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duction and application
Summary

Information on beneficial impact of probiotic microorganisms on human
health and effects of prebiotic oligosaccharides on proliferation of the latter
microflora are presented in the first part of the article. Its further part focuses
on fructans, i.e. structures of natural polyfructans and fructooligosaceharides,
mechanisms of function of enzymes involved in their synthesis and methods of
manufacturing of prebiotic fructooligosaceharides (FOS) in commercial scale.
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1. Wstep

W ciggu ostatnich trzydziestu lat obserwuje sie znaczny
wzrost zainteresowania wptywem mikroflory Jelitowej na zdro-
wie cztowieka. Mikroflora zasiedlajgca Jelito grube w ilosci do
10"Jtk g tresci jelitowej, zawiera zarOwno szczepy korzystne.
Jak i patogenne dla gospodarza. Réwnowaga tego ekosystemu
Jest dynamiczna i moze zmienia¢ sie z wiekiem, przyjmowaniem
lekéw, stresem, dieta oraz czynnikami $rodowiskowymi.
W przewodzie pokarmowym zdrowego cztowieka dominujg bak-
terie z rodzajow Bifidobacterium i Lactobacillus, okreslane mianem
bakterii probiotycznych (1-3). Niektére korzystne dziatania tych


mailto:celkubik@snack.p.lodz.pl

Celina Kubik i inni

bakterii na zdrowie ludzi i zwierzat zostaly w petni udokumentowane w badaniach
in vivo, inne sg przewidywane na podstawie badan in vitro. Niezwykle istotng cechg
bakterii probiotycznych jest antagonizm w stosunku do mikroorganizmoéw patogen-
nych i gnilnych. Ma to zwigzek z wytwarzaniem kwasu mlekowego, octowego, H202
oraz syntezg bakteriocyn, ktére hamujg lub ograniczajg wzrost wielu patogenoéw je-
litowych (gtéwnie z rodzajow Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Escherichia, Salmonella,
Shigella). Inne potwierdzone lub przewidywane korzysci wynikajace z aktywnosci
bakterii probiotycznych obejmujg m.in. znoszenie efektu nietoleranciji laktozy, dzia-
tanie antycholesterolowe, aktywnosé antynowotworowa, dziatanie immunomodula-
cyjne, dziatanie przeciwalergiczne, zapobieganie préchnicy, zapobieganie osteopo-
rozie (4).

Jedng z metod zwiekszania ilosci korzystnych bakterii wsréd mikroflory jelito-
wej jest dostarczanie organizmowi preparatow zawierajgcych aktywne lub zliofilizo-
wane komorki wyselekcjonowanych szczepdéw o wihasciwosciach probiotycznych.
Mozna je podawa¢ metodg doustng w postaci preparatéw farmaceutycznych lub tez
w fermentowanych produktach mlecznych otrzymywanych z ich udziatem (5-8).

Inng metodg uzyskania wzrostu populacji bakterii probiotycznych w jelitach jest
uzupetnianie diety w tzw. prebiotyki (9), bedace Zrodiem wegla i energii dla przyja-
znych szczepoOw juz bytujgcych w okreznicy. Sg one definiowane jako nie trawione
sktadniki zywnosci, selektywnie pobudzajace wzrost i/lub aktywnos¢ jednego lub
okreslonej liczby rodzajow bakterii w okreznicy, korzystnie wptywajacych na zdro-
wie gospodarza. Ze wzgledu na selektywng stymulacje rozwoju bifidobakterii pre-
biotyki nazywane sg tez czynnikami bifidogennymi.

Opisane dotychczas i wytwarzane na skale przemystowg prebiotyki sg sacharyda-
mi. Naleza do nich: niskocukrowe alkohole, szereg nie trawionych oligosacharydéw
(NDOs) o zroznicowanej strukturze chemicznej oraz niektére polisacharydy. Na ska-
le przemystowg sg wytwarzane w procesach enzymatycznych z wykorzystaniem
albo enzyméw hydrolitycznych albo transglikozylaz. Z udziatem hydrotaz prowa-
dzone sg dwa typy reakcji: 1) rozktad polisacharydéw do odpowiednich oligocu-
krow, 2) synteza nowych oligosacharydéw, gdy niskoczasteczkowe substraty cukro-
we wystepuja w wysokim stezeniu. Wydajnos¢ syntez jest wyzsza w reakcjach prowa-
dzonych z udziatem transferaz. Wyjatek stanowig oligocukry sojowe, ktére sa bez-
posrednio ekstrahowane z ziarna soi. Do prebiotycznych polisacharydéw zaliczana
jest inulina oraz r6zne rodzaje skrobi odporne na dziatanie enzymaéw trawiennych.

