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[-D-galactosidases — sources, properties and applications
Summary

The rapid development of the world industry requires the introduction of
new technologies which are more effective and cheaper. Therefore, the applica-
tion of enzymes in different industry sectors grows steadily. This article reviews
some properties and applications of B-D-galactosidases derived from microbial
sources.
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1. Wstep

Rozwoj Swiatowego przemystu uzalezniony jest od wprowa-
dzania coraz nowszych technologii, ktére umozliwiajag wydajng
i tanig produkcje wysokiej jako$ci dobr konsumpcyjnych. Trady-
cyjne technologie stosowane w przemysle czesto nie spelniaja
tych wymogoéw, wymagajg duzych nakladéw energii, charaktery-
Zujg sie zuzyciem duzej ilosci substratéw i wytworzeniem znacz-
nej ilosci odpadéw poprodukcyjnych. Z tych wzgledéw coraz
czesciej stosowane sg procesy technologiczne, w ktérych role
katalizatorow reakcji chemicznych petniag enzymy. Gtownag wtas-
ciwos$cig enzymoéw jest ich aktywnos¢ katalityczna i specyficz-
nosc¢ dziatania. Reakgcje katalizowane enzymatycznie przebiegaja
z duzg szybkos$cig w tagodnych warunkach i pozwalajg na uzy-
skanie pozadanego produktu z duzg wydajnoscig. Stosowanie
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enzymow umozliwia tez uzyskanie jednego produktu bedacego okreslonym izome-
rem przestrzennym (stereoizomerem). Chociaz aktywnos$¢ katalityczna enzymoéw od
wiekéw byta wykorzystywana przez cziowieka, dopiero rozwoéj nowoczesnej bio-
technologii pozwolif na szerokie zastosowanie tych biokatalizatorow w procesach
przemystowych. Na najwiekszg skale produkowane sg i wykorzystywane enzymy hy-
drolityczne: proteazy, lipazy i hydrolazy glikozydowe. Jako sktadniki proszkéw do
prania stosowane sg na co dzien w kazdym gospodarstwie domowym (1). Enzymy
znajduja tez coraz wieksze zastosowanie w przemysle farmaceutycznym. Lipazy,
acylazy i glikozylotransferazy wykorzystywane sa w regio- i stereoselektywnej syn-
tezie lekoéw (2,3). Natomiast przemyst chemiczny stosuje katalize enzymatyczng
w produkgji akrylamidu, 1,3-propanodiolu, a takze zwiazkéw chemicznych wyka-
zujacych czynnos¢ optyczng (3).

Obecnie wiekszo$¢ enzymow stosowanych w procesach przemystowych pocho-
dzi z mikroorganizméw mezofilnych, jednak wzrastajace zapotrzebowanie na bio-
katalizatory sprawia, ze ciagle poszukiwane sg nowe Zrodta enzyméw o specyficz-
nych wtasciwosciach. Przyktadowo, enzymy bedace sktadnikami proszkéw do prania
(proteazy, lipazy, amylazy i celulazy) musza by¢ aktywne i stabilne w wysokim pH.
W ostatnich latach wzrosto tez zainteresowanie enzymami wykazujacymi wysoka
aktywno$¢ w niskich temperaturach. Zastosowanie tych biokatalizatoréw w $rod-
kach piorgcych pozwolifoby na zmniejszenie zuzycia energii elektrycznej (1). Nato-
miast a-amylazy wykorzystywane w przetworstwie skrobi muszg wykazywac aktyw-
nos$¢ i stabilno$¢ w wysokiej temperaturze. Pierwszy etap przemystowego procesu
wytwarzania syropéw skrobiowych, prowadzony jest w temperaturze 80-90°C, kt6-
ra zapewnia odpowiednig rozpuszczalno$¢ substratu, zapobiega zanieczyszczeniom
mikrobiologicznym bioreaktora i powoduje stracanie pozostatosci bialek zanieczysz-
czajacych skrobie (1,4). W przypadku p-galaktozydaz wykorzystywanych w przemy-
Sle mleczarskim do produkcji bezlaktozowego mleka, istnieja dwa alternatywne
rozwiazania pozwalajace na ulepszenie dotychczas stosowanej technologii. Zasto-
sowanie enzymu aktywnego w niskiej temperaturze umozliwitoby przeprowadzenie
hydrolizy laktozy w warunkach chtodniczych i zapobiegto rozwojowi niepozgdanej
mikroflory podczas prowadzenia procesu. Natomiast wykorzystanie termostabilnej
B-D-galaktozydazy pozwoliloby na jednoczesna hydrolize disacharydu i pasteryza-
cje mleka.

2. Aktywno$ci enzymatyczne [3-D-galaktozydaz

B-D-galaktozydaza (EC 3.2.1.23) jest enzymem katalizujacym reakcje hydrolizy
wigzan O-glikozydowych w B-D-galaktozydach. Najbardziej znanym galaktozydem
jest disacharyd wystepujacy w mleku — laktoza. Katalizowana enzymatycznie reak-
¢ja hydrolizy wigzania pB-1,4-glikozydowego w laktozie prowadzi do powstania czg-
steczek D-glukozy i D-galaktozy (I). Niektére B-D-galaktozydazy wykazuja roéwniez
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zdolno$¢ syntezy wigzan glikozydowych, ktéra prowadzi do powstania tancucha oli-
gosacharydowego, gdy substratem reakgji jest laktoza (II).

B-D-galaktozydaza
laktoza —— > D-glukoza + D-galaktoza (I

B-D-galaktozydaza
laktoza —————————————» mieszanina galaktooligosacharydow (1)

Obie aktywnoS$ci B-D-galaktozydazy — hydrolityczna i transferazowa sa ze sobg
nierozerwalnie zwigzane, a ich mechanizm jest wspolny. Obejmuje on trzy naste-
pujgce po sobie etapy, a ostatni z nich decyduje, czy zachodzi reakcja hydrolizy czy
transglikozylacji:

enzym + laktoza » enzym-laktoza (1),
enzym-laktoza —— > galaktozyl-enzym + glukoza (11),
galaktozyl-enzym + akceptor ——— > galaktozyl-akceptor + enzym (llI).

