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MAREK ADAMCZAK, WLODZIMIERZ BEDNARSKI

ENZYMATYCZNA SYNTEZA GALAKTOOLIGOSACHARYDOW
I LAKTULOZY W PERMEACIE PO ULTRAFILTRACJI SERWATKI

Streszczenie

Przedstawiono wyniki badan dotyczace technologicznych mozliwos$ci sterowania procesem transga-
laktozylacji laktozy, katalizowanym przez handlowe preparaty B-galaktozydazy, w permeacie po ultrafil-
tracji serwatki, w celu poprawy wydajnos$ci syntezy galaktooligosacharydow (GOS) i/lub laktulozy. Wy-
kazano, ze o wydajnosci procesu decyduje dobor preparatu B-galaktozydazy, st¢zenie substratu, a w synte-
zie laktulozy proporcja laktozy i fruktozy dodawanej do mieszaniny reakcyjnej. Uzyskana wydajnosé
syntezy GOS, a przede wszystkim laktulozy w iloéci 65 g/dm®, mozna uznaé jako zadowalajaca. Korzyst-
na zawarto§¢ GOS, tj. 13,7 %, w sacharydach uzyskano po procesie prowadzonym w 10 % roztworze
laktozy, w reakcji katalizowanej przez Ha-Lactase. Efektem przeprowadzonych badan jest propozycja
technologii koncentratow GOS lub laktulozy (zaggszczonych lub suszonych) z wykorzystaniem (jako
zrédia laktozy) permeatu po ultrafiltracji mleka lub serwatki. Otrzymane koncentraty galaktooligosacha-
rydow mozna stosowac jako zrodlo prebiotykow do produkcji prozdrowotnej zywnosci, pasz lub prepara-
tow farmaceutycznych. Zaproponowana technologia pozwala na bezodpadowe zagospodarowania perme-
atow po UF mleka lub serwatki.

W dalszych pracach z tego zakresu planowane sa do§wiadczenia majace na celu oceng warunkow cia-
glej syntezy GOS i/lub laktulozy z uzyciem immobilizowanych enzymow.

Stowa kluczowe: B-galaktozydaza, permeat serwatki, transgalaktozylacja, galaktooligosacharydy (GOS),
laktuloza

Wprowadzenie

Galaktooligosacharydy (GOS) sa naturalnymi sktadnikami mleka, a takze niekto-
rych owocow 1 warzyw. GOS traktowano jako mato wazne sktadniki zywnosci, m.in.
ze wzgledu na niewielka stodkos$é, staba rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 mala strawnos¢.
Obecnie GOS zalicza si¢ do prebiotykow, tj. skladnikow Zzywnos$ci nieulegajacych
trawieniu w gornych odcinkach przewodu pokarmowego i bedacych sktadnikiem od-
zywcezym dla pozytecznych bakterii bytujacych w okreznicy, gtéwnie z rodzaju Bifido-

Dr inz. M. Adamczak, prof. dr hab. W. Bednarski, Katedra Biotechnologii Zywnosci, Wydz. Nauki
o0 Zywnosci, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie, ul. J. Heweliusza 1, 10-718 Olsztyn



106 Marek Adamczak, Wlodzimierz Bednarski

bacterium 1 Lactobacillus. Zaleca si¢ spozywanie GOS w dawce okolo 3 g dziennie,
a produkty zawierajace GOS zalicza si¢ do zywnosci prozdrowotnej. Znajduja zasto-
sowanie jako zamienniki sacharozy m.in. do produkcji gumy do Zucia oraz zywnosci
funkcjonalnej dla diabetykow i oséb starszych. Preparaty galaktooligosacharydow
stosowane sa w produkcji odzywek dla dzieci, jogurtow, deserow, mleka lub maslanki
w proszku [6].

GOS stosowane sg takze do produkcji farmaceutykow wspomagajacych przyswa-
janie wapnia, srodkow przeciwprochniczych, lekow przeciw zaparciom [21, 23, 25].

Reakcje syntezy galaktooligosacharydéw katalizuja glikozydazy (EC 3.2.1.X),
a najpowszechniej stosowane sa B-galaktozydazy (EC 3.2.1.23). Enzymy te katalizuja
hydrolize¢ wiazan O-glikozydowych w p-D-galaktozydach, np. wiazania [-1,4-
glikozydowego w laktozie, ale rowniez reakcj¢ transgalaktozylacji. W zaleznosci od
warunkow reakcji enzymatycznej reszta cukrowa tworzaca glikonowa czg$¢ laktozy
moze by¢ przenoszona na rozne akceptory. Jesli akceptorem donoréw bedzie woda to
prowadzona jest hydroliza sacharydow, a jesli bedzie nim inny cukier, np. D-galaktoza
to powstaja GOS [29].

