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Suitability and properties of p-galactosidases from different sources
Summary

The article reviews the progress of investigations of p-galactosidases from micro-
bial sources. These enzymes show great differences in optimal conditions of lactose
hydrolysis and their utilisation creates new possibilities to improve milk and milk
by-products processing. Some p-galactosidases from extreme thermophiles have si-
gnificant activity above 100°C. Possible applications and interrelationship of both mo-
lecular structure and thermostability of these enzymes are also discussed.
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1. Wprowadzenie

Negatywnym skutkom nietolerancji laktozy, ktérej symptomy
przejawia okoto 30% ludzi na Swiecie oraz trudnosciom technolo-
gicznym wywotanym wystepowaniem tego cukru w mleku i serwatce
mozna zapobiec poprzez hydrolize enzymatyczna katalizowang p-ga-
laktozydazg. Stosuje sie ja gtéwnie w celu wytworzenia dietetyczne-
go mleka i jego przetworéw, jogurtéw, przydatnych w cukiernictwie
syropow glukozowo-galaktozowych i stodzikow, bezlaktozowej
skondensowanej serwatki uzywanej w produkcji lodéw i fermento-
wanych napojéw, oraz suszonej serwatki wchodzacej w skiad paszy
trzody chlewnej, bydta i zwierzat futerkowych. Hydroliza laktozy
w tych produktach eliminuje niepozadanag krystalizacje disacharydu
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w hiskiej temperaturze, zwieksza stodko$¢ wyrobow i umozliwia fermentacje rozmaitych
produktow ubocznych przemystu mleczarskiego przez organizmy Zle przyswajajace lak-
toze.

2. Whasciwosci enzymow hydrolizujgcych laktoze

zrédtem p-galaktozydazy moga by¢ tkanki roslinne lub zwierzece oraz drozdze, grzy-
by strzepkowe i bakterie. Zaleznie od pochodzenia enzymu P-galaktozydazy rozniag sie
strukturg i iloscig podjednostek, masg czasteczkowa, aktywnoscia, termostabilnoscia,
wrazliwoscig na dziatanie inhibitoréw i aktywatoréw oraz optymalnymi warunkami reak-
cji. Umozliwia to dostosowanie rodzaju enzymu do wtasciwosci surowca i warunkoéw pro-
cesu. Wyizolowane z Aspergillus niger i innych grzybéw strzepkowych preparaty o maksy-
malnej aktywnosci przy pH 4,0-4,5 sg przydatne gtdwnie do hydrolizy laktozy w kwasnej
serwatce (1). Natomiast p-galaktozydaze wytwarzang przez drozdze Kluyveromyces lactis
o optymalnym pH 6,8-7,0 stosuje sie w przetworstwie mleka (pH 6,6) i stodkiej serwatki
(pH 6,2). P-galaktozydazy z plesni sg bardziej stabilne w srodowisku kwasnym oraz majg
lepsza termostabilno$¢ niz pochodzace z drozdzy.

Wytwarzanie enzymu przez niektdre mikroorganizmy zalezy od stezenia w pozywce
P-D-galaktozydéw spetniajacych funkcje induktoréow. Komorka Escherichia coli rosngca na
pozywce bez laktozy zawiera tylko okoto 10 czgsteczek P-galaktozydazy, ktérych liczba
wzrasta do kilku tysiecy po wprowadzeniu induktora (2). Razem z p-galaktozydazg synte-
tyzowana jest permeaza galaktozydowa regulujgca transport laktozy przez btone komoér-
kowg oraz acetylotransferaza tiogalaktozydowa uczestniczaca w metabolizmie laktozy.
Najsilniejsze oddziatywanie indukujgce wywiera 2-propylo-p-D-tiogalaktozyd (IPTG), nie
ulegajacy zresztag hydrolizie pod wplywem p-gataktozydazy, oraz metylo-p-D-tiogatakto-
zyd. Ich obecno$¢ w Srodowisku rozwoju Escherichia coli zwieksza ilo$¢ wytwarzanego en-
zymu do okotc 6 7% wszystkich biatlek komdorkowych. Skutecznymi induktorami wytwa-
rzania p-galaktozydaz drozdzowych i z innych mikroorganizmow sg tez gataktoza i w nieco
mniejszym stopniu laktoza. Oddziatywanie glukozy zalezy od jej stezenia w Srodowisku
rozwoju mikroorganizméw. Przy matym stezeniu nie przekraczajacym ImM cukier ten
jest induktorem wytwarzania p-galaktozydazy, np. przez drozdze Kluyveromyces fragitis
(3). Natomiast przy wiekszej zawartosci glukozy nastepuje silna represja kataboliczna wy-
twarzania enzymu, p-galaktozydaza jest zazwyczaj enzymem wewngtrzkomorkowym,
jednak niektére grzyby strzepkowe, jak np. Aspergillus oryzae, Aspergillus foetidus i Skopu-
lariopsis sp., wydzielaja go na zewnatrz komérek (4).

