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Изследване влиянието на някои алкохоли върху активността и 

стабилността  на ензима β-галактозидаза  

 

Настя Василева, Владислав Йотов, Цонка Годжевъргова 

 

Study of the effect of some alcohols on the activity and stability of of β-galactosidase enzyme: 

The relative activity and thermal stability of native β-galactosidase were studied at temperatures of 20 
o

C and 

40 
o

C for 1 h and in the presence of organic solvents (methylol, ethyleneglycol, glycerol) with concentrations 

from 10% to 60%. At 20 
o

C in all the organic solvents activating effect on the enzyme was observed. At the 

higher temperature (40 
o

C) the glycerol exhibit better stabilizing and activating effect on the native β-

galactosidase. 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

Каталитичната активност и стабилност са едни от най-важните характеристики 

на ензимите. Установено е, че те могат да бъдат подобрени чрез прибавяне на 

различни компоненти към реакционната среда, като захари, полиоксиетилен, 

етилцелулоза, многовалентни алкохоли, аминокиселини, хидрофобни органични 

разтворители и др. [3,6,7,12,19,21]. Последните образуват многочислени водородни 

връзки с аминокиселинните остатъци на ензима, които предотвратяват спонтанната 

му или индуцирана чрез нагряване денатурация [1]. 

Някои автори твърдят, че в присъствие на органични разтворители (моно-, ди- и 

три- валентни алкохоли) ензимите проявяват повишена термична стабилност и 

различна субстратна специфичност [5,8,9,11]. Други автори са установили, че 

подобряване на стабилността на ензима може да се осъществи само при ниски 

концентрации на органичен разтворител [2,18,23]. При увеличаване на 

концентрацията на органичния разтворител обаче, се наблюдава инактивиране 

[17,21], причинено преди всичко от обратими конформационни изменения в 

протеиновата молекула, т.е. от денатурация. 

β-Галактозидазата е важен индустриален ензим, който катализира хидролизата 

на лактозата в млякото, отпадъчната суроватка и др. до глюкоза и галактоза 

[4,10,14,16,20,22]. Получените ценни глюкозо-галактозни сиропи се използват в 

хранително-вкусовата промишленост.  

Целта на настоящото изследване е да се проследи влиянието на някои моно-, 

ди- и три- валентни алкохоли върху активността и стабилността на свободната β-

галактозидаза.  

 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

1. Материали и реагенти  

Използвана е β-галактозидаза (ЕК 3.2.1.23) със специфична активност 151 

U/mg, изолирана от Escherichia coli, производство на Sigma-Aldrich, Швейцария.  

Специфичната активност на свободната β-галактозидаза се определя със 

следните реактиви: 2-нитрофенил-β-D-галактопиранозид (Sigma-Aldrich, Швейцария); 

натриев карбонат (ч.з.а., местно производство); фосфатен буфер, лабораторно 

получен от динатриев хидрогенфосфат и лимонена киселина (ч.з.а., Reahim, Русия).  

За изследване стабилността на свободния ензим са използвани метанол, 1,2-

етандиол и 1,2,3-пропантриол, местно производство, ч.з.а. 

4. Анализи 

Количеството белтък в ензимния разтвор се определя по метода на Lowry et al. 

[15].  

Абсолютната активност на свободната β-галактозидаза се определя по метода 

на Kuby S. A. еt al. [13].  
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5. Определяне на термичната стабилност на свободната β-галактозидаза в 

присъствие на органични разтворители 

Приготвят се водни разтвори на органичните разтворители (метанол, 1,2-

етандиол, 1,2,3-пропантриол), като концентрацията им е варирана в интервала от 10 

об% до 60 об%. В епруветка се поставят 2,4 cm3 от всеки воден разтвор на 

органичен разтворител. Към всеки разтвор се прибавят 0,6 cm3 от 0,0045 % разтвор 

на β-галактозидаза. Получените смеси се инкубират в продължение на 1 час, при 

температури съответно 20оС и 40 оС. През определен интервал от време се 

определя активността на β-галактозидазата по метода описан по-горе. 

 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

В нашия експеримент са избрани три органични разтворители: моно-, ди- и три- 

валентни алкохоли - метанол; 1,2-етандиол; 1,2,3-пропантриол. Проследено е 

влиянието на тези алкохоли върху относителната активност на свободната β-

галактозидаза при температури 20 оС и 40 оС. При по-висока от 40 оС температура 

изследвания не са направени, тъй като се установи, че свободният ензим губи около 

45% от своята активност още при 45 оС. 

На фиг. 1 е проследено влиянието на органичните разтворители (в 

концентрационен интервал от 10% до 60%) върху относителната активност на 

свободната β-галактозидаза при температура 20 оС в продължение на 1 час. Вижда 

се, че при тази ниска температура, действието на ензима се активира в присъствие 

на всички органични разтворители и при всички изследвани концентрации. Това 

активиране е доказателство, че не са настъпили съществени конформационни 

изменения в молекулата на ензима, в резултат на което неговата активност се 

повишава. Този факт е констатиран и от други автори [7,12]. Разбира се степента на 

активиране зависи от вида на разтворителя и количеството на хидроксилните групи 

в последния. Потвърждават се изследванията на някои автори [1], че с увеличаване 

на количеството на хидроксилните групи в разтворителя, се осъществяват по-голям 

брой водородни връзки с аминокиселинните остатъци на ензимната молекула и това 

води до по-голяма стабилност на ензима. Това особено силно е проявено в 

присъствие на 1,2,3-пропантриол. С увеличаване на концентрацията на последния 

относителната активност се увеличава, като при 20% 1,2,3-пропантриол 

относителната активност на ензима проявява максимална стойност (227,6% на 0,5 

час и 203,8% на първия час). С последващо увеличаване на концентрацията на 

1,2,3-пропантриол се наблюдава намаляване на относителната активност на ензима, 

което при 60% концентрация на 1,2,3-пропантриол достига 179% на 0,5 час и 168,4% 

на първия час. 