Laktoza, jeden z gtdéwnych sktadnikéw mleka, jest jednym z gtéwnych substratow

reakcji chemicznych, ktorych celem jest zwigkszenie jej wartosci uzytkowej, funkcjo-
nalnej [8] (rys. 1). Laktoza moze by¢ substratem w reakcjach hydrolizy, fruktozylo-
transferu, transgalaktozylacji, izomeryzacji, oksydacji i redukcji, w wyniku ktérych
powstaja odpowiednio: glukoza i galaktoza, laktosacharoza, galaktooligosacharydy,
laktuloza, kwas laktobionowy i laktikol.
Zastosowanie powszechnie znanej reakcji hydrolizy laktozy w przemysle mleczarskim
moze wspomagac przetworstwo mleka i produktow ubocznych w celu: usunigcia lak-
tozy z mleka, kontroli krystalizacji laktozy w koncentratach mleczarskich, pelnego
wykorzystania serwatki i jej permeatu, produkcji karmy dla zwierzat, syntezy oligosa-
charydéw i egzopolisacharydow, intensyfikacji syntezy kultur starterowych, poprawy
i zwigkszenia syntezy zwiazkow smakowo-zapachowych, otrzymania nowych, mody-
fikowanych produktow, np. seréw serwatkowych, seréw o nowych cechach smakowo-
zapachowych, produktéw do smarowania pieczywa.

Obecnie duze zainteresowanie towarzyszy zastosowaniu laktozy jako substratu
w reakcjach enzymatycznej syntezy prebiotycznych galaktooligosacharydow [26].
Kataliza reakcji transgalaktozylacji prowadzona jest z udzialem enzymow o rdéznym
stopniu oczyszczenia oraz katalizatorow niewydzielonych ze struktur komoérkowych
(catokomorkowe, ang. whole-cell system) [10, 17, 20, 27].

W technologicznym sterowaniu reakcja syntezy galaktooligosacharydow wazny
jest dobor parametréow decydujacych o wydajnosci procesu, np. stgzenie substratu,
czas, temperatura i kwasowos$¢ $rodowiska reakcji, wlasciwosci, pochodzenie
B-galaktozydazy, a nawet zrodto laktozy.
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Rys. 1. Mozliwosci otrzymywania wartosciowych produktow w wyniku modyfikacji laktozy.
Fig. 1. Possibilities of producing valuable products by modifying lactose.

Do sacharydoéw o wilasciwosciach prebiotycznych zalicza si¢ takze laktuloze, tj.
4-0O-B-D-galaktopyranozyl-D-fruktoze, ktora jest produktem izomeryzacji laktozy [1].
Laktuloza dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie i jest 1,5-raza stodsza niz laktoza, a jej
stodko$¢ wobec sacharozy wynosi 0,6. Cukier ten wystgpuje w formie 5 izomerow,
z ktorych dominujaca jest B-D-fruktofuranoza. Z dostgpnych informacji wynika, ze
spozywanie okre$lonych dawek laktulozy sprzyja poprawie przyswajalno$ci wapnia,
hamuje tzw. wtorne tworzenie kwasow zotciowych, stymuluje uktad odpornosciowy
organizméw dotknigtych marskoscia watroby, stosowana jest w leczeniu chronicznej
encefalopatii watrobowej i zapar¢ [2, 11, 24, 26].

Laktuloza powstaje w niewielkich ilosciach takze podczas ogrzewania mleka
i jest wskaznikiem zakresu jego obrobki termicznej [7]. Powszechnie dostepne prepara-
ty laktulozy sa otrzymywane po chemicznej izomeryzacji laktozy w §rodowisku alka-
licznym, z dodatkiem kwasu borowego, ktory korzystnie przesuwa rownowage reakcji
w kierunku syntezy laktulozy i przeciwdziata rekcjom ubocznym. Charakteryzuja si¢
one stodkim smakiem, ale z wyczuwalnym obcym posmakiem i zapachem, nie zawsze



108 Marek Adamczak, Wlodzimierz Bednarski

tolerowanym przez konsumentow. W poszukiwaniu alternatywnych metod izomeryza-
cji laktozy zwraca si¢ uwagg na zastosowanie w tym celu preparatéw p-galaktozydazy.