Centrum aktywne podjednostki p-galaktozydazy zawiera grupe tiolowa, oraz reszte
imidazolowg. Uczestniczg one w przegrupowaniu nukleofilowym wywotujgcym hydrolize
P-D-galaktozydéw z szybkoscig zalezng od budowy chemicznej agtikonu. Z tego powodu
maksymalna szybkos$¢ reakcji (V*ax) rozktadu o-nitrofenylo-p-D-gataktopiranozydu stoso-
wanego czesto do pomiaru aktywnosci enzymu jest wyzsza, a stata Michaetlisa (K*) mniej-
sza niz w przypadku hydrolizy laktozy. Na szybkos¢ reakcji wptywa m.in. liczba i malejaca
wraz z temperaturg dostepnos$¢ centréw aktywnych. Zaobserwowano to w przypadku
p-galaktozydazy z Escherichia coli, w ktérej nastepowato okoto 4-krotne zmniejszenie ticz-
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by dostepnych centréw aktywnych po obnizeniu temperatury z 20°C do 5°C (5). Masa
czgsteczkowa podjednostki p-galaktozydazy zalezy od jej pochodzenia i zmienia sie na-
wet w przypadku enzymow pochodzacych z rozmaitych szczepéw tego samego gatunku
drozdzy, grzybow i bakterii (4-7). Spoérdd organizmow mezofilnych najmniejsza mase
czgsteczkowg (90-126 kDa) majg zewnatrzkomorkowe P-galaktozydazy z Aspergillus ory-
zae i Aspergillusfoetidus, a najwieksza, dochodzaca do 2000 kDa wewnatrzkomérkowy en-
zym wytwarzany przez drozdze Kluyveromyces fragilis (4). jeszcze mniejsze (75 kDa) sg
czagsteczki p-galaktozydazy z niektorych bakterii termofilnych (8). Nawet duze réznice
ciezaru czasteczkowego nie wykluczajg jednak podobieristwa aktywnosci i optymalnych
warunkow reakcji enzymatycznej. Natomiast p-galaktozydazy o prawie takim samym cie-
zarze czasteczkowym czesto rdznig sie dosS¢ znacznie temperaturg i optymalnym pH
dzialania, termostabilnoscig, punktem izoelektrycznym, a nawet sktadem aminokwaso-
wym (9). Niekiedy rézne p-galaktozydazy sa wytwarzane w tkankach tego samego organi-
zmu. Komoérki Sluzéwki jelit cztowieka i niektérych innych ssakéw wytwarzajg lizoso-
malna p-galaktozydaze o maksymalnej aktywnosci przy pH 3,0, niezbedng w przemia-
nach glikoprotein i mukopolisacharydéw. Enzym ten nie powoduje hydrolizy laktozy
z powodu wyzszego pH przewodu pokarmowego i matego przenikania tego cukru do
wnetrza komorek. Drugi rodzaj enzymu tatwo rozktadajacy laktoze przy pH 6,0 jest nato-
miast wydzielany przez kosmki jelitowe (4). Zaleznie od pochodzenia p-galaktozydazy sa
zazwyczaj kompleksem kilku identycznych lub nieco réznych podjednostek, stabilizowa-
nych m.in. oddziatywaniami jonowymi i mostkami solnymi wytworzonymi z udziatem
wielowartosciowych kationéw (10).

