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P-galactosidase activity of proteins extracted from Sulfolobus
shibatae

Summary

The cytoplasmic p-galactosidase/p-glucosidase from hyperthermophilic
archaeon Sulfolobus shibatae has been characterized with regard to its use in lac-
tose hydrolysis. Cell extract was purified 16-fold to a specific activity 29.5 U/mg
using ammonium sulfate precipitation, ion-exchange chromatography, and gel
filtration. lIsolated enzyme exhibited optimum activity at pH 5.5 and 98°C and
had a half-life of 7 h in acetate buffer (pH 5.5) at 90°C. Cu2+, Hg2+ and Zn"+
strongly inhibited the enzyme, whereas catalytic properties of other investi-
gated cations were barely influenced. Glucose and galactose were predomi-
nantly produced from lactose. However, at the substrate concentration of0.15 M,
small amount of lactose was converted into transgalactosylation products.
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1. Wstep

Preparaty p-galaktozydazy sg stosowane do hydrolizy laktozy
w mleku i serwatce oraz do biosyntezy laktulozy i oligosachary-
doéw w ktérych wystepuja gtéwnie wigzania P(W3) lub P(176)
glikozydowe (1). Wymienione cukry nie sg przyswajane i ich
spozycie moze niekiedy wywotywaé objawy podobne do nietole-
rancji laktozy. Sa one jednak stymulatorem rozwoju w przewo-
dzie pokarmowym Bifidobacterium bifidus oraz innej mikroflory
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0 korzystnym oddziatywaniu fizjologicznym (2). Szybkos$¢ hydrolizy laktozy i sto-
pienn konwersji substratu sa ograniczone hamowaniem produktami reakcji (3).
Woplyw tego niekorzystnego zjawiska mozna zmniejszy¢ stosujac reaktory kolumno-
we z unieruchomionym enzymem. Hamowanie reakcji w poczatkowej czesci kolum-
ny Jest niewielkie z powodu matego Jeszcze stezenia produktéw hydrolizy. Podczas
kilkunastogodzinnej pracy reaktora duzym problemem Jest mozliwos¢ rozwoju drobno-
ustrojow, ktéremu mozna zapobiec stosujgc p-galaktozydaze aktywna w podwyz-
szonej temperaturze, ograniczajgcej niepozadany rozwdj mezofili. Ponadto niekto-
re termostabilne p-galaktozydazy sg w przeciwienstwie do enzyméw z drobnoustro-
jow mezofilnych mniej podatne na hamowanie reakcji wytwarzang podczas hydroli-
zy galaktozg a glukoza Jest niekiedy ich aktywatorem (4). Dotychczas poznano Jed-
nak niewiele termostabilnych p-galaktozydaz (3). Enzym o duzej termostabilnosci
| optymalnej temperaturze dziatania 97°C uzyskano poprzez ekspresje genu ko-
dujacego synteze termostabilnej p-galaktozydazy z Pyrococcus woesei w komérkach
Escherichia coli (5). Biatko o aktywnosci p-galaktozydazy Jest tez wytwarzane przez
hipertermofilny archeon Sulfolobus solfataricus nalezgcy do rodzaju Sulfolobus obej-
mujgcego ponadto Sulfolobus acidocaldarius i Sulfolobus shibatae oraz kilka innych,
mato dotychczas zbadanych mikroorganizmoéw. Archeony te utleniajace siarke i siarcz-
ki do siarczandéw wystepujg w znajdujacych sie gtdwnie w obszarach wulkanicznych
zbiornikach zakwaszonej i gorgcej wody, rosngc w temperaturach od 55 do 90°C
w zakresie pH 1,0-6,0 (6). Wymienione drobnoustroje moga sie réwniez rozwijac¢
w warunkach beztlenowych i wtedy funkcje tlenu Jako akceptora elektronéw
spetnia Fe”+ lub Mo042-(7). W obecnosci tlenu archeony rodzaju Sulfolobus moga
rosng¢ heterotroficznie, przyswajajagc np. skiadniki ekstraktu drozdzowego oraz
rozmaite cukry i aminokwasy. Hydrolizujacy laktoze preparat enzymatyczny z Sulfo-
lobus solfataricus klasyfikowano pierwotnie Jako p-galaktozydaze (8). W dalszych ba-
daniach wykazano Jednak, ze nalezy go raczej zaliczy¢ do grupy p-glukozydaz (9).
Spokrewniony z Sulfolobus solfataricus szczep Sulfolobus shibatae réwniez wytwarza
katalizujacy hydrolize laktozy enzym o mato dotychczas poznanych wiasciwosciach,
stabilnosci i optymalnych warunkach dziatania. W artykule tym przedstawiono wyni-
ki badan umozliwiajacych ocene Jego przydatnosci w przetwaorstwie mleka i serwatki.

