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Technological and nutritious aspects of enzymatic enrichment of
milk and it’s derivatives in galactooligosaccharides

Summary

Enzymatic hydrolysis of lactose is accompanied by transgalactosylation re-
action, thereby producing oligosaccharides. The prebiotic functions of oligosac-
charides such as bifidogenic effect and health benefits connected with this ef-
fect were described. The mechanism of galactooligosaccharides formation and
factors affecting it were also presented. Moreover, the examples of an enzy-
matic enrichement of milk and it’s derivatives in galactooligosaccharides were
given.
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1. Wprowadzenie

Oligosacharydy (OS) sg naturalnymi sktadnikami zywnosci.
Zaliczane do nich galaktooligosacharydy (GOS) wystepuja m.in.
w owocach, warzywach oraz w miodzie. Wspoétczednie zwraca
sie zwiekszong uwage na ich synteze, poniewaz uwaza sie Je za
funkcjonalne sktadniki zywnosci, taczace wiasciwosci prebioty-
kéw, a zatem korzystne dla ludzkiego zdrowia z cechami fizyko-
chemicznymi pozadanymi w procesach zywnosciowych.
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Preparaty handlowe OS sg mieszaning sacharydéw zawierajgcych 3-10 monome-
row potaczonych wigzaniami glikozydowymi. Galaktooligosacharydy zbudowane sa
z glukozy i galaktozy. Na skale przemystowg sg otrzymywane z laktozy po jej enzy-
matycznej transgalaktozylacji. Najczesciej jest to mieszanina cukréw réznigcych sie
skladem monomerow, stopniem polimeryzacji oraz wigzaniami glikozydowymi.
Dwucukry laktuloza i galaktobioza ze wzgledu na podobne wtasciwosci funkcjonal-
ne réwniez zalicza sie do GOS (1).

Mleko ssakow zawiera 3-S% (w/v) laktozy. Cukier ten stanowi 70-80” statych
sktadnikow serwatki. Laktoza jest przyswajana przez cziowieka dzieki obecnosci
beta-galaktozydazy w jelicie cienkim. U noworodkéw poziom tego enzymu w orga-
nizmie jest wysoki, ale z czasem ulega on zmniejszeniu w wyniku ograniczen
w spozywaniu mleka oraz przebytych choréb uktadu pokarmowego. U czes$ci popu-
lacji stwierdza sie brak aktywnosci beta-galaktozydazy z przyczyn genetycznych.
Osoby ze zmniejszong aktywnos$cig beta-galaktozydazy lub brakiem tego enzymu
zle trawig laktoze, co prowadzi do wzdec, skurczow oraz biegunki. Objawy te znane
sg pod nazwg nietolerancji laktozy (2). Z tego wzgledu pozadane sa mleczne pro-
dukty bezlaktozowe, a obecnos¢ w nich OS niesie ze sobg dodatkowe korzysci zdro-
wotne, jak np. poprawe defekacji lub obnizenie poziomu cholesterolu we krwi.

2. Proidrowotne wlasciwosci otigosacharydéw

w produkcji zywnosci weglowodany pelnig wiete technologicznych funkciji: za-
pobiegaja zlepianiu sie sktadnikéw, spulchniajg, emulguja, zelujg, stabilizujg, sto-
dza, sa zamiennikami tluszczu i nosnikami smaku. Ponadto sag miedzy innymi zréd-
tami energii z funkcjami dietetycznymi i substratami do fermentacji w jelicie gru-
bym.

Ostatnio wprowadza sie do zywnosci weglowodany zaliczane do prebiotykéw,
m. in. inuling, sacharozopochodne fruktooligosacharydy (FOS) oraz laktozopochod-
ne galaktozydy.

Prebiotyki sa to nie trawione przez cztowieka dodatki do zywnosci, ktére majg
korzystny wplyw na konsumenta poprzez selektywng stymulacje wzrostu i/lub ak-
tywnosci jednego lub ograniczonej liczby gatunkéw bakterii w okreznicy, co prowa-
dzi do poprawy zdrowia gospodarza (3).

Prebiotyki, aby mogly by¢ stosowane w produkcji zywnosci, muszg posiadaé
znang budowe chemiczng. Ponadto powinny sprzyja¢ wzrostowi liczby bakterii fer-
mentacji mlekowej w przewodzie pokarmowym cztowieka oraz hamowaé rozwgj
niepozgdanej mikroflory jelitowej, obniza¢ pH tresci pokarmowej, korzystnie od-
dziatywa¢ na organizm gospodarza, nie powinny natomiast ulega¢ trawieniu przez
enzymy przewodu pokarmowego (1,4) (tab. 1).
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Tabela 1
Charakterystyka oligosacharydéw pod wzgledem ich cech prebiotycznych
Cechy pozadane w prebiotykach Wiasciwosci oligosacharydéw
wiasciwosci mikrobiologiczne
aktwne w matej dawce wy-soce selektywnie i efektywnie metabolizowane przez korzystne dla

czlowieka bakterie, m.in. bifidobakterie i Lactobacillus

brak efektéw ubocznych bardzo korzystnie metabotizowane przez bakterie kwasu mlekowego,
ktére nie produkujg gazéw i nie sprzyjajg rozwojowi organizméw pa-
togennych i gnilnych

dobra kontrola sktadu mikroflory selektywnie metabolizowane tylko przez okreslone gatunki bifido-
bakterii i Lactobacillus

