Adres do korespondencji

Jozef Synowiecki,

Katedra Chemii,
Technologii

i Biotechnologii Zywnosci,
Wydziat Chemiczny,
Politechnika Gdanska,

ul. Gabriela Narutowicza
11/12,

80-952 Gdansk.

PRACE EKSPERYMENTALNE

biotechnologia
3 (70) 209-220 2005

Unieruchamianie rekombinowanej
B-galaktozydazy w reakcjach
katalizowanych transglutaminazg

Sylwia Wotosowska, J6zef Synowiecki

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci,
Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska, Gdansk

Immobilization of recombinant -galactosidase in reactions catalysed
by transglutaminase

Summary

Thermostable -galactosidase from Escherichia coli transformant containing
the enzyme gene from Pyrococcus woesei was immobilized at pH 5.5 on silica gel
by crosslinking with transglutaminase. The obtained preparations had a specific
activity of 11.573 U/g of support at 70°C using oNPG as a substrate. The opti-
mum pH and temperature for immobilized B-galactosidase activity were 5.5 and
95°C. The immobilized enzyme is stable at the temperatures close to the opti-
mal value and the residual activity for oNPG hydrolysis of the preparations incu-
bated 1 hin 0.1 M phosphate citrate buffer (pH 5.5) at 100°C was about 70% of
the initial value.
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1. Wstep

Katalizowana przez [-galaktozydaze lub niektére p-glukozy-
dazy hydroliza zapobiega skutkom nietolerancji laktozy oraz
trudnosciom technologicznym, wywotanym wystepowaniem
tego cukru w mleku i serwatce. Stosuje sie ja w celu wytwarza-
nia dietetycznego mleka i jego przetworéw, syropéw glukozo-
wo-galaktozowych oraz bezlaktozowej serwatki przydatnej do
produkgcji lodéw, fermentowanych napojéw oraz karmy dla
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zwierzat. Hydroliza laktozy w wymienionych produktach eliminuje niepozgdana
krystalizacje disacharydu w niskiej temperaturze, zwieksza stodko$¢ wyrobéw
i umozliwia fermentacje rozmaitych produktéw ubocznych przemystu mleczarskie-
go przez drobnoustroje Zle przyswajajgce laktoze (1). Wystepujace w przypadku
najczesciej stosowanych B-galaktozydaz ograniczenie wydajnosSci procesu wskutek
hamowania reakcji galaktoza, gromadzaca sie podczas hydrolizy laktozy mozna
ograniczy¢ stosujac reaktory z unieruchomionym enzymem. Niewielkie zmiany
struktury p-galaktozydazy, spowodowane wiazaniem z no$nikiem, zmniejszaja
zdolno$¢ galaktozy do wspotzawodniczenia z substratem o centrum aktywne enzy-
mu, powodujac zwiekszenie wydajnosci reakcji (2). Dodatkowg zaleta stosowania
unieruchomionego (immobilizowanego) enzymu jest utrwalenie struktury i zwiek-
szenie stabilnos$ci jego czasteczek, mozliwos$¢ wielokrotnego uzycia tej samej porgji
preparatu, a w konsekwencji istotnego obnizenia kosztow produkgji, jak tez fatwe-
go oddzielania enzymu od produktéw reakcji. Oprécz wymienionych korzysci, unie-
ruchamianie powoduje takze niepozadane efekty, takie jak obnizenie powinowac-
twa do substratu, charakteryzujgce sie zwiekszeniem statej Michaelisa (K;,) oraz
zmniejszeniem szybko$ci katalizowanej reakgcji (3,4). Jedna z przyczyn tego zjawiska
sg opory dyfuzji substratu przez warstwe graniczng, oddzielajgcg unieruchomiony
enzym od $rodowiska reakgcji, ktérym mozna przeciwdziala¢ zwiekszajgc tempera-
ture procesu. Warunkiem tego jest zastosowanie termostabilnych enzymoéw, umoz-
liwiajgcych ponadto ograniczenie rozwoju niepozgdanej mikroflory podczas dtugo-
trwatej pracy reaktora. Ze wzrostem temperatury maleje lepko$¢ roztworu substra-
tu, a tym samym opory przeplywu, co pozwala na zwiekszenie natezenia przeplywu
substratu przez reaktor, a w konsekwencji wzrost wydajnosci procesu. Gtéwng ko-
rzy$cig wynikajaca z zastgpienia stosowanych obecnie preparatow [-galaktozydazy
ich unieruchomionymi termostabilnymi odpowiednikami jest jednak zwiekszenie
wydajnosci procesu oraz ograniczenie ryzyka mikrobiologicznego zanieczyszczenia
reaktora. Intensyfikacji czeSciowej cieplnej destrukcji witamin, lipidéw, reszt nie-
ktérych aminokwaséw w biatkach oraz przebiegu reakcji Maillarda i innych prze-
mian skfadnikéw mleka mozna zapobiec, taczgc hydrolize laktozy z czesto stoso-
wang pasteryzacjg produktéw mlecznych. Funkcje pasteryzatora spetni w tym przy-
padku reaktor przeptywowy z unieruchomiong termostabilng 3-galaktozydazg (5,6).