W pierwszym etapie nastepuje wigzanie czgsteczki laktozy w centrum aktywnym
B-D-galaktozydazy. Drugi etap obejmuje rozszczepienie disacharydu z udziatem reszt
aminokwasowych enzymu o znaczeniu katalitycznym. Czasteczka glukozy opuszcza
wneke katalityczna, zas reszta galaktozylowa pozostaje zwiazana z enzymem. W os-
tatnim etapie nastepuje przeniesienie reszty galaktozylowej na czasteczke akcepto-
ra i produkt reakcji opuszcza centrum aktywne B-D-galaktozydazy. Jezeli akcepto-
rem jest woda, uwolniona zostaje czasteczka D-galaktozy. Jezeli za$ role akceptora
petfni czasteczka cukru (laktoza lub jeden z produktéw jej hydrolizy), powstaje ga-
laktooligosacharyd (5). Reakcja preferowang przez (-D-galaktozydazy jest na ogot
reakcja hydrolizy. W celu zwiekszenia efektywno$ci reakcji transglikozylacji nalezy
zwiekszy¢ stezenie akceptora lub zastosowac niskowodne srodowisko reakcji. Wy-
kazano, ze akceptorem w reakgji transglikozylacji moze by¢ nie tylko czgsteczka cu-
kru, ale réwniez alkoholu (6), antybiotyku (7) lub pochodna aminokwasu (8). Dzieki
temu -D-galaktozydazy moga znaleZ¢ zastosowanie przy produkcji farmaceutykéw
i innych zwigzkow biologicznie czynnych.

3. Charakterystyka [3-D-galaktozydaz z réinych irédet
B-D-galaktozydaza jest enzymem syntetyzowanym przez komorki ssakow, ros-

lin, drozdzy, grzybow strzepkowych i bakterii. W zaleznosci od zrodta pochodze-
nia, enzymy roéznig sie masa czasteczkowa, liczba podjednostek wchodzacych
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w skiad natywnej czasteczki, warto$ciami optymalnej temperatury i pH dzialania,
a takze zapotrzebowaniem na jony metali niezbedne dla aktywnos$ci enzymu lub/i
stabilizacji jego struktury. B-D-galaktozydazy réznig sie rowniez spektrum substra-
towym, wrazliwo$cig na dziatanie inhibitoréw i aktywatoréw oraz termostabilno-
$cig. Najbogatszym zZrédtem B-D-galaktozydaz o r6znych wtasciwosciach sg mikro-
organizmy. Niektore z nich zdolne sg do syntezy kilku ré6znych -D-galaktozydaz,
np. Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 wytwarza dwa enzymy (9), za$ z Bacillus
circulans wyizolowano az trzy rézne B-D-galaktozydazy (10).

B-D-galaktozydazy sg najczesciej biatkami oligomerycznymi. Jednym z wyjatkow
sg enzymy syntetyzowane przez grzyby z rodzaju Aspergillus, ktére wystepuja w po-
staci monomeru. A. niger wytwarza trzy r6zne formy glikoproteiny o aktywnosci
B-D-galaktozydazy, réznigce sie liczbg reszt cukrowych (11). Enzymy z A. aculeatus
i A. oryzae s3 rébwniez monomerami (12-14). B-D-galaktozydazy z drozdzy K. fragilis
i K. lactis s3 homodimerami (15,16). Dwie identyczne podjednostki ma tez enzym
z psychrofilnej antarktycznej cyjanobakterii z rodzaju Planococcus (17). Wiele B-D-ga-
laktozydaz ma postac tetrameru. Z czterech identycznych podjednostek sktadajg sie:
B-D-galaktozydaza LacZ z E. coli (18), enzymy pochodzace z antarktycznych bakterii
Arthrobacter (19) i Pseudoalteromonas sp. 22b (20), B-D-galaktozydaza z Bifidobacterium
adolescentis DSM 20083 (B-gal Il) (9), czy enzym z Penicillium chrysogenum (21).

Zrédlo, z ktérego wyizolowano p-D-galaktozydaze decyduje najczesciej o opty-
malnych wartos$ciach temperatury, pH oraz stezenia soli wymaganych do prowadze-
nia przez dany enzym efektywnej katalizy. Bywa jednak, ze z organizmu mezofilne-
go mozna wyizolowac enzym, ktorego optymalna temperatura dziatania bedzie wy-
nosita nawet 85°C (22). Réznice w optymalnych wartosciach temperatury i pH dla
swojego dziatania mogg wykazywac tez (-D-galaktozydazy pochodzace z jednego
organizmu. Trzy enzymy wyizolowane z Bacillus circulans sa tego doskonatym
przyktadem. B-D-galaktozydaza-1 wykazuje najwyzszg aktywnos¢é w 44°C i w buforze
o pH 6,0, optymalne warunki dziatania dla 3-D-galaktozydazy-Il to pH 4,0 i 74°C, za$
dla B-D-galaktozydazy-Ill — pH 4,0 i 60°C (10). Wykorzystywane w przemysle mle-
czarskim enzymy z drozdzy sg aktywne w srodowisku obojetnym i lekko kwasnym
(pH 6,0-7,0), za$ B-D-galaktozydazy otrzymywane z grzybow strzepkowych wyka-
zujg najwyzszg aktywnos¢ w pH 3,5-4,5 (23). Ciekawym enzymem jest [3-D-galakto-
zydaza z halofilnego archaeona Haloferax alicantei, ktéra maksymalng aktywnos$¢ wy-
kazuje w buforze zawierajacym 4 M NacCl (24).

Z definicji B-D-galaktozydazy wynika, Ze podstawowym substratem enzymu jest
laktoza. Jednak niektére B-D-galaktozydazy nie rozktadajg tego disacharydu. Dzieje
sie tak w przypadku jednego z enzymoéw wyizolowanych z Bifidobacterium adolescentis
DSM 20083, ktory hydrolizuje wigzania glikozydowe w oligosacharydach powstatych
z laktozy na drodze transglikozylacji, a nie wykazuje aktywnosci hydrolitycznej w sto-
sunku do laktozy (9). W przeprowadzonych badaniach ujawniono, ze rowniez 3-D-ga-
laktozydaza z Haloferax alicantei nie hydrolizuje laktozy, wykazuje zas$ zdolno$¢ hydro-
lizy wigzan B-1,4-glikozydowych laktulozy (O-B-D-galaktopiranozylo-(1—4)-D-frukto-

BIOTECHNOLOGIA 4 (71) 46-62 2005 49



Marta Wanarska, J6zef Kur

piranoza) (24). Niektére B-D-galaktozydazy majg bardzo ograniczone spektrum sub-
stratowe i wykazuja aktywnos$¢ tylko w stosunku do B-D-galaktozydéw (19,20,25).
Inne zas sa malo specyficzne i hydrolizujg zaréwno -D-galaktozydy, jak i B-D-glukozy-
dy, np. enzymy z Sulfolobus solfataricus i Pyrococcus furiosus (26-28). Ze wzgledu na sze-
rokie spektrum substratowe, enzymy te czesto nazywane sg p-glikozydazami. Enzym
wyizolowany z Rhodotorula minuta IFO897 wykazuje aktywno$¢ hydrolityczng w sto-
sunku do -D-galaktozydow, B-D-glukozydow, B-D-fukozydéw i a-L-arabinozydéow (29).