2. Materiaty i metody

2.1. Warunki hodowli

Kulture z liofilizowanego szczepu Sulfolobus shibatae (DSM5389) zakupionego
w Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zetlkulturen GmbH (Niemcy) przy-
gotowywano zgodnie ze standardowg procedurg zalecang przez producenta. Sulfo-
lobus shibatae hodowano w warunkach tlenowych w podtozu o pH 3,5, zawierajagcym
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0,4% ekstraktu drozdzowego, 0,8% peptonu K i mieszanine substancji mineralnych
wg Brocka (10). Porcje podtoza o objetosci 100 ml zaszczepiano 6 ml zawiesiny ko-
morek (OD500 > 0,8) i inkubowano przez 72 h bez dodatkowego napowietrzania
w termostatowanej wstrzgsarce w temperaturze 75°C, z szybkoscig wstrzgsania 150
cykli/min przy amplitudzie 4 cm.

2.2. lzolacja i oczyszczanie (3-galaktozydazy

Zamrozong biomase (10 g) rozcierano w mozdzierzu (15 min, 4°C) z 20 g Alumi-
ny A-5 (Sigma) dodajgc stopniowo 70 ml buforu fosforanowego (pH 7,5), a nastepnie
dezintegrowano komorki przez 5 min w generatorze ultradzwiekéw typu V-S01 Ul-
tron (60 W, 40 kHz). Otrzymang zawiesine wirowano 15 min przy 8000 X g. Z eks-
traktu bezkomérkowego stragcano kwasy nukleinowe przy 2,5% (w/v) stezeniu siar-
czanu (V1) streptomycyny (2 h, 4°C). Frakcje biatek o aktywnosci p-galaktozydazy wy-
odrebniano dodajac stopniowo do supernatantu (NH4)2S04 (Sigma, nr kat. A 2939)
Precipitaty wydzielone przy 20, 35, 50 i 65% nasyceniu siarczanu (VI) amonu odwiro-
wywano (15 min, 8000 X g), rozpuszczano w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynia-
nowym (pH 5,5) i oznaczano aktywnos$¢ enzymatyczna (rozdz. 2.3) oraz stezenie
biatka metodg Bradford (11). Frakcje biatek o najwiekszej aktywnosci P-galaktozyda-
zy, wysolong przy 50% nasyceniu siarczanu amonu zageszczano (80 min, 4000 X g)
przez ultrafiltracje stosujgc Centrifugal Filter Device, Centriplus YM-30 (Milipore)
0 zdolnosci rozdzielczej 30 kDa. Zageszczong probke (5 ml) nanoszono na kolumne
(2,6 X 38 cm) z DEAF Sepharose CL-6B, zréwnowazong 50 mM buforem Tris-HCI
0 pH 7,5. Biatka eluowano 0,25 M roztworem NaCl w tym samym buforze przy nate-
zeniu przeptywu 1,3 ml/min. W poszczegélnych frakcjach o objetosci 4 ml oznacza-
no spektrofotometrycznie zmiany zawartosci biatka (A280) i aktywnos$¢ p-galaktozy-
dazy (rozdz. 2.3). Frakcje o najwiekszej aktywnosci zageszczano przez ultrafiltracje
(Centriplus YM-30, MW 30 kDa, 4000 x g) i nanoszono na kolumne (1,3 X 32 cm)
z Sephadex G-200 zréwnowazong 50 mM buforem Tris-HCI o pH 7,5. Biatka eluowa-
no tym samym buforem przy natezeniu przeptywu 0,2 ml/min. W poszczegélnych
frakcjach o objetosci 1,3 ml oznaczano zmiany zawartosci biatka metoda Bradford
| aktywnos$¢ p-galaktozydazy (rozdz. 2.3).