Niedogodnoscig wielu stosowanych obecnie metod unieruchamiania enzymoéow
jest czeSciowa inaktywacja preparatow spowodowana m.in. warunkami reakgji oraz
zmianami struktury czasteczek biatka pod wptywem substancji wiazgcych enzym.
Rozmaite sposoby trwatego unieruchamiania enzymoéw polegaja najczesciej na sprze-
ganiu biatka z no$nikiem za posrednictwem substancji posiadajacych co najmniej
dwie grupy funkcyjne, z ktérych jedna faczy sie kowalencyjnie z enzymem, a druga
z no$nikiem. W przypadku szkta porowatego, zelu krzemionkowego i innych no$ni-
kéw nie zawierajgcych ugrupowan atoméw zdolnych do reagowania z enzymem lub
substancjami wigzgcymi enzym, stosuje si¢ m.in. silanizacje 3-aminopropylo-trie-
toksysilanem, wprowadzajgca na powierzchnie nosnika grupy aminowe wigzgce
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biatko za posrednictwem aldehydu glutarowego (7). Obecnie prowadzone sg w wie-
lu osrodkach badania mozliwo$ci wykorzystania w procesach ciagtych preparatéw
uzyskanych przez sieciowanie krysztalow enzymu (Cross-Linked Enzyme Crystals)
(8,9). W celu zmniejszenia oporéw dyfuzyjnych konieczne jest jednak ograniczenie
rozmiaréw, a szczegolnie grubosci krysztatéw, co dos$¢ znacznie utrudnia przeptyw
substratu (8). Mozna tego uniknac¢ ,sieciujac” rozpuszczalne biatko enzymatyczne
po adsorpcji na zelu krzemionkowym lub innej niereaktywnej i niedrogiej substangji
o dobrej wytrzymatosci mechanicznej.

Celem pracy bylo otrzymanie preparatéw termostabilnej B-galaktozydazy przy-
datnych w produkgcji bezlaktozowego mleka i serwatki. Zamiast stosowanego za-
zwyczaj aldehydu glutarowego do ,,usieciowania” zaadsorbowanego enzymu wyko-
rzystano transglutaminaze (EC 2.3.2.13), katalizujacg tworzenie wigzan amidowych
w reakcjach przeniesienia acylu pomiedzy grupami y-karboksyamidowymi reszt glu-
taminy a pierwszorzedowymi grupami aminowymi biatek lub aktywowanych nos$ni-
kéw. Skutkiem tworzenia tych wigzan powinno by¢ ograniczenie desorpcji unieru-
chomionego enzymu poprzez ,usieciowanie” jego czasteczek miedzy sobg lub
ewentualnie ich trwale zwigzanie za posrednictwem grup aminowych aktywowane-
go nosnika.

