Adres do korespondencji

Witodzimierz Bednarski,
Instytut Biotechnologii
Zywno$¢,

Uniwers'tet
Warmirisko-Mazurski,
ul. Heweliusza 1,
10-718 Olsztyn.

biotechnologia

2 (49) 131-141 2000

PRACE PRZEGLADOWE

Mozliwosci doskonalenia cech
technologicznych |3-galaktozydazy
oraz warunkow jej mikrobiologicznej
biosyntezy

Wiodzimierz Bednarski, Jadwiga Kowalewska-Piontas

Instytut Biotechnologii Zywnosci
Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn

Improvement of p-galactosidase Properties and Conditions for its
Microbial Biosynthesis

Summary

We present examples of genetic modification of microorganisms capable of
(3-galactosidase synthesis. The technological characteristics as termostability,
high activity in a low temperature is improved. We also describe intensification
of p-galactosidase secretion to the medium.
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1.Wprowadzenie

Obecnos¢ P-galaktozydazy stwierdzono w komoérkach grzybow
strzepkowych m.in. Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus
flavus, w komodrkach drozdzy, np. Kluyveromyces marxianus, Kluy-
veromyces fragilis oraz w komdrkach innych szczepéw bakterii
z rodzaju Lactococcus, Lactobacillus, Escherichia, Aerobacter oraz
Shigella (1,2). P-galaktozydaza jest najczesciej enzymem wew-
natrzkomorkowym o ciezarze czasteczkowym od 90 000 do
850 000 daltonéw. W zaleznosci od rodzaju drobnoustrojow sto-
sowanych do jej biosyntezy rézni sie wtasciwosciami, np. opti-
mum pH, temperatury, aktywnoscig oraz stabilnoscia, p-galakto-
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zydaze stosuje sie w technologii produkcji mleka bezlaktozowego z przeznacze-
niem gtéwnie dla niemowlat i dzieci nie tolerujacych laktozy.

Waznym kierunkiem zastosowania p-galaktozydazy jest hydroliza laktozy w ser-
watce lub permeacie pozostajgcym po ultrafiltracji mleka.

W nowoczesnych rozwigzaniach technicznych dominuje stosowanie p-galakto-
zydazy unieruchomionej na réznych nosnikach, np. szkle porowatym, celulozie lub
zywicach syntetycznych (1,2). O wydajnosci immobilizacji P-galaktozydazy decyduja
jej wilasciwosci, np. stabilnos¢ termiczna, tolerancja na zmiany kwasowosci srodo-
wiska itp. (2). Postep w inzynierii genetycznej sprawia, ze istnieja mozliwosci do-
skonalenia cech osobniczych mikroorganizmow, producentéw p-galaktozydazy z u-
wzglednieniem wymagan bioinzynieryjnych i technologicznych stosowania enzy-
moéw w skali przemystowej (3-5).

W opracowaniu na podstawie wynikéw badan innych autoréw oraz czesciowo
wiasnych przedstawione beda przykitady potrzeb technologicznych i mozliwosci ge-
netycznego doskonalenia mikroorganizmow syntetyzujacych p-galaktozydaze oraz
warunkow jej biosyntezy.

2. Doskonalenie genetyczne mikroorganizmow syntetyzujacych
p-galaktozydaze

2.1. Biosynteza p-galaktozydazy aktywnej w szerokim zakresie temperatury

Producentami znanych handlowych preparatdéw p-galaktozydazy, stosowanych
w hydrolizie laktozy w mleku lub w serwatce sg mikroorganizmy mezofilne. Ich ak-
tywno$¢ enzymatyczna w duzym stopniu zalezy od temperatury. Najwyzszy stopien
hydrolizy laktozy uzyskuje sie prowadzac proces w zakresie temperatur 30-60°C.
Z naszych doswiadczen prowadzonych w skali przemystowej wynika, ze hydrolize
laktozy w mleku korzystniej jest ze wzgledéw technologicznych prowadzi¢ w tem-
peraturze okoto 10°C niz w 37°C. Zastosowanie przez nas preparatu p-galaktozy-
dazy ,Lactase” do hydrolizy laktozy w mleku ochtodzonym do 10°C wymagato okoto
24 godzin do uzyskania stopnia hydrolizy laktozy - minimum 80% (dane nie publi-
kowane). Uwzgledniajgc aspekty technologiczne oraz energochfonnos$¢ procesu
zwieksza sie zainteresowanie preparatami p-galaktozydazy aktywnej w Srodowisku
0 temperaturze ponizej 20°C.

