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Vplyv vybranych efektorov na termostabilitu B-galaktozidazy
Kluyveromyces marxianus

MARTIN TOMASKA - MIROSLAV STREDANSKY - ERNEST STURD{K

Stdhrn. Bol sledovany vplyv niektcrych idnov soli, sacharidov, kazeinu a mlieka na termosta-
bilitu B-galaktozidazy Kluyveromyces marxianus. Dobry stabilizatny G¢inok na enzym vyka-
zovali iény Mn**, Co™, lakt6za, galakt6za a mlieko, zatial &o iény Na*, Cu™*, Zn** a Ca™ dany
enzym inaktivovali. Ziskané poznatky mdZzu byt vyuZiteIné pri praktickych aplikiciich B-ga-
laktoziddzy v potravindrskom priemysle.

Enzym B-galaktoziddza (laktdza 3.2.1.23) vd'aka svojej schopnosti hyd-
rolyzovat laktézu na glukézu a galaktézu nachddza Siroké uplatnenie
v mnohych odvetviach potravindrskeho priemyslu [1]. V mliekdrenstve ako
dominantnej oblasti jeho vyuZitia sa pouZiva pri vyrobe nizkolakt6zového
mlieka a niektorych typov mlie¢nych vyrobkov, jednak z dovodu zlepSenia
senzorickych a technologickych vlastnosti danych produktov [2] ako aj ich
spristupnenia Casti populdcie trpiacej poruchami metabolizmu laktézy [3].

B-galaktoziddza je produkovand mnohymi druhmi mikroorganizmov [4].
Vlastnosti tohto enzymu a efektivita jeho produkcie su vyrazne determino-
vané samotnym producentom [4]. NajvysSie vytazky laktdzy si dosahované
pri pouziti kvasinkovych druhov, avSak fungdlna a bakteridlna laktdza je
oproti kvasni¢nej termo- i acidostabilnejsia [5,6,7].

Nakolko teplotné optimum kvasni¢nej B-galaktoziddzy sa nachddza vic-
Sinou v rozmedzi teplot, ktoré ju inaktivuju [8], sustred’'uje sa pozornost
vedeckych pracovisk na zlepSenie termostability tohto enzymu vhodnou
kombindciou zloziek prostredia, v ktorom md katalyzovat hydrolyzu lakto-
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zy. Realizdcia enzymovych reakcii pri vySSich teplotich je vSeobecne
vyhodnd jednak pre zvySenie tiCinnosti prisluSnej premeny, ako i obmedze-
nie neziadicej kontamindcie. Poznatky o ovplyvilovani enzymove;j stability
s uZito¢né i z hladiska pripravy komerénych prepardtov, nakol’ko pridav-
kom ekonomicky i hygienicky akceptovateIného stabilizdtora sa mdze
zlepsif ich dlhodobd skladovatelnost.

V tejto préci je popisany vplyv niektorych iénov, sacharidov, kazeinu a
mlieka na termostabilitu nami pripravenej B-galaktoziddzy, izolovane;j z bio-
masy Kluyveromyces marxianus CCY-51-1-1, kultivovanej na srvitke po-
stupom popisanym Stredanskym a kol. [9]. Bol skiimany vplyv najmi tych
efektorov, ktoré sa mdzu v redlnych situdcidch pri pouziti B-galaktozidizy
beZne vyskytovat.

Material a metody

Ako producent B-galaktoziddzy bol pouZity kmen Kluyveromyces mar-
xianus CCY 51-1-1 (Zbierka kvasiniek, Chemicky dstav SAV, Bratislava),
ktory bol kultivovany na ultrafiltrovanej a rastovymi faktormi obohatenej
sladkej srvdtke [9].