Jony metali nie tylko stabilizujg strukture enzymoéw, ale moga tez wplywac na
ich aktywnos¢, dziatajgc aktywujaco lub petnigc role inhibitora. Aktywnos¢ 3-D-ga-
laktozydaz zazwyczaj wzrasta, gdy w buforze znajdujg sie jony Na*t, K+ i Mg2*.
Jony metali ciezkich dziatajg za$ jako inhibitory (23,26). Kationy Ca2* rowniez ob-
nizajg aktywnos$¢ wielu -D-galaktozydaz (16,23,26,30). Silnym aktywatorem enzy-
mu z drozdzy K. lactis i K. fragilis jest Mn2*. Jony Co2* takze stymulujg aktywnos¢
B-D-galaktozydazy z K. fragilis (15,16). W przypadku B-D-galaktozydazy z Mucor
pusillus, zaden z testowanych jonow (Ca2*, Co?*, Cu2t, Mg2*, Mn2*, Zn?*) nie miat
wplywu na aktywnos$¢ enzymu (31). W celu okre$lenia, czy enzym nie wymaga obec-
nosci jonow dwuwarto$ciowych dla maksymalnej aktywno$ci, czesto stosuje sie
kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA). Rowniez zwiazki zawierajace grupy tiolo-
we maja wplyw na aktywnosc¢ B-D-galaktozydaz. W badaniach wykazano, ze enzym
z Pseudoalteromonas sp. 22b jest silnie aktywowany przez ditiotreitol (20), zas na ak-
tywnos$¢ B-galaktozydazy z Mucor pusillus nie wptywajg ani zwigzki majace grupy tio-
lowe, ani EDTA (31). Stwierdzono rowniez, ze wspolna obecno$¢ Mg2+ i 2-merkap-
toetanolu w mieszaninie reakcyjnej silnie aktywuje enzym z drozdzy K. lactis. Sam
2-merkaptoetanol nie mial wptywu na aktywnos$¢ B-D-galaktozydazy, za$ dodatek
samego Mg2* stabo ja aktywowal. Mozliwe jest, ze zwiazki te tworzg kompleks
i dopiero on aktywuje B-D-galaktozydaze z K. lactis (16).

Podobnie jak wptyw jonow, tak i wptyw cukréw na aktywnosc p-D-galaktozydaz
jest cecha specyficzng dla kazdego z tych enzymdw. Intensywnie badany jest przede
wszystkim wptyw glukozy i galaktozy na przebieg reakcji hydrolizy laktozy. Stwier-
dzono, ze 10 mM stezenie glukozy lub galaktozy powoduje zmniejszenie aktywno-
Sci B-D-galaktozydazy z Thermus 4-1A odpowiednio o 46 i 30% (32). Niekiedy tylko
jeden z produktéw hydrolizy laktozy wywiera dominujgce oddziatywanie na aktyw-
nos¢ enzymu, np. w przypadku -D-galaktozydazy z Mucor pusillus, roztwér galakto-
zy o stezeniu 10 mM powoduje spadek aktywnosci enzymu o 77,4%, a glukoza
w tym samym stezeniu nie wptywa na jego aktywnos$¢ (31). Glukoza jest natomiast
inhibitorem [-D-galaktozydazy z Rhodotorula minuta IFO879 (29).

Charakterystyke p-D-galaktozydaz pochodzgacych z ré6znych zrédet przedstawio-
no w tabeli.
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4. Charakterystyka termostabilnych [3-D-galaktozydaz

Od okoto 30 lat trwajg prace nad izolacjg i charakterystyka enzyméw pocho-
dzacych z organizméw termofilnych. W 1972 r. zostala opisana termostabilna
B-D-galaktozydaza wyizolowana z komorek termofilnej bakterii Thermus sp. T2. Mi-
kroorganizm pochodzit z gorgcego zrodta w Parku Narodowym Yellowstone w USA
i byt podobny morfologicznie do Thermus aquaticus. Duza ilo$¢ enzymu o aktywnoS$ci
B-D-galaktozydazy wytwarzana byla w komorkach Thermus sp. T2 podczas ich ho-
dowli w pozywce zawierajgcej galaktoze. Wyizolowany z tych komérek enzym miat
mase czasteczkowa 570 kDa (33). B-D-galaktozydaza Thermus sp. T2 jest kodowana
przez gen bgaA. Polipeptyd bedacy produktem ekspresji tego genu skiada sie z 645
reszt aminokwasowych. Obliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej jego
masa czgsteczkowa wynosi 73,595 kDa (34), co sugeruje, ze enzym w formie natyw-
nej jest oktamerem. Optymalne warunki dziatania enzymu to 80°C i pH 5,0. Maksy-
malng aktywnos$¢ termostabilna B-D-galaktozydaza wykazuje jedynie w obecnosci
jonéw Na*.Jony Mn2+ i Fe2+ sg aktywatorami enzymu, za$ dodatek kationow Mg2 ™+
i CoZ* nie wplywa na jego aktywnos¢ (33). W innych badaniach wykazano nato-
miast, ze jony MnZ*, Co%* i Cu2* sg inhibitorami tej B-D-galaktozydazy (15). Obec-
nosc¢ cysteiny i 2-merkaptoetanolu w mieszaninie reakcyjnej powoduje zwiekszenie
aktywnosci tej B-D-galaktozydazy. Dodatek cysteiny wptywa ponadto na zwieksze-
nie jej termostabilnosci (33).