2.3. Oznaczanie aktywnosci preparatu enzymatycznego z Sulfolobus shibatae

Aktywnos$¢ p-gataktozydazy oznaczano zmodyfikowang metodg Cravena (12)
okreslajac ilos¢ o-nitrofenolu uwolnionego podczas hydrolizy 5 mM roztworu o-ni-
trofenylo-p-D-galaktopiranozydu (oNPG) w 0,1 M buforze fosforanowo-cytryniano-
wym o pH 5,5. Substrat (2,5 ml) wstepnie ogrzewano do 70°C i dodawano 0,5 mi
ekstraktu bezkomoérkowego po kolejnych etapach oczyszczania lub roztworu oczysz-
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czonego preparatu enzymatycznego w OJ M buforze fosforanowo-cytrynianowym
(pH 5,5). Po uplywie zaplanowanego czasu reakcji hydrolize przerywano dodajgc
I ml I M roztworu Na2C03 i mierzono absorbancje (A420) wzgledem analogicznie
ogrzewanej préby odniesienia zawierajgcej zamiast roztworu enzymu 0,5 ml 0,1 M
buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 5,5.

Aktywnos¢ p-glukozydazy w biatkach po chromatografii jonowymiennej ozna-
czano stosujac jako substrat 5 mM roztwor p-nitrofenylo-p-D-glukopiranozydu (pNPG)
w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5). Do 2,5 ml roztworu substra-
tu ogrzanego do 70°C dodawano 0,5 ml rozciehczonego 0,1 M buforem fosforano-
wo-cytrynianowym (pH 5,5) eluatu (2:1,v/v) zageszczonego uprzednio przez ultrafil-
tracje (Centriplus YM-30, MW 30kDa). Hydrolize przerywano po uptywie zaplanowa-
nego czasu reakcji dodajac | ml I M roztworu Na2C03 i mierzono absorbancje (A420)
wzgledem analogicznie ogrzewanej préby odniesienia.

Aktywnos¢ hydrolityczng wzgledem laktozy oznaczano stosujgc 30 mM roztwor
cukru w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5. llo$¢ wytworzonej
glukozy oznaczano metoda Huggeta i Nixona (13). jako jednostke aktywnosci przy-
jeto ilos¢ enzymu hydrolizujacg w ciggu minuty | pmol substratu (oNPG lub laktozy)
w temperaturze 70°C, w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5.

2.4. Oznaczanie zmian aktywnosci p-galaktozydazy podczas hodowli Sulfolo-
hus shibatae

0,5 ml zawiesiny komorek pobranych podczas hodowli drobnoustroju umiesz-
czono w szczelnie zamykanych probéwkach z 2 ml 0,1 M buforu fosforanowo-cytry-
nianowego (pH 5,5), 20 pl chloroformu i 10 pl 0,1% roztworu siarczanu (V1) dodecylu
sodu (SDS). Po 30 min inkubacji w 70°C dodawano do prébek 0,4 ml 5 mM roztworu
oNPG w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5 i prowadzono reakcje
przez okreslony czas. jednoczesnie ogrzewano probe odniesienia zawierajacg za-
miast zawiesiny bakterii 0,5 ml stosowanego do hodowli podtoza. Reakcje przery-
wano dodajgc | ml I M wodnego roztworu Na2C03. Probke odniesienia i préby ba-

dane odwirowywano (5 min, 4000 x g) i mierzono absorbancje przy A, = 420 nm.

2.5, Warunki dziatania i termostabilno$¢ p-galaktozydazy

Zalezno$¢ aktywnosci enzymu od pH reakcji okreslano stosujgc 5 mM roztwory
oNPG w 0,1 M buforach fosforanowo-cytrynianowych o pH od 2,5 do 8,0. Wplyw
temperatury na aktywno$¢ p-galaktozydazy, mierzono wedtug danych zawartych
w rozdziale 2.3 w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,5 zmieniajac
temperature reakcji w zakresie 55-105°C. Oznaczenia aktywnosci preparatu w tem-
peraturach powyzej 98°C prowadzono w szczelnie zamykanych probéwkach, ogrze-

BIOTECHNOLOGIA 2 (61) 268-279 2003 271



Sylwia Wolosowska, J6zef Synowiecki

wanych w iazni glicerynowej. Termostabilno$¢ p-galaktozydazy okreslano mierzac
zmniejszenie aktywnosci podczas inkubacji roztworéw enzymu w 0,1 M buforach:
fosforanowym (pH 7,2) i octanowym (pH 5,5) przez 20 do 300 minut w temperaturze
70, 80, 90 lub 98°C.