Същата зависимост се наблюдава и в присъствие на метанол. Разликата е в 

това, че тук относителната активност на ензима се увеличава в по-малка степен. 

Увеличаване на относителната активност на β-галактозидазата  се наблюдава до 

30% концентрация на метанол, след което, при концентрации 40% и 50% метанол, 

относителната активност започва да намалява. В присъствие на 60% метанол се 

наблюдава значително намаление на относителната активност на ензима – до 110%. 

От фиг. 1 се вижда също така, че по-голямо активиране на ензима, в 

присъствие на метанол и 1,2,3-пропантриол се наблюдава още на 0,5 час, след 

което с течение на времето активността започва да намалява незначително. 

Интересно е влиянието на 1,2-етандиола върху относителната активност на β-

галактозидазата. От фиг. 1 се вижда, че относителната активност на ензима се 

увеличава и след 0,5 часа. Такава зависимост не беше установена  в присъствие на 

другите два изследвани разтворителя. Увеличаването на активността на ензима при 

1,2-етандиола се обяснява с енергитичната стабилност на единия от конформерите 

на разтворителя. В хода на реакцията се поглъща енергия и се получава предимно 

S-цис конформера, който е по-стабилен, поради образуването на вътрешно-



НАУЧНИ  ТРУДОВЕ  НА  РУСЕНСКИЯ  УНИВЕРСИТЕТ -  2011, том 50, серия 9.2 

 - 24 -

молекулни водородни връзки. Както и при метанола и 1,2,3-пропантриола, 

относителната активност на ензима се увеличава с увеличаване на концентрацията 

на 1,2-етандиол, достига максимална стойност (180,5% на 0,5 час и 195,4% на 

първия час) в присъствие на 30% концентрация и започва постепенно да намалява  

при по-високите концентрации на този разтворител (в присъствие на 60% 1,2-

етандиол ензимът проявява относителна активност  123,5% на 0,5 час и 141,8% на 

първия час). 
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Фиг.1. Влияние на концентрацията на органичните разтворители върху 

относителната активност на свободната β-галактозидаза. Ензимът е инкубиран в 

продължение на 1 час при температура 20 оС. 

 

Интересно бе да се проследи същата зависимост при по-висока температура. 

За целта бяха проведени експерименти и при температура 40 оС – оптималната 

температура на свободния ензим. 

Влиянието на концентрацията на трите органични разтворители при 

температура 40 оС върху относителната активност на β-галактозидазата е 

проследено на фиг. 2. При тази температура ензимът проявява най-висока 

относителна активност в присъствието 1,2,3-пропантриол, след това на 1,2-етандиол 

и най-накрая в присъствие на метанол. Този факт се потвърждава и от други автори, 

според които полиолите увеличават термостабилността на ензимите във водни 

разтвори [1] и стабилността им в органични разтворители. Колкото е по-голям броя 

на хидроксилните групи в органичния разтворител, броят на образуваните 

водородни връзки е по-голям и съответно стабилността на ензима при висока 

температура и в присъствие на органични разтворители се повишава.. При всички 

изследвани концентрации на 1,2,3-пропантриол относителната активност на  β-

галактозидазата е много по-висока от 100%, като най-висока е в концентрационния 
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интервал 20 – 40% разтворител. И тук тенденцията е, че по-голямо активиране на 

ензима се наблюдава на 0,5 час, след което с течение на времето относителната 

активност намалява незначително. 

Критичната концентрация на 1,2-етандиол, при която настъпва  чувствителна 

дезактивация на ензима е 40% (относителната активност на 0,5 час е 46,8%, а на 

първия час 45,2%). До 30% концентрация на този разтворител ензимът се активира, 

като най-добри резултати са получени в присъствие на 20% 1,2-етандиол. От фиг. 2 

се вижда, че в присъствие на 60% разтворител ензимът губи напълно своята 

активност. 

В присъствие на метанол активиране на ензима не се наблюдава. Частична 

дезактивация на ензима е отчетена още при 10% разтворител (относителна 

активност  96,3% на 0,5 час и 92% на първия час). В присъствие на 20% и 30% 

метанол относителната активност на ензима на 0,5 час намалява незначително, 

докато на първия час понижението е значително – до около 45%.  Пълно 

дезактивиране на ензима настъпва още при 40% концентрация на метанол. 
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Фиг.2. Влияние на концентрацията на органичните разтворители върху 

относителната активност на свободната β-галактозидаза. Ензимът е инкубиран в 

продължение на 

 1 час при температура 40 оС. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Изследвано е влиянието на три органични разтворителя (метанол; 1,2-

етандиол; 1,2,3-пропантриол) върху активността и термичната стабилност на ензима 

β-галактозидаза: 
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1. Установено е, че при температура 20 оС, ензимът се активира в присъствие 

на всички органични разтворители и при всички изследвани концентрации (10% - 

60%); 

2. При температура 20 оС е установена корелация между количество 

хидроксилни групи в разтворителя и относителна активност на ензима. Най-висока 

активност (около 2 пъти по-висока от първоначалната) ензима проявява в 

присъствие на 1,2,3-пропантриол; 

3. При по-висока температура (40 оС) по-добър активиращ и стабилизиращ 

ефект проявява 1,2,3-пропантриола.  
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