Termostabilng p-D-galaktozydaze wyizolowano rowniez z komoérek bakterii
Thermus sp. 4-1A (szczep izolowany w Nowej Zelandii). Podobnie jak w przypadku
Thermus sp. T2, ekspresja genu kodujacego enzym zachodzita najefektywniej po do-
daniu do pozywki galaktozy. Masa czgsteczkowa enzymu wynosita 440 kDa. Wszyst-
kie oznaczenia aktywnosci enzymu w reakcji z ONPG (o-nitrofenylo-$-D-galaktopira-
nozyd) wykonywano w 70°C i pH 6,0. Wykazano, ze zwigzki zawierajace grupy tiolo-
we (cysteina, 2-merkaptoetanol, czy ditiotreitol) sg aktywatorami enzymu z Thermus
sp. 4-1A, zas kwas jodooctowy (inhibitor enzymoéw zawierajacych w centrum aktyw-
nym reszty cysteiny) catkowicie go inaktywuje. Silny wzrost aktywno$ci 3-D-galakto-
zydazy powoduje dodatek EDTA do mieszaniny reakcyjnej. Natomiast jony Zn2+,
Cu?*, Cut, Fe2+, Fe3*, Ni2+ i Mn2+ sg inhibitorami enzymu. Staby wzrost aktywno$ci
zanotowano tylko w obecnosci jonow Mg2+, za$ kationy Ca2* i Co2* nie wplywaly
na aktywnos$¢ termostabilnej B-D-galaktozydazy. W badaniach nad wplywem cu-
kréw na aktywnos$¢ enzymu wykazano, ze 10 mM stezenie laktozy, glukozy i galak-
tozy w mieszaninie reakcyjnej powoduje obnizenie aktywnosci enzymu odpowied-
nio o 22, 46 i 30%. B-D-galaktozydaza ze szczepu Thermus 4-1A jest wysoce termo-
stabilnym enzymem. Po 20 godzinach inkubacji w 80°C zachowuje 83% poczatkowej
aktywnosci. Dodanie 0,5% NaCl zwieksza termostabilnos¢ enzymu (32).

Scharakteryzowano réwniez enzym wyizolowany z komorek termofilnych bakte-
rii Thermus sp. A4 (szczep wyizolowany z goracych Zrodet Atagawa w Japonii).
Stwierdzono, ze natywna czasteczka enzymu jest monomerem. Na podstawie se-
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kwencji nukleotydowej genu ustalono, ze bialko zbudowane jest z 645 reszt amino-
kwasowych, a jego masa czasteczkowa wynosi 72,741 kDa i jest mniejsza od wyzna-
czonej dla tego biatka z zastosowaniem techniki SDS-PAGE (75 kDa) i filtracji zelo-
wej (86 kDa). Za optymalne warunki aktywnos$ci enzymu uznano pH 6,5 i temperatu-
re 70°C. W tej temperaturze enzym jest catkowicie stabilny i nawet po 20 godzinach
inkubacji zachowuje petng aktywnos$¢. Aktywatorami B-D-galaktozydazy z Thermus
sp. A4 sg zwiazki zawierajgce grupy —SH (ditiotreitol, cysteina i 2-merkaptoetanol),
jony Co?*, Mn2* i Zn2* oraz, w mniejszym stopniu, EDTA. Spadek aktywnosci enzy-
mu powodujg zas jony Cu2* i Fe2+, Obecnos$¢ kationéw Mg2+ w mieszaninie reak-
cyjnej nie ma wplywu na aktywnos$¢ tej B-D-galaktozydazy. Nie zanotowano tez in-
aktywacji enzymu pod wptywem kwasu jodooctowego. Podobnie jak w przypadku
B-D-galaktozydazy z Thermus 4-1A, 10 mM stezenie laktozy, glukozy i galaktozy
w mieszaninie reakcyjnej powoduje obnizenie aktywnosci enzymu. Najsilniejszym
inhibitorem jest galaktoza. W jej obecnosci aktywnos$¢ enzymu jest o 40% nizsza od
poziomu uzyskanego dla proby kontrolnej nie zawierajacej cukru. Termostabilna
B-D-galaktozydaza z Thermus sp. A4 nie wykazywata aktywnos$ci transglikozylacyjnej
w warunkach, w ktorych prowadzono badania (35). Ciekawe wyniki dotyczace struk-
tury B-D-galaktozydazy z Thermus sp. A4 uzyskano na podstawie analizy krysztatow
enzymu. We wczes$niejszych badaniach ustalono, ze enzym wyizolowany z komoérek
Thermus sp. A4 wystepuje w postaci monomeru (filtracja zelowa, SDS-PAGE) (35). To
samo biatko wyizolowane z komérek rekombinowanego szczepu E. coli charaktery-
zowalo sie masa czasteczkowa 170 kDa, co sugerowato, ze jest oligomerem zbudo-
wanym z 2 lub 3 podjednostek. Na podstawie analizy krysztatlobw enzymu jedno-
znacznie potwierdzono, ze jest on homotrimerem. R6znice w stopniu oligomeryza-
¢ji B-D-galaktozydazy sg najprawdopodobniej wynikiem zastosowania réznych pro-
cedur oczyszczania biatka (36).

Termostabilng B-D-galaktozydaze wykazujaca aktywno$¢ transglikozylacyjna wy-
izolowano z komorek Thermus aquaticus YT-I. Enzym ten bedacy oligomerem ma nie-
zwykle duza mase czasteczkowa, przekraczajaca 700 kDa. Masa czasteczkowa jed-
nej podjednostki wynosi 59 kDa. Optymalne warunki dziatania $-D-galaktozydazy to
pH 5,5 i 80°C. Enzym zachowuje ponad 80% aktywnosci w zakresie temperatur
65-85°C. Powyzej 85°C aktywnos$¢ enzymu gwattownie spada na skutek denaturagji
termicznej, ale obecnos¢ CaCl, powoduje zwiekszenie jego termostabilnosci. Jony
Ca2* sg najsilniejszymi aktywatorami B-D-galaktozydazy z T. aquaticus YT-1. Zwiek-
szenie aktywnoS$ci enzymu powodujg réwniez kationy Fe3+, Zn2+, Co2+, Mg2+ oraz
jony Na*, Lit i K*. W obecnosci kationéw Mn2+ nie zanotowano zmian aktywnosci
enzymu, za$ jony Fe2+, Cu?* i Ni2* ja obnizaty. Aktywatorami -D-galaktozydazy sa
zwigzki majgce grupy tiolowe, za$ kwas jodooctowy i inne inhibitory enzymow za-
wierajacych w centrum aktywnym reszty cysteiny, powoduja inaktywacje enzymu.
B-D-galaktozydaza katalizuje reakcje hydrolizy wigzan glikozydowych w B-D-galak-
tozydach i B-D-glukozydach, wykazuje jednak wieksze powinowactwo do o-nitrofe-
nylo-B-D-galaktopiranozydu i p-nitrofenylo-f3-D-galaktopiranozydu niz do p-nitrofe-
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nylo-B-D-glukopiranozydu. Produkty hydrolizy laktozy sg inhibitorami tej 3-D-galak-
tozydazy. Glukoza powoduje silniejszy efekt inhibicji niz galaktoza. Enzym wykazu-
je ponadto aktywno$¢ transglikozylacyjna. Gtéwnymi produktami reakcji transgliko-
zylacji, ktorej substratem jest laktoza, sa tri- i tetrasacharydy (37).