Prebiotyczne sacharydy sg fermentowane w okreznicy do krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych (SCFAc), z przewaga octowego i mlekowego (10), ktére sg ab-
sorbowane przez nabtonek jelita i metabolizowane. Selektywnemu rozwojowi bak-
terii probiotycznych w tym odcinku przewodu pokarmowego sprzyja nie tylko zdol-
nos¢ wykorzystywania przez nie r6znych substratéw cukrowych, ale réwniez nie-
wrazliwos¢ na kwasne srodowisko, nie tolerowane przez wiele patogenéw. W bada-
niach prowadzonych przez Gibsona i in. (11) wykazano, ze podawanie fruktooligo-
sacharydow (FOS) wolontariuszom w ilosci 15 g dziennie w ciggu 15 dni znacznie
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zwiekszyto zawartos¢ bifidobakterii w kale, przy jednoczesnym spadku ilosci
Bacteroides, Fusobacterium i Clostridium. Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
pateczek Escherichia coli pozostata na tym samym poziomie. Wedtug Rao (12) juz 5 g
FOS w dziennej diecie prowadzito do wzrostu liczby bifidobakterii w jelitach.
W przypadku uzupehiania diety galaktooligosacharydami (TOS) (13) w dawce 10 g
dziennie w ciggu 21 dni, wzrastata ilos¢ zaréwno bifidobakterii, jak i bakterii kwasu
mlekowego, przy spadku zawartosci lub utrzymywaniu sie na niezmienionym pozio-
mie ilosci innych bakterii. U ludzi, ktérym dostarczano 15 g rafmozy dziennie
w ciggu 4 tygodni, obserwowano wzrost populacji bifidobakterii i réwnoczesnie
spadek bakterii z rodzajéw Clostridium i Bacteroides (14).

Udowodniono nastepujgce korzystne dziatanie prebiotykdéw na zdrowie cztowieka:

- u noworodkoéw nie karmionych mlekiem matki dodawanie prebiotycznych sa-
charydéw do produktéw mlecznych znacznie przyspiesza zasiedlanie bifidobakterii
w przewodzie pokarmowym (15);

- w przypadkach infekcji przewodu pokarmowego prebiotyki przyspieszajg re-
stabilizacje mikroflory jelitowej. Dzieki obnizeniu jelitowego pH w wyniku fermen-
tacji prebiotykéw, zasiedlanie patogenow, preferujacych obojetne pH, jest ograni-
czone; istotna rola przypada réwniez bakteriocynom wytwarzanym przez odbudo-
wang korzystna mikroflore;

- zmniejszanie ryzyka powstawania raka jelita. Z ograniczeniem ilosci nieko-
rzystnych bakterii w okreznicy ograniczana jest tym samym ilo$¢ produktéw ich me-
tabolizmu, dziatajacych genotoksycznie (16). Zostato wykazane, ze podawanie pre-
biotykdbw prowadzi do obnizenia poziom fenolu, krezolu, indolu i skatolu w kale
@7y

- obnizanie stezenia lipidéw we krwi (18,19). Mozliwy mechanizm obnizania
cholesterolu we krwi wigze sie ze stracaniem kwasow zélciowych w jelitach, naste-
pujacym w wyniku zakwaszenia srodowiska przez SCFAc i ich usuwanie z katem.
Kwasy z6lciowe nie zresorbowane z jelita do ponownego wykorzystania musza by¢
wytwarzane w watrobie z cholesterolu zawartego we krwi;

- wzrost przyswajalnosci wielu pierwiastkow, jak Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, zwigzany
ze wzrostem ich rozpuszczalnosci w $rodowisku o obnizonym pFl (20).

