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Immobilization of recombinant �-galactosidase in reactions catalysed

by transglutaminase

S u m m a r y

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 �-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 h in 0.1 M phosphate citrate buffer (pH 5.5) at 100°C was about 70% of
the initial value.

Key words:

�-galactosidase, lactose, enzyme immobilization, thermostable enzymes.

1. Wstêp

Katalizowana przez �-galaktozydazê lub niektóre �-glukozy-
dazy hydroliza zapobiega skutkom nietolerancji laktozy oraz
trudnoœciom technologicznym, wywo³anym wystêpowaniem
tego cukru w mleku i serwatce. Stosuje siê j¹ w celu wytwarza-
nia dietetycznego mleka i jego przetworów, syropów glukozo-
wo-galaktozowych oraz bezlaktozowej serwatki przydatnej do
produkcji lodów, fermentowanych napojów oraz karmy dla
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zwierz¹t. Hydroliza laktozy w wymienionych produktach eliminuje niepo¿¹dan¹
krystalizacjê disacharydu w niskiej temperaturze, zwiêksza s³odkoœæ wyrobów
i umo¿liwia fermentacjê rozmaitych produktów ubocznych przemys³u mleczarskie-
go przez drobnoustroje Ÿle przyswajaj¹ce laktozê (1). Wystêpuj¹ce w przypadku
najczêœciej stosowanych �-galaktozydaz ograniczenie wydajnoœci procesu wskutek
hamowania reakcji galaktoz¹, gromadz¹c¹ siê podczas hydrolizy laktozy mo¿na
ograniczyæ stosuj¹c reaktory z unieruchomionym enzymem. Niewielkie zmiany
struktury �-galaktozydazy, spowodowane wi¹zaniem z noœnikiem, zmniejszaj¹
zdolnoœæ galaktozy do wspó³zawodniczenia z substratem o centrum aktywne enzy-
mu, powoduj¹c zwiêkszenie wydajnoœci reakcji (2). Dodatkow¹ zalet¹ stosowania
unieruchomionego (immobilizowanego) enzymu jest utrwalenie struktury i zwiêk-
szenie stabilnoœci jego cz¹steczek, mo¿liwoœæ wielokrotnego u¿ycia tej samej porcji
preparatu, a w konsekwencji istotnego obni¿enia kosztów produkcji, jak te¿ ³atwe-
go oddzielania enzymu od produktów reakcji. Oprócz wymienionych korzyœci, unie-
ruchamianie powoduje tak¿e niepo¿¹dane efekty, takie jak obni¿enie powinowac-
twa do substratu, charakteryzuj¹ce siê zwiêkszeniem sta³ej Michaelisa (Km) oraz
zmniejszeniem szybkoœci katalizowanej reakcji (3,4). Jedn¹ z przyczyn tego zjawiska
s¹ opory dyfuzji substratu przez warstwê graniczn¹, oddzielaj¹c¹ unieruchomiony
enzym od œrodowiska reakcji, którym mo¿na przeciwdzia³aæ zwiêkszaj¹c tempera-
turê procesu. Warunkiem tego jest zastosowanie termostabilnych enzymów, umo¿-
liwiaj¹cych ponadto ograniczenie rozwoju niepo¿¹danej mikroflory podczas d³ugo-
trwa³ej pracy reaktora. Ze wzrostem temperatury maleje lepkoœæ roztworu substra-
tu, a tym samym opory przep³ywu, co pozwala na zwiêkszenie natê¿enia przep³ywu
substratu przez reaktor, a w konsekwencji wzrost wydajnoœci procesu. G³ówn¹ ko-
rzyœci¹ wynikaj¹c¹ z zast¹pienia stosowanych obecnie preparatów �-galaktozydazy
ich unieruchomionymi termostabilnymi odpowiednikami jest jednak zwiêkszenie
wydajnoœci procesu oraz ograniczenie ryzyka mikrobiologicznego zanieczyszczenia
reaktora. Intensyfikacji czêœciowej cieplnej destrukcji witamin, lipidów, reszt nie-
których aminokwasów w bia³kach oraz przebiegu reakcji Maillarda i innych prze-
mian sk³adników mleka mo¿na zapobiec, ³¹cz¹c hydrolizê laktozy z czêsto stoso-
wan¹ pasteryzacj¹ produktów mlecznych. Funkcjê pasteryzatora spe³ni w tym przy-
padku reaktor przep³ywowy z unieruchomion¹ termostabiln¹ �-galaktozydaz¹ (5,6).