Nakultivovand a odseparovand biomasa bola lyzovand pridavkom chlo-
roformu s vyslednou koncentriciou 1 % (v/v) pri 37°C v 1.10"" mol.l"!
draselnofosfore¢nanovom tlmivom roztoku s pH 9,5 pocas 2 h [10]. Uvol-
nend B-galaktoziddza bola v bezbunkovych extraktoch nasledne purifikova-
nd a koncentrovand ultrafiltriciou (Amicon, RA2000, USA) [1]. Takto
pripraveny enzymovy prepardt bol skladovany pri teplote 5°C.

Stabilita B-galaktoziddzy bola sledovand pri teplotich 45, 50 a 55°C.
Pokusy boli uskutotnené v dvojpldfovej temperovacej nidobke s pra-
covnym objemom 5 ml, vybavenej magnetickym mieSadlom. Ako zdkladné
prostredie bol zvoleny draselnofosforeCnanovy tlmivy roztok s pH 6,5
(5.102mol.1'"), do ktorého boli priddvané sledované komponenty s vysled-
nymi koncentriciami: aniény 5.10% moll", katiény 5.10%, 1.107 a
1.107 mol.I"", sacharidy 2,5 a 5 %, kazein 2 % (hmot.). Vplyv mlieka bol
posudzovany bez pritomnosti draselnofosforeCnanového timivého roztoku.
Vysledna koncentrdcia 3-galaktoziddzy v uvedenych zvolenych matriciach
bola 15,3 U.ml™.

Vzorky odoberané v jednotlivych Casovych intervaloch boli riedené
v draselnofosfore¢nanovom tlmivom roztoku (¢ = 5.102 mol.I'!, pH 6,5) a
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aktivita B-galaktoziddzy bola stanovend reakciou s o-nitrofenol-f3-D-galak-
topyranozidom (ONPG), z ktorého sa hydrolytickym pdsobenim enzymu
uvolnoval o-nitrofenyl (ONP). Jeho mnozZstvo bolo stanovované spektrofo-
tometricky pri vinovej dizke 416 nm. K 0,45 ml roztoku ONPG (cONPG =
4,107 mol.1" v 5.10 mol.I"! draselnofosfore¢nanovom tlmivom roztoku,
pH 6,5 a obsahom 1.10"* mol.I'" MnCl,) bolo pridanych 0,05 ml nariedene;j
vzorky. Reakcia prebiehala 4 minity pri teplote 25°C a bola zastavend
pridavkom 1 ml Na,CO3 (c =2.10" mol.I'"). Mélovy absorp&ny koeficient
pre ONP 4600 mol!.1".cm™ bol stanoveny za rovnakych podmienok a bol
pouzity pre vypocet enzymovej aktivity. Jednotka B-galaktoziddzovej akti-
vity (1 U) bola definovand ako mnoZstvo enzymu potrebného na uvolnenie
I mol ONP za min v danych podmienkach [6].

Enzymova aktivita vyjadrend v percentich bola poCitand ako pomer
okamzitej a pdvodne) aktivity ndsobeny faktorom 100.

Vysledky a diskusia

Pripraveny enzymovy prepardt -galaktoziddzy mal $pecifickd aktivitu
15 111 U.g! bielkovin, teplotné optimum medzi 45-50°C a pH optimum
v intervale 6,2 - 6,4 [11].

Draselnofosfore¢nanovy tlmivy roztok bol zvoleny ako zdkladné porov-
ndvacie prostredie, jednak z dovodu zachovania kontinuity pri samotnom
analytickom stanoveni, ako aj schopnosti monitorovat termostabilitu en-
zymu v tomto roztoku pri nami zvolenych podmienkach. Uz 10-minttovou
inkubdciou pri teplote 45°C aktivita laktdzy v inych Standardnych prostre-
diach (destilovand voda, sodnofosfore¢nanovy tlmivy roztok) nebola dete-
govatelnd.

