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Influence of reaction conditions on yield of enzymatic synthesis
galactooligosacharides by Penicillium canescens [-galactosidase

Summary

The aim of the work was to examine the ability of Penicillium canescens
fB-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.

Key words:
B-galactosidase, lactose, galactooligosacharides, organic solvents, two-pha-
se medium.

1. Wstep

Galaktooligosacharydy (GOS) sa zaliczane do funkcjonalnych
sktadnikéw zywnosci o wtasciwosciach stymulujacych rozwoj Bi-
fidobakterii i probiotycznych bakterii mlekowych w jelitach kon-
sumentow sprzyjajac ich zdrowiu (1,2).
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W sktfadzie ich czgsteczek wystepuje od 3 do 10 monomeréw galaktozy i gluko-
zy pofaczonych wigzaniami glikozydowymi (3). Ze wzgledu na podobne wtasciwosci
funkcjonalne zalicza sie do nich takze laktuloze i galaktobioze (4).

Galaktooligosacharydy najczesciej otrzymuje sie z laktozy w reakgji transgalaktozy-
lagji katalizowanej przez -galaktozydaze. Sg one takze syntetyzowane przy zastosowa-
niu glikozylotransferaz (3). Wydajnosc¢ syntezy GOS katalizowanej przez [-galaktozyda-
ze zalezy od zrodta i wlasciwosci enzymu, a takze od stezenia substratu i skladnikow
towarzyszacych, np. soli mineralnych, bialek itp. oraz od kwasowosci i temperatury.

W ocenie wptywu wtasciwosci enzymu zwraca sie uwage na regioselektywnos¢
w reakgcji transgalaktozylacji. Na przykiad B-galaktozydaza z E. coli katalizuje synte-
ze wiazania B-1,6 a enzym z Diplococcus pneunioniae jest selektywny w tworzeniu
wigzan f-1,4 (7). Waznym czynnikiem, decydujacym o wydajnosci syntezy GOS, jest
poczatkowe stezenie laktozy w §rodowisku reakgcji. Jej mozliwie wysoka koncentra-
¢ja (uwarunkowana rozpuszczalnoscig) pozwala uzyska¢ korzystng wydajnosc¢ synte-
zy GOS (7). Prowadzenie reakgcji transgalaktozylacji w 30% roztworze laktozy pozwa-
la uzyska¢ mieszanine di, tri, tetra, penta i heksasacharydéw z tym, ze te wyzsze
GOS wystepuja w niewielkich ilosciach (8).

Z badan wtasnych wynika (dane nie publikowane), ze sktad oraz procentowy
udzial GOS w produktach reakgcji laktozy z B-galaktozydazg nie jest stabilny w cza-
sie, poniewaz syntetyzowane GOS w zaleznosci od stanu rownowagi reakcji enzy-
matycznej moga by¢ degradowane do monosacharydéw. W dazeniach do uzyskania
mozliwie korzystnej wydajnosci syntezy GOS zwraca sie takze uwage na obnizanie
aktywno$ci wody w $rodowisku reakcji enzymatycznej, np. przez stosowanie roz-
puszczalnikéw organicznych.

Uwzgledniajac dos¢ liczng grupe czynnikéw decydujacych o wydajnosci enzyma-
tycznej syntezy GOS, w duzym stopniu zaleznych od wtasciwosci biokatalizatora po-
stanowiono je ustali¢ dla preparatu pB-galaktozydazy z Penicillium canescens i porow-
na¢ z wtasciwosciami handlowo dostepnego preparatu z Aspergillus oryzae.

W ocenie wplywu warunkéw reakcji na wydajnos¢ syntezy GOS przez preparat
B-galaktozydazy z Penicillium canescens szczeg6lng uwage zwrécono na oddzialywanie:

— skfadu srodowiska reakgcji, np. obecnosci biatek w serwatce lub w permeacie
po ultrafiltracji (UF) mleka,

— okresowego odbioru GOS ze srodowiska reakcji z zastosowaniem ultrafiltracji,

— wiasciwosci srodowiska: kwasowosci oraz aktywnos$ci wody.

2. Material i metodyka badaf

Stosowano preparaty enzymatyczne:

— P-galaktozydaze z Penicillium canescens, preparat otrzymany w skali laborato-
ryjnej; w postaci suszonego precypitatu biatek wydzielonych acetonem z plynu po
hodowli grzybow (9);
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— B-galaktozydaze z Aspergillus oryzae, preparat handlowy (Sigma, nr katalogowy
G5160).