W poszukiwaniu mikroorganizmow syntetyzujgcych p-galaktozydaze spetniajaca
te wymagania uwage zwrdcono na drobnoustroje psychrotrofowe. Ostatnio opubli-
kowano kilka prac dotyczacych mikrobiologicznej biosyntezy p-galaktozydazy przez
organizmy psychrotrofowe o wysokiej aktywnosci hydrolizy laktozy w mleku o tem-
peraturze ponizej 10°C (6-8). Z badan Trimbura i wsp. (8) oraz Lovelanda i wsp. (6)
wynika, ze organizmami syntetyzujacymi P-galaktozydaze aktywna w temperaturze
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Rys. 1. Termostabilno$¢ p-galaktozydazy z modyfikowanego genetycznie szczepu E. coli B7. Enzym
inkubowano w buforze Z w temp. 50, 40 i 30°C. Aktywno$¢ oznaczano testem z ONPG w 30°C. Opraco-
wano na podstawie danych z pracy Trimbur i wsp. (8).

ponizej 10°C sa trzy szczepy Arthrobacter wyizolowane z gleby, ktéra wczesniej
spryskiwano serwatkg. Szczepy te sg wzglednymi tlenowcami, nie produkujg kwa-
séw w pozywce z glukoza, rozwijajg sie w temperaturze okoto 0°C, ale nie tworzg
kolonii w temperaturze powyzej 30°C (8). |3-galaktozydaza syntetyzowana przez ZIr-
throbacter aktywnie hydrolizuje laktoze w mleku ochtodzonym do 8°C. Po szcze-
gotowych badaniach wilasciwosci p-galaktozydazy i genomu jej producenta przepro-
wadzono klonowanie gendéw p-galaktozydazy z Arthrobacter u bakterii E. co//JM 109
i MC1061 (8). Modyfikowane genetycznie szczepy E. coli syntetyzowaly p-galakto-
zydaze aktywng w Srodowisku o temperaturze od 4 do 60°C (8). Otrzymana p-galak-
tozydaza byta stabilna termicznie, jej aktywnos$¢ nie zmieniata sie podczas przetrzy-
mywania w 30°C lub nizszej (8).

Inkubacja p-galaktozydazy w $rodowisku o temperaturze 40°C przez 90 min do-
prowadzita do zredukowania jej aktywnosci o 50%. W Srodowisku o temperaturze
50°C catkowitg inaktywacje P-galaktozydazy stwierdzono po 10 minutach (rys. 1).

Innym przyktadem potwierdzajgcym mozliwos¢ genetycznego doskonalenia bio-
syntezy p-galaktozydazy aktywnej w temperaturach chtodniczych sa wyniki badan
Torres i Lee (7). Ich efektem jest sklonowanie genu p-galaktozydazy z Lactobacillus
sake i wbudowanie do komoérek E. coli DH 56 (7). W tym celu szczep L. sake ATCC
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15521 hodowano w 30°C na podtozu MRS z glukoza lub laktozg. Chromosomalne
DNA wyizolowano z L sake metodg lizozym - proteinaza. Zastosowano wektor pla-
zmidowy otrzymany metodag lizy alkalicznej i oczyszczony przez strgcenie glikolem
polietylenowym. Chromosomalne DNA z L. sake trawiono za pomocg enzymu re-
strykcyjnego San 3AT. Poszczegdlne frakcje DNA wydzielano stosujac gradienty ste-
zen roztwordw sacharozy. Wydzielong frakcje odpowiadajgca od 3 do 6 kb wigzano
do DNA plazmidowego trawionego za pomoca Barn HI. Transformacje rekombino-
wanych plazmidéw prowadzono metoda z chlorkiem wapnia (7).