Oddziatywanie K+, Ba+, Mg2+, Ca™+, Co2+, Cd™+, Mn™+ lub Fe™+ na aktywnosé
P-galaktozydazy oznaczono (por. rozdz. 2.3) po 15 min inkubacji (70°C) enzymu roz-
puszczonego w | mM roztworze badanych soli w 0,1 M buforze octanowym (pH 5,5).

2.6. ldentyfikacja produktow hydrolizy laktozy

Hydrolizaty 30 mM roztworu laktozy w 0,1 M buforze fosforanowo-cytryniano-
wym (pH 5,5) oczyszczano przez cieplne stragcenie biatka enzymu (5 min, 110°C), ad-
sorpcje na weglu aktywnym, wirowanie (15 min, 8000 x g) i saczenie przez filtr
0,2 pm (Puradisc™, Whatman). Probki nastrzykiwano na kolumne Polyspher® CH PB
(Merck) i eluowano w 75°C wodg o natezeniu przeptywu 0,3 ml/min, stosujgc zestaw
HPLC z detektorem RI (LaChrom L-7490, Merck).

3. Omébwienie wynikéw

Podczas logarytmicznego wzrostu Sulfolobus shibatae aktywno$¢ p-galaktozydazy
w hodowli jest skorelowana (r = 0,984) z przyrostem liczby komorek (rys. 1). Po
okoto 72 h hodowli Sulfolobus shibatae w 75°C na podtozu drozdzowo-peptonowym
nastepowato zahamowanie wzrostu drobnoustroju i po tym czasie uzyskano z jed-
nego litra hodowli od 2,8 do 3,4 g mokrej biomasy zawierajacej biatka o aktywnosci
okoto 642 U p-galaktozydazy. Podobnie jak w hodowli Sulfolobus solfataricus p-galak-
tozydaza wytwarzana przez Sulfolobus shibatae nie jest transportowana do podtoza
w ktérym stwierdzono po 72 h hodowli zaledwie 3,8% ogdlnej aktywnosci ekstraktu
bezkomoérkowego. Slady aktywnosci p-galaktozydazy w ptynie pohodowlanym sg
przypuszczalnie wynikiem lizy niektérych komoérek drobnoustroju. Pomimo ze en-
zym o aktywnosci p-galaktozydazy jest wytwarzany przez Sulfolobus shibatae konsty-
tutywnie to przy 1% stezeniu laktozy w pozywce uzyskano po 72 h hodowli wzrost
wydajnosci enzymu o okoto 40%. Podobne oddziatywanie induktorow zaobserwo-
wano podczas hodowli Thermus thermophilus w ktérej przy 2% stezeniu laktozy lub
glukozy nastepowato zwiekszenie wydajnosci p-galaktozydazy odpowiednio o 33
i 61% (13). Sulfolobus shibatae jest lepszym Zrodtem p-galaktozydazy (tab.) od spo-
krewnionego szczepu Sulfolobus solfataricus, ktérego ekstrakt bezkomorkowy wyka-
zuje okoto 15-krotnie mniejszg aktywnos$¢ enzymatyczng (8,9).
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Rys. 1. Przyrost biomasy (m) i zmiany aktywnos$ci p-galaktozydazy (A) podczas hodowli Sulfolobus
shibatae na podtozu drozdzowo-peptonowym.

Tabela 1

Etapy oczyszczania preparatu p-gaiaktozydazy z Sulfolobus sbibatae

. Aktywnos¢ catkowita  Biatko catkowite .Aktywnos¢ specyficzna Krotno$¢
Etap oczyszczania

[u] [mg] [U/mg] oczyszczenia

ekstrakt bezkomorkowy 207,3 + 25 1122 £ 44 18 10
stracenie kwaséw nukleinowych 202,0 = 3,0 89,8 + 4,1 2,2 12
wysalanie przy 50% nasyceniu 1353 + 1,0 478 £ 13 2,8 15
(NH)4s04

dializa 111 + 277 393 +23 2,8 15
chromatografia na Sepharose CL-6B — - 20,0 10,8
filtracja zelowa (Sephadex G-200) - - 29,5 15,9

Aktywnosci catkowite i zawartosci biatek sg przeliczone na 1 g mokrej biomasy.