2.1. Warunki enzymatycznej modyfikacji laktozy w Srodowisku jednofazowym

Wydajnos$¢ syntezy GOS (procentowy udzial w sacharydach ogoétem) badano
w zaleznosci od:

— rodzaju i sktadu roztworu substratu (roztwory laktozy w buforach), permeatu
po ultrafiltracji mleka (odbialczony lub nieodbiafczony), serwatki po produkgcji se-
row (odbiatczona lub nieodbiatczona);

— poczatkowego stezenia laktozy w wymienionych roztworach (5, 10 lub 15%);

— czasu reakgcji, probki roztworéw sacharydéw po reakgcji z -galaktozydaza po-
bierano co godzine;

— kwasowosci srodowiska 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 Srodowisku dwufazowym,
rozpuszczalniki organiczne : faza wodna

W tym etapie badan wydajnosc¢ syntezy galaktooligosacharydéw oceniano w za-
lezno$ci od:

— rodzaju rozpuszczalnika organicznego: cykloheksan, heksan lub toluen,

— zawartos$ci wody w Srodowisku reakcji: 2, 5, 7 lub 10% i dopetniajacej (do
100%) zawartoS$ci rozpuszczalnika organicznego,

— poczatkowej zawartos$ci laktozy w fazie wodnej jak w rozdz. 2.1.

2.3. Warunki procesu syntezy GOS z ich wydzielaniem technika ultrafiltracji

W tym wariancie eksperymentu zastosowano modut laboratoryjny z membrang
ceramiczng (TAMI Industries) o granicy rozdzialu — 8 KDa. Proces prowadzono
w 200 ml roztworu odbiatczonego permeatu po ultrafiltracji (UF) mleka o zawarto$-
ci laktozy — 15% z 0,02% v/v dodatkiem 30% roztworu H,0,.

Po ogrzaniu do 45°C dodawano preparat B-galaktozydazy z P. canescens w dawce
40 U/1g laktozy i podawano roztwér substratu pompa do modutu z membrang.
W poczatkowym okresie (do 60 min) proces prowadzono bez odbioru filtratu. Na-
stepnie probki filtratu pobierano w ustalonych odstepach czasu oraz doprowadzano
nowe porcje roztworu substratu w celu uzupetnienia uktadu do objetos$ci poczatko-
wej. W préobkach filtratu oznaczano zawartos$¢ sacharydow stosujac HPLC.
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Rys. 1. Wplyw czasu reakgji laktozy z enzymem na zawarto$¢ GOS w prébkach filtratu wydzielanych
metoda ultrafiltracji; warunki procesu: reakcje prowadzono w odbialczonym permeacie po UF mleka,
pH 4,5, poczatkowe stezenie laktozy 15%, temp. 45°C, dawka B-galaktozydazy z P. canescens 40 U/1g sub-
stratu.

2.4. Metodyka analityczna

2.4.1. Oznaczanie aktywnoSci [3-galaktozydazy

W tym celu zastosowano pomiar spektrofotometryczny ilo$ci o-nitrofenolu
uwolnionego z o-nitro-fenylo-p-D-galaktopiranozydu (ONPG) przez [-galaktozyda-
ze. Za jednostke aktywnosci B-galaktozydazy przyjeto dawke enzymu, ktéra w wa-
runkach oznaczenia (temp. 45°C, pH 4,5, czas reakcji 10 min) uwalnia 1 umol o-ni-
trofenolu / minute.

2.4.2. Oznaczanie zawartosci sacharydow
W tym celu stosowano metode HPLC (warunki oznaczenia opisano poprzednio
(10). Zastosowano nastepujace wzorce sacharydow: 4-0-(3-0 a-D-galaktopyranozylo-

-BD-galaktopyranozylo)-D-galaktopyranoza) Sigma; 6-0-f-D-galaktopyranozylo-D-ga-
laktoza (Sigma), galaktoza (Merck), glukoza (POCH S.A. Gliwice), laktoza (POCH S.A.
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Rys. 2. Chromatogram z rozdzialu sacharydéw otrzymanych po reakgji katalizowanej przez [3-galak-
tozydaze z Penicillium canescens; warunki reakgcji: 15% roztwor laktozy w buforze octanowym o pH 4,5,
czas reakcji 3 h. A — glukoza i galaktoza; C — laktoza; D — disacharyd Gal-Gal (6-0-B-D-galaktopyrano-
zylo-D-galaktoza); E — galaktotrioza (4-0-(3-0-a-D-galaktopyranozylo-B-D-galaktopyranozylo) -D-galak-
topyranoza).

Gliwice). Przyktad chromatogramu sacharydéw po reakcji laktozy z -galaktozydaza
z P. canescens przedstawiono na rysunku 2.

