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V p lyv vy branych efektorov na termostabilitu B - galakto zidilzy
K I uy v e ro my c e s marxi a nus

MARTIN TOMASKA - MIROSLAV STREDANSKY . ERNEST STUNOIX

Srihrn. Bol sledovanf vplyv niektcnich i6nov solf, sacharidov, kazefnu a rnlieka na tennosta-

bilitu p-galaktozidlzy Kluyveronyccs nutr.rianus. Dobn-i stabiliza6nf fEinok na enzyrn vyka-

zovali i6ny Mn2*, Co'*, lakt6za, galakt6za a rnlieko, zatial'bo i6ny Na*, Cu" ,Zn-* a Ca'* danf
enzfrn inaktivovali. Zfskan€ poznatky rn6Zu byd vyuZitelhd pri praktickfch aplikdcir{ch p-ga-

laktozid6zy v potrav ill6rskotn priernysle.

E n zf rn p- galaktoziddza (laktrl za 3.2.1 .23) vd aka svoj ej schopnosti hyd-
rolyzovat' lakt6zu na gluk6zu a galakt6zu nachddza 5irok6 uplatnenie
v mnohich odvetviach potravinilrskeho priemyslu [1]. V tnliekri.renstve ako
dorninantnej oblasti jeho vyuZitia sa pouZiva pri vfrobe n(zkolakt6zovdho

rnlieka a niektorych typov rnliednych vfrobkov, jednak z d6vodu zlep5enia

senzorickych a technologickfch vlastnostf danfch produktov [2] ako aj ich

spristupnenia dasti popul6cie trpiacej porucharni rnetabolizrnu lakt6zy [3].
B-galaktoziddza je produkovanii Innohyrni druhrni mikroorganizrnov [4].

Vlastnosti tohto enzyrnu a efektivita jeho produkcie sd vyrazne detennino-
van6 samotnyrn producentom [4]. Najvy55ie vffaZky laktdzy sti dosahovan6

pri pouZitf kvasinkovfch druhov, avSak fungiilna a bakteriiilna lakt6za je
oproti kvasnidnej tenno- i acidostabilnej5ia [5,6,7].

Nakol'ko replotn6 optirnurn kvasnidnej B-galaktoziddzy sa nachildza viid-
Sinou v rozrnedzi tepl6t, ktor6.ju inaktivu.ifr [8], sristreduie sa pozornosd

vedeckych pracovfsk na zlepSenie tennostability tohto enz;itnu vhodnou
kornbiniiciou zloZiek prostredia, v ktororn rnii katalyzovadhydrollizu lakt6-
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zy. Realiz6cia enzlirnovych reakcii pri vyS5fch teplot6ch je v5eobecne

vlihodnd jednak pre zvf5enie 66innosti pr(slu5nej premeny, ako i obmedze-

nie neZiadfcej kontamindcie. Poznatky o ovplyvilovanf enzyrnovej stability
sri uZitodn6 i z hlhdiska pr(pravy kornerdnfch prepardtov, nakolko prfdav-

kom ekonomicky i hygienicky akceptovatelh6ho stabilizi{tora sa mdZe

zlep5if ich dlhodobd skladovatelhosf.
V tejto pn{ci je popfsanli vplyv niektorych i6nov, sacharidov, kazefnu a

mlieka na tennostabilitu narni pripravenej B-galaktozi d6zy,izolovanej z bio-
nasy Kluyveromyces ntarxianus CCY-51-1-1, kultivovanej na srv6tke po-

stupom popfsanlirn Stred'ansklirn a kol. [9]. Bol skfrnany vplyv najmii tlich
efektorov, ktor6 sa mdZu v redlnych situilciiich pri pouZiti B-galaktoziddzy
beZne vyskytovat'.

Materiril a met6dy

Ako producent B-galaktozidizy bol pouZity krnefi Kluyvaromyces mar-
xianus CCY 51-l-1 (Zbierka kvasiniek, Chernickf ristav SAV, Bratislava),

ktorli bol kultivovany na ultrafilrovanej a rastovymi faktonni obohatenej

sladkej srvrltke [9].
Nakultivovan6 a odseparovan{ biornasa bola lyzovanii pridavkom chlo-

roforrnu s vyslednou koncentrriciou 1 Vo (vlv) pri 37"C v 1.10-rrnol.l-r
draselnofosforebnanovorn tllnivorn roztoku s pH 9,5 poias 2 h [10]. Uvol'-
nenr{ B-galaktozidiza bola v bezbunkovlich extraktoch ndsledne purifikova-
nd a koncentrovand ultrafiltrdciou (Amicon, RA2000, USA) [1]. Takto
pripravenli enzyrnovf preparft bol skladovanli pri teplote 5oC.