powolne przemieszczanie sie przez okreznice wzglednie duza masa czasteczkowa, powolna fermentacja
efekty antypatogenne

indukowanie w mikroorganizmach probiotv'cznych nie zbadane
aktywnos$ci antypatogenne

wiasciwosci technologiczne
ré6zna lepkos¢ dostepne polimery' o réznej masie czasteczkowej
dobra stabilno$¢ podczas przechowywania i proce- posiadajg 1-6 wigzania i piranozylowe pierscienie cukrowe
s6w technologicznych

ré6zna stodkos¢ rézny sktad monosacharydéw

W Japonii oficjalnie dopuszczono jako skiladniki zywnosci 8 réznych OS, a mia-
nowicie: GOS, fruktooligosacharydy (FOS), laktosacharoze, ksyloze, OS ziaren soi,
rafinoze, laktuloze i izomaltooligosacharydy (IMO) (5).

0S sg w réznym stopniu hydrolizowane i trawione przez bakterie okreznicy, co
prowadzi do wydzielania gtéwnie kwasow: octowego, propionowego i mastowego
oraz gazoéw (dwutlenku wegla i wodoru). Ponadto powstajg kwasy mlekowy i mrow-
kowy, a u czesci populacji moze by¢ wydzielany metan (6).

Spozywanie OS niesie ze sobg réznorodne korzysci zdrowotne, m.in. sprzyjaja
one rozwojowi pozadanych bifidobakterii i redukcji populacji bakterii patogennych,
obnizaja poziom toksycznych metabolitéw (amoniaku, amin, nitrozoamin, fenoli
i krezoli, indoli i skatoli), zapobiegaja biegunkom oraz zaparciom, obnizajg cisnie-
nie krwi i poziom cholesterolu w surowicy krwi, dziatajg ochronnie na watrobe. Za-
lecane dzienne spozycie czystych form OS to: 3,0 g FOS, 2,0-2,5 g GOS, 2,0 g OS zia-
ren soi, 0,7 g ksylooligosacharydéw (6-8).

GOS sg rozpuszczalne w wodzie (9), stabilne w srodowisku kwasnym, sg stosun-
kowo malo stodkie, nie sa trawione w jelicie cienkim, sg niskokaloryczne (warto$¢
kaloryczna GOS 1,73 kcal/g) (5,10).

GOS sg produkowane przede wszystkim w Japonii. W 1995 r. ich produkcja
osiggneta 15 000 t. Gtowne japoriskie firmy zajmujgce sie produkcjg GOS to: Yakult
Flonsha, Nissin Sugar Manufacturing Company, Snow Brand Milk Products (11) (tab. 2).
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Tabela 2

Wielko$¢ produkcji oligosacharydéw w Japonii (11)

. Roczna produkcja
Oligosacharydy

(tony)
laktuloza 20 000
galaktooligosacharydy 15 000
fruktooligosacharydy 12 000
izomaltooligosacharv'dy 11 000
oligosachary'dy ziaren soi 2 000
laktosacharoza 1 600
ksylooligosacliarydy 300

Obecnosé GOS w zywnosci korzystnie wpltywa na organizm cztowieka m.in. dla-
tego ze:

- polepsza defekacje - zalecane Jest spozywanie 5 g GOS dziennie przez ko-
biety i 10 g przez mezczyzn (5);

- redukuje absorpcje tluszczu i cholesterolu (5,12);

- wywotuje podobny efekt fizjologiczny jak blonnik, tzn. obniza we krwi po-
ziom cholesterolu, cisnienie oraz stezenie glukozy (13);

- wspomaga proliferacje i wzrost bifidobakterii i Lactobacillus, jednoczesnie hamuje
wzrost organizmow patogennych jak Escherichia coli, Salmonella typhi. Staphylococcus
(9,14-18);

- wigze patogeny, toksyny i czesciowo wirusy (19);

- redukuje koncentracje fekalnego amoniaku (5);

- stanowi potencjalng ochrone przed rakiem okreznicy (5,13);

- zwieksza wbudowywanie wapnia do kosci i/lub hamuje resorpcje tkanki kost-
nej (20);

- stymuluje absorbcje magnezu (5);

- GOS nie sg hydrolizowane przez mikroflore jamy ustnej (Streptococcus mutants),
a zatem ich obecnos¢ nie prowadzi do préchnicy (9,21).

Do FOS zaliczamy m.in. inuline i oligofruktoze. FOS sa wysoce higroskopijne,
stabilne w zakresie pFl 4,0-7,0, mniej stodkie niz sacharoza, a ich wartos¢ energe-
tyczna wynosi 6 kj/g. Weglowodany te nazywane sg ,Zywnoscia okreznicza”, ponie-
waz w okreznicy sa pozywka dla endogennych bakterii, posrednio stanowigc dla go-
spodarza zrédito energii i skltadnikbw odzywczych.