Najwiecej biatka o aktywnosci p-galaktozydazy (2,8 U/mg) znajduje sie we frakcji
wysolonej z ekstraktu bezkomérkowego przy 50%i0 nasyceniu siarczanu (VI) amonu
(tab.). Biatka tej frakcji podczyszczano kolejno przez: ultrafiltracje, chromatografie
jonowymienng na DEAE Sepharose CL-6B i filtracje zelowg na sicie molekularnym
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Rys. 2. Aktywnos¢ (3-galaktozydazy (A ) oraz P-glukozydazy (m) wyeluowanych z kolumny DEAE Se-
pharose CL-6B frakcji biatek ekstraktu bezkomdérkowego Sulfolobus shibatae.

Sephadex G-200. Chromatografia jonowymienna umozliwita uzyskanie okoto 11-krot-
nego oczyszczenia enzymu. Natomiast po filtracji zelowej otrzymano znacznie juz
podczyszczony preparat o aktywnosci specyficznej wynoszacej 29,5 U/mg biatka,
okoto 16-krotnie wiekszej od aktywnosci ekstraktu bezkomorkowego (tab.). Wyste-
powanie aktywnosci p-galaktozydazy (20 U/mg biatka) jak i p-glukozydazy (8,5 U/mg) tej
samej frakcji biatek wyeluowanych podczas chromatografii jonowymiennej sugeru-
je, ze frakcja ta zawiera jeden enzym niewielkiej specyficznosci substratowej (rys. 2).
Aktywno$¢ hydrolitycznag wzgledem oNPG i pNPG wykazuje tez (3-glukozydaza z Sul-
folobus solfataricus (9).

Optymalna temperatura dziatania badanej p-galaktozydazy (98°C) jest o 11°C
wyzsza niz dla analogicznego enzymu z Sulfolobus solfataricus (rys. 3). W zakresie
95-10rC aktywno$¢ preparatu prawie nie zmienia sie, ale dalsze podwyzszenie
temperatury o 5°C powoduje szybki spadek aktywnosci do okoto 68% maksymalnej
wartosci. Podobng optymalng temperature dziatania (103°C) wykazuje p-glukozyda-
za z Pyrococcus funosus (15). Termostabilno$¢ badanego preparatu jest wieksza od
P-galaktozydazy z Sulfolobus solfataricus, ktorej czas potowicznej inaktywacji w tem-
peraturze 85°C przy pH 6,5 nie przekracza 3 h (8). Natomiast czasy potowicznej in-
aktywacji enzymu z Sulfolobus shibatae inkubowanego w 90°C w 0,1 M buforach: fos-
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Rys. 3. Wplyw pH $rodowiska reakcji na aktywnos$¢ hydrolizy oNPG katalizowanej w 70°C P-galakto-
zydaza z Sulfolobus shibatae.

foranowym (pH 7,2) lub octanowym (pH 5,5) wynoszg odpowiednio 7,9 h oraz 7,0 h
(rys. 4). p-galaktozydaza z Sulfolobus shibatae zachowuje 50% maksymalnej aktyw-
nosci w zakresie pH od 3,5 do 6,5 (rys. 5). Pod wzgledem optymalnego pH dziatania,
wynoszgcego 5,5 badany preparat prawie nie rézni si¢ od p-galaktozydazy z Sulfolo-
bus solfataricus 0 maksymalnej aktywnosci przy pH 5,4 (16). We wcze$niejszych pra-
cach podawano jednak, ze optymalna kwasowo$¢ srodowiska dla dziatania P-galak-
tozydazy z Sulfolobus solfataricus odpowiada pH 6,5 (8).

Rys. 4. Wplyw temperatury reakcji na aktywnos$¢ hydrolizy oNPG katalizowanej p-galaktozydaza
z Sulfolobus shibatae rozpuszczong w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pH 5,5).
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Czas inkubacji [min]

Rys. 5. Termostabilno$¢ p-galaktozydazy z Sulfolobus shibatae w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,5
w temperaturach 70°C (m), 80°C (A), 90°C (=) Iub 98°C ().

W hydrolizatach otrzymanych przy niewielkim stezeniu laktozy (30 mM) prawie
jedynymi produktami reakcji katalizowanej p-galaktozydazg z Sulfolobus shibatae
w 80°C przez 1,5 h sg glukoza i galaktoza (rys. 6). Udziat tych cukrow w suchej ma-
sie hydrolizatu wyliczony na podstawie zmian pola powierzchni pasma laktozy na
chromatogramie HPLC wynosi okoto 97%. Natomiast przy 0,15 M stezeniu laktozy,
zblizonym do jej zawartosci w mleku i serwatce zaobserwowano po 1,5 h reakcji
tworzenie sie niewielkiej ilosci niezidentyfikowanych produktéw transgalaktozyla-
cji. Oligosacharydy te sg jednak w dalszym etapie hydrolizowane po wyczerpaniu
sie zapasu laktozy wzgledem ktérej p-galaktozydaza wykazuje preferencyjng aktyw-
nos¢.

