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S u m m a r y

The aim of the work was to examine the ability of Penicillium canescens

�-galactosidase to synthesize galactooligosacharides in one or two-phase me-
dium (organic solvents: water). The yield of this process depends mainly on: lac-
tose concentration in water phase, time of reaction, kind of organic solvents
and their participation in two-phase medium.

The application of ultrafiltration for separation of saccharides from the re-
action medium stabilized the yield of galactooligosacharides synthesis.
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1. Wstêp

Galaktooligosacharydy (GOS) s¹ zaliczane do funkcjonalnych
sk³adników ¿ywnoœci o w³aœciwoœciach stymuluj¹cych rozwój Bi-
fidobakterii i probiotycznych bakterii mlekowych w jelitach kon-
sumentów sprzyjaj¹c ich zdrowiu (1,2).
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W sk³adzie ich cz¹steczek wystêpuje od 3 do 10 monomerów galaktozy i gluko-
zy po³¹czonych wi¹zaniami glikozydowymi (3). Ze wzglêdu na podobne w³aœciwoœci
funkcjonalne zalicza siê do nich tak¿e laktulozê i galaktobiozê (4).

Galaktooligosacharydy najczêœciej otrzymuje siê z laktozy w reakcji transgalaktozy-
lacji katalizowanej przez �-galaktozydazê. S¹ one tak¿e syntetyzowane przy zastosowa-
niu glikozylotransferaz (3). Wydajnoœæ syntezy GOS katalizowanej przez �-galaktozyda-
zê zale¿y od Ÿród³a i w³aœciwoœci enzymu, a tak¿e od stê¿enia substratu i sk³adników
towarzysz¹cych, np. soli mineralnych, bia³ek itp. oraz od kwasowoœci i temperatury.

W ocenie wp³ywu w³aœciwoœci enzymu zwraca siê uwagê na regioselektywnoœæ
w reakcji transgalaktozylacji. Na przyk³ad �-galaktozydaza z E. coli katalizuje synte-
zê wi¹zania �-1,6 a enzym z Diplococcus pneumoniae jest selektywny w tworzeniu
wi¹zañ �-1,4 (7). Wa¿nym czynnikiem, decyduj¹cym o wydajnoœci syntezy GOS, jest
pocz¹tkowe stê¿enie laktozy w œrodowisku reakcji. Jej mo¿liwie wysoka koncentra-
cja (uwarunkowana rozpuszczalnoœci¹) pozwala uzyskaæ korzystn¹ wydajnoœæ synte-
zy GOS (7). Prowadzenie reakcji transgalaktozylacji w 30% roztworze laktozy pozwa-
la uzyskaæ mieszaninê di, tri, tetra, penta i heksasacharydów z tym, ¿e te wy¿sze
GOS wystêpuj¹ w niewielkich iloœciach (8).

Z badañ w³asnych wynika (dane nie publikowane), ¿e sk³ad oraz procentowy
udzia³ GOS w produktach reakcji laktozy z �-galaktozydaz¹ nie jest stabilny w cza-
sie, poniewa¿ syntetyzowane GOS w zale¿noœci od stanu równowagi reakcji enzy-
matycznej mog¹ byæ degradowane do monosacharydów. W d¹¿eniach do uzyskania
mo¿liwie korzystnej wydajnoœci syntezy GOS zwraca siê tak¿e uwagê na obni¿anie
aktywnoœci wody w œrodowisku reakcji enzymatycznej, np. przez stosowanie roz-
puszczalników organicznych.

Uwzglêdniaj¹c doœæ liczn¹ grupê czynników decyduj¹cych o wydajnoœci enzyma-
tycznej syntezy GOS, w du¿ym stopniu zale¿nych od w³aœciwoœci biokatalizatora po-
stanowiono je ustaliæ dla preparatu �-galaktozydazy z Penicillium canescens i porów-
naæ z w³aœciwoœciami handlowo dostêpnego preparatu z Aspergillus oryzae.

W ocenie wp³ywu warunków reakcji na wydajnoœæ syntezy GOS przez preparat
�-galaktozydazy z Penicillium canescens szczególn¹ uwagê zwrócono na oddzia³ywanie:

– sk³adu œrodowiska reakcji, np. obecnoœci bia³ek w serwatce lub w permeacie
po ultrafiltracji (UF) mleka,

– okresowego odbioru GOS ze œrodowiska reakcji z zastosowaniem ultrafiltracji,
– w³aœciwoœci œrodowiska: kwasowoœci oraz aktywnoœci wody.