Zrédiem termostabilnej p-D-galaktozydazy moga by¢ tez termofilne grzyby Rhizomucor
sp., bakterie Bacillus coagulans RCS3 lub mezofilne drozdze Sterigmatomyces elviae
CBS8119.

Termofilne grzyby strzepkowe Rhizomucor sp. produkuja zewnatrzkomérkowa
B-D-galaktozydaze o masie czasteczkowej 250 kDa. Enzym jest glikoproteing i wy-
stepuje w postaci dimeru. Masa czasteczkowa jednej podjednostki wynosi 120 kDa.
Optymalne warunki dzialania tej B-galaktozydazy to pH 4,5 i temperatura 60°C.
W tej temperaturze enzym zachowuje stabilnos$¢ przez 4 godziny, za$ w temperatu-
rze 70°C jego czas pottrwania wynosi 150 minut. 3-D-galaktozydaza z Rhizomucor
sp. wykazuje wysoka specyficznos$¢ substratowg. Hydrolizuje tylko wigzania glikozy-
dowe w B-D-galaktozydach. Obecnos¢ jonow K+, Na*t oraz Mg2* i innych kationéw
dwuwarto$ciowych w mieszaninie reakcyjnej nie ma wptywu na aktywnos$¢ enzymu.
Po wykonaniu intensywnej dializy wobec buforu zawierajacego EDTA potwierdzo-
no, ze B-D-galaktozydaza z Rhizomucor sp. nie wymaga jonow metali do zachowania
petnej aktywnosci. Kationy Hg2+ i Cu2* oraz galaktoza i IPTG (izopropylo-B-D-tioga-
laktopiranozyd) sa inhibitorami enzymu (38).

Zewnatrzkomorkowa termostabilna -D-galaktozydaza jest produkowana przez
termofilny szczep Bacillus coagulans RCS3. Maksymalna aktywnos$¢ enzym wykazuje
w temperaturze 65°C i pH 6,8. Pozostaje ona na wysokim poziomie w pH 6,0-7,0
i temperaturze 63-67°C. Za optymalng temperature dziatania enzymu przyjeto 63°C,
bo w tych warunkach B-D-galaktozydaza wykazuje wysoka stabilno$¢ termiczna
(czas poltrwania enzymu wynosi 15 godzin). Silnymi inhibitorami enzymu sg jony
Cu2*, Hg?* i Ni2* oraz galaktoza. Kationy MnZ* powodujg stabg aktywacje, podob-
nie jak wysokie stezenie EDTA (20 mM) (39).

Termostabilna B-D-galaktozydaza syntetyzowana w komorkach Sterigmatomyces
elviae CBS8119 zwigzana jest ze $ciang komoérkowa mikroorganizmu. Po enzyma-
tycznej lizie komérek drozdzy, enzym izolowano, z frakcji zawierajgcej nierozpusz-
czalne ich fragmenty, gléwnie Sciany komoérkowe. Masa czgsteczkowa f-D-galakto-
zydazy z S. elviae wynosi 170 kDa. W formie natywnej enzym jest dimerem zlozo-
nym z podjednostek o masie czasteczkowej 86 kDa. Optymalne pH dziatania B-D-ga-
laktozydazy obejmuje zakres 4,5-5,0. Najwyzszg aktywno$¢ enzym uzyskuje w 85°C
w pH 5,0. Wykazano, ze -D-galaktozydaza z S. elviae jest wysoce termostabilnym
enzymem. Po 60-minutowej inkubacji w 80 i 85°C zachowuje odpowiednio 90 i 62%
poczatkowej aktywnosci. Inhibitorami enzymu sg jony Hg2* i Pb2*. W przypadku in-
nych dwuwartosciowych kationéw metali, EDTA, kwasu jodooctowego, czy ditiotre-
itolu nie stwierdzono wplywu na aktywnos$¢ enzymu. B-D-galaktozydaza z S. elviae wy-
kazuje matg specyficznos$¢ substratowg. Katalizuje reakcje hydrolizy nie tylko B-D-ga-
laktozydéw, ale réwniez B-D-glukozydow, B-D-fukozydoéw i [-L-arabinozydow.
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Enzym ma tez wysoka aktywnos$¢ transglikozylacyjng. Wydajnos¢ reakcji trans-
glikozylacji prowadzonej przez 24 godziny w 60°C i pH 5,0 wynosi 39%. Gtownymi
produktami sg tri- i tetrasacharydy oraz niewielka ilo$¢ oligosacharydéw o wyzszym
stopniu polimeryzacji (22).