Stabilita B-galaktoziddzy bola sledovand pri teplotdch 45, 50 a 55oC.

Pokusy boli uskutodnen6 v dvojpld5tbvej ternperovacej nr{dobke s pra-

covnym objernom 5 rnl, vybavertej tnagneticklirn lnie5adlorl. Ako ziikladn6

prosnedie bol zvoleny draselnofosfore6nanovy tllnivy roztok s pH 6,5

(5.10-2 rnol.l-r), do ktor€ho boli pridiivand sledovan6 kornponenty s vfsled-
nyrni koncentr6ciarni: ani6ny 5.10-2 tnol.l-r, kati6ny 5.10 2, l.l0-2 a

1.10-3 rnol.l-r, sacharidy 2,5 a 5 7o,kazefit 2 7o (hmot ). Vplyv rnlieka bol
posudzova ny bez prftornnosti drasel nofosfored nanov6ho thniv6ho roztoku.

Vlislednri koncentrdcia B-galaktozid'irzy v uvedenych zvolenych rnatriciach

bola 15,3 U.rnl-r.
Vzorky odoberan6 v jednotlivlich Easovlich intervaloch boli rieden6

v clraselnofosforednanovonl thnivotn roztoku (c = 5.10-2 rnol.l-I, pH 6,5) a
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rktivita B-galaktozid6zy bola stanovend reakciou s o-nitrofenol-B-D-galak-
ropyranozidom (ONPG), z ktordho sa hydrolytickyrn pdsobenfrn enzyrnu
uvol'iloval o-nitrofenyl (ONP). Jeho rnnoZstvo bolo stanovovan6 spektrofo-
tornetricky pri vlnovej dlZke 416 nrn. K 0,45 ml roztoku ONPG (cONPG =
l.l0-r mol.l-l v 5.10-2 mol.l-l draselnofosforednanovorn tlrnivorn roztoku,
pH 6,5 a obsahorn 1.10-4 mol.l-l MnClz) bolo pridanlch 0,05 rnl narieclenej
r zorky. Reakcia prebiehala 4 rninfity pri teplote 25"C a bola zastaven6
priclavkom I rnl NazCOr (c = 2.10-t rnol.l-r). M6lovli absorpEnf koeficient
pre ONP 4600 mol-l.l-l.cm-l bol stanoveny za rovnaklich podmienok a bol
pouZitli pre vypodet enzyrnovej aktivity. Jednotka p-galaktoziddzovej akti-
vity (1 U) bola definovanii ako rnnoZstvo enzyrnu potrebn6ho na uvol'nenie
1 rnol ONP za rnin v danych podrnienkach [6].

Enzyrnovii aktivita vyjadrend v percentiich bola poiitanii ako porner
okarnZitej a p6vodnej aktivity ndsobeny faktororn 100.

V!sledky a diskusia

Pripravenli enzymovy prepardt B-galaktoziddzy mal Specifickf aktivitu
l -5 111 U.g t bielkovfn, teplotn6 optirnurn rnedzi 45-50'C a pH optimurn
r intervale 6,2 - 6,41111.

Draselnofosforednanovy tlrnivy roztok bol zvoleny ako ziikladn6 porov-
nivacie prostredie, jednak z ddvodu zachovania kontinuity pri sarnotnorn
.rnalytickorn stanoveni, ako a.l schopnosti rnonitorovat'terrnostabilitu en-
zirr.ru v tornto roztoku pri narni zvolenych podrnienkach. UZ lO-rninritovou
:nkubdciou pri teplote 45"C aktivita laktiizy v inlich Standardnych prosrre-

irlch (destilovand voda, sodnofosforednanovy thnivy roztok) nebola dete-
sovateLnii.

