szar¿ produkcyjnych

trwaj¹cych przez 2 lub 4 godz. i przeprowadzanych z u¿yciem tej samej porcji ko-

mórek (rys. 4).

4. Podsumowanie

Zastosowanie komórek drobnoustrojów w miejsce preparatów enzymatycznych

przydatnych do wytwarzania laktulozy i innych galaktooligosacharydów pozwoli na

znaczne obni¿enie kosztu produkcji tych substancji. Z przeprowadzonych badañ

wynika, ¿e preparat rekombinowanych komórek Escherichia coli transformowanych
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Rys. 4. Iloœæ galaktozylofruktozy wytworzonej w kolejnych szar¿ach trwaj¹cych 2 godz. ( ) lub

4 godz. ( ) i przeprowadzanych przy stê¿eniu komórek 40 mg/ml (80°C) w 50 mM sodowo-potasowym

buforze fosforanowym (pH 5,4) zawieraj¹cym 10% laktozy oraz 5% fruktozy. Wyniki s¹ œredni¹ z 4 ozna-

czeñ.



genem koduj¹cym termostabiln¹ �-galaktozydazê z Pyrococcus woesei katalizuje

efektywnie reakcjê syntezy galaktozylofruktozy. Najwiêksz¹ wydajnoœæ tej reakcji

uzyskano w temp. 80°C, czyli o 12°C ni¿szej od optymalnej temperatury dzia³ania

enzymu wyizolowanego z rekombinowanych komórek Escherichia coli.
Du¿y wp³yw na iloœæ wytworzonego produktu ma stê¿enie substratów. Wynika

to z okreœlonego przez ró¿nych autorów mechanizmu reakcji, której pierwszym eta-

pem jest utworzenie kompleksu przejœciowego laktozy z �-galaktozydaz¹ i uwolnie-

nie glukozy (22,24). Zwi¹zana nadal z enzymem reszta galaktozylowa jest przeno-

szona na cz¹steczkê akceptora podczas reakcji transglikozylacji. Warunkiem wydaj-

nej syntezy jest zatem ograniczenie mo¿liwoœci reakcji kompleksu przejœciowego

z wod¹, czemu mo¿na zapobiec zwiêkszaj¹c stê¿enie fruktozy i zmniejszaj¹c aktyw-

noœæ wody. Produktami dalszych, przebiegaj¹cych jednak z mniejsz¹ wydajnoœci¹

etapów procesu s¹ rozmaite oligosacharydy wytwarzane wskutek przeniesienia reszty

galaktozylowej na laktozê lub reakcji laktulozy z innymi cz¹steczkami fruktozy.

Podczas przeprowadzonych doœwiadczeñ, wydajnoœæ galaktozylofruktozy wyno-

si³a 30,5 g/l roztworu laktozy i fruktozy. Mo¿liwe jest jednak (co jest przedmiotem

dalszych badañ) zwiêkszenie wydajnoœci procesu przez obni¿enie aktywnoœci wody

wskutek wprowadzenia rozpuszczalników organicznych oraz usuwania produktów

reakcji przez ultrafiltracjê. W prezentowanych wynikach wskazuje siê, ¿e rekombi-

nowane komórki Escherichia coli s¹ lepszym katalizatorem syntezy galaktozylofruk-

tozy od permeabilizowanych komórek Kluyveromyces lactis i innych mezofilnych

drobnoustrojów (13). Wskazuje to na mo¿liwoœæ ich wykorzystania do przemys³o-

wej produkcji zawieraj¹cych laktulozê koncentratów oligosacharydów.
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