Enzym o aktywnosci B-D-galaktozydazy wyizolowano réwniez z komorek hiper-
termofilnego archaeona Sulfolobus solfataricus. Masa czasteczkowa tej B-D-galaktozy-
dazy wynosi 240 kDa. W formie natywnej enzym jest tetrametrem ztozonym z pod-
jednostek o masie 60 kDa. Najwyzszg aktywnos$¢ w reakcji z ONPG wykazuje w tem-
peraturze 95°C i pH 6,5. B-D-galaktozydaza z S. solfataricus nie wymaga obecnosci
dwuwarto$ciowych jonéw metali do zachowania wysokiej aktywno$ci. Zwiazki za-
wierajgce grupy sulfhydrylowe powoduja stabg aktywacje enzymu. Natomiast obec-
nos¢ pCMB (inhibitora enzymoéw zawierajacych w centrum aktywnym reszty cysteiny)
nie powoduje inaktywacji B-D-galaktozydazy. D-galaktoza nie zmienia aktywnosci
enzymu w reakcji hydrolizy ONPG (40), jest natomiast stabym inhibitorem w reakgji
hydrolizy laktozy (41). W badaniach nad wptywem D-glukozy na aktywnos¢ hydroli-
tyczng termostabilnej B-D-galaktozydazy, prowadzonych przez dwa niezalezne ze-
spoty badawcze wykazano, ze jest ona stabym inhibitorem (40) lub tez aktywatorem
enzymu (41). B-D-galaktozydaza z S. solfataricus wykazuje niezwyklg termostabilnos¢.
Jej czas péttrwania w 75, 80 i 85°C wynosi odpowiednio 24, 10 i 3 godziny (40). En-
zym charakteryzuje sie szerokim spektrum substratowym. Katalizuje reakcje hydroli-
zy wigzan glikozydowych w syntetycznych B-D-galaktozydach, B-D-glukozydach
i B-D-fukozydach. Wykazuje rowniez aktywnos¢ hydrolityczng w stosunku do lakto-
zy, celobiozy (O-B-D-glukopiranozylo-(1—4)-D-glukopiranoza) i oligomeréw glukozy
o stopniu polimeryzacji 3 i 4 (aktywnos$¢ egzoglukozydazy) (27). Szerokim spektrum
substratowym charakteryzuje sie réwniez termostabilny enzym z archaeona Pyrococcus
furiosus. Wykazuje on jednak wyzsza aktywnos$¢ hydrolityczng w stosunku do B-D-glu-
kozydow syntetycznych i naturalnych (p-nitrofenylo-B-D-glukopiranozyd, celobioza),
niz B-D-galaktozydow (p-nitrofenylo-B-D-galaktopiranozyd, laktoza). Z tego wzgledu
enzym ten zostal zakwalifikowany do B-D-glukozydaz (28). Mimo to prowadzono
badania nad wykorzystaniem obu hydrolaz glikozydowych (B-D-galaktozydazy
z S. solfataricus i B-D-glukozydazy z P. furiosus) zarébwno do hydrolizy laktozy, jak
i syntezy oligosacharydow z laktozy w wysokiej temperaturze (41,42).

Geny kodujace termostabilne enzymy z Thermus sp. T2, S. solfataricus, czy P. furiosus
klonowano w komérkach E. coli. Prowadzono réwniez wydajng biosynteze termosta-
bilnych enzyméw w komérkach mezofilnego gospodarza i wykazano, ze rekombino-
wane biatka maja zblizone wtasciwosci do enzymoéw wyizolowanych z naturalnego
zrodta (34,41,43,44).

W Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej skonstruowano szereg uktadow
ekspresyjnych pozwalajacych na wydajng biosynteze termostabilnej 3-D-galaktozyda-
zy z hipertermofilnego archaeona Pyrococcus woesei (DSM 3773) w komoérkach E. coli
i Pichia pastoris (45-47). Gen kodujacy termostabilne biatko zostal zidentyfikowany
i zsekwencjonowany. Na podstawie sekwencji nukleotydowej genu ustalono se-
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kwencje aminokwasowa kodowanego polipeptydu. Obliczona masa czgsteczkowa
jednej podjednostki enzymu wynosi 59,056 kDa. 3-D-galaktozydaza zostata oczysz-
czona i scharakteryzowana. Wyznaczona metodg filtracji zelowej masa czasteczko-
wa biatka wynosi 60 kDa (46) lub 122 kDa (47). Najwyzsza aktywno$¢ hydrolityczng
enzym wykazuje w pH 5,4 i1 92-93°C (45-47). Enzym ma tez aktywno$¢ transglikozy-
lacyjng. Jego aktywatorami sg zwigzki zawierajace grupy tiolowe, jony Mg2+ i D-ga-
laktoza, a inhibitorami jony metali ciezkich i D-glukoza. Natomiast obecnos$¢ katio-
néw CaZ* w mieszaninie reakcyjnej nie ma wpltywu na aktywnos¢ tej B-D-galaktozy-
dazy. Enzym nie wymaga obecnosci dwuwarto$ciowych jonéw metali do zachowa-
nia wysokiej aktywnoS$ci. Po dializie wobec buforu zawierajacego EDTA nie stwier-
dzono obnizenia jego aktywnosci (47).
Charakterystyke termostabilnych B-D-galaktozydaz zaprezentowano w tabeli.

5. Zastosowanie [3-D-galaktozydaz

B-D-galaktozydaze, enzym katalizujacy reakcje hydrolizy laktozy, wykorzystuje
sie gtéwnie w procesach produkcji mleka o niskiej zawartosci laktozy, przeznaczo-
nego dla oso6b cierpiacych z powodu nietolerancji tego disacharydu. Mleko o obni-
zonej zawartosci laktozy produkowane jest na skale przemystowa w wielu krajach,
z zastosowaniem réznych technologii. W Kanadzie produkcja mleka bezlaktozowe-
go polega na aseptycznym dodawaniu preparatu B-D-galaktozydazy do mleka UHT
po sterylizacji, w czasie napetniania kartonéw. Nastepnie mleko poddaje sie kilku-
dniowej inkubacji. Inng metode stosuje sie w Japonii. Mleko szczepi sie kulturg
Lactobacillus, inkubuje przez 4 godziny, a nastepnie poddaje sonifikacji. Inkubacje
kontynuuje sie przez nastepne 12 godzin, co prowadzi do uzyskania 71-74% stopnia
redukgji laktozy. W USA, oprécz przemystowo produkowanego mleka bezlaktozo-
wego, dostepne sg preparaty enzymatyczne stuzace do domowej hydrolizy laktozy.
Do mleka dodaje sie 5-15 kropli preparatu i inkubuje przez 24 godziny (58). W wielu
krajach dostepne sg rowniez tabletki zawierajace B-D-galaktozydaze, ktére nalezy
przyjmowac przed wypiciem mleka. W Polsce mleko o obnizonej zawartosci laktozy
produkowane jest przez SM ,Mackowy” w Gdansku.