V prvych experimentoch bolo potrebn€ overit, Ci tie isté kationy viazané
do roznych typov soli odlisne modifikuji ¢innost B-galaktoziddzy. Vplyv
anidnov bol sledovany priddvanim sodnych a aménnych soli o vyslednej
xoncentrdcii 5.102 mol.I"" pri teplote 45°C. Z obr.1 je zrejmé, ze katiény
sodika posobia negativne na aktivitu B-galaktoziddzy tak vo forme siranov
ako i chloridov. Sulfitovd skupina v aménnych soliach destabilizovala
pritomny enzym, kym chlorid amdnny stabilitu laktdzy temer neovplyvnil

obr.2).

V nasledujicich pokusoch zameranych na sledovanie vplyvu katiénov
poli vzhladom na predchddzajice vysledky pouzité soli kyseliny chlorovo-
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Obr.1. Vplyv aniénov S04> a CI' vo forme
sodnych soli na termostabilitu B-galaktozidizy
Kluyveromyces marxianus pri teplote 45°C. (Po-
rovndvacie prostredie - draselnofosfore¢nanovy
tlmivy roztok, pH 6,5 .)

Fig.1. The influence of S04% and CI anions as
natrium salts on thermostability of B-galactosi-
dase from Kluyveromyces marxianus at the tem-
perature 45°C. (Comparative environment -
potassiumphosphate buffer solution, pH 6,5.)

1 - Enzyme activity, 2 - Control sample.
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Obr.2. Vplyv aniénov SO4* a CI' vo forme
aménnych soli natermostabilitu B-galaktozidézy
Kluyveromyces marxianus pri teplote 45°C. (Po-
rovndvacie prostredie - draselnofosfore¢nanovy
tlmivy roztok, pH 6.5).)

Fig.2. The influence of SO4* and CI” anions as
ammonia salts on thermostability of B-galactosi-
dase from Kluyveromyces marxianus at the tem-
perature 45°C. (Comparative environment -
potassiumphosphate bufter solution, pH 6,5.)

1 - Enzyme activity, 2 - Control sample.

dikovej. Vol'ba a koncentrdcia katiénov bola podmienend ich moznym a
variabilnym zastipenim v mlieku, srvdtke a inych mlie¢nych vyrobkoch
(zvolend koncentrdcia Ca**, Mg* bola 1.10 mol.I'!, u ostatnych kovov
1.107 mol.I"). Ako vyplyva z obr.3a,3b, stabilita B-galaktoziddzy bola
vyrazne ovplyvnend pritomnostou katiénov. V porovnani s draselnofosfo-
reCnanovym tlmivym roztokom (kontrola) vyborny stabilizatny efekt
pri teplote 45°C vykazovali iény Mn** a Co**, ked v tomto prostredi si
laktdza aj po 180-minttovej inkubicii zachovala okolo 60 % pdvodne]
aktivity. Chlorid nikelnaty, horeCnaty a Zeleznaty v uvedenom poradi taktiez
mierne zvySovali enzymovu termostabilitu (5 - 11 % povodnej aktivity
v 180 min). Ciastoénd inaktivdcia B-galaktoziddzy nastala v pritomnosti
Ca* a Zn?* (strata aktivity po 120 min) a dpInd d€¢inkom Cu?*. Price autorov
Changa a Mahoneya [5], Bhowmika a Martha [12] a Brandaoa a kol. [13]
charakterizujice vlastnosti a sprdvanie bakteridlnej, resp. fungdlnej laktdzy
povicsinou koreSponduji s nami prezentovanymi vysledkami, hoci niektoré

20




=3
o

O Mn2+ O Mgt
A Fet © Zn+
@ kontrola?

FNZYMOVA AKTIVITAT(®)
<
b

60 120 180
t (min)

Jbr.3a. Vplyv katiénov Mn?*  Fe*. Mgz* a
Zn~" natermostabilitu B-galaktoziddzy Kluyve-
~omvees marxianus pri teplote 45°C. (Porovna-
cacie prostredie - draselnofosfore¢nanovy
imivy roztok, pH 6,5.)