Prowadzone sg badania nad wptywem FOS na organizm cziowieka. Podobnie jak
i inne OS sprzyjaja one wzrostowi bifidobakterii i Lactobacillus. Przyjmowanie 4 g
FOS dziennie w formie tabletek do ssania powoduje wzrost populacji bifidobakterii,
a to z kolei wigze sie z redukcjg aktywnosci enzymow, jak glukuronidaza i hydroksy-
laza kwasu glikolikowego (glucoronidase, hydroxylase glycollic acid) (22), uczestni-
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czacych w syntezie fenotoksycznych metabolitow, w ten sposéb FOS posrednio za-
pobiegajg rozwojowi choréb nowotworowych. W wyniku metabolizowania FOS
przez bakterie powstajg krétkolanncuchowe kwasy ttuszczowe i kwas mlekowy, co
obniza pFl tresci jelit. Powstaje w ten sposéb korzystne srodowisko dla rozwoju bi-
fidogennej mikroflory, a jednoczesnie ograniczony zostaje wzrost organizmow pa-
togennych. Spozywanie 5-10 g FOS dziennie poprawia perystaltyke jelit i czestotli-
wos¢ defekacji. Potwierdzeniem tych zaleznosci sg wyniki badan zywieniowych,
w ktérych grupie dzieci w wieku 6 lat cierpigcych na przewlekte biegunki podawano
8 g FOS dziennie przez 8 dni, po tym czasie zaobserwowano zdecydowang poprawe
wyprézniania. Spozywanie FOS redukuje poziom cholesterolu i triglicerydéw we
krwi oraz stymuluje absorpcje jonéw wapnia, magnezu i zelaza (8,23-26).

Laktuloza jest uzywana jako dodatek w r6znego typu produktach spozywczych (od-
zywki dla niemowlat, stodycze, napoje bezalkoholowe, produkty mleczne) oraz w farma-
ceutykach, w celu poprawienia watrobowej encefalopatii oraz przeciwdziatania zapar-
ciom. Cukier ten jest metabolizowany przez Bifidobacterium i Lactobacillus. Laktuloza hamuje
szkodliwg produkcje amoniaku oraz sprzyja korzystnemu korygowaniu pFt w stolcu (27).

Izomaltooligosacharydy (IMO) petnig wiele waznych biologicznych funkcji, przede
wszystkim wplywaja korzystnie na wzrost bifidobakterii oraz redukujg kancerogen-
ny wplyw sacharozy (28).

OS ziaren soi stanowig mieszanine stachiozy, rafinozy i sacharozy, japoriscy na-
ukowcy sugerujg, ze weglowodany te, ze wzgledu na swoje prozdrowotne wias-
ciwosci, powinny zastapi¢ na naszych stotach sacharoze. Spozywanie dziennie 10 g
OS ziaren soi sprzyja rozwojowi bifidobakterii, wzrostowi dlugowiecznos$ci cztowie-
ka oraz obniza ryzyko raka okreznicy. U pacjentéw w wieku 69 lat, cierpigcych na
marskosé watroby i obstrukcje stwierdzono zmniejszenie sie nasilenia symptomow
w ciggu 5 dni przyjmowania OS ziaren soi w dawce 3,0 g na dzien. Ta sama dawka
OS byta przez tydzien podawana 6 zdrowym mezczyznom w wieku 28-48 lat, co
spowodowato obnizenie ich cisnienia rozkurczowego o 6,3 mm Hg (8).

Preparaty handlowe OS uzywane w produkcji zywnosci sa najczesciej mieszaning
sacharydéw o r6znym stopniu polimeryzacji. Wystepuja one w postaci sypkiej lub
syropu.

GOS sg stosowane gtéwnie w produkcji napojow i odzywek dla dzieci oraz jako funk-
cjonalne skladniki stodyczy, substytuty sacharozy w diabetycznych wyrobach cukierni-
czych, komponenty spulchniajgce, stodziki, dodatki do napojow bezalkoholowych, jogur-
téw, gumy do zucia, dodatki do kosmetykéw i $rodki farmaceutyczne (1,29).

Szerokie zastosowanie w przemysle mleczarskim znalazia inulina, jako $rodek
zastepujacy zelatyne, kazeiniany i pochodne skrobi jest ona uzywana w produkcji
mlecznych napojow fermentowanych, serkéw topionych, napojéw i koktajli mlecz-
nych oraz serwatkowych, smietanki zwyklej i do ubijania, produktéw mastopodob-
nych o obnizonej zawartosci ttuszczu i lodéw, jako zamiennik ttuszczu inulina sto-
sowana jest w przemysle miesnym w produkcji pasztetéw i kietbas, a w piekarnic-
twie w produkcji ciastek, krakerséw i ptatkbw Sniadaniowych (1).
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3. Kierunki i mozliwosci otrzymywania galaktooligosacharydéw

Istnieja chemiczne i biochemiczne metody pozyskiwania GOS. GOS mozna otrzy-
mac stosujac kwas hydrochlorowy do hydrolizy wigzan glikozydowych w laktozie
oraz do ograniczonej transgalaktozylacji. Wada tej metody jest niska wydajnosé
GOS oraz drastyczne warunki reakcji (30). Istniejg réwniez biochemiczne mozliwo-
&ci syntezy GOS wykorzystujace r6zne enzymy. W tym zakresie na uwage zastuguja:

1. GOS syntetyzowane przy zastosowaniu glikozylotransferaz szlaku Leloira wy-
magajacych iiLikleotydéw jako donorow;

2. GOS syntetyzowane przez glikozylotransferazy nie nalezgce do szlaku Leloira,
a wymagajgce cukro-1-fosforanéw jako donorow;

3. GOS syntetyzowane z uzyciem glikozydaz (30,31).

Enzymy stosowane w dwoch pierwszych metodach sg drogie i charakteryzujg sie
zbyt niskg stabilnoscig, aby mozna je bylo stosowac na duzg skale. Trzeci typ reakcji
jest katalizowany m.in. przez beta-galaktozydaze.