Niedogodnoœci¹ wielu stosowanych obecnie metod unieruchamiania enzymów
jest czêœciowa inaktywacja preparatów spowodowana m.in. warunkami reakcji oraz
zmianami struktury cz¹steczek bia³ka pod wp³ywem substancji wi¹¿¹cych enzym.
Rozmaite sposoby trwa³ego unieruchamiania enzymów polegaj¹ najczêœciej na sprzê-
ganiu bia³ka z noœnikiem za poœrednictwem substancji posiadaj¹cych co najmniej
dwie grupy funkcyjne, z których jedna ³¹czy siê kowalencyjnie z enzymem, a druga
z noœnikiem. W przypadku szk³a porowatego, ¿elu krzemionkowego i innych noœni-
ków nie zawieraj¹cych ugrupowañ atomów zdolnych do reagowania z enzymem lub
substancjami wi¹¿¹cymi enzym, stosuje siê m.in. silanizacjê 3-aminopropylo-trie-
toksysilanem, wprowadzaj¹c¹ na powierzchniê noœnika grupy aminowe wi¹¿¹ce
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bia³ko za poœrednictwem aldehydu glutarowego (7). Obecnie prowadzone s¹ w wie-
lu oœrodkach badania mo¿liwoœci wykorzystania w procesach ci¹g³ych preparatów
uzyskanych przez sieciowanie kryszta³ów enzymu (Cross-Linked Enzyme Crystals)
(8,9). W celu zmniejszenia oporów dyfuzyjnych konieczne jest jednak ograniczenie
rozmiarów, a szczególnie gruboœci kryszta³ów, co doœæ znacznie utrudnia przep³yw
substratu (8). Mo¿na tego unikn¹æ „sieciuj¹c” rozpuszczalne bia³ko enzymatyczne
po adsorpcji na ¿elu krzemionkowym lub innej niereaktywnej i niedrogiej substancji
o dobrej wytrzyma³oœci mechanicznej.

Celem pracy by³o otrzymanie preparatów termostabilnej �-galaktozydazy przy-
datnych w produkcji bezlaktozowego mleka i serwatki. Zamiast stosowanego za-
zwyczaj aldehydu glutarowego do „usieciowania” zaadsorbowanego enzymu wyko-
rzystano transglutaminazê (EC 2.3.2.13), katalizuj¹c¹ tworzenie wi¹zañ amidowych
w reakcjach przeniesienia acylu pomiêdzy grupami �-karboksyamidowymi reszt glu-
taminy a pierwszorzêdowymi grupami aminowymi bia³ek lub aktywowanych noœni-
ków. Skutkiem tworzenia tych wi¹zañ powinno byæ ograniczenie desorpcji unieru-
chomionego enzymu poprzez „usieciowanie” jego cz¹steczek miêdzy sob¹ lub
ewentualnie ich trwa³e zwi¹zanie za poœrednictwem grup aminowych aktywowane-
go noœnika.

2. Materia³y i metody

2.1. Stosowane preparaty

Do badañ wykorzystano rekombinowan¹ �-galaktozydazê wyizolowan¹ z komó-
rek Escherichia coli, transformowanych plazmidem pET-30LIC (Novagen Inc., Madi-
son, USA) z wklonowanym genem enzymu z hipertermofilnego archeona Pyrococcus

woesei. Ekstrakt bezkomórkowy pozbawiano termolabilnych bia³ek Escherichia coli

poprzez ich precypitacjê w 85°C, a nastêpnie str¹cano pozostaj¹c¹ w ekstrakcie
�-galaktozydazê za pomoc¹ acetonu (10,11). Jako noœniki enzymu stosowano nie-
modyfikowany lub modyfikowany 3-aminopropylo-trietoksysilanem ¿el krzemionko-
wy (Fluka) o rozmiarach ziaren 0,17-0,25 mm charakteryzuj¹cy siê ma³¹ wra¿liwoœ-
ci¹ na zmiany pH, temperatury lub ciœnienia oraz odpornoœci¹ na chemiczn¹ i mikro-
biologiczn¹ degradacjê.