Do artykutéw zywnosciowych wzbogacanych w prebiotyki naleza gtéwnie napo-
je mleczne, w tym jogurty, lody, napoje odswiezajace, niskokaloryczne stodycze,
desery, chleb, przetwory owocowe (21).

Badania nad funkcjonalnymi wiasciwosciami oligosacharydéw, ich wytwarzaniem
i zastosowaniem zostaty zapoczatkowane w Japonii w latach siedemdziesigtych
XX w. (22). Wsrdd oligosacharydéw o dobrze udokumentowanym dziataniu prebio-
tycznym znajdujg sie fruktooligosacharydy (FOS), charakteryzujgce sie nizszg niz sa-
charoza kalorycznoscig oraz stodkoscig. Szacuje sie, ze wartos¢ kaloryczna inuliny
i FOS wynosi tylko 1-1,5 kcal g  w poréwnaniu do 4 kcal-g”* dla sacharozy, a sto-
dycz, podobna w odczuciu do sacharozy, stanowi 32, 22 i 16% odpowiednio dla
1-kestozy, nystozy i |~-fruktofuranozylonystozy (23).
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W artykule zostang scharakteryzowane fruktany wystepujgce w naturze i enzymy
biorgce udziat w ich syntezie, Jak rowniez zostang omowione metody otrzymywania
fruktooligosacharyddéw w celach komercyjnych.

2. Fruktany wystepujgce w naturze

Fruktany, podobnie jak skrobia i sacharoza, wystepujg w naturze jako zapasowe
cukry roslinne oraz sg wytwarzane przez niektére drobnoustroje. Dla naturalnych
fruktandw charakterystyczna jest obecno$¢ sacharozy na koncu tancucha, do ktérej
przytgczone sg reszty fruktozy. Ze wzgledu na rodzaj wigzania glikozydowego ta-
czacego jednostki fruktozylowe, zwigzki te mozna podzieli¢ na kilka podstawowych
grup: fruktany serii 1-kestozy (I*'-p-fruktofuranozylosacharozy), w ktérych reszty
fruktozy sg potgczone wigzaniami p-(2,l)-glikozydowymi; serii 6-kestozy (6”-p-fruk-
tofuranozylosacharozy), w ktorych gtdwnym wigzaniem jest P-(2,6); fruktany o wig-
zaniach mieszanych: p-(2,1)- i p-(2,6)-, (6,6- i 1-kestopentaoza) oraz serii neokestozy
(6n-P-fruktofuranozylosacharozy), w ktérej reszta fruktozy jest dotgczona do wegla
6 glukozy w czagsteczce sacharozy. Najkrotsze fruktany poszczegdlnych typow przed-
stawiono na rysunku 1.

Praktycznie termin fruktooligosacharydy (FOS) jest uzywany dla krétkotancucho-
wych fruktandéw zawierajgcych 2-4 jednostki fruktozylowe potaczone wigzaniami
P-(2,1)-glikozydowymi (rys. IA).

2.1. Fruktany roslinne

W roslinach fruktany wystepuja gtéwnie w formie dtugich taricuchéw inuliny lub
krotkotancuchowych fruktooligosacharydoéw (FOS) (seria 1-kestozy, rys. 1A). Stopien
polimeryzacji inuliny przecietnie waha sie od 10 do 60. Inulina moze ulega¢ degra-
dacji pod dziataniem rodzimych enzymow, stad niektére z roslin, w tym szczegolnie
karczochy, zawierajg duzo krétkotanncuchowych FOS (24,25). Do roslin uprawnych
gromadzgcych znaczace ilosci fruktandw nalezg: cykoria, topinambur, karczochy,
banany, czosnek, jeczmien, pszenica, cebula, liscie buraka, pomidory, ryz, a z kwia-
towych - kigcza dalii (26-29). W trawach wystepuja fruktany o wigzaniach miesza-
nych, typu p-2,1 i P-2,6 (30,31) (rys. ID).