Beta-galaktozydaza (EG 3.2.1.23) prowadzi reakcje hydrolizy laktozy, ktérej pro-
duktami sg glukoza i galaktoza. Obok tej reakcji katalizowane sg reakcje transferu
prowadzace do powstania galaktooligosacharydéw, przede wszystkim di-, tri- i te-
trasacharydow (6,32-35). Reakcje te wykorzystywane sg do produkcji OS na skale
przemystowag (11).

Reszta cukrowa, tworzaca glikonowg cze$¢ substratu, moze zosta¢ przeniesiona
na rézne rodzaje akceptoréw, jezeli akceptorem jest woda zachodzi reakcja hydroli-
zy. W procesie gdy substratem jest laktoza, a akceptorem inny cukier lub alkohol
mamy do czynienia z reakcjg transgalaktozylacji. Jezeli akceptorem jest inny cukier
powstajg oligosacharydy i tak, gdy akceptorem jest monosacharyd otrzymamy disa-
charyd, jezeli akceptorem jest disacharyd powstanie trisacharyd, itd. (8).

Warunki reakcji transgalaktozylacji sa tagodne (temperatura w przedziale
35-60°C, pH 4,5-7,0), nie wymaga ona kofaktoréw lub drogich substratow. Niezbed-
ne preparaty beta-galaktozydazy mozna uzyska¢ przy wzglednie niskich naktadach
(6,36). Wydajnos¢ enzymatycznej syntezy GOS jest r6zna. Zalezy ona m.in. od ro-
dzaju i stezenia substratu, koncentracji enzymu, zrédta enzymu i warunkow reakcji.
Na przykiad preparat enzymatyczny beta-galaktozydazy z A. oryzae syntetyzuje GOS
z wydajnoscia 32%, a zastosowanie beta-galaktozydazy z B. circulans pozwala uzy-
ska¢ wydajnos¢ syntezy GOS wynoszacg 24% (29) (tab. 3).

Tabela 3

Wydajnos$¢ syntezy galaktooligosacharydéw katalizowanej przez beta-galaktozydazy pochodzace z réznych zrédet

Zrédio beta-galaktozydazy Wydajnos$é syntezy galaktooligosacharydéw (%) Literatura
| 2 3
Aspergillus oijzae 32 (29)
Bacillus circulans 24 (29)
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Thermiis aquaticus 34,8 (29)
Bullera singularis 54 (29)
Sulfolobus solfataricus 26 (34)
Pyrococcus furiosus 32 (34)
Sterigmatomyces elviae CBS8119 39 (49)
Escherichia coli 38 (46)

Srednio wydajno$¢ syntezy GOS zamyka sie w przedziale 25-50” catkowitej za-
wartosci cukrow (10). W Srodowisku reakcji hydrolizy laktozy GOS nieustannie sg
syntetyzowane i rozkladane, zatem ich zawartos¢ w hydrolizacie jest zmienna.
Podane wartosci odpowiadaja maksymalnej wydajnosci syntezy GOS.

Hydrolizaty laktozy zawierajg zazwyczaj mieszanine sacharydéw o réznej masie
czasteczkowej. Obok GOS, ktére wystepuja w formie izomerdw, znajdujg sie w niej
polisacharydy, nieprzereagowana laktoza oraz monosacharydy.

Oddzielenie laktozy od dwucukrowych frakcji GOS jest trudne i prowadzi do du-
zych strat produktu. Splechtna i wsp. (10) zaproponowali nowg metode oczyszcza-
nia GOS opartg na selektywnej enzymatycznej oksydacji laktozy do kwasu laktobio-
nowego katalizowanej przez dehydrogenaze celobiozy. Otrzymany kwas tatwo jest
oddzieli¢ od cukréw metodag chromatografii anionowymiennej. Po usunieciu mono-
sacharydéw uzyskuje sie mieszaning GOS o wysokiej czystosci, rzedu 97% (10).

Mikrofiltracja i ultrafiltracja pozwalaja oddzieli¢ GOS od enzymoéw o wiekszej
masie molekularnej oraz od polisacharydéw. Pozostala mieszanina zawierajaca
mniejsze molekuly, jak np. monosacharydy, moze by¢ oczyszczona metoda nanofil-
tracji (NF), ktéra jest konkurencyjna wobec drozszych technik chromatograficznych
(37).

Poczatkowo prowadzono rozdziat i identyfikacje GOS metodami chromatografii
bibutowej, gazowej lub cienkowarstwowej (38). Rzadko do wstepnego oczyszczania
stosowano wegiel aktywny (39). jednak metody te sg pracochtonne i czasochtonne.
Szybkos$¢ analiz zwiekszyta sie kiedy do separacji i okreslania zawartosci GOS zasto-
sowano techniki wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC).

W charakterystyce struktury GOS najwieksze trudnosci nastrecza separacja ich
izomeréw. Do ich rozdzialu stosowana jest metoda pirydylaminacji, a nastepnie
struktura GOS oznaczana jest z wykorzystaniem technik C-NMR-spektorskopii (39).