Acylowanie modyfikowanego przez producenta ¿elu krzemionkowego przepro-
wadzano œwie¿o przedestylowanym bezwodnikiem octowym. Próbki zawieraj¹ce
10 ml bezwodnika, 0,1 g ¿elu krzemionkowego i 0,1 g octanu sodu odpowietrzano
5 min w ³aŸni ultradŸwiêkowej i wstrz¹sano przez 1 godz. w 20°C. Otrzymany pro-
dukt s¹czono, przemywano 200 ml wody destylowanej i suszono w 30°C.
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2.2. Unieruchamianie enzymu

Do 1 g noœnika krzemionkowego umieszczonego w kolbie Erlenmayera o pojem-
noœci 200 ml dodawano 25 ml wodnego roztworu rekombinowanej �-galaktozydazy
o stê¿eniu 1mg/ml oraz 25 ml roztworu transglutaminazy ze Streptoverticillum

mobaraense (Ajinomoto, Japonia) o stê¿eniu 0,6 mg/ml w 0,2 M buforze fosforano-
wo-cytrynianowym (pH 5,5), odpowietrzano 5 min w ³a¿ni ultradŸwiêkowej, a na-
stêpnie wstrz¹sano przez 1,5 godz. w temperaturze 50°C z szybkoœci¹ 100 cykli/min
przy amplitudzie 5 cm. Badania wp³ywu kwasowoœci mieszaniny reakcyjnej na iloœæ
unieruchomionego enzymu okreœlano stosuj¹c 0,1 M roztwory buforów fosforano-
wo-cytrynianowych o pH zmienianym w zakresie od 3,0 do 8,5. Preparaty odniesie-
nia przygotowywano zastêpuj¹c roztwór transglutaminazy 25 ml 0,2 M buforu fos-
foranowo-cytrynianowego o pH 5,5. Otrzymane preparaty s¹czono pod zmniejszo-
nym ciœnieniem 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 usuniêcia enzymu zaadsor-
bowanego na noœniku bez udzia³u wi¹zañ kowalencyjnych. Uzyskane preparaty su-
szono przez 12 godz. w temperaturze 20°C.

2.3. Oznaczanie aktywnoœci enzymatycznej

Aktywnoœæ wolnej i unieruchomionej �-galaktozydazy oznaczano zmodyfiko-
wan¹ metod¹ Cravena i wsp. (12), okreœlaj¹c iloœæ o-nitrofenolu uwolnionego pod-
czas hydrolizy 5 mM roztworu o-nitrofenylo-�-D-galaktopiranozydu (oNPG) w 0,1 M
buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5. W przypadku wolnego enzymu
2,5 ml substratu wstêpnie ogrzewano do 70°C i dodawano 0,5 ml roztworu enzymu
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5). Po up³ywie zaplanowanego
czasu reakcji hydrolizê przerywano, dodaj¹c 1 ml 1 M roztworu Na2CO3 i mierzono
absorbancjê (A420) wzglêdem analogicznie ogrzewanej próby odniesienia, zawie-
raj¹cej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH
5,5.

Aktywnoœæ unieruchomionej �-galaktozydazy okreœlano stosuj¹c 10 ml 5 mM
roztworu oNPG w buforze fosforanowo-cytrynianowym ogrzanego do zaplanowanej
temperatury reakcji i dodawano 10 mg preparatu unieruchomionego enzymu. Prób-
ki mieszano przez okreœlony czas z szybkoœci¹ 150 cykli/min przy amplitudzie 5 cm
w termostatowanej wstrz¹sarce i po up³ywie zaplanowanego czasu reakcji przery-
wano hydrolizê dodaj¹c 3,5 ml 1 M roztworu Na2CO3. Preparat enzymu odwirowy-
wano (5 min, 2000 x g) i mierzono absorbacjê supernatantu (A420) wzglêdem analo-
gicznie ogrzewanego roztworu substratu. Jako jednostkê aktywnoœci przyjêto iloœæ
enzymu hydrolizuj¹c¹ w ci¹gu minuty 1 �mol oNPG w temperaturze 70°C w 0,1 M
buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5.
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2.4. Warunki dzia³ania i termostabilnoœæ unieruchomionej �-galaktozydazy