Poniewaz wiekszo$¢ gatunkéw roslin wytwarzajacych fruktany wegetuje w re-
gionach nawiedzanych przez sezonowe susze lub chtody, prawdopodobnie obok
roli materiatlu zapasowego petnig one role ochronngjako osmo- lub krioprotektanty
(32-35).
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Rys. 1. Budowa fruktooligosacharydéw wystepujacych w naturze: (A) - 1-kestoza, (B) - 6-kestoza,
(C) - neokestoza, (D) - oligosacharyd o wigzaniach mieszanych.
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2.1.1. Metabolizm fruktanéw w roslinach

W synteze roslinnych fruktanéw zaangazowane sg co najmniej dwa enzymy znaj-
dujgce sie w wakuolach: 1”-SST (sacharoza:sacharoza 1"-p-D-fruktozylotransferaza,
EC 2.4.1.99) i 1NFFT (1,2-p-D-fruktan: 1,2-p*D-fruktan 1"-p-D-fruktozylotransferaza,
EC 2.4.1.100) (22,36,37). SST katalizuje reakcje przeniesienia fruktozylowej grupy
z donorowej czagsteczki sacharozy na akceptorowg z wytworzeniem trisacharydu
i glukozy. Drugi enzym, FFT, przeksztatca wytworzony przez SST tréjcukier do wyz-
szych fruktanéw (38):

GF -F GF -> GF2 + G przez SST

GFn + GFm GFn-i + GFm+i przez FFT,
gdzie GF - sacharoza, natomiast n oraz m - ilo$¢ jednostek fruktozy w frukta-
nach.

Akceptorami dla FFT moga by¢ fruktany, ale rowniez sacharoza (39).

Oprécz wspomnianych IM-fruktozylotransferaz, katalizujgcych przeniesienie reszt
fruktozylowych do pierwszorzedowej hydroksylowej grupy koncowego fruktofura-
nozydu, w niektérych roslinach wystepuja réwniez 6*- i 6”-fruktozylotransferazy.
W wyniku dziatania na sacharoze 6"-fruktozylotransferaz powstaja oligosacharydy
z glukoza wewnatrz tancucha (rys. 1C). Rozgalezione fruktany tworzone sg przy
rébwnoczesnym dziataniu 1*-, 6" i 6"-fruktozylotransferaz (rys. ID).

2.2. Fruktany bakteryjne

Niektore szczepy bakteryjne, np. z rodzajéw Pseudomonas sp., Xanthomonas sp..
Bacillus sp., Streptococcus sp. (40) oraz Zymomonas (41) i Lactobacillus sp. (42) wytwa-
rzajg liniowe fruktany z serii 6-kestozy (rys. IB), o nazwie lewan, ktérych masa
czgsteczkowa moze osigga¢ ponad 2-10" Da (43).

Za synteze zaroéwno trisacharydéw, jak i wysokoczasteczkowych fruktanéw jest
odpowiedzialny jeden enzym, lewanosacharaza (LS, EC 2.4.1.10) (44,45), ktora kata-
lizuje przenoszenie reszty fruktozy z sacharozy na rosnacy tancuch polimeru:

GF -F G(F)n ™ G + G(F)n+i

Wyniki badain nad zdolnoSciami prebiotycznymi lewandw nie sg zgodne, na co
prawdopodobnie ma wpltyw rézny materiat biologiczny uzyty do do$wiadczen, jedni
autorzy uwazajg, ze bifidobakterie nie przyswajajg ani wysokoczgsteczkowego poli-
meru (46), ani oligomeréw o masie czasteczkowej okoto 6000 Da (d.p.~ 37) (47).
Fermentowane sa natomiast, w r6znym stopniu przez rézne szczepy, oligomery
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o Stopniu polimeryzacji ponizej 20 (8). Na podstawie takich wynikdw sugeruje sie,
ze 0 wykorzystywaniu fruktanu przez bifidobakterie decyduje jego masa czgstecz-
kowa, a nie typ wystepujagcego wigzania.

Inne sg wyniki badan Bello i in. (42), wedtug ktdrych wysokomolekularny lewan wy-
twarzany przez Lactobacillus sanfranciscensis, dodany do hodowli drobnoustrojow fekal-
nych wykazywal dziatanie prebiotyczne. Interesujace jest, ze znaczgce ilosci tego poli-
sacharydu (do 5 g-kg” ciasta) moga by¢ wytwarzane podczas przygotowywania zakwa-
séw chlebowych z maki pszennej lub ryzowej, szczepionych L sanfranciscensis (48).
Rowniez handlowy lewan z Erwinia herbicola charakteryzowat sie wtasciwosciami pre-
biotycznymi (43).