2. Materia³ i metodyka badañ

Stosowano preparaty enzymatyczne:
– �-galaktozydazê z Penicillium canescens, preparat otrzymany w skali laborato-

ryjnej; w postaci suszonego precypitatu bia³ek wydzielonych acetonem z p³ynu po
hodowli grzybów (9);
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– �-galaktozydazê z Aspergillus oryzae, preparat handlowy (Sigma, nr katalogowy
G5160).

2.1. Warunki enzymatycznej modyfikacji laktozy w œrodowisku jednofazowym

Wydajnoœæ syntezy GOS (procentowy udzia³ w sacharydach ogó³em) badano
w zale¿noœci od:

– rodzaju i sk³adu roztworu substratu (roztwory laktozy w buforach), permeatu
po ultrafiltracji mleka (odbia³czony lub nieodbia³czony), serwatki po produkcji se-
rów (odbia³czona lub nieodbia³czona);

– pocz¹tkowego stê¿enia laktozy w wymienionych roztworach (5, 10 lub 15%);
– czasu reakcji, próbki roztworów sacharydów po reakcji z �-galaktozydaz¹ po-

bierano co godzinê;
– kwasowoœci œrodowiska pH 4,5, 5,0, 7,0.
Reakcje prowadzono w 45°C, stosowana dawka enzymu 40 U/gram laktozy. Po

reakcji enzym inaktywowano w warunkach opisanych poprzednio (10).

2.2. Warunki enzymatycznej modyfikacji laktozy w œrodowisku dwufazowym,
rozpuszczalniki organiczne : faza wodna

W tym etapie badañ wydajnoœæ syntezy galaktooligosacharydów oceniano w za-
le¿noœci od:

– rodzaju rozpuszczalnika organicznego: cykloheksan, heksan lub toluen,
– zawartoœci wody w œrodowisku reakcji: 2, 5, 7 lub 10% i dope³niaj¹cej (do

100%) zawartoœci rozpuszczalnika organicznego,
– pocz¹tkowej zawartoœci laktozy w fazie wodnej jak w rozdz. 2.1.

2.3. Warunki procesu syntezy GOS z ich wydzielaniem technik¹ ultrafiltracji

W tym wariancie eksperymentu zastosowano modu³ laboratoryjny z membran¹
ceramiczn¹ (TAMI Industries) o granicy rozdzia³u – 8 KDa. Proces prowadzono
w 200 ml roztworu odbia³czonego permeatu po ultrafiltracji (UF) mleka o zawartoœ-
ci laktozy – 15% z 0,02% v/v dodatkiem 30% roztworu H2O2.

Po ogrzaniu do 45°C dodawano preparat �-galaktozydazy z P. canescens w dawce
40 U/1g laktozy i podawano roztwór substratu pomp¹ do modu³u z membran¹.
W pocz¹tkowym okresie (do 60 min) proces prowadzono bez odbioru filtratu. Na-
stêpnie próbki filtratu pobierano w ustalonych odstêpach czasu oraz doprowadzano
nowe porcje roztworu substratu w celu uzupe³nienia uk³adu do objêtoœci pocz¹tko-
wej. W próbkach filtratu oznaczano zawartoœæ sacharydów stosujac HPLC.
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2.4. Metodyka analityczna

2.4.1. Oznaczanie aktywnoœci �-galaktozydazy

W tym celu zastosowano pomiar spektrofotometryczny iloœci o-nitrofenolu
uwolnionego z o-nitro-fenylo-�-D-galaktopiranozydu (ONPG) przez �-galaktozyda-
zê. Za jednostkê aktywnoœci �-galaktozydazy przyjêto dawkê enzymu, która w wa-
runkach oznaczenia (temp. 45°C, pH 4,5, czas reakcji 10 min) uwalnia 1 �mol o-ni-
trofenolu / minutê.