Mleko ze zhydrolizowang laktoza wykorzystywane jest do produkcji jogurtow.
W technologii wytwarzania jogurtu stosowane sg tzw. szczepionki jogurtowe, za-
wierajgce szczepy bakterii Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus. Mikro-
organizmy te maja zdolno$¢ fermentacji laktozy. Zastosowanie mleka poddanego
wczesniej dziataniu B-D-galaktozydazy, w celu rozlozenia laktozy na cukry proste
(D-glukoze i D-galaktoze), stymuluje rozwdj tych bakterii, co pozwala na znaczne
skrécenie czasu fermentacji. Produkty hydrolizy laktozy sa ponadto znacznie od niej
stodsze. Stad wykorzystanie do produkgcji jogurtow mleka ze zhydrolizowanym di-
sacharydem eliminuje konieczno$¢ dodawania do nich sacharozy jako srodka sto-
dzacego, co znacznie obniza kaloryczno$¢ gotowych wyrobow.
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Mleko o obnizonej zawartos$ci laktozy stosowa¢ mozna do produkcji mleka
skondensowanego i lodow w celu wyeliminowania wady ,,piaszczystos$ci”, ktéra pro-
wadzi do pogorszenia ich wlasciwosci organoleptycznych. Maczny lub piaszczysty
posmak produktéw powstaje na skutek krystalizacji laktozy podczas zageszczania
lub/i pod wplywem niskiej temperatury stosowanej w procesach technologicznych.

Dodatek B-D-galaktozydazy przy produkcji twarogu skraca czas krzepniecia mle-
ka, zas sery wyprodukowane z mleka z dodatkiem enzymu szybciej dojrzewaja.

Enzymatyczna hydroliza laktozy zawartej w serwatce prowadzi do otrzymania
syropu glukozowo-galaktozowego. Syrop ten moze zastgpi¢ mleko odttuszczone
i sacharoze w produktach piekarskich, cukierniczych i mrozonych produktach
mlecznych. Mozna go tez stosowac jako zamiennik cukru czy syropu glukozowego
w produkcji napojéw.

Suszona serwatka ze zhydrolizowang laktoza moze by¢ wykorzystana rowniez
jako dodatek do pasz dla trzody chlewnej, bydta i zwierzat futerkowych. Zagospo-
darowanie serwatki bedgcej ucigzliwym produktem ubocznym przemysiu mleczar-
skiego ma ogromne znaczenie dla ochrony srodowiska. Obecnie znaczna czes$¢ ser-
watki traktowana jest jako odpad i podlega utylizacji lub czasami trafia do Sciekow.

Wykorzystanie transglikozylacyjnej aktywnosci -D-galaktozydazy umozliwia pro-
dukcje oligosacharydéw glukozowo-galaktozowych, stosowanych jako cenne dodat-
ki do zywnosci. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci, oligosacharydy zaliczone zostaly
do sktadnikéw zywnosci funkcjonalnej, czyli takiej, ktéra oprocz tradycyjnie uzna-
nej wartos$ci odzywczej, wywiera rowniez korzystny wptyw na zdrowie cztowieka.
0Od 1991 r., kiedy Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej Japonii nadato status
FOSHU (Foods for Specified Health Use) czterem typom oligocukréw (fruktooligosacha-
rydy, galaktooligosacharydy, palatynozooligosacharydy i oligosacharydy z ziaren
soi) (59), prowadzone sg intensywne badania nad wtasciwo$ciami, sposobami pro-
dukgji i zastosowaniem réznych typéw oligosacharydéw. Obecnie na Swiecie produ-
kuje sie ponad 20 rodzajow oligocukréw nie ulegajacych rozktadowi pod wptywem
ludzkich enzyméw trawiennych (NDOs). Niektére izolowane sa z naturalnych zrédet
na drodze ekstrakgji (oligosacharydy z ziaren soi), otrzymuje sie je rowniez poprzez
enzymatyczng hydrolize polisacharydéw (ksylo- i izomaltooligosacharydy) lub jako
produkt katalizowanej enzymatycznie reakgcji transglikozylacji (frukto- i galaktooli-
gosacharydy) (59,60).

Galaktooligosacharydy (GOS) to weglowodany ztozone z czgsteczek D-glukozy
i D-galaktozy potaczonych wigzaniami glikozydowymi. Tak jak inne NDOs, galakto-
oligosacharydy nie ulegaja hydrolizie pod wptywem dzialania ludzkich enzyméw
trawiennych. Sa natomiast substratem reakcji fermentacji prowadzonej przez specy-
ficzne gatunki bakterii zasiedlajace jelito grube. Podstawowg zaletg GOS (a takze in-
nych oligosacharydow) jest zdolno$¢ do stymulowania rozwoju i aktywnosci szcze-
pow Bifidobacterium i Lactobacillus w okreznicy. Sprzyja to utrzymaniu rownowagi
w sktadzie mikroflory jelitowej, hamuje rozwdj bakterii chorobotworczych (Escherichia
coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus) i w efekcie zapobiega infekcjom. Spozy-
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wanie oligosacharydéw pomaga tez w odbudowie naturalnej mikroflory jelitowej po
kuracji antybiotykowej. Ponadto dieta zawierajgca galaktooligosacharydy sprzyja
obnizeniu poziomu cholesterolu we krwi, zapobiega nadcisnieniu, a takze zmniej-
sza ryzyko powstawania nowotworow jelita grubego (60,61). Ze wzgledu na wymie-
nione prozdrowotne wtasciwosci galaktooligosacharydéw, znalazly one zastosowa-
nie jako dodatek do zywnosci, gléwnie jogurtow i napojow mlecznych zawiera-
jacych zywe kultury bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium. GOS stosowane
sg rowniez jako dodatek do odzywek dla niemowlat (59).

Galaktooligosacharydy nie ulegaja hydrolizie pod wptywem ludzkich enzymoéow
trawiennych, posiadajg zatem nizsza warto$¢ energetyczng od sacharozy. Dzieki
temu znalazly zastosowanie jako $rodek stodzacy przy produkcji napojow, stodyczy,
dzemoéw, a takze pieczywa. Ich duza zdolnos$¢ wigzania wody powoduje ponadto, ze
pieczywo dlugo pozostaje swieze. GOS s3 odporne na wysoka temperature i zacho-
wujg swoje wlasciwosci po obrébce cieplnej zywnoSci.

Na skale przemystowg galaktooligosacharydy produkowane sg z laktozy z zasto-
sowaniem enzymow B-D-galaktozydaz wykazujacych aktywno$¢ transglikozylacyjna.
Komercyjnie dostepne GOS s3 mieszaning galaktooligosacharydéw o réznej dtugo-
$ci, laktozy oraz D-glukozy i D-galaktozy. Procentowy skiad mieszaniny i budowa
chemiczna oligosacharydéw uzaleznione sg od Zrédia enzymu, stezenia substratu
i warunkow prowadzenia reakgji.