Otrzymywanie oligosacharydéw z udzialem glikozydaz, w tym [-D-galakto-
zydazy jest mozliwe dzigki termodynamicznie kontrolowanym reakcjom syntezy, tj.
odwroconej hydrolizie, badz dzigki kinetycznie kontrolowanym reakcjom transferu,
tzw. transgalaktozylacji (rys. 2). W $rodowisku wodnym reakcja transgalaktozylacji
konkuruje z reakcja hydrolizy [14]. Czesto reakcja prowadzona jest w uktadach hetero-
gennych preferujacych transgalaktozylacje, np. w srodowisku dwufazowym [3]. Pro-
blemem jest stabilno$¢ P-galaktozydazy w reakcji transgalaktozylacji w Srodowisku
o subkrytycznie matym wspotczynniku aktywnosci wody (a,,). Synteza w srodowisku
o malej wartosci a,, nie jest zagadnieniem nowym, jednak najbardziej preferowane do
tego typu zastosowan lipazy sa aktywne w s$rodowisku o wartosci a@,=4x107,
a pB-galaktozydaza z migdatéw wymaga do swojej aktywnosci srodowiska o wartosci
a,, 0d 0,4 do 0,8 [30]. W celu zapewnienia korzystnej aktywnosci -galaktozydazy ko-
nieczne jest zastosowanie metod pozwalajacych zwigkszy¢ ich stabilnos¢ w srodowi-
skach o matej warto$ci wspotczynnika a,, np. immobilizacji enzymu [18, 22].

O &
S COH
H O/\QOH

OH

[e XU}

HO, (o) N\
HO
o 0 OH =
W o =
HO B-GAL Ho + B-GAL o i o
(o) (0] —_—
HO HO
HOlI - S1IOH .,
HO Yo HO' 7OH
-
3, HO B OH

Rys.2. Reakcja enzymatycznej syntezy laktulozy w wyniku transgalaktozylacji (B-GAL -
B-galaktozydaza).

Fig. 2.  Enzymatic reaction of lactulose synthesis resulting from the transgalactosylation catalyzed by
B-galactosidase (B-GAL — B-galactosidase).

Intensyfikacji badan w tym zakresie sprzyja wzrastajace zainteresowanie laktulo-
za stosowang jako sktadnik bifidogenny (prebiotyczny) dodawany do zywnosci lub
farmaceutykow, choc¢ jej wlasciwos$ci prebiotyczne sa mniejsze niz frukto- lub galakto-
oligosacharydow [26]. O optacalno$ci metody otrzymywania laktulozy decyduje takze
cena substratu. Mozna w tym celu zastosowa¢ koncentraty serwatki lub permeatu po
jej ultrafiltracji.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan, ktérych celem bylo
ustalenie warunkow syntezy GOS i/lub laktulozy w roztworach permeatu po ultrafiltra-
cji serwatki z uzyciem handlowych preparatow p-galaktozydazy. Podczas ustalania
parametrow technologicznych zwrocono uwagge na zaleznos¢ wydajnosci syntezy GOS
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i/lub laktulozy od: rodzaju stosowanego preparatu (-galaktozydazy, stezenia laktozy
i fruktozy w $rodowisku reakcji, a takze czasu procesu.

Materialy i metody badan

W doswiadczeniach stosowano nastgpujace preparaty p-D-galaktozydazy: Maxi-
lact 2000 z Kluyveromyces lactis (DSM, Warszawa, Polska), Lactozym 2000L z Kluy-
veromyces fragilis (Novozymes, Polska), Ha-Lactase z Aspergillus oryzae (Chr. Han-
sen, Croatia), o aktywno$ci enzymatycznej odpowiednio: 500, 780, 600 GAU. Aktyw-
no$¢ preparatow enzymatycznych oznaczano z uzyciem, jako substratu, roztworu
O-nitrofenylo-f-D-galaktopyranozydu (ONPG). Jednostke aktywnosci B-galaktozydazy
(GAU) definiowano jako dawke¢ enzymu, ktéra w warunkach oznaczenia (T = 40 °C,
pH = 6,5, t = 10 min) uwalnia 1 gmol O-nitrofenolu w ciagu 1 min [13]. W badaniach
stosowano suszony permeat po ultrafiltracji serwatki, produkowany przez Zaktad Mle-
czarski Ostrowia (Ostrow Mazowiecki), o zawartosci suchej masy 97 %, w tym 75 %
laktozy.

Reakcje hydrolizy laktozy z rownoczesna transgalaktozylacja byly prowadzone
w roztworach wodnych permeatu po ultrafiltracji serwatki zawierajacych: 10, 20 lub
30 % laktozy, w temperaturze 40 °C. Syntez¢ laktulozy prowadzono w roztworze
permeatu o zawartosci laktozy 20 % (pH = 6,5), wzbogacanym dodatkiem 5, 10 lub
15 % fruktozy.