V prvfch experimentoch bolo potrebnd overid, di tie ist6 kati6ny viazan6
Jo r6znych typov solf odliSne rnodifikujf dinnosf B-galaktozidrizy. Vplyv
rni6nov bol sledovanli pridrivanirn sodnych a arn5nnych solf o vyslednej
\oncentrdcii 5.102 rnol.l rpri teplote 45'C. Z obr.l .je zrejrn6, Ze kati6ny
.odfta pdsobia negativne na aktivitu B-galaktoziddzy tak vo fbnne s(ranov
,ko i chloridov. Sulfiitovii skupina v atn5nrtych soliach destabilizovala
rrfrornny enzyn, kyrn chlorid arn6nrty stabilitu laktiizy terner neovplyvnil
obr.2).

V nasledujricich pokusoclt zatneranych na sledovanie vplyvu kati6nov
roli vzhl'adorn na predchiidzajfce vlisledky pouZit6 soli kyseliny chlorovo-
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Obr. l. Vplyv anidnov SOq2- a Cl- vo forrne

sodnfch soli na terrnostabilitu p-galaktoziddzy

Klttyt,erttnryces nnrxktnus pri teplote 45oC. (Po-

rovndvacie prostredie - draselnofosforeEnanovf
thnivf roztok, pH 6,-5 .)

F ig . i . The infiu"nce of SOq2- and Cl' anions as

natriurn salts on therrnostability of p-galactosi-

dase frorn Kluyveronry<:es nutrxiutus at the teln-
perature 45"C. (Cornparative environrnent -

potassiurnphosphate bufter solution. pH 6,-5. )
I - Enzyrne activity. 2 - Control sarnple.

Obr.2. Vplyv ani6nov SOq2- a Cl- vo forrne
aur6nnych soli na terrnostabilitu p-galaktozid6zy
Kluyveronryces nwr-riaruts pri teplote 45oC. (Po-
rovndvacie prostredie - draselnofosforeEnanovly'
thnivf roztok, pH 6,5).)
F ig . i . The influence of SOq2- and Cl- anions as

arnrnonia salts on therrnostability of p-galactosi-
dase frorn Kluyveronryccs ntar.rianus at the tem-
perature 45"C. (Cornparative environrnent -

potussiurnphosphate buft'er solution, pH 6,5.)
I - Enzynre activity. 2 - Control sarnple.

dfkovej. Vol'ba a koncenffiicia kati6nov bola podmienend ich rnoZnlirn a
variabilnlirn zastfipenfrn v rnlieku, srvdtke a infch mliebnych vlirobkoch
(zvolenii koncentriicia Ca2*, Mg2* bola 1.10-2 mol.l-l, u ostatn:ich kovov
1.10-3 rnol.l-r). Ako vyplliva z obr.3a,3b, stabilita B-galaktozidiizy bola
virnzne ovplyvnend pritornnost'ou kati6nov. V porovnanf s draselnofosfo-
rednanovirn thnivyrn roztokom (kontrola) v;ibornf stabilizabnli efekt
pri teplore 45'C vykazovali i6ny Mnz* a Co2*, ked v tomto prostredf si

laktdza aj po lll0-rninritovej inkub:icii zachovala okolo 60 7o p6vodnej
aktivity. Chlorid nikelnaty, horebnatli aLeleznaty v uvedenorn poradf rakrieZ
rnieme zvy5ovali enzirnov( tennostabilitu (5 - 1l Vo p6vodnej aktivity
v 180 rnin). diastodnii irraktiviicia p-galaktozicliizy nastala v prftornnosti
Ca2* a Zn2* (strata aktivity po 120 rnin) a f plnri f binkorn Cu2*. Priice autorov
Charrga a Mahoneya [5], Bhowrnika a Martha |21a Brandaoa a kol. [13]
charakterizuj frce vlastnosti a sprdvanie bakteriiilnei, resp. fun giil nej lakti{zy
povii65inou kore5ponduif s nami prezentovanlirni vfsledkarni, hoci niekto16
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Jbr.3a. Vplyv kati6nov Mu2*, r"',-.t;;',- 
"Ln-' nt terrnostabi litu p-galaktozidrizy K I uy vc -

',4ir.cs nutr-riunus pri teplote 4-5ttC. (Porovn6-

' :,-ie prostredie - draselnofostbreinanovyi
'.:nrr'! roztok, pH 6,-5.)

i r g.3 a. Tlre int'luence of Mn2*, Fe2*. Mg2t
.i Znz'cations on therrnostability of p-gal-ac-

::srdrse fron Kluyveronryces nutr.riazrs at the
:3lnpcratue 45oC. (Cornparative cnvironrnent -

stassiurnphosphate buffer solution, pH 6,5.)
. - Enzyure activity. 2 - Control sarnple.

