-Galactosidase

Wissenschaftliche und industrielle
Anwendung

Sandra Szyjka , Tanja Knipping
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ssenschaftliche
Anwendung

Blau-Well3-Selektion
e ONPG-Test

www.hzdr.de/db/Cms?pNid=1413 http://www.iscattaneo.it/PROFESS/sito%20di%20chimica/ONPG.
htm



ubstrat X-Gal

5-Brom-4-ch|or-3-indonI-B-D-gaIactosid

Br

OH

http://www.nugi-zentrum.de/experimente/biochemie/beta-galaktosidase/einleitung.html



« Plasmidvektor zur Klonierung und Expression
von Proteinen in Bakterien

. um Zellen zu erkennen, die einen Plasmidring
mit klonierter DNA enthalten ( lacZ als
Reportergen )

Plasmid _ '8¢ ?

p-Galactosidase

Eco R1
Sma |

Gen
o Einschub
Ampicillin Pat 1
Fesistenz i

pUC19

Replikations-
Sequenz

http://www.zum.de/Faecher/Materialien/beck/13/bs13-10.htm



http://de.wikipedia.org/wiki/Datei: Transformation_mit_X-Gal.JPG

 klonierte DNA im Vektor vorhanden
— farblose Kolonien ( lacZ Gen inaktiv
» keine klonierte DNA vorhanden

— blaue Kolonien ( lacZ Gen aktiv)
Blau-Weil3-Selektion



. z.B. M13 mp18
Einschleusen von Genen in Bakterien

o farblos: enthalt klonierte DNA
o blau: enthalt keine klonierte DNA
o Substrat X-Gal o precrbprt

iyl ke

Im Medium P

MI13mpl8

http://utminers.utep.edu/rwebb/html/m13mp18_ mpl9.htm



HO
+ H,0 HO o
o -

o tactazel o™ >y oH H
OH NO, OH NO,

ONPG f-D-Galactose o-Nitrophenol

(o-Nitrophenyl-galactosid; (geib)
farblos)

ttp: .chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/5/bc/gentechnik/methoden.vIu/Page/vsc/de/ch/S/bc/gentechnik/methoden/expressionsanaIyse/Iacz_test/lacz_test.vscmI.h
ml_

« Unterscheidung ob Bakterienart Lactose
abbauen kann, oder nicht

« haufigste Anwendung Unterscheidung
Citrobacter (+) und Salmonella (-)

-« Identifikation einiger Shigella und
- Pseudomonas Arten



" Gelbfarbung : das Enzym R-
Galactosidase ist vorhanden

— Lactose kann abgebaut werden



~ Quantitativer Nachweis
Spaltprodukt o-Nitrophenol (gelb) kann

photometrisch quantifiziert werden

 Menge an o-Nitrophenol ist proportional zur
I\/Ienge an gebildeter [3-Galactosidase

4 - - ‘ http://mww.uni-saarland.de/fak8/hartmann/ausstattung/Bilderklein/photometer_klein.jpg

. Quantitativer Nachweis von Coliformen im
Trinkwasser mit dem Quanti-Tray/2000

http://www.idexx.com/view/xhtml/en_us/water/quanti-tray.jsf




ELISA-Test

. we bzw. gelbe Farbreaktion als Nachweis fiir
Antlkorperreaktlon

-+— Add antigen
@ @

A Enzym: [3-Galactosidase
ntibody
JAdd antibody-enzyme conjugate Substrat_ X'Gal Oder

Enzyme

‘ Substrate

Add substrateo © {colorless)
o O

. O
D==0- 2
&
~ http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/E/Elisa.ht
- ml




ebensmittelindustrie:

Steigerung der Suf3kraft in Milchgetranken

www.ropapharm.de/scc.html

Spaltung von Lactose in Glucose und Galactose
Saurebildung bei der Joghurtherstellung

. Verleihung der cremigen Konsistenz von Eiscremes und
- Desserts

Verbesserung der Konsistenz von Schokoladenerzeugnissen

Ur Produktion von Lactosesirup zur Herstellung von Backwaren

erstellung laktosefreier oder reduzierter Produkte (
e-Intoleranz )



arbeitung der bei der Kaseherstellung anfallenden

etzung der Lactose der Molke in ein Gemisch aus Glukose
Jnd Galaktose

" Dieses wird raffiniert und zu einem Sirup mit honigahnlichem

Geschmack konzentriert ( Anwendung in der industriellen
Sulwarenherstellung als Milchzucker; Molkenerzeugnis)

http://mww.suite101.de/view_image.cfm/468838



teraturverzeichnis

http:/iwv w.biochemie. tu-
darmstadt.de/Kolmar/fileadmin/user_upload/Grundvorlesung%20WS%2006/Skript_Beta-Gal.pdf

http://www.transgen.de/datenbank/enzyme/306.lactase.html

http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/5/bc/gentechnik/methoden.viu/Page/vsc/de/c
h/5/bc/gentechnik/methoden/expressionsanalyse/lacz_test/lacz_test.vscml.html

http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/grundl_exp.htm
2] Skript Biochemie Prof. Siebers SS 2011
Skript Mikrobiologie-Praktikum WS 10/11
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