Reakcje katalizowana przez preparaty P-galaktozydazy dodawane w dawce od-
powiadajacej 40 GAU na 1 g laktozy prowadzono w tazni wodnej o temp. 40 °C przez
1 godzing. Przebieg reakcji kontrolowano pobierajac co 5 min probki, ktore w celu
inaktywacji enzymu ogrzewano w temp. 100 °C przez 10 min, odwirowywano
(2000xg, 10 min, 4 °C), filtrowano przez filtr o porowatosci 0,45 um i poddawano
analizie chromatograficzne;.

Oznaczenie chromatograficzne sktadu sacharydow prowadzono metoda HPLC,
z zastosowaniem systemu 1100 (Agilent). Faza ruchoma byta mieszanina: acetonitryl :
woda dejonizowana, 75 : 25 (v:v) (1 cm*min). Stosowano kolumn¢ Luna NH, (Phe-
nomenex; 250 mm, 4,6 mm, 5 pm, IOOA), termostatowana w 40 °C oraz detektor lase-
rowy $wiatla rozproszonego, PL-ELS 1000 (Polymer Laboratories, UK). Temperatura
odparowania i rozpylacza wynosita odpowiednio: 90 i 80 °C, a natgzenie przeptyw
azotu 1,5 SLPM (standardowe litry/ min). Probki o objgtosci 1l nanoszono do kolum-
ny z uzyciem automatycznego podajnika probek G1313A (Agilent). Analizg chroma-
togramow prowadzono za pomocg oprogramowania Chem Station (Hewlett Packard).

Stosowano wzorce: fruktozy, laktozy, glukozy (POCh S.A. Gliwice), galaktozy
(Merck, Poland), laktulozy, 6-O-B-D-galaktopyranozyl-D-galaktopyranozydu (GOS-2),
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i 4-0O-(3-0-0-D-galaktopyranozyl-a-D-galaktopyranozyl)-D-galaktopyranozydu (GOS-
3) (Sigma, Poznan).

Zawarto$¢ poszczegolnych sacharydow (zawartos¢ glukozy i galaktozy oznacza-
no tacznie) w probkach wyrazano procentowo w stosunku do catkowitej ich zawartosci
we frakcji sacharydow.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw obliczano takze: stopien hydrolizy laktozy
(DLH) (1), wydajno$¢ uwalniania monosacharydéw (MY) (2) oraz wydajnos¢ syntezy
laktulozy wyrazana w procentach poczatkowej zawartosci laktozy w mieszaninie reak-
cyjnej.

RL
DLH =(1-—)x100% 1
( IL)X 0 (1)

gdzie:
RL — koncowe stezenie laktozy [g/dm’],
IL — poczatkowe stezenie laktozy [g/dm’],
GLU, GAL — stezenie glukozy i galaktozy [g/dm’].
Wyniki wszystkich do§wiadczen przedstawiono jako $rednie z 3 powtorzen. War-
to$¢ odchylenia standardowego uzyskanych wynikoéw nie przekraczata 3 %.

Wyniki i dyskusja

Korzystng aktywno$¢ badanych preparatéw B-galaktozydazy uzyskano w $rodo-
wisku o pH 6,5 i temp. 40 °C. Po zwigkszeniu temp. powyzej 40 °C nastgpowalo gwal-
towne zmniejszenie aktywnosci wszystkich badanych enzymow. Stopien hydrolizy
laktozy, w roztworze permeatu po ultrafiltracji (UF) serwatki (10 % laktozy), przepro-
wadzonej w temp. 40 °C przez 60 min wynosit: 61, 64 i 77 %, odpowiednio w reakcji
katalizowanej przez Lactozym, Ha-Lactase 1 Maxilact. W 30 % roztworach laktozy
z permeatu jej stopien hydrolizy wynosit odpowiednio: 86, 88 1 91 %.

W kolejnym etapie badan oceniano wlasciwosci transgalaktozylacyjne stosowa-
nych preparatow [-galaktozydazy. Wydajnos¢ syntezy GOS oceniano w zalezno$ci od
poczatkowego stezenia laktozy w roztworach permeatu po UF serwatki (rys. 3). Naj-
wigksze zawartosci GOS, w danych warunkach procesu i z danym rodzajem enzymu,
uzyskano najczesciej po 20 min jego prowadzenia.