Rys. 6. Zidentyfikowane metoda HPLC produkty hydrolizy (80°C, pH 5,5) 30 mM roztworu laktozy
P-galaktozydaza z Sulfolobus shibatae w czasie: 10 min (A), 40 min (B) oraz 100 min (C). Laktoza (Lac), glu-
koza (Gic), galaktoza (Gal).
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Znajdujace sie w mleku i serwatce jony wapnia oraz inne kationy wywierajg zr6z-
nicowany wptyw na aktywnos$¢ p-galaktozydaz pochodzacych z réznych zrédet, spo-
wodowany zaréwno niejednakowsg skutecznosciag katalizowania oksydacji grup tio-
lowych, prowadzacej do inaktywacji preparatu, jak i zdolnoscig do stabilizowania
konformacji czasteczek. Jony Na"™*", K+ i Mg2+ zazwyczaj aktywuja p-galaktozydazy
pochodzace z drobnoustrojow. Natomiast Ca™+, Fe+ i HgM*' sg inhibitorami reakcji
lub nie powodujag zmian aktywnosci (17-19). Przy | mM stezeniu K+ lub dwuwartos-
ciowych kationéw: Ba™+, Mg2+, Ca™+, Co2+, Cd™+, Mn™ albo Fe"+ w Srodowisku
reakcji nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci badanego enzymu. Nie na-
stepowata tez inaktywacja enzymu przy 5 mM stezeniu kwasu etylenodwuamino-
czterooctowego (EDTA). Wyniki te sugerujg, ze wymienione jony metali bezposred-
nio nie uczestniczg w katalizie i wigzaniu substratu. Silnymi inhibitorami sg nato-
miast jony Cu™+ zmniejszajace aktywnos¢ p-galaktozydazy o 80% oraz Hg"" i Zn"+
powodujace catkowity zanik aktywnosci enzymatycznej. Inkubacja badanej P-galak-
tozydazy w 1% roztworze SDS w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym (pFl 5,5)
wywotuje zmniejszenie aktywnosci preparatu o 75,5%. Podobne oddziatywanie
stwierdzono w przypadku analogicznego enzymu z Sulfolobus solfataricus, ktérego
czasteczki sg tetramerem i dysocjujg pod wpltywem SDS na nieaktywne domeny
strukturalne (8,16).

4. Podsumowanie

w przeprowadzonych badaniach wykazano, ze archeon Sulfolobus shibatae jest
przydatny jako Zrddto termostabilnej p-galaktozydazy m.in. ze wzgledu na mozli-
wos$¢ hodowli drobnoustroju w tlenowych warunkach na podtozu drozdzowo-pep-
tonowym, bez wydzielania toksycznych metabolitéw. Czas potowicznej inaktywacji
badanego preparatu w 90°C przy pH 5,5 wynosi okoto 7 h, co umozliwia jego stoso-
wanie w podwyzszonej temperaturze ograniczajacej ryzyko mikrobiologicznego za-
nieczyszczenia reaktora. Niedogodnoscig hydrolizy laktozy w tych warunkach jest
zuzycie energii na ogrzanie substratu oraz czesciowa cieplna destrukcja witamin, li-
pidéw i reszt niektérych aminokwasow w biatkach, jak tez mozliwos¢ przebiegu re-
akcji Maillarda i innych przemian sktadnikéw mleka. Intensyfikacji tych proceséw
mozna zapobiec tgczgc hydrolize laktozy z czesto stosowang pasteryzacja produk-
tow mlecznych. Funkcje pasteryzatora petni w tym przypadku reaktor przeptywowy
z unieruchomiong termostabilng p-galaktozydazg. Zachowanie 50% aktywnosci
w zakresie pH od 3,5 do 6,5 wskazuje na przydatnos¢ (3-galaktozydazy z Sulfolobus
shibatae do hydrolizy laktozy w kwasnej serwatce bez koniecznosci precyzyjnej re-
gulacji kwasowosci Srodowiska reakcji. Korzystng cechg badanego enzymu jest tez
brak istotnego oddziatywania Ca"+ oraz wiekszosci innych zbadanych kationéw na
aktywnos$¢ preparatu.
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