2. Materialy i metody

2.1. Stosowane preparaty

Do badan wykorzystano rekombinowang p-galaktozydaze wyizolowana z komo-
rek Escherichia coli, transformowanych plazmidem pET-30LIC (Novagen Inc., Madi-
son, USA) z wklonowanym genem enzymu z hipertermofilnego archeona Pyrococcus
woesei. Ekstrakt bezkomérkowy pozbawiano termolabilnych biatek Escherichia coli
poprzez ich precypitacje w 85°C, a nastepnie strgcano pozostajgcg w ekstrakcie
B-galaktozydaze za pomoca acetonu (10,11). Jako nosniki enzymu stosowano nie-
modyfikowany lub modyfikowany 3-aminopropylo-trietoksysilanem zel krzemionko-
wy (Fluka) o rozmiarach ziaren 0,17-0,25 mm charakteryzujacy sie mata wrazliwos-
cig na zmiany pH, temperatury lub ci$nienia oraz odpornoscig na chemiczng i mikro-
biologiczna degradacje.

Acylowanie modyfikowanego przez producenta zelu krzemionkowego przepro-
wadzano $wiezo przedestylowanym bezwodnikiem octowym. Prébki zawierajgce
10 ml bezwodnika, 0,1 g zelu krzemionkowego i 0,1 g octanu sodu odpowietrzano
5 min w fazni ultradZwiekowej i wstrzasano przez 1 godz. w 20°C. Otrzymany pro-
dukt sgczono, przemywano 200 ml wody destylowanej i suszono w 30°C.
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2.2. Unieruchamianie enzymu

Do 1 g nosnika krzemionkowego umieszczonego w kolbie Erlenmayera o pojem-
nosci 200 ml dodawano 25 ml wodnego roztworu rekombinowanej -galaktozydazy
o stezeniu 1mg/ml oraz 25 ml roztworu transglutaminazy ze Streptoverticillum
mobaraense (Ajinomoto, Japonia) o stezeniu 0,6 mg/ml w 0,2 M buforze fosforano-
wo-cytrynianowym (pH 5,5), odpowietrzano 5 min w tazni ultradzwiekowej, a na-
stepnie wstrzgsano przez 1,5 godz. w temperaturze 50°C z szybkos$cia 100 cykli/min
przy amplitudzie 5 cm. Badania wptywu kwasowosci mieszaniny reakcyjnej na ilo$¢
unieruchomionego enzymu okreslano stosujac 0,1 M roztwory buforéw fosforano-
wo-cytrynianowych o pH zmienianym w zakresie od 3,0 do 8,5. Preparaty odniesie-
nia przygotowywano zastepujgc roztwor transglutaminazy 25 ml 0,2 M buforu fos-
foranowo-cytrynianowego o pH 5,5. Otrzymane preparaty sgczono pod zmniejszo-
nym ci$nieniem na nuczy ze spiekiem porcelanowym i przemywano kolejno 1-litro-
wymi porcjami: wody destylowanej, 1 M roztworu NaCl oraz ponownie wody. Prze-
mywanie roztworem chlorku sodu zastosowano w celu usuniecia enzymu zaadsor-
bowanego na nosniku bez udziatu wigzan kowalencyjnych. Uzyskane preparaty su-
szono przez 12 godz. w temperaturze 20°C.

2.3. Oznaczanie aktywno$ci enzymatycznej

Aktywnos$¢ wolnej i unieruchomionej B-galaktozydazy oznaczano zmodyfiko-
wang metodg Cravena i wsp. (12), okreslajac ilo$¢ o-nitrofenolu uwolnionego pod-
czas hydrolizy 5 mM roztworu o-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozydu (oNPG) w 0,1 M
buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5. W przypadku wolnego enzymu
2,5 ml substratu wstepnie ogrzewano do 70°C i dodawano 0,5 ml roztworu enzymu
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5). Po uptywie zaplanowanego
czasu reakgcji hydrolize przerywano, dodajac 1 ml 1 M roztworu Na,CO3 i mierzono
absorbancje (A4y0) wzgledem analogicznie ogrzewanej proby odniesienia, zawie-
rajgcej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH
5,5.