2.4.3. Zawarto$¢ wody w Srodowisku reakcji laktozy z [3-galaktozydaza oznaczano
metodq Karla Fischera (11).

3. Omoéwienie oraz dyskusja wynikow

Jedng z mozliwosci postepu w biokatalizie jest pozyskiwanie nowych enzymoéw,
gléwnie z mikrooganizméw. W tym celu opracowano sklad podioza oraz warunki
otrzymywania preparatu [-galaktozydazy syntetyzowanej przez Penicillium canescens (9).

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczacych zastosowania otrzymanego
preparatu w syntezie galaktooligosacharydow w $rodowisku wodnym, jednofazo-
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wym lub dwufazowym woda : rozpuszczalnik organiczny. Wydajnos¢ syntezy GOS
w reakcji z preparatem B-galatozydazy z P. canescens porownywano z efektami reak-
¢ji laktozy z enzymem z Aspergillus oryzae prowadzonej w tych samych warunkach.

3.1. Otrzymywanie galaktooligosacharydéw w $rodowisku jednofazowym

Na podstawie wynikoéw przeprowadzonych badan wskazuje sie, ze zastosowane
preparaty [B-galaktozydazy w okreslonych warunkach syntetyzuja galaktooligosa-
charydy. Wydajnos¢ syntezy GOS przez poréwnywane preparaty enzymatyczne jest
podobna i zalezy gtownie od poczatkowej zawartosci laktozy w roztworze, od jego
sktadu i kwasowosci, a takze od czasu procesu (tab. 1 i 2).

Tabela 1

Wplyw czasu procesu i st¢zenia laktozy na wydajno$¢ reakcji syntezy GOS katalizowanej przez [3-galaktozy-
daze¢ z P. canescens lub A. oryzae

Jrédio 12}5@;25) s Zawartos¢ sacharydéw (mg/ml) Zawartos¢
B-galaktozydazy (%) Gal i Glc Laktoza Gal-Gal |Galaktotrioza| GOS8 (%)

Penicillium canescens 5 3 18,1 434 0,0 5,6 83
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 04,7 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 44 78 115

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

3 78,0 21,2 41 1,0 49

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

2 1359 22,1 4,6 6,7 6,7

3 140,1 20,9 3,5 4,4 47

) — w buforze octanowym pH 4,5. Stosowano dawke enzymu 40 U/1 g laktozy, temp. procesu 45°C.
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Tabela 2

Wplyw sktadu i kwasowosci (pH) roztworu laktozy na wydajnos¢ reakcji syntezy GOS katalizowanej przez
[-galaktozydaze z P. canescens lub A. oryzae

Zrédio Laktoza | Kwasowos¢ Zawartos¢ sacharydow (mg/ml) Zawarto$¢
B-galaktozydazy w (pH) Gal i Glc Laktoza Gal-Gal |Galaktotrioza| 908 )
Penicillium canescens* A 45 64,7 73,3 10,5 27,2 215
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
(o 5,5 49,1 99,4 0,0 22,8 13,3
D 59 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 45 135,9 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 41 18,9 14,7
(o 5,5 77,6 58,5 5,7 17,2 14,4
D 59 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 nieodbiafczony, C' — permeat odbiatczony, D — ser-
watka nieodbiafczona, D* — serwatka odbialczona. *czas reakeji — 3 h; ** czas reakeji — 2 h; temp. 45°C, stezenie lakto-
7y 15%, dawka enzymu 40 U/1g laktozy w medium.

Na uwage zastuguje zalezno$¢ wydajnosci syntezy GOS przez [(-galaktozydaze
z P. canescens od kwasowoSci srodowiska. Po reakcji prowadzonej w roztworze lak-
tozy w buforze octanowym o pH 4,5 otrzymano zawarto$¢ GOS w sacharydach
ogétem 21,5% wobec 15,5% po reakcji w sSrodowisku o pH 5,5. Podobna zmiana kwa-
sowosci srodowiska reakgcji laktozy z 3-galaktozydaza z A. oryzae w mniejszym stop-
niu zadecydowata o udziale GOS w sacharydach (tab. 2). Nalezy zaznaczy¢, ze prepa-
rat B-galaktozydazy z P. canescens wykazuje najkorzystniejszg aktywnos$¢ w reakgji
z ONPG rowniez w Srodowisku o kwasowos$ci odpowiadajacej pH 4,5 (9). Godne
podkreslenia jest to, ze oceniany zakres zmian kwasowosci jest zblizony do natural-
nego odczynu serwatki lub permeatu po jej ultrafiltragji, tj. potencjalnych surow-
cow do prowadzenia syntezy GOS w warunkach przemystowych.