- 5 4 5 2+ 2+ 24
F1z2.3a. The influence of Mn™", Fe™", Mg~
2nd Zn** cations on thermostability of B-galac-
wosidase from Kluyveromyces marxianus at the
:emperature 45°C. (Comparative environment -
potassiumphosphate buffer solution, pH 6,5.)

. - Enzyme activity, 2 - Control sample.
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Obr.3b. Vplyv katiénov Ni** , Ca®* , G a
Cu®* na termostabilitu B-galaktozidazy Kluyve-
romyces marxianus pri teplote 45°C. (Porovna-
vacie prostredie - draselnofosforegnanovy
tlmivy roztok, pH 6.,5.)

Fig.3b.  The influence of Ni%*, Ca®*, Co®*
and Cu®* cations on thermostability of B-galac-
tosidase from Kluyveromyces marxianus at the
temperature 45°C. (Comparative environment -
potassiumphosphate buffer solution, pH 6,5.)

1 - Enzyme activity, 2 - Control sample.

sledované katiény (Zn**, Mg**) vyvoldvali pravdepodobne vzhladom na od-

l13ny povod enzymu opacny efekt.

Sacharidy ako lakt6za, galaktéza a glukéza si priamo spiité s ¢innostou
3-galaktoziddzy. Sacharéza ako sucast niektorych mlie¢nych vyrobkov
mozZe taktieZ tvorit zloZku pracovného prostredia tohto enzymu. Je pravde-
podobné, Ze menované sacharidy budi ovplyviiovat ¢innost laktdzy. Galak-
t6za posobi ako kompetetivny inhibitor samotnej enzymovej reakcie [8], ¢o
vlastne znevyhodiiuje pouzitie enzymovej hydrolyzy pri koncentrovanej-
sich laktézovych roztokoch. Zaujimavé je sledovat ako pritomné sacharidy
vplyvaji na termostabilitu -galaktoziddzy. Pokusy uskutonené s ich pri-
davkami do draselnofosforeCnanového timivého roztoku (obr. 4) pri teplote
45°C poukazuji na skutoCnost, Ze prive ten sacharid, ktory kompetetivne
inhibuje enzymovu reakciu, zdroven zvySuje stabilitu laktdzy pri vy§Sich
teplotich. Z takmer totoZného priebehu inaktivaénych kriviek v prostredi
5 %-nej laktozy, galaktozy a zmesi glukéza a galaktéza (1:1), kde v 180. mi-
nute si enzym zachoval 50 - 60 % pdvodnej aktivity, vyplyva klG¢ova
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Obr.4

Obr.4. Vplyv laktézy, glukézy, galaktdzy, zmesi glukdza, galaktéza (1:1) a sacharézy na termosta-
bilitu B-galaktoziddzy Kluyveromyces marxianus priteplote 45°C. (Porovnivacie prostredie - dra-
selnofosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 6,5.)

Fig.4. The influence of lactose, glucose, galactose, blend of glucose and lactose (1:1) and saccha-
rose on thermostability of B-galactosidase from Kluyveromyces marxianus at the temperature
45°C. (Comparative environment - potassiumphosphate buffer solution, pH 6.5.)

1 - Enzyme activity, 2 - Control sample, 3 - Glucose, 4 - Galactose, 5 - Glucose galactose blend (1:1),

6 - Saccharose, 7 - Control sample.

stabiliza¢nd schopnost galaktézy. Pritomnd laktéza je totiz ¢innosfou en-
zymu konvertovand na galaktézu a glukézu a jej stabilizalny efekt sa teda
prejavuje najmi v poCiato¢nych mindtach inaktivdcie. Naproti tomu glukéza
a sacharéza v rovnakych vyslednych koncentricidch termostabilitu laktdzy
neovplyvnili. Tudto rozdielnu stabilizatnid schopnost sacharidov mozno vy-
svetlit na zdklade poznania mechanizmu B-galaktoziddzovej enzymove;j
reakcie, v priebehu ktorej dochddza k vytvoreniu pravdepodobne stabilizu-
juceho komplexu enzym - galaktéza [14]. ‘

