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Zelatynowe matryce hydrozelowe jako barwne testy
do detekcji enzymu B-galaktozydazy

Przedmiotem oferty technologicznej jest sposdb wytwarzania i wykorzystania zelatynowych matryc
hydrozelowych jako nowego, prostego oraz szybkiego testu do wykrywania enzymu B — galaktozydazy
odpowiedzialnego za rozktad laktozy. Test ten mozna wykorzystaé do detekcji oraz oceny aktywnosci enzymu w
hodowlach mikrobiologicznych, jak réwniez podczas produkcji preparatéw B-galaktozydazy przeznaczonych do
uzytku miedzy innymi w przemysle mleczarskim. Wynalazek zostat zgtoszony do ochrony pod numerem
P421412.

SZCZEGOLY TECHNICZNE

Procedura otrzymywania zelatynowych matryc hydrozelowych polega na reakcji sieciowania roztworu zelatyny o
zadanym pH, zawierajgcego syntetyczny substrat ONPG, w obecnosci czynnika sieciujgcego. W wyniku
zachodzacej reakcji caty zwigzek (ONPG) jest immobilizowany metodg putapkowania w sieci zelu.
Unieruchomiony w ten sposdb substrat wykazuje zdolno$¢ konwersji w obecnosci B — galaktozydazy do
barwnego (z6ttego) produktu - orto-nitrofenolu. Dzieki wysokiej selektywnosci test moze zostaé¢ wykorzystany
do detekcji B - galaktozydazy w ptynnych hodowlach mikrobiologicznych, zawierajgcych mieszanine biatek o
roznych wtasciwosciach katalitycznych. Sposdb przeprowadzenia testu polega na aplikacji analizowanego
roztworu na matryce hydrozelowa
umieszczong uprzednio w probdwkach
Eppendorf lub na ptytkach szklanych/
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galaktozydazy obserwuje si¢ jako zmiang gysunek 1. Test na obecnosc enzymu przeprowadzony w dotkach mikrolitrowych
zabarwienia matrycy z bezbarwnej na

26Hta. Wynalazek zostat przetestowany na
skale laboratoryjng w  probdwkach
Eppendorf jak réwniez na ptytkach
szklanych i  mikrolitrowych  ptytkach Rysunek 2. Test na obecnos¢ enzymu przeprowadzony w probéwkach Eppendorf
dotkowych.

Technologia zostata przetestowana na poziomie laboratoryjnym.

ZASTOSOWANIA /RYNKI

Docelowg grupa odbiorcow wynalazku sg producenci testdw diagnostycznych stosowanych w przemysle
spozywczym, a takze odczynnikdow do analiz, w szczegélnosci znajdujacych zastosowanie w okreslaniu czystosci
preparatéw enzymatycznych oraz analizach ptynnych hodowli mikrobiologicznych pod katem obecnosci enzymu —
B-galaktozydazy. Przedstawiona technologia moze zostaé zastosowana do:



barwnego testu w procesie uzyskiwania komercyjnych preparatéw enzymatycznych B-galaktozydazy.
Preparaty te wykorzystywane sg gtdwnie w przemysle mleczarskim, w szczegdlnosci podczas procesu
wytwarzania produktéw z niskg zawartoscig laktozy.

v" barwnego testu w badaniu czystosci preparatéw enzymatycznych podczas produkcji

v izolacji rekombinowanego enzymu, oczyszczania i produkcji biatek — oznaczanie aktywnosci enzymu
poprzez poréwnanie koloru po reakcji, miedzy poszczegdlnymi prébkami i z kontrolg negatywng — lizatem
z bakterii, w ktédrym enzym ten w ogéle nie jest produkowany

v réznicowania mikroorganizméw np. podczas reakcji fermentacji laktozy

Zelatynowe matryce hydrozelowe, dzieki duzym rozmiarom taczacych sie ze sobg poréw, umozliwiajg duzym
czgsteczkom docelowym szybki transport do wnetrza zelu i zwigzanie sie z immobilizowanymi w jego objetosci
biomolekutami. Do gtéwnych zalet zelatynowych matryc hydrozelowych zawierajgcych ONPG (orto-B-D-
galaktopiranozyd) w mysl wynalazku nalezg:

v'  efektywna detekcja enzymu o stezeniu > 0,6 mg/dm3
v' zastosowanie w szerokim zakresie pH 4,0-9,0
v bardzo krétki czas oczekiwania na wynik wynoszacy maksymalnie 30 minut
v tatwa i szybka procedura wykonania testu - ponizej 1 minuty
v" dla pH w zakresie 6-9 wynik widoczny juz po 10 minutach
v krétki czas inkubacji probki od 2 - 20 minut w przypadku roztworu buforowego enzymu
v' trwato$é matrycy z ,zamknietym substratem” do 90 dni potwierdzona dla przechowywania w 4°C
v"intensywno$é barwy pozwalajaca na wstepng ocene iloéciowg enzymu
v niski koszt wykonania testu w warunkach laboratoryjnych 14 PLN.
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