Zale¿noœæ aktywnoœci enzymu od pH reakcji okreœlano stosuj¹c 5 mM roztwory
oNPG w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 3,0 do 8,5. Wp³yw
temperatury na aktywnoœæ preparatów okreœlano wed³ug danych zamieszczonych
w rozdziale 2.3. w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5, zmieniaj¹c
temperaturê reakcji w zakresie 60-98°C. Oznaczenia aktywnoœci preparatu w tempe-
raturach powy¿ej 98°C prowadzono w szczelnie zamykanych probówkach ogrzewa-
nych w ³aŸni glicerynowej. Termostabilnoœæ unieruchomionej �-galaktozydazy
okreœlano mierz¹c zmniejszenie aktywnoœci podczas 60 min inkubacji preparatów
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5) w temperaturach 60-110°C.

2.5. Zmiany aktywnoœci preparatu podczas hydrolizy laktozy w reaktorze ko-
lumnowym

Kolumnê (0,7 x 10 cm) z p³aszczem ogrzewanym wod¹ o temperaturze 75°C
wype³niano 4,5 g preparatu �-galaktozydazy unieruchomionej na ¿elu krzemionko-
wym. Reaktor zasilano 5% roztworem laktozy w 0,1 M buforze fosforanowo-cytry-
nianowym o pH 5,5. Natê¿enie przep³ywu utrzymywano w zakresie 1,3-1,4 ml/min
stosuj¹c pompê perystaltyczn¹ (Unipan 315, Polska). Do pobierania próbek produk-
tów hydrolizy laktozy u¿ywano kolektora frakcji SF3120 (Merck). Stopieñ hydrolizy
laktozy oznaczano metod¹ Nickersona i wsp. (13) okreœlaj¹c stê¿enie wytworzonej
glukozy i galaktozy za pomoc¹ odczynnika arsenomolibdenowego.

3. Omówienie wyników

W przeprowadzonych doœwiadczeniach wykazano, ¿e zastosowanie transgluta-
minazy pozwala na uproszczenie i obni¿enie kosztu procedury unieruchamiania en-
zymów na ¿elu krzemionkowym. Wynika to z wyeliminowania koniecznoœci modyfi-
kowania wymienionego noœnika 3-aminopropylo-trietoksysilanem, stosowanym
w celu wprowadzenia grup aminowych niezbêdnych w przypadku wi¹zania bia³ka
enzymatycznego za poœrednictwem aldehydu glutarowego. O skutecznoœci propo-
nowanego sposobu immobilizacji œwiadczy wyraŸne ograniczenie spadku aktywnoœ-
ci preparatów �-galaktozydazy, unieruchomionej na ¿elu krzemionkowym z udzia³em
transglutaminazy po intensywnym przemywaniu roztworem chlorku sodu, powo-
duj¹cym elucjê enzymu zaadsorbowanego za poœrednictwem oddzia³ywañ jono-
wych, w porównaniu z preparatami kontrolnymi otrzymanymi bez jej stosowania
(tab. 1). Zaobserwowane zwiêkszenie stabilnoœci wi¹zania enzymu nie jest przy-
puszczalnie spowodowane tworzeniem wi¹zañ amidowych pomiêdzy enzymem
a noœnikiem, lecz wynika g³ównie z zachodz¹cego pod wp³ywem transglutaminazy
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„sieciowania” cz¹steczek bia³ka zaadsorbowanych na powierzchni ¿elu krzemionko-
wego. Œwiadczy o tym brak istotnych ró¿nic aktywnoœci, przemywanych roztworem
NaCl preparatów �-galaktozydazy unieruchomionej z udzia³em transglutaminazy na
silanizowanym lub niesilanizowanym ¿elu krzemionkowym. Zmniejszenia aktywno-
œci preparatów nie uzyskano te¿ po acylowaniu grup aminowych modyfikowanego
¿elu krzemionkowego, których zablokowanie powinno przeciwdzia³aæ tworzeniu
wi¹zañ sprzêgaj¹cych rekombinowan¹ �-galaktozydazê z noœnikiem (tab. 1). Nieza-
le¿nie od zastosowanego sposobu modyfikacji noœnika krzemionkowego uzyskiwa-
no podobn¹ wydajnoœæ immobilizacji i otrzymane preparaty wykazywa³y oko³o 18%
ogólnej aktywnoœci �-galaktozydazy wprowadzonej do œrodowiska reakcji unieru-
chamiania.