2.2. Otrzymywanie i charakterystyka rekombinowanej p-galaktozydazy

W badaniach Torres i Lee (7) doskonalone genetycznie komorki E. coli namna-
zano do poznej fazy logarytmicznej. Biomase bakterii oddzielano przez wirowanie
przy 1000 x g/15 min. Przemywano jg dwukrotnie 0,05 M buforem cytrynianu sodu
- pH 6,5 i zawieszano w 10 ml tego buforu. Dezintegracje scian komérkowych pro-
wadzono w prasie French (American Instrument Co.) stosujgc cisnienie 100 MPa. Za-
wiesine rozerwanych komoérek wirowano przy 1500 x g/35min. W supernatancie
oznaczano aktywnos¢ P-galaktozydazy stosujgc jako substrat ONPG. Za jednostke
aktywnosci przyjeto ! pmol o-nitrophenolu (ONP) powstajgcego w ciggu | minuty
w 37°C. Biatko enzymatyczne syntetyzowane przez doskonalone genetycznie ko-
morki E. coli poréwnywano z enzymem otrzymanym z rodzicielskich komoérek
L sake (7). Porbwnywane enzymy wykazywaty podobne dziatanie w buforze fosfora-
nowym w zakresie pH 5,5-8,5 przy czym optymalna kwasowos$¢ odpowiadata pH 6,5
(rys. 2).

Wplyw temperatury na aktywnos$¢ enzymu przedstawiono na rysunku 3. Maksy-
malng aktywnos¢ stwierdzono w 50°C, w buforze fosforanu sodu o pH 6,5, a poréw-
nywane enzymy wykazywaty okoto ]5% aktywnosci w 10°C (7). Specyficzna aktyw-
no$¢ rekombinowanej p-galaktozydazy z E. coli namnazanej na podtozu LB wynosita
11,38 jednostek. Aktywmosé p-galaktozydazy z L sake hodowanej na poditozu MRS
z laktoza wynosita 0,78 jednostek oraz tylko 0,15 jednostek z L sake po hodowli na
podtozu MRS z glukoza (7).

Preparaty p-galaktozydazy otrzymane z L. sake i z doskonalonych genetycznie
szczepow £. coli byly stabilne podczas przetrzymywania w 40°C przez 120 minut.
Poréwnanie aktywnosci p-galaktozydazy w 50 i 60°C wykazalo, ze rekombinowane
biatko enzymatyczne byto bardziej stabilne od tego ze szczepu rodzicielskiego. Na-
lezy zaznaczy¢, ze P-galaktozydaza syntetyzowana przez E. coli charakteryzowata
sie wysokg aktywnoscia hydrolizy laktozy zaréwno w 10°C jak i w 50-55°C (7). Mo-
zna ja zatem stosowa¢ do hydrolizy laktozy w mleku przechowywanym w warun-
kach chtodniczych.
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Rys. 3. Poréwnanie termostabilnosci p-galaktozydazy z modyfikowanych genetycznie szczepéw

E. coli (*) i L. sake (#). Surowe ekstrakty inkubowano w 50 i 60°C, a nastgpnie oznaczano aktywno$¢
p-galaktozydazy w 37°C. Opracowano na podstawie danych z pracy M. j. Torres i B. H. Lee (7).
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2.3. Doskonalenie mikroorganizméw w kierunku biosyntezy termostabilnej
p-galaktozydazy

Termostabilnos¢ enzymow okresla sie jako zachowania ich aktywnos$ci w $rodo-
wisku o temperaturze powyzej 60°C. Stosowanie enzymow w dtugotrwatych proce-
sach technologicznych, ktére mozna prowadzi¢ w temperaturze powyzej 60°C
sprzyja wyeliminowaniu niepozadanej mikroflory.

Enzymy termostabilne w przeciwienistwie do termolabilnych mozna skuteczniej
immobilizowac i wielokrotnie stosowa¢ bez zmniejszania ich aktywnosci. Decyduje
0 tym wieksza stabilnos¢ termiczna biatek podczas wigzania enzymow z nosnikami
oraz w czasie reakcji enzymatycznych prowadzonych w temperaturze powyzej 60°C.
W celu poprawienia termostabilnosci enzyméw prowadzone sg badania w kierun-
kach:

- stabilizacji odpornosci termicznej enzymow przy zastosowaniu metod che-
micznych,

- poszukiwania i selekcji drobnoustrojow syntetyzujacych enzymy bardziej ter-
mostabilne,

- doskonalenia wtasciwosci mikroorganizméw, wydajnych producentéw enzy-
mow metodami inzynierii genetycznej.