Wykazano takze, ze wydajnos¢ syntezy GOS oraz ich sktad zalezy od stezenia
laktozy, czasu reakcji oraz wlasciwosci stosowanego preparatu enzymatycznego.
W procesie prowadzonym z uzyciem preparatu Maxilact stwierdzono, ze poczatkowe
stezenie laktozy w roztworze permeatu decydowato o sktadzie chemicznym syntety-
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zowanych galaktooligosacharydéw. W roztworze permeatu z 10 % zawartoscia laktozy
syntetyzowane byly wytacznie GOS-2, w mieszaninie reakcyjnej o poczatkowej zawar-
tosci laktozy 20 % od 20. min syntetyzowane byly GOS-3, a w reakcji transgalaktozy-

lacji w 30 % roztworze laktozy stwierdzono réwniez obecnos¢ GOS-4 (rys. 3). Podob-
ne zaleznos$ci wykazali Cheng i wsp. [5],

-

-

56 GOS [%]
Zawanos® 20S %]

Content O

GOS5 L-10
Rys. 3.  Wydajnos¢ syntezy GOS w zaleznosci od: poczatkowego stezenia laktozy w mieszaninie reak-
cyjnej oraz rodzaju enzymu (L - Lactozym, H-L — Ha-Lactase, M — Maxilact; 10, 20, 30 % — po-
czatkowe st¢zenie laktozy w mieszaninie reakcyjne;j).
Fig. 3.

GOS synthesis yield depending on the initial concentration of lactose in the reaction mixture and

on the type of enzyme (L - Lactozym, H-L — Ha-Lactase, M — Maxilact; 10, 20, 30 % - initial
concentration of lactose in the reaction mixture).

ktorzy w reakcji laktozy z preparatem Maxilact 2000 otrzymali galaktooligosa-
charydy o sktadzie GOS-2 : GOS-3, w proporcji ilosciowej 2 : 1. Z badan Boon i wsp.
[4] wynika, Ze preparaty P-galaktozydazy z Bacillus cirulans, Aspergillus oryzae,
Kluyveromyces lactis syntetyzuja rozne ilosci i rodzaje GOS, np. enzymy z Kluyvero-
myces spp. syntetyzuja gtownie trioligosacharydy.

Najkorzystniejsza zawartos¢ GOS (% udzialu w sacharydach ogoétem) uzyskano

w procesie prowadzonym w roztworze permeatu o 10 % zawartosci laktozy z zastoso-
waniem preparatu Ha-Lactase — 13,7 % (rys. 3 1 4). Wyjatkowo w reakcji z uzyciem
tego preparatu enzymatycznego korzystng zawarto$¢ GOS uzyskano po 10 min reakc;ji,
gdy stopien hydrolizy laktozy wynosit 43 %, a wydajno$¢ syntezy monosacharydow
wynosita 50 %. Po zastosowaniu immobilizowane] B-galaktozydazy z Penicillium
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expansum F3 w 38 % roztworze laktozy dopiero po 60 h reakcji uzyskano 28,7 % GOS
[16].

Zheng 1 wsp. [31] wykazali natomiast, ze wydajno$¢ syntezy GOS katalizowana
przez B-galaktozydaze z Aspergillus candidus CGMCC3.2919 jest tym wigksza, im
wyzsze jest poczatkowe stezenie laktozy w mieszaninie reakcyjnej. Zastosowanie bio-
masy Bifidocaterium bifidum NCIMB 41171, jako zrodta B-galaktozydazy, umozliwito
uzyskanie 20 % GOS w ogoélnej zawartosci sacharydow, gdy stezenie poczatkowe lak-
tozy wynosito az 50 % [28]. Warunki tego procesu zostaty nastgpnie udoskonalone, co
umozliwito zwigkszenie zawartosci GOS do 36 — 43 % [9].

—&— Lactozym
o Ha-Lactase
o} —-w¥— Maxilact

Zawartos¢é GOS w sacharydach ogotem [%)]

GOS content in total saccharides [%]

0 10 20 30 40 50 60
Czas [min] / Time [min]
Rys. 4. Kinetyka syntezy GOS w reakcji katalizowanej przez enzymy w 10 % roztworze laktozy z per-
meatu po ultrafiltracji serwatki.

Fig. 4. Kinetics of GOS synthesis in the reaction catalyzed by enzymes in a 10 % solution of lactose
prepared from permeate upon the ultrafiltration of whey.

Z uwagi na ograniczong rozpuszczalno$¢ sacharydow w temp. 40 °C sktad mie-
szaniny reakcyjnej podczas syntezy laktulozy byt nastgpujacy: 20 % laktozy i od 5 do
15 % fruktozy. W badanych preparatach enzymatycznych nie stwierdzono aktywnos$ci
izomerazy glukozowej (EC 5.3.1.5), dlatego do syntezy laktulozy konieczny byt doda-
tek fruktozy. Laktuloza moze by¢ syntetyzowana przez B-galaktozydaze w roztworze
zawierajacym laktoze i fruktoze lub w reakcji z uzyciem galaktozy i fruktozy. Prze-
prowadzono proby syntezy laktulozy w 15 % roztworze fruktozy z dodatkiem 5, 10 lub
15 % galaktozy w temp. 40 °C i pH 6,5. Analiza chromatograficzna prébek pobiera-
nych co 10 min wykazala, ze B-galaktozydaza z Kluyveromyces lactis nie syntetyzuje
laktulozy bezposrednio z produktoéw jej hydrolizy.
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Rys. 5.  Wplyw wielkosci dodatku fruktozy do roztworu permeatu serwatki na syntezg laktulozy w reak-
cji katalizowanej przez preparaty enzymatyczne: a) Maxilact, b) Lactozym, c) Ha-Lactase.
Fig. 5.