2.4.2. Oznaczanie zawartoœci sacharydów

W tym celu stosowano metodê HPLC (warunki oznaczenia opisano poprzednio
(10). Zastosowano nastêpuj¹ce wzorce sacharydów: 4-0-(3-0 �-D-galaktopyranozylo-
-�D-galaktopyranozylo)-D-galaktopyranoza) Sigma; 6-0-�-D-galaktopyranozylo-D-ga-
laktoza (Sigma), galaktoza (Merck), glukoza (POCH S.A. Gliwice), laktoza (POCH S.A.
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Rys. 1. Wp³yw czasu reakcji laktozy z enzymem na zawartoœæ GOS w próbkach filtratu wydzielanych
metod¹ ultrafiltracji; warunki procesu: reakcjê prowadzono w odbia³czonym permeacie po UF mleka,
pH 4,5, pocz¹tkowe stê¿enie laktozy 15%, temp. 45°C, dawka �-galaktozydazy z P. canescens 40 U/1g sub-
stratu.



Gliwice). Przyk³ad chromatogramu sacharydów po reakcji laktozy z �-galaktozydaz¹
z P. canescens przedstawiono na rysunku 2.

2.4.3. Zawartoœæ wody w œrodowisku reakcji laktozy z �-galaktozydaz¹ oznaczano

metod¹ Karla Fischera (11).

3. Omówienie oraz dyskusja wyników

Jedn¹ z mo¿liwoœci postêpu w biokatalizie jest pozyskiwanie nowych enzymów,
g³ównie z mikrooganizmów. W tym celu opracowano sk³ad pod³o¿a oraz warunki
otrzymywania preparatu �-galaktozydazy syntetyzowanej przez Penicillium canescens (9).

W pracy przedstawiono wyniki badañ dotycz¹cych zastosowania otrzymanego
preparatu w syntezie galaktooligosacharydów w œrodowisku wodnym, jednofazo-
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Rys. 2. Chromatogram z rozdzia³u sacharydów otrzymanych po reakcji katalizowanej przez �-galak-
tozydazê z Penicillium canescens; warunki reakcji: 15% roztwór laktozy w buforze octanowym o pH 4,5,
czas reakcji 3 h. A – glukoza i galaktoza; C – laktoza; D – disacharyd Gal-Gal (6-0-�-D-galaktopyrano-
zylo-D-galaktoza); E – galaktotrioza (4-0-(3-0-�-D-galaktopyranozylo-�-D-galaktopyranozylo) -D-galak-
topyranoza).



wym lub dwufazowym woda : rozpuszczalnik organiczny. Wydajnoœæ syntezy GOS
w reakcji z preparatem �-galatozydazy z P. canescens porównywano z efektami reak-
cji laktozy z enzymem z Aspergillus oryzae prowadzonej w tych samych warunkach.

3.1. Otrzymywanie galaktooligosacharydów w œrodowisku jednofazowym

Na podstawie wyników przeprowadzonych badañ wskazuje siê, ¿e zastosowane
preparaty �-galaktozydazy w okreœlonych warunkach syntetyzuj¹ galaktooligosa-
charydy. Wydajnoœæ syntezy GOS przez porównywane preparaty enzymatyczne jest
podobna i zale¿y g³ownie od pocz¹tkowej zawartoœci laktozy w roztworze, od jego
sk³adu i kwasowoœci, a tak¿e od czasu procesu (tab. 1 i 2).

T a b e l a 1

Wp³yw czasu procesu i stê¿enia laktozy na wydajnoœæ reakcji syntezy GOS katalizowanej przez �-galaktozy-

dazê z P. canescens lub A. oryzae

�ród³o
�-galaktozydazy

Stê¿enie
laktozy(*)

(%)
Czas (h)

Zawartoœæ sacharydów (mg/ml)
Zawartoœæ
GOS (%)Gal i Glc Laktoza Gal-Gal Galaktotrioza

Penicillium canescens 5 3 18,1 43,4 0,0 5,6 8,3

4 21,8 46,5 0,0 6,0 8,1

5 25,0 42,0 0,0 5,4 7,5

10 3 38,7 61,0 0,0 16,7 14,3

4 43,3 60,3 0,0 16,6 13,8

5 48,2 55,4 0,0 14,8 12,5

15 3 64,7 73,3 10,5 27,2 21,5

4 77,4 68,1 5,7 28,0 18,8

5 96,1 53,3 3,7 25,6 16,4

Aspergillus oryzae 5 1 38,6 25,4 2,1 2,9 7,2

2 54,1 12,3 1,9 2,0 5,5

3 58,5 13,2 1,3 1,4 3,6

10 1 60,4 33,7 4,4 7,8 11,5

2 75,5 25,8 4,2 3,2 6,8

3 78,0 21,2 4,1 1,0 4,9

15 1 96,0 40,2 9,2 10,1 12,4

2 135,9 22,1 4,6 6,7 6,7

3 140,1 20,9 3,5 4,4 4,7

(*) – w buforze octanowym pH 4,5. Stosowano dawkê enzymu 40 U/1 g laktozy, temp. procesu 45°C.
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T a b e l a 2