Wiekszo$¢ znanych preparatow (3-galaktozydazy hydrolizuje laktoze w Srodowi-
sku o temperaturze od 30 do 60°C. Aktywne, termostabilne preparaty (3-galaktozy-
dazy otrzymuje sie np. z: Aspergillus niger, Bacillus stearothermophilus, Streptococcus
thermophilus, lub Thermus aquaticus (9).

Zrédiem termostabilnej p-galakatozydazy jest biomasa Pyrococcus woesei. Wysoka
temperatura rozwoju okoto 100°C utrudnia hodowle tego mikroorganizmu w skali
przemystowej. Z tego powodu sklonowano gen termostabilnej p-galaktozydazy z Py-
rococcus woesei do E. coli. Wytworzona przez doskonalone genetycznie komoérki E. coli
P-galaktozydaza wykazuje maksimum aktywnosci w 93°C przy kwasowosci srodowi-
ska odpowiadajacej pH 5,4. Enzym charakteryzuje sie duzg termostabilnoscig. Po 60
minutach inkubacji w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 5,4 w 95, 100, 105 i 110°C
zachowuje odpowiednio 100, 57, 10 i 0,S% poczatkowej aktywnosci (6).

2.4. Biosynteza p-galaktozydazy o zwiekszonej aktywnosci transgalaktozyla-
cyjnej

W reakcji enzymatycznej hydrolizy laktozy powstajg oligosacharydy a i P-galak-
tozylowe lub a i p-glukozylowe. Ich sklad oraz zawartos¢ w produktach enzyma-
tycznej hydrolizy laktozy zalezy od jej poczatkowego stezenia, czasu reakcji, zrodia
i postaci enzymu (10).

Do niedawna oligosacharydy uznawano za niepozadane skiadniki hydrolizatow.
W obecnie dostepnych wynikach badan (1,11) wskazuje sie, ze oligosacharydy p-galak-
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tozylowe charakteryzujg sie wtasciwosciami bifidogennymi, tj. zdolnosciag stymulowa-
nia rozwoju bakterii Bifidobacterium bifidus i niektérych szczepovj Lactobacillus sp.

Wiadomo, ze bakterie te sg pozgdane w przewodzie pokarmowym, a szczegol-
nie w jelicie grubym. Korzystne oddziatywanie Bifidobacterium bifidus oraz Lactobacil-
lus acidophilus polega na hamowaniu rozwoju mikroflory bakterii szkodliwych, np.
E. coli. Salmonella, biosyntezie witamin, zmniejszeniu absorpcji amoniaku przez Scia-
ny jelita, zwiekszeniu przyswajalnosci jondw wapnia, magnezu i zelaza.

Terapeutyczne wiasciwosci bakterii mlekowych spowodowaty intensywny roz-
woj produkcji mlecznych napojéw fermentowanych, np. mleka acidofilnego, biojo-
gurtéw itp. W 1998 r. przy wspoétudziale autoréw tego artykutu wdrozono technolo-
gie produkcji mleka, w ktérym przeprowadzono enzymatyczng hydrolize laktozy,
a po utrwaleniu technikg UHT wzbogacono je biomasa Bifidobacterium.

Z badan Roya i wsp. (12) wynika, ze niektore szczepy Bifidobacterium syntetyzujg
izoenzymy (3-galaktozydazy o aktywnosci transgalaktozylacyjnej.

Ming Ni Hunga i wsp. (11) z przewodu pokarmowego dziecka wyizolowali
szczep Bifidobacterium infantis HZ 96 wykazujgcy szczegoélne zdolnosci do syntezy
oligosacharydéw. W preparatach p-galaktozydazy z B. infantis HL 96 stwierdzili
obecnos¢ 3 izoenzymoOw o réznym ciezarze czasteczkowym i aktywnosci hydrolizy
laktozy w r6znym stopniu zaleznej od temperatury i kwasowos$ci srodowiska. Po-
szczegllne izoenzymy wykazujg takze rézng aktywnosc transgalaktozylacii.