Znajdujace sie w srodowisku reakcji kationy sg niekiedy aktywatorami enzymu, ale
tez czesto nie wywierajg zadnego wpltywu na aktywnos¢, badz tez dzialajg jako inhibito-
ry. Aktywnos¢ p-galaktozydaz pochodzacych z mikroorganizméw zazwyczaj wzrasta w o-
becnosci Na*', K" i Mg"*' (4-6,11). Natomiast jony Ca"*, FeN"?, AgM*' i Hg™*' sg inhibitora-
mi reakcji lub nie powodujg zmian aktywnosci (4,12,13). Dwuwarto$ciowe kationy Ca*',
CoMN™*, Cun*, MgN™*', MnN™" | Zn™*' nie zmieniajg tez aktywnosci p-galaktozydazy z Mucor
pusillus (14). Zréznicowanie oddziatywania rozmaitych jondw jest spowodowane zaréwno
ich niejednakowa skutecznoscig katalizowania oksydacji grup tiulowych, prowadzacej do
inaktywacji preparatu, jak i zdolnoscia do stabilizowania konformacji czasteczek zapew-
niajacej najlepsza aktywnos$¢. Przyczyng r6znego wpltywu kationdw na rozmaite enzymy
moze by¢ tez ochronne oddziatywanie innych znajdujgcych sie w ich czasteczkach grup
-SH fatwiej utlenianych od grup tiulowych centrum aktywnego. Obecnos$¢ kwasu etyleno-
diaminotetraoctowego (EDTA) i innych chelatoréw zwieksza stabilno$¢ enzymu, prawdo-
podobnie wskutek wigzania kationéw Kkatalizujgcych oksydacje grup tiulowych znaj-
dujacych sie w centrum aktywnym. Zabezpieczenie przed ich utlenianiem jest przypusz-
czalng przyczyna stabilizujgcego enzym oddziatywania merkaptoetanolu, cysteiny czy di-
tiotreitolu. Efektu tego nie stwierdzono jednak w przypadku P-gataktozydazy z Mucor pu-
sillus (14). Utleniajacy grupy tiolowe kwas jodooctowy prawie catkowicie inaktywuje en-
zym wytwarzany przez termofilng bakterie Thermus aquaticus (6).

Zaleznie od stezenia, laktoza i produkty jej hydrolizy oraz niekiedy inne cukry sg inhi-
bitorami p-galaktozydazy. Skuteczno$¢ hamowania reakcji zalezy m.in. od pochodzenia
enzymu i rodzaju cukru. W przypadku P-galaktozydazy z Thermus aquaticus przy 10 mM
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Stezeniu laktozy, glukozy lub galaktozy nastepowato zmniejszenie aktywnosci enzymu
odpowiednio 0 22, 46 i 30% (6). Niekiedy tylko jeden produkt hydrolizy wywiera domi-
nujgce oddziatywanie. Glukoza o 10 mM stezeniu prawie nie wplywa na aktywnos¢ enzy-
mu z Mucor pusillus, a galaktoza o tym samym stezeniu zmniejszajg prawie o 80% (14). Ga-
laktoza natomiast jest znacznie mniej skutecznym inhibitorem termostabilnej p-galakto-
zydazy z Sulfolobus solfataricus od glukozy wywotujacej okoto 100-krotne obnizenie ak-
tywnosci enzymu (15). Galaktoza, laktoza, galaktozamina i ryboza sg silnymi inhibitorami
P-galaktozydazy Candida pseudotropicalis, za$ glukoza i fruktoza prawie nie wptywajg na
aktywnosc¢ (16). Inhibicja produktami reakcji jest przyczyna nieproporcjonalnych do ste-
zenia enzymu i czasu reakcji zmian stopnia hydrolizy laktozy (tab. 1). Podwojenie iloSci
enzymu z Aspergillus niger zastosowanej do hydrolizy laktozy w stodkiej serwatce zwiek-
sza szybkos$¢ reakcji tylko o 60% (17). Wskutek wzrostu stezenia produktow reakcji naste-
puje tez stopniowe zmniejszanie szybkosci hydrolizy. Obniza to wykorzystanie enzymu
i zwieksza koszt procesu. Wplyw ten mozna znacznie zmniejszy¢ stosujgc reaktory
z unieruchomiong p-galaktozydaza, w ktérych enzym znajdujacy sie na poczatku kolum-
ny dziata w $rodowisku o jeszcze bardzo malym stezeniu produktdéw hydrolizy. Zastoso-
wanie reaktora kolumnowego z unieruchomiong p-galaktozydazg z Aspergillus niger umo-
zliwito uzyskanie szybkosci hydrolizy laktozy o 30-36% wiekszej niz w przypadku reakciji
hydrolizowanej preparatem enzymu dodawanym bezposrednio do roztworu substratu
(17). Podczas diugotrwalej pracy reaktora z unieruchomionym enzymem czesto nastepu-
je zanieczyszczenie mikrobiologiczne urzadzenia. Mozna temu przeciwdziata¢ stosujgc
termostabilne P-galaktozydazy aktywne w temperaturze znacznie ograniczajacej nie-
pozadany rozwdj drobnoustrojow.