Wp³yw sk³adu i kwasowoœci (pH) roztworu laktozy na wydajnoœæ reakcji syntezy GOS katalizowanej przez

�-galaktozydazê z P. canescens lub A. oryzae

�ród³o
�-galaktozydazy

Laktoza
w

Kwasowoœæ
(pH)

Zawartoœæ sacharydów (mg/ml) Zawartoœæ
GOS (%)Gal i Glc Laktoza Gal-Gal Galaktotrioza

Penicillium canescens* A 4,5 64,7 73,3 10,5 27,2 21,5

A 5,5 26,1 117,3 0,0 26,3 15,5

B 7,0 17,0 128,9 0,0 19,3 11,7

C 6,1 41,5 101,3 0,0 24,8 14,8

C’ 5,5 49,1 99,4 0,0 22,8 13,3

D 5,9 43,3 106,2 0,0 26,5 15,1

D’ 5,5 41,2 95,6 0,0 21,9 13,8

Aspergillus oryzae** A 4,5 135,9 22,1 4,6 6,7 6,7

A 5,5 98,5 50,9 5,8 10,6 9,9

B 7,0 67,1 80,3 4,8 9,0 8,6

C 6,1 88,1 45,3 4,1 18,9 14,7

C’ 5,5 77,6 58,5 5,7 17,2 14,4

D 5,9 70,0 60,6 6,5 22,6 18,2

D’ 5,5 48,0 88,7 4,9 22,7 16,8

Gdzie: A – bufor octanowy, B – bufor fosforanowy, C – permeat nieodbia³czony, C’ – permeat odbia³czony, D – ser-
watka nieodbia³czona, D’ – serwatka odbia³czona. *czas reakcji – 3 h; ** czas reakcji – 2 h; temp. 45°C, stê¿enie lakto-
zy 15%, dawka enzymu 40 U/1g laktozy w medium.

Na uwagê zas³uguje zale¿noœæ wydajnoœci syntezy GOS przez �-galaktozydazê
z P. canescens od kwasowoœci œrodowiska. Po reakcji prowadzonej w roztworze lak-
tozy w buforze octanowym o pH 4,5 otrzymano zawartoœæ GOS w sacharydach
ogó³em 21,5% wobec 15,5% po reakcji w œrodowisku o pH 5,5. Podobna zmiana kwa-
sowoœci œrodowiska reakcji laktozy z �-galaktozydaz¹ z A. oryzae w mniejszym stop-
niu zadecydowa³a o udziale GOS w sacharydach (tab. 2). Nale¿y zaznaczyæ, ¿e prepa-
rat �-galaktozydazy z P. canescens wykazuje najkorzystniejsz¹ aktywnoœæ w reakcji
z ONPG równie¿ w œrodowisku o kwasowoœci odpowiadaj¹cej pH 4,5 (9). Godne
podkreœlenia jest to, ¿e oceniany zakres zmian kwasowoœci jest zbli¿ony do natural-
nego odczynu serwatki lub permeatu po jej ultrafiltracji, tj. potencjalnych surow-
ców do prowadzenia syntezy GOS w warunkach przemys³owych.

W procesie katalizowanym przez �-galaktozydazê z P. canescens prowadzonym
przez 3 godziny w roztworze laktozy w buforze octanowym (pH 4,5) zawartoœæ GOS
w mieszaninie sacharydów po reakcji by³a istotnie zale¿na od pocz¹tkowej koncen-
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tracji laktozy (tab. 1). Wydajnoœæ syntezy GOS zarówno przez �-galaktozydazê
z P. canescens, jak i A. oryzae zale¿a³a tak¿e od czasu reakcji. Udzia³ GOS w mieszani-
nie sacharydów by³ niestabilny i zmniejsza³ siê wraz z czasem reakcji z enzymem
(tab. 1).