Podobnie jak fruktany roslinne, lewany sg uwazane za osmo- i krioprotektanty.
Gen bakteryjny odpowiedzialny za nagromadzanie lewanu zostat z powodzeniem
wprowadzony do tytoniu i ziemniaka, w celu zmniejszenia wrazliwosci roslin na su-
sze i chiody (49).

2.3. Fruktooligosacharydy (FOS) wytwarzane przez grzyby nitkowate

Zdolno$¢ syntezy enzymOw przetwarzajacych sacharoze do FOS wykazuje wiele
szczepOw z rodzajow/4sperg;7/us \ Aureobasidium (50). Nomenklatura tych enzymow jest
ciggle dyskutowana, jedni autorzy klasyfikujg je do (3-fruktofuranozydaz (FFazy, EC
3.2.1.26) (51-53), inni do inulosacharaz (EC 2.4.1.9), okreslanych powszechnie jako
fruktozylotransferazy (FT-azy) (54-56). Przestanki przemawiajgce za klasyfikacjg do
P-fruktofuranozydaz to wykazywanie przez niektére enzymy wysokiej aktywnosci
inwertazowej i niskiej transferazowej w roztworach o niskim stezeniu sacharozy,
podczas gdy przy wysokich stezeniach substratu zaleznos¢ jest odwrotna (52). Istniejg
réwniez trudnosci przy rozdzielaniu tych aktywnosci metodami chromatograficzny-
mi (57-59). Tylko L'Hocine i in. (55) wydzielili z Aspergillus niger AS0023 fruktozylo-
transferaze katalizujgcg wytgcznie reakcje transferu i P-fruktofuranozydaze nie wyka-
zujacg tej aktywnosci. Wyniki uzyskane przez Hirayama i in. (52) nie byly juz tak
jednoznaczne. Oczyszczony do homogennos$ci enzym z Aspergillus niger ATTC 20611
w 50% roztworze sacharozy katalizowat prawie wytacznie transfer fruktozy, natomiast
w 5% roztworze wykazywat i aktywnos$¢ transferazowa i inwertazowa.

Wedtug badan Hidaka i in. (59) mechanizm dziatania typowej p-fruktofuranozy-
dazy drozdzowej jest inny niz plesniowej. W produktach 24-godzinnej reakcji
prowadzonej w 50% roztworze sacharozy z udzialem enzymu z A. niger AJCC 20611
znajdowalo sie: 50-60% FOS, 20-30% glukozy (ubocznego produktu reakcji), Slado-
we ilosci fruktozy i 10-15% nie zuzytej sacharozy. Produktami dziatania drozdzo-
wej inwertazy w reakcji prowadzonej w tych samych warunkach byla rownowazna
ilos¢ glukozy i fruktozy.

P-fruktofuranozydaza drozdzowa w roztworach sacharozy o wysokim stezeniu
syntetyzuje FOS w reakcjach odwréconej hydrolizy, ale wydajnos$¢ produktow wy-
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nosi tylko kilka procent (50,60). Bielecki i Somiari (60) niewielki dalszy wzrost
wydajnosci uzyskali prowadzac reakcje w obecnosci rozpuszczalnikéw organicz-
nych.

2.3.1. Mechanizm syntezy FOS przez enzymy pochodzenia plesniowego

Wyjasnieniem mechanizmu wytwarzania FOS przez enzymy pochodzenia ples-
niowego zajmowalo sie wielu badaczy (52,56,59,61-64). Zaproponowany przez
Yung i in. (56) mechanizm dziatania fruktozylotransferazy z Aureobasidium puUulans
polega na przenoszeniu reszt fruktozy w ciggu reakcji dysproporcjonowania, w kto-
rych sacharoza lub wczesniej wytworzone FOS sg donorami lub akceptorami reszt
fruktozy:

GFn + GFn GFp.] + GFn+i

W konsekwenciji kolejnych reakcji tworza sie: 1-kestoza, nystoza i N-fruktozylo-
nystoza oraz uwalniana jest glukoza, ktdra jest kompetycyjnym inhibitorem enzy-
mu. Gdy Yung i in. (64) uzyli 1-kestoze i nystoze jako substraty, nastepowat gwal-
towny spadek V*ax + wzrost Km. Dla wytworzenia homologu wiekszego o jedng jed-
nostke fruktozy niezbedne bylo wysokie stezenie poprzedniego oligosacharydu. Na
poczatku trwania reakcji enzymatycznej zawartos¢ 1-kestozy byla wysoka, a z jej
wydiluzaniem, przy prawie niezmienionej sumarycznej ilosci FOS, wzrastalo steze-
nie GF3 i GF4, a spadalo 1-kestozy. W podsumowaniu Yung i in. (64) zaproponowali
nastepujacy model dziatania pleSniowych enzymow wytwarzajacych FOS:

G - glukoza

F - fruktoza

GF - sacharoza

GF~ — 1-kestoza

GF - nystoza

GF - 1f"-fruktofuranozylonystoza

Rys. 2. Model syntezy FOS przez fruktozylotransferazy plesniowe (Yung i in. (64)).
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Podobnie jak enzymy roslinne, wiekszos¢ transferaz plesniowych uczest-
niczacych w reakcjach przemiany sacharozy do fruktooligosacharydéw wykazuje
wysoka regiospecyflcznosé przenoszac reszte fruktozy do grupy OH-I" koncowej
fruktofuranozy z utworzeniem 1-kestozy iJeJ homologoéw. Niektére fruktozylotrans-
ferazy przenoszg fruktoze do OH-6” i OH-6*" z wytworzeniem odpowiednio 6-kesto-
zy i neokestozy oraz ich homologéw (59):

neokestoza = HO-CH

6-kestoza = HO-CH,

CH,-OH =< 1-kestoza

Rys. 3. Regiospecyflcznos¢ fruktozylotransferaz pochodzenia plesniowego (Hidaka i in. (59)).

3. Otrzymywanie FOS na skale przemystowa

Roczna $wiatowa produkcja prebiotycznych FOS Juz w 1995 r. byla szacowana
na 12 000 ton (65). W skali przemystowej sg one otrzymywane dwiema metodami:
1) z roslinnego polisacharydu inuliny poddanej hydrolizie enzymatycznej oraz
2) z sacharozy z udziatem transferaz pochodzenia mikrobiologicznego.

W pierwszym przypadku inulina Jest ekstrahowana z korzeni cykorii lub topi-
nambura (66), w ktorych JeJ zawartos¢ osigga nawet 20% suchej masy. Bogate w inu-
line ekstrakty sa poddawane dziataniu endoinulinazy (2,1-p-D-fruktan fruktanohy-
drolaza; EC 3.2.1.7) (67,68), a produktami hydrolizy Jest mieszanina tahcuchow
0 stopniu polimeryzacji do okoto 7 (15), zawierajacych wytacznie fruktoze (Fm) lub
zakonczonych glukozg (GFn). Ten typ FOS Jest wytwarzany w celach handlowych
w belgijskiej firmie Orafti Ltd. Jako Raftilose oraz w holenderskiej firmie Imperia-Suiker
Unie Jako Frutafit (69,70). Ze wzgledu na niskie plony roslin w przeliczeniu na po-
wierzchnie upraw, wydajnos¢ otrzymywania FOS z inuliny Jest stosunkowo niska.

Druga metoda otrzymywania fruktooligosacharydéw w skali przemystowej, tj. syn-
teza enzymatyczna z sacharozy z udzialem enzyméw pochodzenia mikrobiologiczne-
go, Jest bardziej ekonomiczna w poréwnaniu z opisana. Producentami enzyméw sa
gléwnie plesnie z rodzajow Aureobasidium i Aspergillus: Aureobasidium pullulans (56),
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A. niger (59), A.japonicus (51,71), A. oryzoe (53,61), A.foetidus (54), A. sydowi (72), A. phoenids
(73), ale rowniez Fusarium oxysporum (74) i Penicillium (75,76).