Aktywnos$¢ unieruchomionej B-galaktozydazy okreslano stosujac 10 ml 5 mM
roztworu oNPG w buforze fosforanowo-cytrynianowym ogrzanego do zaplanowanej
temperatury reakcji i dodawano 10 mg preparatu unieruchomionego enzymu. Préb-
ki mieszano przez okreslony czas z szybkos$cig 150 cykli/min przy amplitudzie 5 cm
w termostatowanej wstrzgsarce i po uplywie zaplanowanego czasu reakcji przery-
wano hydrolize dodajac 3,5 ml 1 M roztworu Na,COs3. Preparat enzymu odwirowy-
wano (5 min, 2000 x g) i mierzono absorbacje supernatantu (A4,) wzgledem analo-
gicznie ogrzewanego roztworu substratu. Jako jednostke aktywnosci przyjeto ilos¢
enzymu hydrolizujagcg w ciggu minuty 1 umol oNPG w temperaturze 70°C w 0,1 M
buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5.
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2.4. Warunki dziatania i termostabilno$¢ unieruchomionej [3-galaktozydazy

Zalezno$¢ aktywnosci enzymu od pH reakgji okreslano stosujac 5 mM roztwory
oNPG w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 3,0 do 8,5. Wplyw
temperatury na aktywno$¢ preparatow okreslano wediug danych zamieszczonych
w rozdziale 2.3. w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5, zmieniajac
temperature reakcji w zakresie 60-98°C. Oznaczenia aktywnoS$ci preparatu w tempe-
raturach powyzej 98°C prowadzono w szczelnie zamykanych probéwkach ogrzewa-
nych w fazni glicerynowej. Termostabilno$s¢ unieruchomionej [-galaktozydazy
okreslano mierzac zmniejszenie aktywnosci podczas 60 min inkubacji preparatow
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5) w temperaturach 60-110°C.

2.5. Zmiany aktywnoS$ci preparatu podczas hydrolizy laktozy w reaktorze ko-
lumnowym

Kolumne (0,7 x 10 cm) z ptaszczem ogrzewanym wodg o temperaturze 75°C
wypetniano 4,5 g preparatu p-galaktozydazy unieruchomionej na zelu krzemionko-
wym. Reaktor zasilano 5% roztworem laktozy w 0,1 M buforze fosforanowo-cytry-
nianowym o pH 5,5. Natezenie przeptywu utrzymywano w zakresie 1,3-1,4 ml/min
stosujac pompe perystaltyczng (Unipan 315, Polska). Do pobierania préobek produk-
tow hydrolizy laktozy uzywano kolektora frakcji SF3120 (Merck). Stopien hydrolizy
laktozy oznaczano metoda Nickersona i wsp. (13) okreS$lajgc stezenie wytworzonej
glukozy i galaktozy za pomocg odczynnika arsenomolibdenowego.

3. Oméwienie wynikéw

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano, zZe zastosowanie transgluta-
minazy pozwala na uproszczenie i obnizenie kosztu procedury unieruchamiania en-
zymow na zelu krzemionkowym. Wynika to z wyeliminowania koniecznosci modyfi-
kowania wymienionego nosnika 3-aminopropylo-trietoksysilanem, stosowanym
w celu wprowadzenia grup aminowych niezbednych w przypadku wigzania biatka
enzymatycznego za posrednictwem aldehydu glutarowego. O skutecznoS$ci propo-
nowanego sposobu immobilizacji $wiadczy wyrazne ograniczenie spadku aktywnos-
ci preparatéw p-galaktozydazy, unieruchomionej na zelu krzemionkowym z udziatem
transglutaminazy po intensywnym przemywaniu roztworem chlorku sodu, powo-
dujgcym elucje enzymu zaadsorbowanego za posrednictwem oddzialywan jono-
wych, w poréwnaniu z preparatami kontrolnymi otrzymanymi bez jej stosowania
(tab. 1). Zaobserwowane zwiekszenie stabilno$ci wigzania enzymu nie jest przy-
puszczalnie spowodowane tworzeniem wigzan amidowych pomiedzy enzymem
a nosnikiem, lecz wynika gtéwnie z zachodzacego pod wplywem transglutaminazy
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»Sieciowania” czgsteczek biatka zaadsorbowanych na powierzchni zelu krzemionko-
wego. Swiadczy o tym brak istotnych réznic aktywnosci, przemywanych roztworem
NaCl preparatow B-galaktozydazy unieruchomionej z udzialem transglutaminazy na
silanizowanym lub niesilanizowanym zelu krzemionkowym. Zmniejszenia aktywno-
Sci preparatow nie uzyskano tez po acylowaniu grup aminowych modyfikowanego
zelu krzemionkowego, ktérych zablokowanie powinno przeciwdziata¢ tworzeniu
wigzan sprzegajacych rekombinowang p-galaktozydaze z nos$nikiem (tab. 1). Nieza-
leznie od zastosowanego sposobu modyfikacji no$nika krzemionkowego uzyskiwa-
no podobna wydajnos¢ immobilizacji i otrzymane preparaty wykazywaly okoto 18%
ogoblnej aktywnosci B-galaktozydazy wprowadzonej do srodowiska reakcji unieru-
chamiania.