Przedmiotem dalszych badan Minga Ni Hunga i wsp. (11) bylo sklonowanie genu
P-gataktozydazy z Bifidobacterium infantis HL 96 do £. coli. Enzymy BIGI i B1G4 otrzy-
mane z doskonalonych genetycznie szczepéw E. coli porbwnywano z enzymami
szczepu macierzystego. Okazato sie, ze p-galaktozydaza z B. infantis wykazywata
maksimum aktywnosci w 40°G, podczas gdy enzymy BIGI i B1G4 wykazywaly odpo-
wiednio maksimum aktywnosci w 50 i 40°C (5) (rys. 4). Réznice stwierdzono takze
w ocenie aktywnosci enzymoéw w zaleznosci od kwasowosci srodowiska. Natywny
enzym ze szczepu Bifidobacterium infantis wykazuje najwyzszg aktywnos$¢ w pH 7,5,
a BIGI i B1G4 odpowiednio w pH 7,5 i pH 8,0. R6znice dotyczg rowniez aktywnosci
specyficznej p-galaktozydazy (tab. 1).

Tabela 1
Aktywno$¢ specyficzna natywnej i rekombinowanej p-galaktozydazy (11)
Szczep Aktywno$¢ specyficzna* Optymalne pH Optymalna temperatura (°C)
B. infantis 10,240 75 40
E. col«7pBIGI 18,163 75 40
E. colilpBIG4 25,602 8,0 40

* Aktywnos$¢ specyficzna: jednostka aktywnosci/mg biatka
1 JA - odpowiada ilosci enzymu uwalniajgcego 1| pmol o-nitrofenolu z ONPG w czasie | min.
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Rys. 4. Wptyw temperatury na aktywno$¢ (3-galaktozydazy z B. infantis oraz z modyfikowanych gene-
tycznie szczepdw E. coli. Opracowana na podstawie danych z pracy Ming-Ni Hung i B. H. Lee (11).

W szczegotowej analizie biatek enzymatycznych wykazano, ze poszczegdlne izo-
enzymy p-galaktozydazy obecnej w komoérkach Bifidobacterium infantis sa kodowane
przez rézne geny i dlatego ich ekspresja w komérkach E. coli przebiega niezaleznie.
W ten spos6b wyttumaczy¢ mozna réznice w ocenie wilasciwosci otrzymanych re-
kombinantéw. W ocenie praktycznej przydatnosci p-galaktozydazy z doskonalone-
go szczepu E. coli nalezy zwréci¢ uwage na réznice w warunkach ich namnazania
w poréwnaniu do szczepu macierzystego. Namnazanie biomasy Bifidobacterium jest
znacznie trudniejsze do przeprowadzenia w skali przemystowe;.

Doskonalenie genetyczne szczepow E. coli prowadzgce do przejecia genow p-ga-
laktozydazy z genomu Bifidobacterium infantis daje szanse uruchomienia przemy-
stowej produkcji preperatéw p-galaktozydazy o zwiekszonej aktywnosci transgalak-
tozylacyjnej, a nastepnie ich zastosowanie do hydrolizy laktozy w mleku przezna-
czonym do produkcji napojéw fermentowanych z udziatem mikroflory o wtasciwo-
Sciach terapeutycznych.

3. Intensyfikacja sekrecji p-galaktozydazy wewnatrzkomaérkowej

w otrzymywaniu p-galaktozydazy syntetyzowanej przez drobnoustroje waznym pro-
cesem jednostkowym jest jej wydzielenie z komorki. W tym celu niezbedne jest rozbicie
Scian komérkowych, a nastepnie oddzielenie i oczyszczenie biatlek enzymatycznych.
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Metody dezintegracji $cian komorkowych oraz wydzielanie biatek sg energo-
chtonne i w duzym stopniu rzutujg na koszty produkcji preparatébw enzymatycz-
nych. Jedng z mozliwosci wyeliminowania tego etapu jest nhamnazanie drobnoustro-
jow wydzielajgcych biatka enzymatyczne na zewnatrz komoérek. Okazato sie, ze pro-
ces wydzielania biatek enzymatycznych z komérki mozna intensyfikowac¢ dodajgc
do pozywki niektére aminokwasy (13). Intensyfikujagcy wplyw dodatku glicyny do
podtoza na zewnatrzkomorkowe uwalnianie |3-galaktozydazy z komérek E. coli stwier-
dzit Ikura i wsp. (14).