Effect of the amount of fructose added to whey permeate solution on the synthesis of lactulose in
the reaction catalyzed by: a) Maxilact, b) Lactozym, c) Ha-Lactase.

Wykazano jednocze$nie, ze nie ma zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia hydroli-
tyczna analizowanych preparatow [-galaktozydazy wobec laktulozy i aktywnoscia
transgalaktozylacyjna, ktorej wynikiem moze by¢ np. synteza laktulozy. Wysoka ak-

tywnos$¢ hydrolityczna w stosunku do laktulozy wykazywal preparat Maxilact, nato-
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miast korzystne jej stgzenie uzyskano w reakcji katalizowanej przez preparat
B-galaktozydazy, Ha-Lactase (st¢zenie poczatkowe laktozy i fruktozy, odpowiednio 20
115 %).

Stopien hydrolizy laktozy w reakcjach syntezy laktulozy wynosit od 80 do ponad
99 %. Korzystna zawarto$¢ laktulozy, po 40 - 60 min reakcji, uzyskano w roztworze
permeatu po ultrafiltracji serwatki, z najwigkszym, 15 % dodatkiem fruktozy, w reakcji
katalizowanej przez Maxilact — 31,9 g/dm? (rys. 5a); Lactozym — 37,9 g/dm? (rys. 5b);
Ha-Lactase — 65,5 g/dm? (rys. 5¢). Podobne stgzenie laktulozy (50 g/1) uzyskano po 6 h
reakcji katalizowanej przez B-galaktozydaze z Sulfolobus solfataricus [12].

W sktad mieszaniny sacharyddéw po reakcji syntezy laktulozy wchodzity galakto-
oligosacharydy (GOS) (~11 %), allolaktoza (~7 %), glukoza, galaktoza, fruktoza i co
wazne tylko §ladowe ilosci laktozy. Wymagane jest jednak przeprowadzenie analizy
spektrometrycznej, NMR, w celu potwierdzenia obecnosci allolaktozy w mieszaninie
reakcyjnej. Dodatek fruktozy nie wpltywat znaczaco na zawarto$¢ i stopien polimery-
zacji GOS otrzymywanych w wyniku reakcji transgalaktozylacji. Podobnie, jak po
reakcji w roztworze laktozy z permeatu serwatki, gldownym produktem byt galaktooli-
gosacharyd o stopniu polimeryzacji wynoszacym 2 (GOS-2).

Niewiele jest dostgpnych informacji na temat enzymatycznej syntezy laktulozy,
np. Mayer i wsp. [19] wskazali, ze dodatek fruktozy w dawce 0,1-1,5 mol/l zwigksza
aktywno$¢ badanego enzymu w kierunku syntezy laktulozy, a struktur¢ chemiczna
produktu potwierdzono w badaniu spektroskopii ?C NMR. Zastosowanie permeabili-
zowanych komorek Kluyveromyces lactis umozliwito uzyskanie okoto 20 g/dm? laktu-
lozy po 3 h reakcji (40 % laktoza, 20 % fruktoza, temp. 60 °C), a wspotczynnik pro-
duktywnos$ci wynosit 6,8 g/l x h [15].

Whioski

1. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja technologiczne mozliwos$ci stero-
wania enzymatyczng transgalaktozylacja laktozy w roztworach permeatu po ultra-
filtracji serwatki w celu poprawy wydajnos$ci reakcji syntezy GOS i laktulozy.

2. Wpykazano, ze o wydajnosci procesu decyduje dobdr preparatu B-galaktozydazy,
stezenie laktozy, proporcja laktozy i fruktozy w mieszaninie reakcyjne;.

3. Efektem przeprowadzonych badan jest propozycja technologiczna produkcji kon-
centratow GOS 1 laktulozy z wykorzystaniem jako Zrodia laktozy permeatu po ul-
trafiltracji mleka lub serwatki. Otrzymane koncentraty GOS i laktulozy mozna sto-
sowac jako dodatki prebiotyczne w produkcji prozdrowotnej zywnosci (wzbogaca-
nia produktéw mleczarskich, owocowo-warzywnych, cukierniczych i piekarskich),
pasz lub preparatow farmaceutycznych.
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(10]

[11]

[12]
[13]
[14]
[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

Literatura

Aider M., de Halleux D.: Isomerization of lactose and lactulose production: review. Trends Food
Sci. Technol., 2007, 18, 356-364.