Tabela 1

Przyrost stopnia hydrolizy laktozy (%) wywotany 2-krotnym zmniejszeniem szybkosci przeptywu substratu przez re-

aktor z unieruchomiong p-galaktozydaza z Aspergillus niger

Rodzaj substratu pH Stopien hydrolizy (%) przy natezeniu przeplywu  Przyrost stopnia hydro-
(cmVmin) lizy (%)
70 35
5% roztwor laktozy 47 40 65 62,5
kwasna serwatka 47 43 61 41,8
stodka serwatka 6,0 15 24 60,0

Opracowano wg (17).

3. Termostabilne p-galaktozydazy
Dotychczas poznano niewiele termostabilnych p-galaktozydaz. Enzymy te wykazujace

w niektorych przypadkach maksymalng aktywnos$¢ w temperaturach 102-105°C sg zazwy-
czaj oligomerem 2 lub 4 podjednostek lub wystepujg w postaci monomeru. Zaleznie od
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pochodzenia masa czgsteczkowa podjednostki zmienia sie w granicach od 52 do 137 kDa
(8,15,18-21).

Wozrost termostabilnosci enzymoéw niektérych mikroorganizméw zapewnity mutacje
ograniczajgce swobode zmian konformacji czasteczek w stanie rodzimym i zwiekszajgce
réznice energii swobodnej (AG) pomiedzy stanem rodzimym i zdenaturowanym biatek,
wynoszgcg zazwyczaj zaledwie 40-80 kj/mol (22,23). jest to najczesciej skutkiem tworze-
nia nowych wigzan stabilizujacych strukture czagsteczek oraz wyeliminowania lub ostabie-
nia oddziatywan destabilizujgcych, jak np. odpychania jednoimiennie zjonizowanych
grup funkcyjnych, ograniczenia stopnia swobody fragmentéw tancucha polipeptydowego
lub poszczegodlnych grup funkcyjnych oraz usuniecia reszt aminokwasowych wywotu-
jacych naprezenia steryczne. Szybko$¢ denaturacji obnizaja tez mutacje wprowadzajgce
do czasteczek biatka aminokwasy utrudniajgce zmiany konformacji. Najwieksze jej fluk-
tuacje sa mozliwe w otoczeniu reszt glicyny zawierajacych zamiast wegla (3 atom wodoru
nie przeciwdziatajacy odksztatceniom a-helisy pod wplywem oddziatywan sSrodowiska.
Zamiana glicyny na kazdy inny aminokwas zapewnia zatem wzrost stabilnosci czasteczki
w stopniu zaleznym od wielkosci grupy funkcyjnej przy weglu a. Rozgatezione reszty
leucyny i izoleucyny zmniejszajg jednak termostabilno$¢ wskutek tworzenia szczelin
w strukturze czasteczek zwiekszajacych powierzchnie oddziatywania biatka ze Srodowi-
skiem. Natomiast alanina, ktérej grupa metylowa nie odksztalca sasiednich fragmentow
tancucha polipetydowego zwieksza stabilnos¢ struktury fatldowej lub a-helisy. Amino-
kwasem najlepiej przeciwdziatajacym przyrostowi entropii jest prolina wystepujaca w po-
staci pierscieni usztywniajgcych wigzania peptydowe oraz wprowadzajgcych zawade ste-
ryczna ograniczajaca stopien swobody sasiednich grup funkcyjnych. Przyrost termostabil-
nosci nastepuje takze poprzez zwiekszenie udzialu domen hydrofobowych w biatku.
Wskutek oddziatywania ze srodowiskiem tworza one $cisle upakowany rdzen otoczony
powtokg hydrofilnych reszt aminokwasowych w ktérym poszczegdlne fragmenty fancu-