W celu wyizolowania GOS z ich mieszaniny Kimura i wsp. (39) poddali je roz-
dzialom HPLC. Poszczegdlne GOS konwertowano w pochodne pirydylaminowe, co
pozwolito rozdzieli¢ izomery i oznaczy¢ ich mase czasteczkowg metodg NMR. llos¢
reszt cukrowych w kazdej pochodnej byla okreslana na podstawie liczby anome-
rycznych weglowych sygnatéw w ich NMR spektrum i potwierdzana poprzez pomiar
masy czgsteczkowej.
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4. Czynniki decydujgce o enzymatycznej syntezie galaktooligosacharydéw

Na powstawanie i sktad GOS w reakcji transgalaktozylacji ma wptyw szereg czyn-
nikdbw: rodzaj substratu, jego koncentracja, dawka enzymu, pH, temperatura reak-
Cji, czas reakgcji, zrédto enzymu, obecnos¢ soli mineralnych, a ponadto techniki pro-
dukcyjne, gtéwnie forma enzymu wolna tub immobilizowana (13,33,35).

4.1. Zrédto enzymu

Beta-galaktozydaza jest enzymem syntetyzowanym zaréwno przez rosliny wyz-
sze (brzoskwinia, morela, migdaly (40), fasola mung, ziarna soi (41), jeczmien (42)),
ssaki jak i mikroorganizmy: bakterie, drozdze oraz grzyby strzepkowe (35). Do prze-
mystowej produkcji GOS wykorzystywane sg gtéwnie enzymy pochodzenia mikro-
biologicznego z: S. torulopsis, S.fragilis, S. lactts, E. coli, A. niger (43) i A. oryzae (16).

Beta-gataktozydaza z r6znych zrédet syntetyzuje rézne typy i ilosci GOS (14,34).
Preparaty beta-galaktozydazy syntetyzowane przez bakterie Sulfolobus solfataricus
i Pyrococcus furiosus (34) oraz Bullera singularis (29) syntetyzuja gtéwnie di- i trisacha-
rydy. Enzym pochodzacy z B. circulans syntetyzuje GOS o wyzszym stopniu polimery-
zacji (tetra- i pentaoligosacharydy) (14). jakkolwiek wg Fontesa i wsp. (44) beta-ga-
laktozydaza z B. circulans syntetyzuje tez di- i trisacharydy. Beta-galaktozydaza grzy-
bow strzepkowych z rodzaju/4. oryzae podobnie, jak drozdzy Kluyveromyces spp. syn-
tetyzuje gtéwnie trisacharydy i niewielkie ilosci tetrasacharydow (14). Wydajnosé
syntezy GOS katalizowanej przez beta-galaktozydaze z drozdzy jest wyzsza, niz wy-
dajnos¢ syntezy GOS katalizowanej przez enzym pochodzenia plesniowego (13).

4.2. Wpltyw koncentracji i rodzaju substratu

Charakter i liczba GOS powstajgcych w reakcjach transgalaktozylacji katalizowa-
nych przez enzym beta-galaktozydaze zalezy od poczgtkowego stezenia i rodzaju
substratu. Wydajnos¢ syntezy GOS z laktozy ro$nie wraz ze wzrostem poczagtkowe-
go stezenia tego cukru (13,16,29,34,44,45). Uzycie wysokich stezen poczagtkowych
laktozy umozliwia uzyskanie wiekszych ilosci GOS. Prawdopodobnie grupy beta-ga-
laktozylowe majg wieksze powinowactwo do laktozy i/lub GOS niz do wody wraz ze
wzrostem koncentracji laktozy (16). W syntezie GOS wigksze znaczenie ma po-
czatkowe stezenie laktozy niz, np. zmiany temperatury (14).

Zarate i Lopez-Leiva (35) stwierdzili, ze uzycie laktozy w roztworze buforu (np.
fosforanowego, pH 6,2) sprzyja wiekszej wydajnosci syntezy GOS niz zastosowanie
mleka lub produktéw mlecznych. Aktywnos$¢ enzymu beta-galaktozydazy z E. coli
i K. lactis jest nizsza w mleku niz w roztworze laktozy w buforze o pH 6,6 (25 mM
bufor o sktadzie kwas cytrynowy/ fosforan potasu). Jednak beta-galaktozydaza

BIOTECHNOLOGIA 3 (66) 152-165 2004 159



Anna Demczuk, Wiodzimierz Bednarski, Jadwiga Kowalewska-Piontas

z B. circulans zachowuje zblizong aktywnos¢ zarowno w mleku odttuszczonym, jak
i w roztworze laktozy w tym buforze (46). Co wiecej Mozaffar i wsp. (46) stwierdzili,
ze jeden z dwodch izomerdw beta-galaktozydazy syntetyzowanej przez B. circulans
syntetyzuje znacznie mniej GOS podczas hydrolizy laktozy w buforze.

4.3. Wplyw czasu reakcji

Sktad GOS wystepujacych w hydrolizacie laktozy podczas reakcji transgalaktozy-
lacji zmienia sie w czasie. W dazeniu do ustalenia warunkéw transgalaktozylaciji
wazne jest zidentyfikowanie, ktéry produkt pojawia sie lub znika w okreslonym cza-
sie reakcji enzymatycznej, co pozwoli kontrolowac¢ sktad mieszaniny weglowoda-
noéw (34). Wydajna synteza GOS wymaga nie tylko optymalizacji warunkoéw ich syn-
tezy, ale rowniez zminimalizowania wtérnej degradacji tych zwigzkéw (47).