Podwy¿szone stê¿enie substratu w œrodowisku u³atwia zgodnie z prawem za-
chowania mas przesuniêcie po³o¿enia równowagi reakcji z hydrolizy laktozy na syn-
tezê GOS (12). Stan równowagi reakcji jest niestabilny w czasie i wp³ywa na wydaj-
noœæ syntezy GOS.

Wed³ug Petzelbauera i wsp. (13) w pocz¹tkowym etapie procesu, laktoza bêd¹c
w nadmiarze wobec glukozy i galaktozy jest g³ównym akceptorem reszt galaktozy-
lowych, co sprzyja syntezie GOS.

Z postêpem reakcji enzymatycznej zwiêksza siê udzia³ produktów hydrolizy lak-
tozy w mieszaninie sacharydów, co niekorzystnie oddzia³uje na wydajnoœæ syntezy
GOS (14).

Z badañ innych autorów (15) wynika, ¿e wraz z wyd³u¿eniem czasu reakcji mo¿e
dochodziæ do wtórnej degradacji GOS i do zmniejszenia ich udzia³u w œrodowisku
reakcji. Badaj¹c wp³yw sk³adu i w³aœciwoœci roztworu laktozy na wydajnoœæ syntezy
GOS wykazano, ¿e najkorzystniejszy ich udzia³ w sacharydach po reakcji katalizowa-
nej przez �-galaktozydazê z P. canescens mo¿na otrzymaæ w roztworze laktozy w bu-
forze octanowym o pH 4,5. Syntezie GOS przez �-galaktozydazê z A. oryzae sprzy-
ja³o œrodowisko nieodbia³czonej serwatki – zawartoœæ GOS w otrzymanych sacha-
rydach wynosi³a 18,2% (tab. 2). Oceniaj¹c wp³yw odbia³czenia serwatki lub permeatu
po UF mleka na wydajnoœæ syntezy GOS wykazano, ¿e obecnoœæ bia³ek w œrodowi-
sku reakcji w niewielkim stopniu o tym decyduje (tab. 2).

Wp³yw zawartoœci bia³ek w œrodowisku na efekty reakcji laktozy z �-galaktozy-
daz¹ zale¿y od jej Ÿród³a i w³aœciwoœci. Potwierdzeniem tego jest korzystne od-
dzia³ywanie kazeiny i bia³ek serwatkowych na aktywnoœæ �-galaktozydazy z K. fragilis

(16) oraz wyniki badañ Cho i wsp. (12) którzy stosuj¹c �-galaktozydazê z Bullera

singulans korzystniejsz¹ o 25% wydajnoœæ syntezy GOS uzyskali w roztworze laktozy
w buforze fosforanowym ni¿ w serwatce.

Ró¿nice wydajnoœci syntezy GOS w roztworach laktozy w buforach i w serwatce
mog¹ byæ spowodowane niekorzystnym oddzia³ywaniem na aktywnoœæ �-galaktozy-
dazy obecnych w serwatce soli mleka, g³ownie Ca2+ oraz Na+ (17). Niekorzystny
wp³yw tych kationów na aktywnoœæ preparatu �-galaktozydazy w reakcji z ONPG
wykazano w naszych wczeœniejszych badaniach (10).

W celu udoskonalenia procesu enzymatycznego otrzymywania GOS zastosowa-
no technikê ultrafiltracji (UF) do okresowego wydzielania produktów reakcji laktozy
z �-galaktozydaz¹ z P. canescens. Proces prowadzono w odbia³czonym i zagêszczo-
nym permeacie po UF mleka (zawartoœæ laktozy – 15%). Zastosowanie UF do wy-
dzielania sacharydów umo¿liwia utrzymywanie wzglêdnie wysokiej wydajnoœci syn-
tezy GOS. Ich udzia³ w produktach reakcji prowadzonej przez 48 godzin mieœci³ siê
w granicach od 10,3% po 2 h do 23,1% po 36 h (rys. 1). Korzystnej wydajnoœci synte-
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zy GOS sprzyja ograniczany czasowo kontakt produktów reakcji laktozy z �-galakto-
zydaz¹ zatrzymywan¹ przez membranê. Na podstawie wyników przeprowadzonych
badañ wskazuje siê mo¿liwoœæ wielokrotnego wykorzystania enzymu w syntezie
GOS w kolejnych porcjach permeatu okresowo dostarczanego do modu³u.