cha polipeptydowego majg niewielki stopien swobody i sg mato podatne na wptyw sit en-
tropii ze strony Srodowiska o podwyzszonej temperaturze. Natomiast reszty hydrofobo-
we pozostajace na powierzchni czgsteczek zazwyczaj zmniejszajg stabilno$¢ enzymow,
jednym z wyjatkéw jest termolizyna z Bacillus stearothermphilus, ktérej eksponowana do
Srodowiska reszta fenyloalaniny uczestniczy w tworzeniu na powierzchni czasteczek sta-
bilizujgcych oddziatlywan hydrofobowych. Zjonizowane grupy funkcyjne stabilizujg
czasteczki tylko w przypadku gdy majg one przeciwne tadunki elektryczne. Natomiast
sity odpychania reszt aminokwasowych o jednoimiennych tadunkach zmniejszajg termo-
stabilno$¢, z wyjatkiem oddziatywania tych grup funkcyjnych, ktére tworza mostki solne
z udzialem wapnia magnezu lub innych wielowarto$ciowych kationdw. Ich usuniecie
zréwnuje cieptoodpornosé niektérych termostabilnych enzyméw z analogicznymi enzy-
mami organizmow mezofilnych (22,24). Wplyw oddzialywan jonowych w duzym stopniu
zalezy od ich rozmieszczenia. Wigzania znajdujace sie na powierzchni czgsteczek majg
mniejszg energie od umiejscowionych w rdzeniu wskutek solwatacji grup funkcyjnych
czgsteczkami wody o duzej stalej dieelektrycznej. W zapewniajacych wzrost termostabil-
nosci zmianach budowy enzymoéw znacznie czesSciej nastepuje usuwanie wigzan jono-
wych o destabilizujgcym oddziatywaniu niz tworzenie nowych wigzarn powodujacych
wzrost termostabilnosci.
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Przyczyny odpornosci cieplnej p-galaktozydaz sg dotychczas mato zbadane i w do-
stepnym piSmiennictwie nie ma jeszcze informacji, ktére z wymienionych oddziatywan
majg najwieksze znaczenie. Wyniki badan p-galaktozydazy wyizolowanej z Saccharopoly-
sporo rectivirgula wskazujg na udziat mostkdw solnych wytworzonych za posrednictwem
CaM*', MnA*' | MgM*'. Usuniecie tych kationdw chelatorami znacznie zmniejsza odpornosé
cieplng enzymu (19). Obnizenie termostabilnosci P-galaktozydaz z Sulfolobus solfataricus
i Thermus aguoticus nastepuje natomiast po rozszczepieniu stabilizujgcych czasteczki en-
zymu wigzan disulfidowych (15).

Poszczegdlne termostabilne p-galaktozydazy réznig sie powinowactwem do sub-
stratu, co w przypadku hydrolizy o-nitrofenylo-P-D-galaktopiranozydu (ONPG) wywotuje
zmiany statej Michaelisa (K") w zakresie 0,15-9,50 mM. Podobnie do enzymoéw z rozma-
itych mikroorganizméw mezofilnych wartosci Km zalezg tez w duzym stopniu od rodzaju
substratu i dla reakcji hydrolizy laktozy lub ONPG katalizowanych p-galaktozydaza z Ste-
rigmatomyces elviae wynosza odpowiednio 2,4 mM i 9,5 mM (12). p-galaktozydazy wytwa-
rzane przez hipertermofilne archebakterie sg czesto mato specyficzne (25). Przykladem
sg enzymy z Sulfolobus solfataricus i Pyrococcus furiosus przejawiajgce zarowno aktywnos$é
p-galaktozydazy jak i p-glukozydazy.