Tabela 1

Poréwnanie aktywnoSci rekombinowanej [3-galaktozydazy unieruchomionej bez lub z udzialem transgluta-
minazy na rozmaitych no$nikach

Aktywnos¢ (U/g nosnika) [-galaktozydazy
Zel krzemionkowy z Pyrococcus woesei unieruchomionej
bez transglutaminazy z udziatlem transglutaminazy

modyfikowany przez producenta 3-aminopropylo-trietok- 2393 * 297 11306 + 468
sysilanem

modyfikowany, a nast¢pnie acylowany bezwodnikiem - 11137 + 377
octowym

niemodyfikowany - 11573 + 520

Przedstawione wyniki sa Srednia z 4 oznaczen = odchylenie standardowe

Uzyskana immobilizowana -galaktozydaza ma po przemyciu roztworem chlor-
ku sodu aktywnos$¢ 11573 U/g nos$nika. Najwiekszg skuteczno$¢ unieruchamiania re-
kombinowanej B-galaktozydazy uzyskano w temperaturze 50°C, przy ktérej stoso-
wana w doswiadczeniach transglutaminaza przejawia najwiekszg aktywnos¢ (tab. 2).
Przy niewielkich stezeniach (do 0,05 mM) B-ditiotreitolu (DTT), stosowanego w celu
zabezpieczenia grupy tiolowej w centrum katalitycznym transglutaminazy przed
utlenieniem zaobserwowano niewielki, okolo 10% wzrost skuteczno$ci unierucho-
miania (-galaktozydazy. Dalsze zwiekszanie zawartosci tej substancji byto jednak
przyczyna spadku aktywnos$ci preparatow, osiggajacego przy 1,5 mM stezeniu DTT
okoto 23% maksymalnej wartosci. Potwierdzeniem udziatu transglutaminazy w unie-
ruchamianiu enzymu jest jej wplyw na aktywnos$¢ uzyskanych preparatéw (rys. 1).
Poczatkowy prawie liniowy wzrost aktywnosci immobilizowanej B-galaktozydazy
ulega zupetnemu zahamowaniu przy stezeniu transglutaminazy przekraczajgcym
0,05 mg/ml. Mozna to m.in. ttumaczy¢ intensyfikacja adsorpgji transglutaminazy,
utrudniajgca dostep unieruchamianej (-galaktozydazy do powierzchni nosnika.
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Tabela 2

Aktywnos$¢ rekombinowanej [3-galaktozydazy unieruchamianej 90 min na Zelu krzemionkowym w réinych
temperaturach

Temperatura unieruchamiania (°C) Aktywnos¢ preparatu (U/g noSnika)
25 6840 = 153
35 7620 = 65
45 8715 £ 15
50 10900 = 494
60 11030 = 237