T a b e l a 1

Porównanie aktywnoœci rekombinowanej �-galaktozydazy unieruchomionej bez lub z udzia³em transgluta-

minazy na rozmaitych noœnikach

¯el krzemionkowy

Aktywnoœæ (U/g noœnika) �-galaktozydazy
z Pyrococcus woesei unieruchomionej

bez transglutaminazy z udzia³em transglutaminazy

modyfikowany przez producenta 3-aminopropylo-trietok-
sysilanem

2393 ± 297 11306 ± 468

modyfikowany, a nastêpnie acylowany bezwodnikiem
octowym

– 11137 ± 377

niemodyfikowany – 11573 ± 520

Przedstawione wyniki s¹ œredni¹ z 4 oznaczeñ ± odchylenie standardowe

Uzyskana immobilizowana �-galaktozydaza ma po przemyciu roztworem chlor-
ku sodu aktywnoœæ 11573 U/g noœnika. Najwiêksz¹ skutecznoœæ unieruchamiania re-
kombinowanej �-galaktozydazy uzyskano w temperaturze 50°C, przy której stoso-
wana w doœwiadczeniach transglutaminaza przejawia najwiêksz¹ aktywnoœæ (tab. 2).
Przy niewielkich stê¿eniach (do 0,05 mM) �-ditiotreitolu (DTT), stosowanego w celu
zabezpieczenia grupy tiolowej w centrum katalitycznym transglutaminazy przed
utlenieniem zaobserwowano niewielki, oko³o 10% wzrost skutecznoœci unierucho-
miania �-galaktozydazy. Dalsze zwiêkszanie zawartoœci tej substancji by³o jednak
przyczyn¹ spadku aktywnoœci preparatów, osi¹gaj¹cego przy 1,5 mM stê¿eniu DTT
oko³o 23% maksymalnej wartoœci. Potwierdzeniem udzia³u transglutaminazy w unie-
ruchamianiu enzymu jest jej wp³yw na aktywnoœæ uzyskanych preparatów (rys. 1).
Pocz¹tkowy prawie liniowy wzrost aktywnoœci immobilizowanej �-galaktozydazy
ulega zupe³nemu zahamowaniu przy stê¿eniu transglutaminazy przekraczaj¹cym
0,05 mg/ml. Mo¿na to m.in. t³umaczyæ intensyfikacj¹ adsorpcji transglutaminazy,
utrudniaj¹c¹ dostêp unieruchamianej �-galaktozydazy do powierzchni noœnika.
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T a b e l a 2

Aktywnoœæ rekombinowanej �-galaktozydazy unieruchamianej 90 min na ¿elu krzemionkowym w ró¿nych

temperaturach

Temperatura unieruchamiania (°C) Aktywnoœæ preparatu (U/g noœnika)