Wydzielone technik¹ ultrafiltracji roztwory produktów reakcji �-galaktozydazy
z laktoz¹ mo¿na frakcjonowaæ i zagêszczaæ z zastosowaniem nanofiltracji i odwró-
conej osmozy. Zaproponowana technologia jest prosta i mo¿liwa do wdro¿enia w
skali przemys³owej. Daje szansê atrakcyjnego zagospodarowania produktów ubocz-
nych przemys³u mleczarskiego. Produkowane w ten sposób koncentraty oligosacha-
rydów o w³aœciwoœciach prebiotycznych mo¿na rozpatrywaæ jako dodatek do ¿yw-
noœci lub pasz.

3.2. Otrzymywanie galaktooligosacharydów w œrodowisku dwufazowym

Przesuniêcie stanu równowagi reakcji z kierunku hydrolizy laktozy w stronê syn-
tezy galaktooligosacharydów jest u³atwione po zmniejszeniu aktywnoœci wody w
œrodowisku. Jedn¹ z mo¿liwoœci w tym zakresie jest zastosowanie rozpuszczalni-
ków organicznych. W doborze rozpuszczalników uwzglêdnia siê ich ró¿ne oddzia-
³ywanie z bia³kiem enzymów, np. ich stabilizacjê lub destabilizacjê, zmianê szybko-
œci biokatalizy oraz zmiany po³o¿enia stanu równowagi reakcji enzymatycznej (18).
Wa¿nym kryterium oceny przydatnoœci rozpuszczalników jest ich ograniczone mie-
szanie siê z wod¹ oraz zminimalizowane oddzia³ywanie na warstwê wody niezbêd-
nej enzymowi w katalizowanej reakcji (19).

Syntezê GOS przez �-galaktozydazê z P. canescens lub A. oryzae prowadzono
w œrodowisku dwufazowym, rozpuszczalnik organiczny : woda. Oceniano wydaj-
noœæ syntezy GOS w zale¿noœci od: rodzaju rozpuszczalnika, zawartoœci wody w œro-
dowisku reakcji, pocz¹tkowego stê¿enia laktozy w fazie wodnej, czasu reakcji enzy-
matycznej oraz kwasowoœci œrodowiska.

Po porównaniu efektów procesu enzymatycznego formowania GOS prowadzo-
nego w œrodowisku jednofazowym oraz dwufazowym stwierdzono, ¿e zmniejszenie
aktywnoœci wody w œrodowisku pozwala otrzymaæ korzystn¹ zawartoœæ GOS w mie-
szaninie sacharydów (24%) po reakcji laktozy z �-galaktozydaz¹ z P. canescens w œro-
dowisku, w którym faza cykloheksanu stanowi³a 98%, a faza wodna 2% (pocz¹tkowe
stê¿enie laktozy – 10%, pH 4,5, czas reakcji 2 h). Po procesie prowadzonym w œro-
dowisku dwufazowym z toluenem lub heksanem zawartoœci GOS w produktach re-
akcji laktozy z �-galaktozydaz¹ z P. canescens by³y œladowe (tab. 3).

Prowadzenie procesu w uk³adach dwufazowych z cykloheksanem, heksanem lub
toluenem z zastosowaniem �-galaktozydazy z A. oryzae pozwoli³o otrzymaæ zawar-
toœæ GOS w produktach reakcji od 13,3 do 17,3% (tab. 3). Na podstawie otrzymanych
wyników potwierdza siê ró¿ne oddzia³ywanie sk³adu œrodowiska dwufazowego,
w tym g³ównie rozpuszczalników organicznych na w³aœciwoœci biokatalityczne sto-
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sowanych preparatów �-galaktozydazy. Porównuj¹c efekty syntezy GOS przez oce-
niane preparaty �-galaktozydazy wykazano, ¿e enzym z A. oryzae syntetyzuje GOS
w œrodowisku dwufazowym z udzia³em cykloheksanu lub heksanu lub toluenu, a en-
zym z P. canescens jedynie w œrodowisku z cykloheksanem.