Wyniki sg Srednig z 3 oznaczen * odchylenie standardowe

Wigzanie badanego enzymu na zelu krzemionkowym byto mozliwe w zakresie
pH 4,5-8,0 w ktoérym transglutaminaza zachowuje aktywnos¢. Najwiekszg wydajnos$¢
unieruchamiania uzyskiwano jednak przy warto$ci pH wynoszacej 5,5, a obnizenie
lub zwiekszenie pH o 0,5 jednostki byto przyczyng zmniejszenia aktywno$ci uzyska-
nych preparatéw odpowiednio o 20 i 30% (rys. 2). Optymalne pH unieruchamiania
rekombinowanej B-galaktozydazy przeprowadzanego z udziatem transglutaminazy
roézni sie od warto$ci zapewniajacej najwiekszg wydajno$¢ wiazania wymienionego
enzymu za posrednictwem aldehydu glutarowego na chitynie (pH 4,0) i zelu krze-
mionkowym modyfikowanym 3-aminopropylo-trietoksysilanem (pH 4,0) (14). Jedna
z przyczyn zaobserwowanej zmiany optymalnej warto$ci pH jest przypuszczalnie
ograniczenie w kwasnym S$rodowisku skutecznosci dziatania transglutaminazy,
przejawiajacej najwiekszg aktywnosc przy pH 7,0. Czas unieruchamiania nie powi-

100

B [e2] (0]
o o o
| | |

Aktywnos$¢ wzgledna (%)

N
o
|

0 \ \ \ ]
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Stezenie transglutaminazy (mg/ml)

Rys. 1. Wplyw stezenia transglutaminazy na aktywnos$¢ P-galaktozydazy unieruchamianej przez
2 godz. (pH 5,5) na nos$niku krzemionkowym. Wyniki sg $rednig z trzech oznaczen * odchylenie stan-
dardowe.
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Rys. 2. Optymalne pH unieruchamiania rekombinowanej -galaktozydazy na zelu krzemionkowym
przy stezeniu transglutaminazy 0,08 mg/ml. Wyniki sg srednig z 3 oznaczen + odchylenie standardowe.

nien przekracza¢ 100 min. Dalsze przediuzanie reakcji nie powoduje juz istotnego
zwiekszenia aktywnosci preparatow (rys. 3).

Unieruchomiona rekombinowana [-galaktozydaza osiagga maksymalng aktyw-
nos¢ w temperaturze 95°C, tylko o 2°C wiekszej od temperatury optymalnej dla

100 —
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©
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<;: 40 —
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Czas unieruchamiania (min)

Rys. 3. Wplyw czasu immobilizacji na aktywnos¢ rekombinowanej B-galaktozydazy unieruchomio-
nej z udziatem transglutaminazy na zelu krzemionkowym przy pH 5,5. Wyniki sg $rednia z 3 oznaczen
+ odchylenie standardowe.
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Rys. 4. Wplyw temperatury reakcji enzymatycznej na aktywno$¢ wolnej () i unieruchomionej (M)
B-galaktozydazy oznaczany w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5. Wyniki sg $rednia
z 3 oznaczen * odchylenie standardowe.

dziatania wolnego enzymu (rys. 4). Immobilizacja wywotywata natomiast wzrost ter-
mostabilnosci enzymu. Po 1-godzinnej inkubacji w 0,1 M buforze fosforanowo-cy-
trynianowym o pH 5,5 nie zaobserwowano istotnego zmniejszenia aktywno$ci pre-
paratu w temperaturach ponizej 95°C, a potowiczny jej zanik nastepowat dopiero
w 113°C (rys. 5). W przypadku wolnej -galaktozydazy 50% spadek aktywnosci uzy-
skiwano juz po 40 min ogrzewania w 110°C (10). Podobnie jak w przypadku wolne-
go enzymu unieruchomiona B-galaktozydaza przejawia najwieksza aktywnos¢ przy
pH 5,5, a w zakresie pH 6,2-6,6, charakterystycznym dla mleka i stodkiej serwatki
zachowuje ponad 70% maksymalnej aktywnoSci (rys. 6). Korzystng cechg stosowane-
go nosnika jest brak wplywu na optymalng warto$¢ pH reakcji enzymatycznej.
Wskutek niewystarczajacego stezenia protonowanych grup aminowych, nawet
w przypadku stosowania modyfikowanego zelu krzemionkowego, nie zaobserwo-
wano wywolanego unieruchomieniem przesuniecia optymalnej wartosci pH dzia-
tania rekombinowanej B-galaktozydazy. Zmiany te wystepuja w przypadku stosowa-
nia no$nikéw o charakterze polijonu zawierajgcych grupy funkcyjne, oddziatujace
elektrostatycznie z protonami w otaczajagcym roztworze, zwiekszajgc lub zmniej-
szajac ich stezenie na granicy faz (3,4). W celu przywro6cenia optymalnej dla
dziatania enzymu kwasowosci srodowiska reakcji w warstwie granicznej, nalezy od-
powiednio zmieni¢ pH pozostatej czesci roztworu. Umozliwiajace prawidiowa regu-
lacje pH okreslenie wielko$ci tej zmiany jest utrudnione ze wzgledu na duza zalez-
nos$¢ gradientu protonéw od stezenia i stopnia jonizacji grup funkcyjnych na po-
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Rys. 5. Zmiany aktywnosci rekombinowanej f3-galaktozydazy unieruchomionej na zelu krzemionko-
wym po 1 godz. ogrzewania w réznych temperaturach w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym
(pH 5,5). Wyniki sg srednig z 3 oznaczen * odchylenie standardowe.