Als-Nielsen B., Gluud L.L., Gluud C.: Non-absorbable disaccharides for hepatic encephalopathy:
Systematic review of randomized trials. Br. Med. J., 2004, 328, 1046-1050.

Bednarski W., Kulikowska A.: Influence of two-phase system composition on biocatalytic properties
of B-galactosidase preparations. Chem. Papers, 2007, 61, 364 - 369.

Boon M.A., Janssen A.E.M., van t Riet K.: Effect of temperature and enzyme origin on the enzy-
matic synthesis of oligosaccharides. Enzyme Microb. Technol., 2000, 26, 271-281.

Cheng C.-C., Yu M.-C., Cheng T.-C., Sheu D.-C., Duan K.-J., Tai W.-L.: Production of high-content
galacto-oligosaccharide by enzyme catalysis and fermentation with Kluyveromyces marxianus. Bio-
technol. Lett., 2006, 28, 793-797.

Curda L., Rudolfova J., Stetina J., Dryak B.: Dried buttermilk containing galactooligosaccharides -
process layout and its verification. J. Food Eng., 2006, 77, 468-471.

Elliott A.J., Datta N., Amenu B., Deeth H.C.: Heat-induced and other chemical changes in commer-
cial UHT milks. J. Dairy Res., 2005, 72, 442.

Ginzle M.G., Haase G., Jelen P.: Lactose: Crystallization, hydrolysis and value-added derivatives.
Int. Dairy J., 2008, 18, 685-694.

Goulas A., Tzortzis G., Gibson G.R.: Development of a process for the production and purification
of a— and P—galactooligosaccharides from Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171. Int. Dairy J.,
2007, 17, 648-656.

Hsu C.A., Lee S.L., Chou C.C.: Enzymatic production of galactooligosaccharides by 3-galactosidase
from Bifidobacterium longum BCRC 15708. J. Agric. Food Chem., 2007, 55, 2225-2230.
Karczmarewicz E., Skorupa E., Lorenc R.S.: Wplyw probiotykow i prebiotykow na gospodarke
wapniowo-fosforanowa i metabolizm kostny. Pediatria Wspotczesna. Gastroenterologia, hepatologia
i zywienie dziecka, 2002, 4, 63-69.

Kim Y.-S., Park C.-S., Oh D.-K.: Lactulose production from lactose and fructose by a thermostable
B-galactosidase from Sulfolobus solfataricus. Enzyme Microb. Technol., 2006, 39, 903-908.
Kowalewska-Piontas J., Bednarski W.: The attempts to intensity synthesis of galactooligosaccha-
rides in the process of enzymatic lactose hydrolysis. Pol. J. Food Nutr. Sci., 2001, 51, 43-46.
Kowalewska-Piontas J., Demczuk A., Bednarski W., Amarowicz R.: A comparative study on galac-
toologosaccharide synthesis by selected [3-galactosidase preparations. Gent, Belgium, 2003,

Lee Y.J., Kim C.S., Oh D.K.: Lactulose production by B-galactosidase in permeabilized cells of
Kluyveromyces lactis. Appl. Microbiol. Biotechnol., 2004, 64, 787-793.

Li Z.-Y., Xiao M., Lu L., Li Y.: Production of non-monosaccharide and high-purity galactooligosac-
charides by immobilized enzyme catalysis and fermentation with immobilized yeast cells. Process
Biochem., 2008, 43, 896-899.

Maischberger T., Nguyen T.-H., Sukyai P., Kittl R., Riva S., Ludwig R., Haltrich D.: Production of
lactose-free galacto-oligosaccharide mixtures: comparison of two cellobiose dehydrogenases for the
selective oxidation of lactose to lactobionic acid. Carbohydr. Res., 2008, 343, 2140-2147.

Makowski K., Bialkowska A., Szczesna-Antczak M., Kalinowska H., Kur J., Cieslinski H.,
Turkiewicz M.: Immobilized preparation of cold-adapted and halotolerant Antarctic 3-galactosidase
as a highly stable catalyst in lactose hydrolysis. FEMS Microbiol. Ecol., 2007, 59, 535-542.

Mayer J., Conrad J., Klaiber I., Lutz-Wahl S., Beifuss U., Fischer L.: Enzymatic production and
complete nuclear magnetic resonance assignment of the sugar lactulose. J. Agric. Food Chem., 2004,
52, 6983-6990.