W miare postepowania reakcji hydrolizy laktozy i towarzyszgcej jej transgalakto-
zylacji katalizowanej przez beta-galaktozydaze z A. oryzae zawarto$¢ laktozy w mle-
ku zmniejsza sie, a suma glukozy (Glu) i galaktozy (Gal) wzrasta, jednak zawarto$¢
Gal jest znaczgco nizsza niz Glu, bo Gal uzyta zostaje do formowania GOS. Wydaj-
nos¢ 5-sacharydéw wzrasta w czasie, podczas gdy przyrost 4-, i 3-sacharydéw
stwierdza sie w fazie poczatkowej (30 min), a potem w miare reakcji transgalaktozy-
lacji jest mniejszy. Swiadczy to o tym, ze 3-sacharydy przechodza w 4-, i 5-sacharydy
w miare postepowania reakcji transgalaktozylacji (45).

Podczas hydrolizy laktozy prowadzonej przy uzyciu beta-galaktozydazy z B. circulans
(46) w poczatkowym jej stadium formowane sg trisacharydy, ktére w miare uptywu
czasu reakcji znikajg catkowicie, a w zamian powstajg dodatkowe disacharydy. Ste-
rujac czasem reakcji mozna syntetyzowac¢ okreslone weglowodany (34,45). Wiado-
mo, ze niektére GOS sg konwertowane w monosacharydy po 70 h reakcji (16).

4.4. Wplyw temperatury

Wiele z preparatow beta-galaktozydazy o wtasciwosciach transgalaktozylacyj-
nych traci aktywnos¢é w temperaturach powyzej 50°G. Na przyktad beta-galaktozyda-
za z A. oryzae jest stabilnym i wydajnym katalizatorem reakcji transgalaktozylacji do
50°G. Preparaty beta-galaktozydazy z K.fragilis i K. lactis po przekroczeniu tempera-
tury reakcji wynoszacej 40°G gwaltownie traca swojg aktywnos¢ transgalaktozyla-
cyjna i hydrolityczng (21). Z kolei laktoza posiada ograniczong rozpuszczalnosc
w wodzie w temperaturze pokojowej i dopiero podwyzszenie temperatury do 40°G
powoduje poprawe rozpuszczalnosci.

Prowadzenie reakcji transgalaktozylacji w wysokich temperaturach (65-80°G) po-
zwala na stosowanie wyzszych stezen laktozy, a co za tym idzie pozyskiwanie wiek-
szych ilosci GOS, ponadto zmniejszone zostaje prawdopodobienistwo zakazen mi-
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krobiologicznych, a roztwor laktozy posiada nizszg lepkos¢ (18,36). Dlatego waz-
nym kierunkiem otrzymywania GOS jest zastosowanie termostabilnych enzymoéw
beta-galaktozydazy.

Zastosowanie wyzszych temperatur niesie ze sobg réwniez zagrozenia jak:
prawdopodobienstwo niestabilnosci substratow i produktow oraz mozliwos¢ reak-
cji ubocznych, np. reakcji Maillarda miedzy cukrami i biatkami enzymatycznymi,
prowadzacych do inaktywacji enzymow oraz powstawania brgzowej barwy. W mie-
szaninie enzym-laktoza aminokwasy biatek enzymow reagujg z redukujgcym kon-
cem laktozy, co prowadzi do zmiany struktury pierwszorzedowej enzymu, a tym sa-
mym jego inaktywacji. Zmniejszenie negatywnego wplywu reakcji Maillarda osiaga
sie poprzez zmiane warunkéw reakcji lub modyfikacje wiasciwosci enzymu. Pod-
czas procesu mozna zmieniac typ i stezenie redukujgcych cukrow, pH, temperature,
zawartos¢ tlenu i aktywnosé wodng. Obnizenie aktywnosci wody aw<0,6 utrudnia
przebieg reakcji Maillarda. Niskie pH (ponizej 5,0) ttumi te reakcje, jednak jedno-
czesnie obnizona zostaje aktywnos¢ beta-galaktozydazy. Efekt reakcji Maillarda
ogranicza réwniez zastosowanie immobilizowanych preparatéw beta-galaktozyda-
zy, np. immobilizacja na Eupergicie (48).

Petzelbauer i wsp. (34) prowadzili reakcje transgalaktozylacji w 70°C wykorzy-
stujac enzymy z Sulfolobus solfataricus (SsbGly) i Pyrococcus furiosus (CelB). Wydajnos¢
syntezy GOS wynosita 26% dla SsbGly i 32% dla CelB przy poczgtkowej koncentraciji
laktozy 270 g/l. SsbGly syntetyzowata wieksze ilosci trisacharydéw, jakkolwiek
w procesie z CelB uzyskano wieksza wydajnoscig syntezy GOS. W reakcjach transga-
laktozylacji katalizowanych przez oba enzymy powstata gtéwnie mieszanina di- i tri-
sacharydow. Wihasciwosci transgalaktozylacyjne hipertermostabilnej beta-galaktozy-
dazy z Pyrococcus furiosus badat réwniez Bruins (36). Stwierdzit on, ze w reakcji
transgataktozytacji laktozy prowadzonej w 80°C powstajg tri- i tetrasacharydy.
Beta-galaktozydaza z Sterigmatomyces elviae CBS8119 zachowuje aktywnos¢ w 80°C.
W temperaturze 60°C przy stezeniu laktozy 200 mg/ml katalizuje reakcje transga-
laktozylacji z wydajnoscig ok. 40% (49). Caldocellum saccharolyticum syntezuje
beta-galaktozydaze charakteryzujgca sie wysokg odpornoscig na termiczng inakty-
wacje. W temperaturze 80°C i przy stezeniu laktozy 70% (ww.) wydajnos¢ syntezy
GOS przez te beta-galaktozydaze wynosi 42% (21).