Ograniczenie swobody zmian konformacji centrum aktywnego termostabilnych P-ga-
laktozydaz jest przyczyna niewielkiej ich aktywnosci w temperaturze dziatania enzyméw
z mikroorganizmow mezofilnych. Przyktadem jest p-galaktozydaza z hipertermofilnej ar-
chebakterii Sulfolobus solfataricus, wykazujgca w optymalnej temperaturze dzialania ana-
logicznego enzymu z Escherichia coli tylko 5% aktywnosci osigganej w 100°C (15). W przy-
padku niektérych termostabilnych p-galaktozydaz okreslona réwnaniem Arrheniusa pro-
stoliniowa zalezno$¢ aktywnosci wtasciwej od temperatury reakcji ma zatamanie przeja-
wiajace sie u enzymu z Sulfolobus solfataricus w temperaturze 65°C (15). Powyzej tej tem-
peratury nastepuje znaczne zmniejszanie energii aktywacji z 74,5 kj/mol do 29,8 kj/mol,
a w konsekwencji duzy wzrost aktywnosci wywotany prawdopodobnie zaistnieniem ko-
rzystnej dla dziatania enzymu zmiany konformacji jego czgsteczek. Jest to tez przypusz-
czalng przyczyna okoto 8-krotnego zwiekszenia aktywnosci p-galaktozydazy z Saccharo-
polyspora rectivirgula inkubowanej 20 min w temperaturze 60°C (19).

Termostabilne p-galaktozydazy wytwarzajg niektore termofilne eubakterie i arche-
bakterie rozwijajace sie w temperaturach 70-113°C. jedng z najwyzszych dotychczas
stwierdzonych wartosci optymalnej temperatury rozwoju przejawiajg hipertermofilne
bakterie Pyrolobus fumaris rosngce pod zwigekszonym cisnieniem jeszcze w 120°C (26).
Mozliwos¢é hodowli takich bakterii w skali wystarczajgcej do produkcji enzyméw zalezy
od: wrazliwosci na tlen, metabolizmu bakterii i zwigzanego z tym sktadu pozywki oraz
od toksycznosci i oddziatywania korozyjnego wydzietanych produktow (27). Tylko nie-
ktore termofile sg tlenowcami, rozwijajgcymi sie zresztg niekiedy dopiero przy ograni-
czonym stezeniu tlenu, W naturalnym $rodowisku rozwoju hipertermofile asymilujg
gléwnie siarke elementarna, siarczki, siarczyny i siarczany, wodor, tiosiarczany oraz tle-
nek wegla, wydzielajgc zazwyczaj toksyczne lub silnie korodujgce metabolity, jak np.
siarkowodér lub wytwarzany przez Sulfolobus solfataricus kwas siarkowy (15,20). Wytwa-
rzajagce p-galaktozydaze i aktywne do temperatury okoto 120°C archebakterie Pyrococcus
furiosusus dobrze rozwijaja sie na pozywkach zawierajacych ekstrakt drozdzowy, pepton
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kazeine i skrobie lub maltoze, produkujac kwas octowy woddr i dwutlenek wegla (25).
Zwiekszenie wydajnosci biomasy mozna uzyska¢ wprowadzajac do pozywki siarke ro-
dzima, wywotujgca jednak wydzielanie toksycznego siarkowodoru. Niepozadane metabo-
lity i wysoka temperatura rozwoju utrudniajg hodowle hipertermofili uzytecznych w pro-
dukcji enzymoéw o szczegdlnie duzej cieptoodpornosci. Rozwigzanie tego problemu
moze zapewni¢ sklonowanie genu kodujacego synteze termostabilnej p-galaktozydazy
do mezofilnego mikroorganizmu rosnacego w nizszych temperaturach bez wydzielania
niepozadanych produktéw.
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