Ob^r.3b. Vplyv kari6nov Ni2* . Ca2* . co2* a

Cur* na terrnostabilitu p-galaktozidrizy Kluyve-
rontyccs nrctr.riarurs pri teplote 4-5"C. (porovnd-
vacie prostredie - draselnofosfore6nanovf
thnivly' roztok. pH 6,5.)
Fig.3tl. The influence of Niz', Ca2t, Co2*
and Cu/* cations on therrnostability of p-galac-
tosidase fron Kluyver<tntyces nwr.viaarrs at the
tetnperature 45oC. (Cornparative environrnent -
potassi urnphosphate buffer solution, pH 6.-5.)
I - Enzyrne activity, 2 - Conrrol sarnple.

sledovan6 kati6ny (Zn2*,Mg'*) vyvoliivali pravclepoclobne vzhl'adom na od-
liSn! pOvod enzyrnu opadnli efekt.

Sacharidy ako laktSza, galakt6za a gluk5za sf priarno spatd s dinnost'ou
3-galaktozidiizy. Saclnr6z ako srilasf niektorych rnliednych vlirobkov
rnoze taktieZ tvorit'zloZku pracovn6ho prostredia tohto enzyrnu. Je pravcle-
podobn6, Ze rnenovan6 sacharidy budri ovplyvRovaddinnosf laktizy. Galak-
loza p6sobi akci kornpetetivny inhib(tor samotnej enz;irnovej reakcie [8], 6o

'lastne znevlihodriuje pouZitie enzlirnove.j hydrolfzy pri koncenrrovanej-
ifch laktSzovlich roztokoch. Zaujfrnav6 je sledovaf ako prftomn6 sacharidy

'plfvajf na rennosrabilitu B-galaktozidiizy. Pokusy uskuro6nen6 s ich pri-
davkarni do draselnofosforednanov6ho tlmiv6ho rozroku (obr. 4) pri teplote
15"c poukazujfr na skutornost', Ze priive ten sacharid, ktorli kornpetetfvne
inhibuje enzyrnovf reakciu, ziiroveil zvy5uie stabilitu laktiizy pri vy5sfch
replotiich. Z takrner totozndho priebehu inaktivabn;ich kriviek v prosrredi
5 Va-ne.i lakt5zy, galakt6zy a zrnesi gluk6za a galakt6za (l :l ), kde v 180. mi-
rrfrte si enzyn zachoval 50 - 60 o/o p6vodnej aktivity, vyplliva kl'riiovd
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Obr.4. Vplyv lakt6zy, gluk6zy. galakt6zy, zrnesi gluk6za, galakt6za (l:l) a sachar6zy na lerrnosra-
biritu p-galaktozidizy K/,,.vvcrr,zlrv(r.,s#:;:,#,,;,XU?:,*f;il:lrovnfvacie prosrredic - dra-

Fig.4. The intluence oflactose, glucose, galactose. blend ofglucose and lactose (l:l) and saccha-
rose olr therrnostabiliry of p-galactosidase frour Kluyverontycts nrur.riunus at the tetnperature

45"C. (Cornparalive envirournent - potassiurnphosphate buffer solution, pH 6,5.)
I - Enzyrne activity, 2 - Control sarnple. 3 - Glucose. 4 - Galactose. -5 - Glucose galacrose blend ( I : I ),
6 - Saccharose, 7 - Control sarnple.

stabiliza6ni{ schopnost' galakt6zy. Prftornnii lakt6za je totiZ dinnost'ou en-
zymu konvertovanii na galakt6zu a gluk6zu a jej stabilizae.ni efekt sa teda
prejavuje nairnii v pofiatodnych rninftach inaktivilcie. Naproti romu glukSza
a sachar6za v rovnak:ich vfslednlch koncentriicidch termostabilitu laktiizy
neovplyvnili. Tf to rozdieln u stabiliza6n f schopnost' sacharidov tnoZno vy-
svetlif na ziiklade poznania rnechanizrnu B-galaktoziddzovej enzimovej
reakcie, v priebehu ktorej dochddza k vytvoreniu pravdepodobne stabilizu-
iticeho komplexu enzilm - galaktSza [14].