T a b e l a 3

Wp³yw sk³adu œrodowiska i warunków reakcji na enzymatyczn¹ syntezê GOS

�ród³o
�-galaktozydazy

Sk³ad medium i warunki reakcji Zawartoœæ
GOS (%)

Rozpuszczalnik
organiczny (%)

Woda (%) Zawartoœæ
laktozy2 (%)

Kwasowoœæ2

(pH)
Czas3 (h)

Penicillium canescens – 100 15 4,5 3 21,5

cykloheksan – 98 2 10 4,5 2 24,0

heksan – 98 2 10 4,5 2 œlady

toluen – 98 2 10 4,5 2 œlady

Aspergillus oryzae – 100 15 5,5 1 13,3

cykloheksan – 93 7 15 5,5 1 17,3

heksan – 90 10 10 5,5 1 16,7

toluen – 90 10 15 5,5 1 14,3

1 temperatura 45°C, dawka enzymu 40 U/1 g laktozy; 2 dotyczy fazy wodnej (roztworu laktozy w buforze octanowym); 3 naj-
korzystniejszy czas reakcji.

O zawartoœci GOS w produktach enzymatycznej transgalaktozylacji laktozy
w œrodowiskach dwufazowych decyduj¹ tak¿e: stê¿enie pocz¹tkowe substratu, kwa-
sowoœæ i czas reakcji (tab. 3), a tak¿e zawartoœæ wody (tab. 4). W reakcji katalizowa-
nej przez �-galaktozydazê z P. canescens stwierdzono zale¿noœæ zmniejszania siê
udzia³u GOS w otrzymywanej mieszaninie sacharydów wraz ze zwiêkszaniem w œro-
dowisku reakcji zawartoœci wody z 2 do 10% (tab. 4).

T a b e l a 4

Wp³yw zawartoœci wody w œrodowisku reakcji katalizowanej przez preparat �-galaktozydazy z P. canescens

na sk³ad i zawartoœæ sacharydów

Sk³ad medium dwufazowego Zawartoœæ sacharydów (mg/ml)

Zawartoœæ GOS
(%)

Udzia³ w %
Glc i Gal Laktoza Gal-Gal Galaktotrioza

Cykloheksan Faza wodna*

1 2 3 4 5 6 7

98 2 3,6 74,8 0,0 24,8 24,0

95 5 5,3 73,3 9,3 13,8 22,7
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1 2 3 4 5 6 7

93 7 11,7 74,6 0,0 21,1 19,6

90 10 12,8 86,1 0,0 21,4 17,8

Reakcja prowadzona w 45°C, zawartoœæ laktozy 10%, czas reakcji 2 h, dawka enzymu 40 U/1 g laktozy; * roztwór laktozy
w buforze octanowym pH 4,5.

4. Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e otrzymany w Katedrze Biotech-
nologii ¯ywnoœci UWM w Olsztynie preparat �-galaktozydazy z Penicillium canescens

katalizuje reakcjê syntezy galaktooligosacharydów (GOS). Wydajnoœæ oraz dynamika
syntezy GOS zale¿y g³ównie od pocz¹tkowego stê¿enia laktozy oraz sk³adu i w³aœ-
ciwoœci jej roztworu.

W reakcji katalizowanej przez �-galaktozydazê z P. canescens korzystn¹ zawar-
toœæ GOS (21,5% sacharydów w próbce) otrzymano w procesie przeprowadzonym
w 15% roztworze laktozy w buforze octanowym o pH 4,5 (rys. 2).

Oceniane preparaty �-galaktozydazy mo¿na zastosowaæ w reakcji syntezy GOS
prowadzonej w serwatce lub w permeacie po UF mleka (zarówno odbia³czonych jak
i nieodbia³czonych). Korzystnej wydajnoœci syntezy GOS w serwatce lub w perme-
acie po UF mleka sprzyja okresowe ich wydzielanie ze œrodowiska reakcji z zastoso-
waniem technik membranowych.

Opracowan¹ procedurê mo¿na zaproponowaæ do zastosowania w przemys³owej
produkcji koncentratów GOS z jednoczesnym zagospodarowaniem produktów
ubocznych przemys³u mleczarskiego.

Prowadz¹c proces enzymatycznej modyfikacji laktozy w œrodowiskach dwufazo-
wych (faza wodna : rozpuszczalnik organiczny) stwierdzono, ¿e udzia³ GOS w mie-
szaninie sacharydów po reakcji z �-galaktozydaz¹ z P. canescens zale¿y od zawarto-
œci wody w œrodowisku. Wydajnoœæ enzymatycznej syntezy GOS w œrodowiskach
dwufazowych zale¿y tak¿e od Ÿród³a i w³aœciwoœci preparatu �-galaktozydazy oraz
od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika organicznego.
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