Stosujac B-D-galaktozydaze z Bacillus circulans lub Cryptococcus laurentii uzyskuje sie
galaktooligosacharydy, w ktérych podjednostki cukrowe potaczone sg gléwnie wigza-
niami -1,4-glikozydowymi. Jezeli reakcja transglikozylacji katalizowana jest przez en-
zym wyizolowany z Aspergillus oryzae lub Streptococcus thermophilus, w czasteczkach oli-
gocukrow wystepuja przede wszystkim wigzania f-1,6-glikozydowe (60). Ponadto
w przypadku stosowania 3-D-galaktozydazy z A. oryzae gtownym produktem reakcji sa
trisacharydy (57,60,62), za$ uzycie enzymu z B. circulans pozwala na uzyskanie, obok
trisacharydow, stosunkowo duzej iloSci tetra- i pentasacharydéw (57,60).

Najwieksza ilo$¢ oligosacharydow o stopniu polimeryzacji 3-6 powstaje przy wy-
sokim stezeniu laktozy (5,57,60,62). W przypadku niskiego stezenia substratu
w mieszaninie reakcyjnej, gtownymi produktami reakcji sg disacharydy, w ktérych
czasteczki glukozy i galaktozy potaczone sg innymi wigzaniami niz w laktozie — al-
lolaktoza i galaktobioza (5). Stezony roztwér laktozy otrzymywany jest gléwnie
z serwatki, w ktorej zawartos$¢ tego disacharydu dochodzi do 80% suchej masy.

Dobor temperatury i pH w jakich prowadzona jest reakcja transglikozylacji uza-
lezniony jest od wtasciwos$ci stosowanej -D-galaktozydazy. Podwyzszenie tempe-
ratury wplywa przede wszystkim na zwiekszenie rozpuszczalnosci laktozy i pozwala
uzyskaé wyzsze stezenie poczatkowe substratu, ktére ma ogromny wplyw na wydaj-
nosc¢ procesu. Chroni tez przed zanieczyszczeniem srodowiska reakcji niepozadang
mikroflora. Wysokos$¢ temperatury limitowana jest stabilno$cig termiczng enzymu.
Z tego powodu coraz czesciej prowadzone sg badania nad wykorzystaniem termo-
stabilnych B-D-galaktozydaz do syntezy oligosacharydéw (42,63).
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Wozrastajace zapotrzebowanie na galaktooligosacharydy sktania do poszukiwa-
nia nowych B-D-galaktozydaz wykazujgcych wysokg aktywno$¢ tranglikozylacyjna,
a takze wydajnych metod immobilizacji enzyméw pozwalajacych na produkcje GOS
w przemystowych procesach ciaglych (22,62,64).

W procesach przemystowych wykorzystywane sa hydrolazy glikozydowe pocho-
dzace z organizméw mezofilnych: grzybow strzepkowych Aspergillus niger i Aspergillus
oryzae oraz drozdzy Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces fragilis. Enzymy te posiadajg
status substancji GRAS (Generally Recognized as Safe) nadany przez U.S. Food and
Drug Administration (FDA) (65). B-D-galaktozydazy izolowane z grzybéw strzepko-
wych, wykazujgce wysoka aktywnos$¢ przy pH 3,5-4,5, stosowane sg do hydrolizy
laktozy w kwasnej serwatce. Natomiast enzymy pochodzace z drozdzy, aktywne
w zakresie pH 6,0-7,0, wykorzystuje sie w przetwérstwie mleka i stodkiej serwatki
(23).

6. Uwagi koficowe

Enzymy jako katalizatory reakcji chemicznych znalazly szerokie zastosowanie
w wielu gateziach przemystu. Istnieje jednak wiele probleméw zwigzanych z ich
praktycznym wykorzystaniem. Czynnikiem limitujgcym jest ich wysoka cena. Wigze
sie ona przede wszystkim z duzymi kosztami zwigzanymi z ich izolacjg i oczyszcza-
niem. Powazna wada katalizatorow biatkowych jest stosunkowo szybka utrata ak-
tywnosci, zwigzana z niestabilnoscig ich struktury, po wyizolowaniu z naturalnego
srodowiska jakim jest zywa komérka. Enzymy sg wrazliwe na zmiany warunkow fi-
zykochemicznych, takich jak: temperatura, pH, czy obecnos¢ substancji petniacych
role aktywatoréw lub inhibitoréw. Przez dtugi czas uwazano réwniez, ze biokatali-
zatory moga dziata¢ tylko w srodowisku wodnym, co znacznie ograniczalo zakres
ich stosowania. Bardzo wazna dla przydatnosci enzymu w procesach przemysto-
wych jest cena i ilo$§¢ dostepnego komercyjnie biokatalizatora. Obecnie wiekszo$¢
enzymOw wytwarzana jest przez rekombinowane szczepy drobnoustrojéw, dzieki
czemu sg znacznie tansze od biatek wyizolowanych z komérek ich naturalnego pro-
ducenta. Biosynteza termostabilnych B-D-galaktozydaz w komoérkach mezofilnych
gospodarzy (np. E. coli), znacznie ulatwia proces ich oczyszczania. Znaczna czystosc¢
preparatu mozna uzyskac juz we wstepnym etapie polegajacym na termicznej dena-
turacji biatek mezofilnego mikroorganizmu. Uproszczenie metodyki oczyszczania
bioproduktu zwieksza wydajno$¢ procesu i znacznie redukuje zwiazane z nim kosz-
ty. Ponadto zwarta struktura czasteczek termostabilnych biatek sprawia, ze sa one
mniej podatne na zmiany konformacji spowodowane tworzeniem wigzan pomiedzy
enzymem a zlozem w procesie immobilizacji. Dzieki temu unieruchomione termo-
stabilne biokatalizatory zachowuja wysoka aktywnos$¢. Immobilizacja B-D-galakto-
zydaz umozliwia stosowanie ich w procesach ciggtych. W tym przypadku wystepuje
jednak duze prawdopodobienstwo zanieczyszczenia mikrobiologicznego bioreakto-
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ra. Prowadzenie reakcji w wysokiej temperaturze z zastosowaniem enzymoéw ter-
mostabilnych catkowicie eliminuje to niebezpieczenstwo. Pozwala réwniez na jed-
noczesne wytwarzanie produktéw i ich obrobke cieplna, co jest niezwykle uzytecz-
ne w przemysle spozywczym.
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