4.5. Obecnos¢ soli mineralnych i monosacharydow

Okreslone jony moga dziata¢ inhibujgco lub aktywujgco na beta-galaktozydaze
(13). Aktywnos$¢ beta-galaktozydazy z K. fragilis jest hamowana przez jony Na+
i Ca™, natomiast stymulujaco wptywa na nig obecnos¢ jondw K+ i Mg”+. Dziatanie
beta-galaktozydazy z K. lactis jest inhibowane przez jony Na+ i Ca"+, natomiast
beta-galaktozydaza z K. fragilis aktywowana jest przez Ni*+, AP+, Mg”~+, Co™+ (50).
Aktywnos$¢ enzymu z Thermus spp. hamuja gtéwnie jony Cu”+ (50).
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Sprawdzano rowniez czy obecno$¢ glukozy i galaktozy inhibuje synteze GOS.
Stwierdzono, ze weglowodany te dziatajg hamujgco na powstawanie GOS. Synteza
GOS przez beta-galaktozydaze B. circulans lub K. fragilis hamowana jest przez obec-
nos¢ glukozy. Galaktoza ostabia synteze GOS przez enzym z A. oryzae i K. lactis. Ak-
tywnos$¢ beta-galaktozydazy z Kluyveromyces spp. jest w mniejszym stopniu hamowa-
na przez monosacharydy niz aktywno$¢ enzymu pochodzacego z B. circulans i A. oryzae
(14).

Obecnosé glukozy w Srodowisku nie wptywa na hydrolize laktozy przez beta-ga-
laktozydaze z Aspergillus foetidus. Obecnos$¢ galaktozy w srodowisku inhibuje beta-
-galaktozydaze z K. lactis (44).

4.6. Forma enzymu

Poczatkowo GOS otrzymywano metodami okresowymi, jednak wzrost ich funk-
cjonalnego znaczenia w zywieniu spowodowat konieczno$¢ poprawy wydajnosci re-
akcji biokonwersji laktozy i przemystowej produkcji GOS. Ze wzgledu na uwarunko-
wania ekonomiczne wysoce pozadany stat sie rozw6j procesOw ciagtych w produk-
cji GOS (29). Upowszechnianiu takich proceséw sprzyja immobilizacja enzyméw.
Czynniki ja warunkujgce to: bezpieczenstwo stosowanych nosnikéw i odczynnikéw,
fizyczne i chemiczne wlasciwosci nosnikéw, podatnos¢ na zanieczyszczenia mikro-
biologiczne.

W procesach ciagtych najwiekszym zagrozeniem sg zanieczyszczenia mikrobio-
logiczne, dlatego roztwory substratow wymagaja sterylizacji lub pasteryzacji.
W syntezie GOS korzystne jest stosowanie wysokiego stezenia substratow, co pro-
wadzi do obnizenia aktywnosci wody, a tym samym zmniejsza sie ryzyko zakazen
mikrobiologicznych (29).

W reakcjach z udzialem immobilizowanego preparatu beta-galaktozydazy, m.in.
z K. lactis lub B. singularis, znana jest zalezno$¢, ze wydajnos¢ syntezy GOS wzrasta
ze wzrostem poczgtkowego stezenia laktozy (15,29).

Poda i wsp. (15) prowadzili ciagta hydrolize laktozy utrzymujac beta-galaktozy-
daze wewnatrz UF-membranowego reaktora. Dziatanie takiego reaktora opiera sie
na réznicy wielkosci miedzy czasteczkami beta-galaktozydazy a sktadnikami roz-
tworu (glukozy, galaktozy, oligosacharydéw i niezhydrolizowanej laktozy). Beta-ga-
laktozydaza jest utrzymywana przez membrane w module ultrafiltracyjnym, pod-
czas gdy cukry przez nig przechodzg i pozostajg w roztworze. W ten spos6b zimmo-
bilizowane zostaly preparaty beta-galaktozydazy Kluyveromyces spp.. Uzyskane wy-
dajnosci syntezy GOS przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4

Wydajnos¢ enzymatycznej syntezy galaktooligosacharydéw w ciggtych procesach transgalaktozyiacji laktozy

. o Wydajnos$¢ syntezy
., Sposéb immobilizacji ) . . . .
Zrédio beta-galaktozydazy Warunki reakcji galaktooligosacharydéw  Literatura

beta-galaktozydaz;
¢} yaazy )
Biillera singularis adsorpcja na chitozanie 10% laktozy, 45°C, pH 4,8 55 (29)

Kluyreromyces lactis reaktor membranowy, 23% laktozy, 45°C, pH 7,0 20 (15)
skala laboratoryjna

Kluyveromyces lactis reaktor membranowy’, 20% laktozy, 45°C, pH 7,0 31 (15)
skala mikrotechniczna