25 6840 ± 153

35 7620 ± 65

45 8715 ± 15

50 10900 ± 494

60 11030 ± 237

Wyniki s¹ œredni¹ z 3 oznaczeñ ± odchylenie standardowe

Wi¹zanie badanego enzymu na ¿elu krzemionkowym by³o mo¿liwe w zakresie
pH 4,5-8,0 w którym transglutaminaza zachowuje aktywnoœæ. Najwiêksz¹ wydajnoœæ
unieruchamiania uzyskiwano jednak przy wartoœci pH wynosz¹cej 5,5, a obni¿enie
lub zwiêkszenie pH o 0,5 jednostki by³o przyczyn¹ zmniejszenia aktywnoœci uzyska-
nych preparatów odpowiednio o 20 i 30% (rys. 2). Optymalne pH unieruchamiania
rekombinowanej �-galaktozydazy przeprowadzanego z udzia³em transglutaminazy
ró¿ni siê od wartoœci zapewniaj¹cej najwiêksz¹ wydajnoœæ wi¹zania wymienionego
enzymu za poœrednictwem aldehydu glutarowego na chitynie (pH 4,0) i ¿elu krze-
mionkowym modyfikowanym 3-aminopropylo-trietoksysilanem (pH 4,0) (14). Jedn¹
z przyczyn zaobserwowanej zmiany optymalnej wartoœci pH jest przypuszczalnie
ograniczenie w kwaœnym œrodowisku skutecznoœci dzia³ania transglutaminazy,
przejawiaj¹cej najwiêksz¹ aktywnoœæ przy pH 7,0. Czas unieruchamiania nie powi-
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Rys. 1. Wp³yw stê¿enia transglutaminazy na aktywnoœæ �-galaktozydazy unieruchamianej przez
2 godz. (pH 5,5) na noœniku krzemionkowym. Wyniki s¹ œredni¹ z trzech oznaczeñ ± odchylenie stan-
dardowe.



nien przekraczaæ 100 min. Dalsze przed³u¿anie reakcji nie powoduje ju¿ istotnego
zwiêkszenia aktywnoœci preparatów (rys. 3).

Unieruchomiona rekombinowana �-galaktozydaza osi¹ga maksymaln¹ aktyw-
noœæ w temperaturze 95°C, tylko o 2°C wiêkszej od temperatury optymalnej dla
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Rys. 2. Optymalne pH unieruchamiania rekombinowanej �-galaktozydazy na ¿elu krzemionkowym
przy stê¿eniu transglutaminazy 0,08 mg/ml. Wyniki s¹ œredni¹ z 3 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

Rys. 3. Wp³yw czasu immobilizacji na aktywnoœæ rekombinowanej �-galaktozydazy unieruchomio-
nej z udzia³em transglutaminazy na ¿elu krzemionkowym przy pH 5,5. Wyniki s¹ œredni¹ z 3 oznaczeñ
± odchylenie standardowe.



dzia³ania wolnego enzymu (rys. 4). Immobilizacja wywo³ywa³a natomiast wzrost ter-
mostabilnoœci enzymu. Po 1-godzinnej inkubacji w 0,1 M buforze fosforanowo-cy-
trynianowym o pH 5,5 nie zaobserwowano istotnego zmniejszenia aktywnoœci pre-
paratu w temperaturach poni¿ej 95°C, a po³owiczny jej zanik nastêpowa³ dopiero
w 113°C (rys. 5). W przypadku wolnej �-galaktozydazy 50% spadek aktywnoœci uzy-
skiwano ju¿ po 40 min ogrzewania w 110°C (10). Podobnie jak w przypadku wolne-
go enzymu unieruchomiona �-galaktozydaza przejawia najwiêksz¹ aktywnoœæ przy
pH 5,5, a w zakresie pH 6,2-6,6, charakterystycznym dla mleka i s³odkiej serwatki
zachowuje ponad 70% maksymalnej aktywnoœci (rys. 6). Korzystn¹ cech¹ stosowane-
go noœnika jest brak wp³ywu na optymaln¹ wartoœæ pH reakcji enzymatycznej.
Wskutek niewystarczaj¹cego stê¿enia protonowanych grup aminowych, nawet
w przypadku stosowania modyfikowanego ¿elu krzemionkowego, nie zaobserwo-
wano wywo³anego unieruchomieniem przesuniêcia optymalnej wartoœci pH dzia-
³ania rekombinowanej �-galaktozydazy. Zmiany te wystêpuj¹ w przypadku stosowa-
nia noœników o charakterze polijonu zawieraj¹cych grupy funkcyjne, oddzia³uj¹ce
elektrostatycznie z protonami w otaczaj¹cym roztworze, zwiêkszaj¹c lub zmniej-
szaj¹c ich stê¿enie na granicy faz (3,4). W celu przywrócenia optymalnej dla
dzia³ania enzymu kwasowoœci œrodowiska reakcji w warstwie granicznej, nale¿y od-
powiednio zmieniæ pH pozosta³ej czêœci roztworu. Umo¿liwiaj¹ce prawid³ow¹ regu-
lacjê pH okreœlenie wielkoœci tej zmiany jest utrudnione ze wzglêdu na du¿¹ zale¿-
noœæ gradientu protonów od stê¿enia i stopnia jonizacji grup funkcyjnych na po-
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Rys. 4. Wp³yw temperatury reakcji enzymatycznej na aktywnoœæ wolnej (�) i unieruchomionej (�)
�-galaktozydazy oznaczany w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5. Wyniki s¹ œredni¹
z 3 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.