Fruktozylotransferazy (lub p-fruktofuranozydazy o wysokiej aktywnosci transfe-
razowej) sg otrzymywane w natlenianych hodowlach wgtebnych w podtozach zawie-
rajacych sacharoze jako jedyne zrodito wegla. W skiad stosowanych podtozy produk-
cyjnych obok sacharozy wchodzg: ekstrakt drozdzowy, MgS04 i NaNO03 (56,59,62,
71), a podioze opracowane przez Hidaka i in. (59) dla szczepu A. niger ATCC 20611
zawiera réwniez CM-celuloze.

Wiekszos$¢ opisanych w literaturze szczepow w poczatkowej fazie hodowli gro-
madzi aktywnosc¢ transferazowag w grzybni (52,56,59,74). Z wydtuzeniem czasu ho-
dowli niektére szczepy stopniowo uwalniajg enzym do cieczy fermentacyjnej (22,71),
w niektorych za$ pozostaje on Scisle zwiazany z biomasa (52,56,59,74). W hodow-
lach szczepu A. niger ATCC 20611, wykorzystywanego w Japonii do przemystowej
produkcji FOS, aktywno$¢ w grzybni od pierwszej do trzeciej doby pozostawata na
zblizonym poziomie, przy stosunku aktywnosci transferazowej do inwertazowej (FT/1)
wynoszacym 12-14 (59). Réwniez fruktozylotransferaza stosowana w Korei do pro-
dukcji FOS, wytwarzana przez szczep A. pullulans w 36-godzinnych hodowlach w fer-
mentorze, jest gromadzona w komdrkach. Aktywnos¢é wewnatrzkomoérkowego enzy-
mu ro$nie ze wzrostem stezenia jonéw Mg™+ w podtozu (56). W celu otrzymania en-
zymu w stanie wolnym przeprowadzana jest liza komaorek.

Autorzy tej pracy w czasie pierwszych trzech déb hodowli wgtebnych szczepéw
A. niger LOCK 0431 i A. oryzae LOCK 0445 rOwniez obserwowali gromadzenie sie ak-
tywnosci transferazowej w grzybni, podczas gdy znaczna cze$¢ aktywnosci inwerta-
zowej byla uwalniana do podtoza. Stosunek FT/1 w biomasie utrzymywat sie na pozio-
mie kilkanascie i powyzej, natomiast w cieczy nie przekraczat 5. Wydtuzenie ho-
dowli do pieciu déb prowadzito do uwolnienia do cieczy fermentacyjnej okoto 50%
aktywnosci transferazowej. W hodowlach wgtebnych innego szczepu, A. niger LOCK 0430,
aktywnos¢ transferazowa albo pozostawata Scisle zwigzana z grzybnig, albo byta
uwalniana do cieczy, w zaleznosci od sposobu przygotowania inokulum.

Optymalne parametry dziatania FT plesniowych wahajg sie w dos¢ szerokich gra-
nicach: stezenie sacharozy 50-85% wi/v (51,52,55,59,77), temperatura 40-65°C
(22,50) i pH na ogot 5-6 (22,50,53,73), ale réwniez 8 i powyzej (50). W procesach
ciaglych, dla zachowania stabilnosci enzymoOw, utrzymywane sg temperatury nizsze
od optymalnych (78).

Ze wzgledéw ekonomicznych, w przemystowej produkcji FOS najczesciej sg sto-
sowane unieruchomione preparaty enzymoéw lub komaorek, wykorzystywane w pro-
cesach okresowych lub ciagtych (62,63,77,79-83). W japoriskiej firmie Meiji Seika Co.
(pierwszy w Swiecie i czotowy producent FOS), produkcja jest prowadzona w syste-
mie ciaglym z wykorzystaniem preparatow grzybni A. niger putapkowanej w zelu al-
ginianowym. FOS produkowane w Japonii od poczatku lat osiemdziesigt XX w. (22)
znajdujg sie na rynku pod nazwami Meioligo, Neosugar, Profeed, Actilight, lub Nu-
traflora (23,59,84). Drugim powaznym producentem FOS jest Korea. W firmie Cheil
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Foods & Chemicals Co. w procesach ciggtych wykorzystywane sg komorki A. pullulans,
rowniez putapkowane w zelu alginianowym (63,85).