Lopez-Leiva i wsp. (17) do hydrolizy UF-permeatu zostosowali beta-galaktozyda-
ze z A. oryzae immobilizowang w membranie mikroporowatej. Enzym zostat zwigzany
kowalencyjnie z udziatem glutaraldehydu z dwutlenkiem krzemu w porach membra-
ny. Stwierdzono, ze o wydajnosci powstawania GOS decyduje tzw. czas oporu. Im
krétszy ten czas (5-15s) tym korzystniejsza wydajnos¢ reakcji transgalaktozyiaciji. je-
zeli sie on wydluza GOS sa hydroiizowane do monocukréw. W innej propozycji
beta-galaktozydaze z Butlera singularis zwigzano z chitozanem (29). Maksymalna wy-
dajnos¢ syntezy GOS wynosita 54%, przy stopniu hydrolizy laktozy 73%. Powstate
GOS sktadaly sie gtéwnie z di- (beta-D-Galp-(I-3)-beta-D-Glc)- i trioligosacharydéw
(beta-D-Galp-(I-4)-beta-D-Galp-(I-4)-Glc. Nie zaobserwowano pogorszenia aktywno-
&ci transgalaktozylacyjnej immobilizowanego enzymu w ciagu 15 dni.

Wplyw wymienionych czynnikéw na synteze GOS trudno jest rozpatrywaé osob-
no, poniewaz dopiero uwzglednienie ich wspoélnego oddziatywania pozwala ustali¢
optymalne warunki reakcji transgalaktozyiaciji.

5. Warunki enzymatycznej transgalaktozyiacji laktozy w mleku
lub permeacie po jego ultrafiltracji

Ze wzgledu na wystepujaca u wielu ludzi nietolerancje laktozy oraz wtasciwosci
zdrowotne GOS obserwuje sie zainteresowanie produkcjg mleka bezlaktozowego
0 wysokiej zawartosci GOS.

Podstawowym problemem w pozyskiwaniu takiego produktu jest stosunkowo
niska wydajnos$¢ syntezy GOS. Gidwng przyczyng takiego stanu jest, jak sie wydaje,
obecnos¢ biatek w mleku lub serwatce wplywajacych inhibujgco na aktywnos$¢ beta-
-galaktozydazy.

Wedtug Chena i wsp. (45) istnieja nastepujgce metody produkcji mleka o niskiej
zawartosci laktozy i wysokiej GOS:

- stosowanie enzymu beta-galaktozydazy, ktéra prowadzi biokonwersje laktozy
w zageszczonym mleku bezposrednio w GOS;
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- zastosowanie ultrafiltracji mleka majgcej na celu oddzielenie laktozy od bia-
tek, koncentracje filtratu poprzez odparowanie, enzymatyczng transgalaktozylacje
laktozy w filtracie w GOS i dodanie go do retentatu mleka.

Potwierdzeniem tych mozliwosci jest proces hydrolizy laktozy w mleku i w filtracie
po procesie ultrafiltracji mleka opisany przez Chena i wsp. (45), w ktérym zastosowa-
no beta-galaktozydaze z A. oryzae. Stwierdzono, ze w optymalnych warunkach (stosu-
nek enzym/sLibstrat 5,1%, 47°C, 1,4 h) wydajnos¢ GOS w skoncentrowanym mieku
(16,7% laktozy) wynosi 22,8%. Podczas gdy po usunieciu biatek mleka metoda ultrafil-
tracji koncentracja laktozy wzrasta do 25,3% i przy stosunku E/S 6,7% w 50°C 3,5 h
25,3% laktozy maksymalna ilos¢ GOS w filtracie wynosi 31,1%. Nawet jezeli w filtracie
koncentracja laktozy wynosi 16,7%, maksymalna zawarto$¢ GOS osigga wartos¢ 27,9%,
a zatem dalej jest to wiecej niz w mleku. Jednak po dodaniu filtratu wzbogaconego
w GOS do retentatu ich catkowita zawarto$¢ w rekonstruowanym mieku wynosi 22%,
a zatem jest zblizona do zawartosci GOS w mleku nie poddanym ultrafiltracji. Mozna
stwierdzi¢, ze zastosowanie ultrafiltracji moze poprawi¢ wydajnos¢ GOS, zalezy ona
jednak od zawartosci laktozy w filtracie. Widac stad, ze beta-galaktozydaza wykazuje
lepsze wtasciwosci transgalaktozylacyjne w filtracie niz w mleku.

6. Podsumowanie

w opracowaniu przedstawiono wybrane aspekty enzymatycznego wzbogacania
mleka oraz jego przetworoéw w GOS. Dokonano tego w oparciu na wiasnych dos-
wiadczeniach (51-53) oraz na badaniach prowadzonych przez innych autoréw.

Zwrdcono uwage na zdolnosci transgalaktozylacyjne preparatow beta-galaktozy-
dazy oraz na warunki technologiczne decydujgce o wydajnosci syntezy GOS. Przed-
stawiona problematyka ma duze znaczenie aplikacyjne, przede wszystkim w odnie-
sieniu do rozszerzania asortymentu fermentowanych napojéw mlecznych wzboga-
conych w GOS. Na uwage zastuguje mozliwos¢ zastosowania w tym celu filtratu po
ultrafiltracji mleka lub serwatki. Problematyka ta jest przedmiotem szczeg6towych
badan prowadzonych w Katedrze Biotechnologii Zywnosci Uniwersytetu Warmini-
sko-Mazurskiego w Olsztynie.
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