116 Marek Adamczak, Wlodzimierz Bednarski

[20] Mladenoska 1., Winkelhausen E., Kuzmanova S.: Transgalactosylation/hydrolysis ratios of various
B-galactosidases catalyzing alkyl-B-galactoside synthesis in single-phased alcohol media. Food
Technol. Biotechnol., 2008, 46, 311-316.

[21] Mussatto S.I., Mancilha I.M.: Non-digestible oligosaccharides: A review. Carbohydr. Polym., 2007,
68, 587-597.

[22] Pessela B.C.C., Dellamora-Ortiz G., Betancor L., Fuentes M., Guisan J.M., Fernandez-Lafuente R.:
Modulation of the catalytic properties of multimeric -galactosidase from E. coli by using different
immobilization protocols. Enzyme Microb. Technol., 2007, 40, 310-315.

[23] Rousseau V., Lepargneur J.P., Roques C., Remaud-Simeon M., Paul F.: Prebiotic effects of oligo-
saccharides on selected vaginal lactobacilli and pathogenic microorganisms. Anaerobe, 2005, 11,
145-153.

[24] Ryzko J. Zastosowanie probiotykow i prebiotykow w leczeniu neswoistych zapalen jelit oraz zabu-
rzen czynnosciowych jelita grubego. Pediatria Wspolczesna. Gastroenterologia, hepatologia i zy-
wienie dziecka, 2002, 4, 55-60.

[25] Sako T., Matsumoto K., Tanaka R.: Recent progress on research and applications of non-digestible
galacto-oligosaccharides. Int. Dairy J., 1999, 9, 69-80.

[26] Schaafsma G. Lactose and lactose derivatives as bioactive ingredients in human nutrition. Int. Dairy
J.,2008, 18, 458-465.

[27] Splechtna B., Nguyen T., Steinbock M., Kulbe K.D., Lorenz W., Haltrich D.: Production of pre-
biotic galacto-oligosaccharides from lactose using B-galactosidases from Lactobacillus reuteri. J.
Agric. Food Chem., 2006, 54, 4999-5006.

[28] Tzortzis G., Goulas A.K., Gibson G.R.: Synthesis of prebiotic galactooligosaccharides using whole
cells of a novel strain, Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171. Appl. Microbiol. Biotechnol., 2005,
68, 412-416.

[29] Withers S.G. Mechanisms of glycosyl transferases and hydrolases. Carbohydr. Polym., 2001, 44,
325-337.

[30] Woudenberg-van Oosterom M., van Belle H.J.A., van Rantwijk F., Sheldon R.A.: Immobilised 3-
galactosidases and their use in galactoside synthesis. J. Mol. Catal. A: Chem., 1998, 134, 267-274.

[31] Zheng P., Yu H., Sun Z., Ni Y., Zhang W., Fan Y., Xu Y.: Production of galacto-oligosaccharides
by immobilized recombinant B-galactosidase from Aspergillus candidus. Biotechnol. J., 2006, 1,
1464-1470.

ENZYMATIC SYNTHESIS OF GALACTOOLIGOSACCHARIDES AND LACTULOSE IN
WHEY-PERMEATE AFTER THE ULTRAFILTRATION OF WHEY

Summary

The results are presented of a research into technological possibilities of controlling the transgalacto-
sylation process of lactose, catalyzed by the commercially available B-galacosidases, in a permeate ob-
tained after the ultrafiltration of whey, in order to improve the efficiency of GOS and/or of lactulose syn-
thesis. It was proved that the selected -galactosidase and the substrate concentration decided on the effi-
ciency of synthesis, and, in the case of the synthesis of lactulose, the ratio of lactose and fructose amounts
as added to the reaction mixture. The efficiency of GOS synthesis and, first of all, of lactulose (65 % m/V
in total saccharides) is found acceptable. A favourable content of GOS, i.e. 13.7 %, in saccharides was
recorded after the process run in a solution of permeate with 10 % (m/V) of lactose using Ha-Lactase\to
catalyze the reaction. Based on the research conducted, a special technology of GOS and/or lactulose
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synthesis is suggested with a permeate after the ultrafiltration of milk or whey applied (as a source of
lactose). The obtained concentrates of GOS can be applied as a source of prebiotics in the production of
health-promoting food, feedstuffs or pharmaceuticals. The postulated technology provides an opportunity
for attractive, waste-free management of permeates after the ultrafiltration of milk or whey.

The subsequent investigations in this field will address experiments aiming at evaluating the condi-
tions of continuous synthesis of GOS and/or lactulose with the use of immobilized enzymes.

Key words: B-galactosidase, whey-permeate, transgalactosylation, galactooligosaccharides (GOS), lactu-
lose
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