Zwiekszenie produktywnosci FOS w poréwnaniu z opisanymi, dzieki mniejszym
oporom przeptywu, uzyskiwano w syntezach ciagtych prowadzonych z uzyciem en-
zymu unieruchomionego na zywicach jonowymiennych (78). Wada preparatow FT
unieruchomionych na jonitach jest ich mniejsza stabilnos¢ operacyjna (20 dni ciggtej
pracy bez strat aktywnosci), w poréwnaniu z komoérkami putapkowanymi w alginia-
nie (60 i 100 dni petnej aktywnosci) (80). Do unieruchamiania FT byty wykorzystywa-
ne réwniez gluten (86) i alkohol poliwinylowy (87,88), ale nosniki te nie znalazly za-
stosowania przemystowego.

Prowadzone w zespole Yun i in. (89) préby zniesienia inhibicji glukozy przez
réwnoczesne uzycie fruktozylotransferazy i izomerazy glukozowej, nie daly zadowa-
lajgcych wynikéw. Zwiekszenie wydajnosci FOS uzyskano w reakcji prowadzonej
w obecnosci oksydazy glukozowej, przemieniajgcej glukoze do kwasu glukonowego
(90). Tanriseven i Gokmen (91) otrzymali mieszanine prebiotycznych FOS izomalto-
oligosacharydéw (IMOg) prowadzac reakcje kolejno z fruktozylotransferazg, a na-
stepnie z dekstranosacharazg. Po pierwszym etapie procesu mieszanina reakcyjna
zawierata FOS, glukoze i sacharoze, natomiast w drugim dekstranosacharaza prze-
ksztalcata pozostalg sacharoze (donor jednostek glukozylowych) i uwolniong w po-
przedniej reakcji glukoze (akceptor) do IMOg.

Poniewaz stodycz FOS spada z wydtuzeniem dtugosci tancucha fruktozy (23,77),
ze wzgledéw komercyjnych korzystnie bytoby tak ustala¢ warunki reakcji, aby otrzy-
mywac¢ mieszanine cukrow o pozadanym skiladzie. W oparciu na matematycznym
modelu zaproponowanym przez Yung i in. (64), istnieje taka mozliwos¢.

Dostepne w handlu syropy FOS zawierajg okoto 800 g I suchej masy. Prowadze-
nie syntez FOS w roztworach sacharozy o wysokim stezeniu (50-85%) pozwala otrzy-
mywac¢ syropy, ktére albo nie wymagaja, albo wymagaja niewielkiego zatezania.
W ich skiad wchodzg: 50-60% FOS, 25-30% glukozy, Sladowe ilosci fruktozy oraz
10-15% sacharozy.

4. Podsumowanie

Fruktooligosacharydy (FOS) nalezg do srodkoéw stodzgcych nie sprzyjajgcych
prochnicy zebow, mniej stodkich niz sacharoza, a przede wszystkim - fermento-
wanych przez korzystne dla gospodarza bakterie jelitowe z rodzajéw Bifidobacterium
i Lactobacillus. Produkty metabolizmu tych bakterii stwarzajg srodowisko nieko-
rzystne dla rozwoju patogendw. FOS wystepuja w wielu popularnych warzywach, m.
in. w cebuli, czosnku, karczochach, ale ich ilos¢ w pozywieniu na og6t nie zapewnia
poziomu, ktory wyraznie sprzyja poprawie zdrowia. W krajach Dalekiego Wschodu
juz od kilkunastu lat FOS sg zaakceptowanymi dodatkami do zywnosci, a ich pro-
dukcja polega na przetwarzaniu sacharozy przez fruktozylotransferazy pochodzenia
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mikrobiologicznego. Rynek zbytu tych cennych prebiotykéw ciggle rozszerza sie
w Europie oraz USA.

W Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki t6dzkiej sg prowadzone bada-
nia nad opracowaniem rodzimej technologii wytwarzania FOS, z wykorzystaniem
wyselekcjonowanych szczepow Aspergillus niger wytwarzajgcych fruktozylotransfe-
raze.
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