W badaniach Grones i wsp. (13) otrzymano genetycznie modyfikowane szczepy
Acetobacter pasteurianus oraz potwierdzono mozliwosci uwalniania syntetyzowanej
P-galaktozydazy na zewnatrz komoérek pod wptywem aminokwaséw dodawanych do
pozywki. W tym celu A. pasterianus hodowano na trzech r6znych pozywkach dodat-
kowo wzbogaconych w laktoze - 1% oraz glicyne - 1% (13). Korzystny wplyw obec-
nosci glicyny w pozywce na uwalnianie p-galaktozydazy przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2

Wplyw skitadnikéw podtoza hodowlanego na uwalnianie p-galaktozydazy O”/mg biatka) przez A. pasteuria-
nus namnazanego na podtozu M z dodatkiem i bez dodatku 1% glicyny (13)

Przyrosty biomasy A. pasteurianus Aktywnosci P-galaktozydazy JA/mg biatka
Podtoze absorbancja A g zewnatrzkomérkowa wewnatrzkomdrkowa
12 h 36 h 12 h 36 h 12 h 36 h

LB
bez laktozy 13 19 5 7 42 21
1% laktozy 2.1 2,3 11 10 1170 1890
1% glicyny 0,6 2,2 45 233 2510 4540
YPG
bez laktozy 1,7 19 5 8 23 54
1% laktozy 18 19 7 6 573 593
1% glicyny 19 2,1 20 30 267 505
M
bez laktozy 12 13 3 10 46 21
1% laktozy 1,7 1,9 7 2 340 52
1% glicyny 1,7 12 59 494 262 190

W wynikach otrzymanych w badaniach przeprowadzonych przez Grones i wsp.
(13) potwierdza sie mozliwosci doskonalenia technologii pozyskiwania P-galaktozy-
dazy. Okazato sie, ze uwalnianie enzymoéw wewngtrzkomoérkowych mozna intensy-
fikowa¢ dobierajac skltad pozywki. Prawdopodobnie dodawana glicyna zwieksza
sekrecje enzymu wewnatrz komorek oraz powoduje zmiany w przepuszczalnosci
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Scian komoérkowych bakterii i w efekcie zwieksza sie wydzielanie p-galaktozydazy
na zewnatrz komoérek.

4. Podsumowanie

w opracowaniu przedstawiono przykiady doskonalenia cech technologicznych
P-galaktozydazy metoda klonowania genéw do genoméw mikroorganizmméw zdol-
nych do wydajnej biosyntezy tego enzymu. Szczeg6lng uwage zwrécono na mozli-
wosci biosyntezy p-galaktozydazy aktywnej w szerokim zakresie temperatury od 10
do 55°C.

Otrzymywanie i stosowanie termiczne tolerancyjnych preparatéw p-galaktozy-
dazy umozliwia urozmaicenie technologii produkcji mleka bezlaktozowego. Mozli-
wa bedzie hydroliza laktozy w mleku przechowywanym w warunkach chtodniczych.
Biosynteza p-galaktozydazy stabilnej termicznie ufatwi jej immobilizowanie.

W technologii napojéw mlecznych fermentowanych zwraca sie duza uwage na
ich oddziatywanie prozdrowotne, jest ono zwigzane z obecnoscia w napojach ak-
tywnych komérek Bifidobacterium i Lactobacillus acidophilus. Ich rozwdgj jest stymulo-
wany obecnoscig oligosacharyddéw p-galaktozylowych, ktore sg produktami ubocz-
nymi enzymatycznej hydrolizy laktozy. Zdolno$¢ uwalniania oligosacharydéw P-ga-
laktozylowych w duzym stopniu zalezy od wtasciwosci p-galaktozydazy. W artykule
przedstawiono przyktady potwierdzajgce mozliwosci otrzymywania P-galaktozy-
dazy wykazujgcych te zdolnosci.

Zwrécono takze uwage na mozliwosci doskonalenia warunkéw biosyntezy P-ga-
laktozydazy oraz uzupetnienia sktadu pozywki w aminokwasy stymulujgce sekrecje
bialek enzymatycznych na zewnatrz komoérek. Wskazano na mozliwosci otrzymywa-
nia preparatow p-galaktozydazy z pominieciem dezintegracji $cian komdrkowych
mikroorganizméw hodowanych metodg ciagta.

Przedstawione przyktady Swiadczg wyraznie o postepie w biosyntezie p-galak-
tozydazy o cechach technologicznych umozliwiajacych wdrazanie no'A”ch technolo-
gii przetwarzania mleka lub serwatki.
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