wierzchni nosnika, sity jonowej srodowiska oraz ewentualnego uwalniania katio-
néw wodorowych podczas katalizowanej reakgji.

Przebieg hydrolizy 5% roztworu laktozy, przeprowadzanej w reaktorze kolumno-
wym, wskazuje na zr6znicowang trwato$¢ wigzania poszczegélnych czastek zagre-
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Rys. 6. Optymalne pH reakgji katalizowanej przez wolng (@) i unieruchomiong (M) rekombinowang
B-galaktozydaze immobilizowana na zelu krzemionkowym. Wyniki sg $rednia z 3 oznaczen + odchyle-
nie standardowe.
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Unieruchamianie rekombinowanej (-galaktozydazy w reakcjach katalizowanych transglutaminaza
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Rys. 7. Zmiany aktywnosci termostabilnej -galaktozydazy z Pyrococcus woesei unieruchomionej na
zelu krzemionkowym podczas hydrolizy 5% roztworu laktozy w reaktorze kolumnowym w temperaturze
75°C przy natezeniu przeptywu 1,3-1,4 ml/min.

gowanej B-galaktozydazy z zelem krzemionkowym (rys. 7). Podczas pierwszych
18 godzin reakcji nastepowal potowiczny zanik aktywnos$ci preparatu, wywotany
przypuszczalnie uwalnianiem najstabiej zwigzanego enzymu. Dalsze przediuzanie
procesu powodowato jednak coraz mniejsze spadki aktywnosci, ktéra po okoto
35-40 godzinach hydrolizy nie ulegata juz prawie zmianie, stabilizujgc sie na pozio-
mie okolo 2300 U/g preparatu. Preparaty [-galaktozydazy unieruchomionej na zelu
krzemionkowym wykazywaty dos$¢ duzg trwato$¢ i po 28 dniach przechowywania
w stanie suchym, w temperaturze 4°C tracily tylko 30% pierwotnej aktywnosci.

4. Podsumowanie

Rekombinowana f-galaktozydaza z Pyrococcus woesei, unieruchomiona poprzez
katalizowane transglutaminaza ,sieciowanie” na zelu krzemionkowym, charaktery-
zuje sie niewielkg wrazliwo$cia na zmiany pH w zakresie odpowiadajacym kwaso-
wosci mleka i serwatki. Duza termostabilno$¢ preparatu umozliwia jego zastosowa-
nie do hydrolizy laktozy w reaktorze dziatajacym w podwyzszonej temperaturze,
hamujgcej lub znacznie ograniczajacej rozwoj niepozadanych drobnoustrojow.
W celu dalszego zwiekszenia stabilnoS$ci preparatu podczas hydrolizy laktozy w re-
aktorze kolumowym prowadzone sg prace zmierzajace do takiej modyfikacji zelu
krzemionkowego, ktora umozliwi katalizowane transglutaminaza wytworzenie bez-
posrednich, trwalych wigzan pomiedzy warstwg zagregowanego enzymu a nosni-
kiem.
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