Pred sledovanim aktivity laktdzy v mlieku pri teplote 45°C, bol overeny
vplyv kazeinu (vyslednd koncentrdcia 2 % hmot.) ako jednej z majoritnych
bielkovinovych frakcii mlieka. Z obr.5 je evidentné, ze jeho pritomnost
neovplyviiovala enzymova stabilitu. Dobrd termostabilita B-galaktoziddzy
v mlieku, ako pomerne zloZitej matrici, je zrejme dand kombinovanym
ucinkom laktézy, galaktézy a pritomnych iénov (obr.5).

Na zdver bola odskuSand termostabilita laktizy pri teplotich 50 a 55°C
v dvoch vytipovanych prostrediach: v draselnofosfore¢nanovom tlmivom
roztoku s pridavkom 1.107 mol.I'" Mn®* a v mlieku. Ako vidief z obr.6,
stabilizaCny efekt bol u oboch matric temer rovnaky, ked v 60. mindte bolo
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Jbr.5. Vplyv kazeinu a mlieka na termostabilitu
3-galaktoziddzy Kluyveromyces marxianus
on teplote 45°C. (Porovndvacie prostredie - dra-
szlnofosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 6,5.)
=1g2.5. The influence of casein and milk on ther-
nostability of B-galactosidase from Kluyvero-
~ivces marxianus at the temperature 45°C.
Comparative environment - potassiumphospha-
e buffer solution, pH 6.5.)
. - Enzyme activity, 2 - Casein, 3 - Milk, 4 - Con-
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Obr.6. Vplyv katiénov Mn®* a mlieka na termo-
stabilitu B-galaktozidazy Kluyveromyces marxia-
nus pri teplote 50°C. (Porovnavacie prostredie -
draselnofosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 6,5.)
Fig.6. The influence of Mn?* and milk cations
on thermostability of B-galactosidase from Klu-
yveroniyces marxianus at the temperature 45°C.
(Comparative environment - potassiumphospha-
te buffer solution, pH 6,5.)

1 - Enzyme activity, 2 - Milk, 3 - Control sample.

rol sample.

nameranych 21, resp. 15 % povodnej aktivity (teplota 50°C). Pri teplote 55°C
oola laktdza v mlieku dplne inaktivovand uz v 6. minite, kym za pritomnosti
Mn** si enzym v 10. mindte zachoval eSte 9 % pdvodne;j aktivity (nezobra-
zené Udaje).

Z uvedenych vysledkov je zrejmé, Ze optimdlne teploty pre Cinnost
Studovanej B-galaktoziddzy Kluyveromyces marxianus, zohladiiujic inter-
val teplotného optima i jej termostabilitu, su teploty bliZiace sa zlava k 45°C.
Za predpokladu pritomnosti tych komponentov, ktoré pozitivne ovplyviiuji
stabilitu enzymu (i6ny Mn**, Co**, Mg®*, laktéza, galaktéza), mozno efek-
tivine s laktdzou pracovat i na hornej hranici tohto intervalu. I z hladiska
ilhodobej skladovatelnosti bude pravdepodobne vhodné stabilizovat en-
zvmovy prepardt pridavkom uvedenych zloZiek.

Za technicki pomoc autori dakuji pani Alene Balogove;j.
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Selected effectors influence on thermostability of B-galactosidase
from Kluyveromyvees marxianus

Summary

Influence of some salts, saccharides, casein and milk ions on thermostability of B-galactosidase

frox;l Kluy;'emmycc.s' marxianus was observed. Good stabilization effect on enzyme produced ions
2+ T2+ N . . . + 2+ 5 2 2+ - .
Mn~*, Co™, lactose, galactose and milk, while the ions Na*, Cu™, Zn"" and Ca”" inactivated

the

enzyme. Obtained information may be utilizable at applications of B-galactosidase in food

industry.
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