wierzchni noœnika, si³y jonowej œrodowiska oraz ewentualnego uwalniania katio-
nów wodorowych podczas katalizowanej reakcji.

Przebieg hydrolizy 5% roztworu laktozy, przeprowadzanej w reaktorze kolumno-
wym, wskazuje na zró¿nicowan¹ trwa³oœæ wi¹zania poszczególnych cz¹stek zagre-
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Rys. 5. Zmiany aktywnoœci rekombinowanej �-galaktozydazy unieruchomionej na ¿elu krzemionko-
wym po 1 godz. ogrzewania w ró¿nych temperaturach w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym
(pH 5,5). Wyniki s¹ œredni¹ z 3 oznaczeñ ± odchylenie standardowe.

Rys. 6. Optymalne pH reakcji katalizowanej przez woln¹ (�) i unieruchomion¹ (�) rekombinowan¹
�-galaktozydazê immobilizowan¹ na ¿elu krzemionkowym. Wyniki s¹ œredni¹ z 3 oznaczeñ ± odchyle-
nie standardowe.



gowanej �-galaktozydazy z ¿elem krzemionkowym (rys. 7). Podczas pierwszych
18 godzin reakcji nastêpowa³ po³owiczny zanik aktywnoœci preparatu, wywo³any
przypuszczalnie uwalnianiem najs³abiej zwi¹zanego enzymu. Dalsze przed³u¿anie
procesu powodowa³o jednak coraz mniejsze spadki aktywnoœci, która po oko³o
35-40 godzinach hydrolizy nie ulega³a ju¿ prawie zmianie, stabilizuj¹c siê na pozio-
mie oko³o 2300 U/g preparatu. Preparaty �-galaktozydazy unieruchomionej na ¿elu
krzemionkowym wykazywa³y doœæ du¿¹ trwa³oœæ i po 28 dniach przechowywania
w stanie suchym, w temperaturze 4°C traci³y tylko 30% pierwotnej aktywnoœci.

4. Podsumowanie

Rekombinowana �-galaktozydaza z Pyrococcus woesei, unieruchomiona poprzez
katalizowane transglutaminaz¹ „sieciowanie” na ¿elu krzemionkowym, charaktery-
zuje siê niewielk¹ wra¿liwoœci¹ na zmiany pH w zakresie odpowiadaj¹cym kwaso-
woœci mleka i serwatki. Du¿a termostabilnoœæ preparatu umo¿liwia jego zastosowa-
nie do hydrolizy laktozy w reaktorze dzia³aj¹cym w podwy¿szonej temperaturze,
hamuj¹cej lub znacznie ograniczaj¹cej rozwój niepo¿¹danych drobnoustrojów.
W celu dalszego zwiêkszenia stabilnoœci preparatu podczas hydrolizy laktozy w re-
aktorze kolumowym prowadzone s¹ prace zmierzaj¹ce do takiej modyfikacji ¿elu
krzemionkowego, która umo¿liwi katalizowane transglutaminaz¹ wytworzenie bez-
poœrednich, trwa³ych wi¹zañ pomiêdzy warstw¹ zagregowanego enzymu a noœni-
kiem.
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Rys. 7. Zmiany aktywnoœci termostabilnej �-galaktozydazy z Pyrococcus woesei unieruchomionej na
¿elu krzemionkowym podczas hydrolizy 5% roztworu laktozy w reaktorze kolumnowym w temperaturze
75°C przy natê¿eniu przep³ywu 1,3-1,4 ml/min.
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