Pred sledovanirn aktivity laktAzy v mlieku pri replote 45"C, bol overenli
vplyv kazefnu (vfslednri koncentrdcia2 Vo hrnot.) ako jednej z rnajorirnich
bielkovinov;ich frakcif rnlieka. Z obr.5 je evidentn6, Ze jeho pr(tornnosf
neovplyv Rovala enzf lnov f stabil itu. Dobrii tennosnbilira B- galak toziddzy
v rnlieku, ako pornerne zloZitej matrici, je zrejrne dand kornbinovanyrn
frdinkorn laktSzy, galakt6zy a prftornn:ich i6nov (obr'.5).

Na zdver bola odskri5anii tennostabilita laktiizy pri replotiich 50 a 55..C
v dvoch vytipovanych prostrediach: v draselnofosforednanovorn tlmivom
roztoku s pridavkorn l.l0-3 mol.l-r Mn2* a v rnlieku. Ako viclief z obr.6,
subilizadnf efekt bol u oboch mafffc tetner rovnaky, ked'v 60. rninfte bolo
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) r. r, -5. Vplyv kazefnu a rnlieka ua terrnostabilitu O b r. (r . Vplyv kati6nov MnZ* a rnlieka na tenno-
:-grlrktozidizy Kluvvcronryces nutrtiurtus st:rbilitup-galaktoziddzyKluyvt'ronry<'csnuai.t-
^n replote 4-5"C. (Porovndvacie prostredie - dra- zrs pri teplote 50oC. (Porovn6vacie prostredie -

.elnofosforednanovf thnivly' roztok, pH 6,5.) draselnofosforeEnanovly' thnivli roztok, pH 6.5.)
i:g.5.Theinfluenceofcaseinandrnilkonther- Fig.6.Theinfluenceof Mn'*andrnilkcations
:.cstability of p-galactosidase frorn Kluyvcro- on llrennostability of B-galactosidase fron Klu-
-.:ces ntorxiulllls at the ternperature 45oC. yverontycesnutrxianusatthetetnprature45oC.
Cornparative environrnent - potassiurnphospha- (Cornparative envirorrment - potassiurnphospha-

:e buffer solution. pH 6,5.) te buffer solution, pH 6,5.)
. - Enzyrneactivity, 2 -Casein, 3 - Milk,4 -Con-

---.1 srrnple.

: arneranich 2 l, resp. I 5 7o p6vodnej aktivity (teplota 50"C). Pri teplote 55oC
rola laktiiza v nllieku fplne inaktivovan:i uZ v 6. rninfte, kfrn za prftornnosti
\1nr* si enzyn v 10. rninrite zachoval eSte 9 7o p6vodnej aktivity (nezobra-
zen6 [daje).

Z uvedenych vfsledkov je zreitne, Ze optirn6lne teploty pre dinnosd
itudovanej B-galaktozi ddzy K luyveromyces m o rxi(tut s, zohlbdfi ujfc inter-
'. rl teplotn6ho optirna i jej tennostabilitu, sfi teploty blfZiace sa zlbva k 45'C.
Za predpokladu prftornnosti tych kornponentov, ktor6 pozitfvne ovplyvilujf
.ubilitu enzitnu (i6ny Mn2*, Co2*, Mgt*, lakt6za, galakt6za), tnozno efek-
:rvne s laktiizou pracovat'i na hornej hranici tohto intervalu. I z hl'adiska
jlhodobe.j skladovatefnosti bude pravdepodobne vhodn6 stabilizovat' en-
z(rnovy prepariit prfdavkorn uvedenlich zloZiek.

Za techrrickf pornoc autori dakujf pani Alene Balogove.j.
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Selected effeclors influence on lhermostability of p-galactosidase
from K/rryvc rontyccs ntur.tiunus

Surnrnary

Influence ofsorne srlts, saccharidcs, casein and rnilk ions on therrnostability ofp-galactosidase
front Kluyventnty<;c's nrur.tiurttts was observcd. Good stabilizatiorr cffect on cnzvrne nroduced ions
Mn2*, Co2*. lactosc, galactose and rnilk. whilc rhe ions Na*, Cuz', Zn!' o,r,i Co)* inactivatej
the cnzyrne. Obtaincd inforrnation rnay be utilizahle at applications of p-galactosidase in food
industry.
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