W procesie katalizowanym przez (-galaktozydaze z P. canescens prowadzonym
przez 3 godziny w roztworze laktozy w buforze octanowym (pH 4,5) zawarto$¢ GOS
w mieszaninie sacharydow po reakcji byta istotnie zalezna od poczatkowej koncen-
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tracji laktozy (tab. 1). Wydajnos$¢ syntezy GOS zaréwno przez [-galaktozydaze
z P. canescens, jak i A. oryzae zalezala takze od czasu reakgji. Udzial GOS w mieszani-
nie sacharydéw byt niestabilny i zmniejszat sie wraz z czasem reakgji z enzymem
(tab. 1).

Podwyzszone stezenie substratu w $rodowisku ufatwia zgodnie z prawem za-
chowania mas przesuniecie potozenia rownowagi reakgcji z hydrolizy laktozy na syn-
teze GOS (12). Stan rownowagi reakcji jest niestabilny w czasie i wplywa na wydaj-
nos¢ syntezy GOS.

Wedtug Petzelbauera i wsp. (13) w poczgtkowym etapie procesu, laktoza bedac
w nadmiarze wobec glukozy i galaktozy jest gtéwnym akceptorem reszt galaktozy-
lowych, co sprzyja syntezie GOS.

Z postepem reakcji enzymatycznej zwieksza sie udziat produktéow hydrolizy lak-
tozy w mieszaninie sacharydéw, co niekorzystnie oddziatuje na wydajno$¢ syntezy
GOS (14).

Z badan innych autoréw (15) wynika, ze wraz z wydtuzeniem czasu reakcji moze
dochodzi¢ do wtornej degradacji GOS i do zmniejszenia ich udziatu w Srodowisku
reakcji. Badajac wptyw sktadu i wtasciwosci roztworu laktozy na wydajnos$¢ syntezy
GOS wykazano, ze najkorzystniejszy ich udziat w sacharydach po reakgji katalizowa-
nej przez 3-galaktozydaze z P. canescens mozna otrzymac w roztworze laktozy w bu-
forze octanowym o pH 4,5. Syntezie GOS przez B-galaktozydaze z A. oryzae sprzy-
jato srodowisko nieodbiatczonej serwatki — zawarto$¢ GOS w otrzymanych sacha-
rydach wynosita 18,2% (tab. 2). Oceniajac wptyw odbiatczenia serwatki lub permeatu
po UF mleka na wydajnos¢ syntezy GOS wykazano, ze obecnos¢ bialek w $rodowi-
sku reakcji w niewielkim stopniu o tym decyduje (tab. 2).

Wplyw zawartosci bialek w srodowisku na efekty reakcji laktozy z B-galaktozy-
daza zalezy od jej zréodta i wiasciwosci. Potwierdzeniem tego jest korzystne od-
dziatywanie kazeiny i biatek serwatkowych na aktywnosc¢ p-galaktozydazy z K. fragilis
(16) oraz wyniki badan Cho i wsp. (12) ktorzy stosujgc -galaktozydaze z Bullera
singulans korzystniejszg o 25% wydajno$¢ syntezy GOS uzyskali w roztworze laktozy
w buforze fosforanowym niz w serwatce.

Roéznice wydajnosci syntezy GOS w roztworach laktozy w buforach i w serwatce
moga by¢ spowodowane niekorzystnym oddzialywaniem na aktywnos$¢ B-galaktozy-
dazy obecnych w serwatce soli mleka, glownie Ca2* oraz Na* (17). Niekorzystny
wplyw tych kationéw na aktywno$¢ preparatu p-galaktozydazy w reakcji z ONPG
wykazano w naszych wcze$niejszych badaniach (10).

W celu udoskonalenia procesu enzymatycznego otrzymywania GOS zastosowa-
no technike ultrafiltracji (UF) do okresowego wydzielania produktéow reakcji laktozy
z B-galaktozydazg z P. canescens. Proces prowadzono w odbiatczonym i zageszczo-
nym permeacie po UF mleka (zawarto$¢ laktozy — 15%). Zastosowanie UF do wy-
dzielania sacharydéw umozliwia utrzymywanie wzglednie wysokiej wydajnosci syn-
tezy GOS. Ich udzial w produktach reakcji prowadzonej przez 48 godzin mieScit sie
w granicach od 10,3% po 2 h do 23,1% po 36 h (rys. 1). Korzystnej wydajnosci synte-
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zy GOS sprzyja ograniczany czasowo kontakt produktéw reakgji laktozy z -galakto-
zydazg zatrzymywang przez membrane. Na podstawie wynikoéw przeprowadzonych
badan wskazuje sie mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania enzymu w syntezie
GOS w kolejnych porcjach permeatu okresowo dostarczanego do modutu.

Wydzielone technika ultrafiltracji roztwory produktow reakcji B-galaktozydazy
z laktoza mozna frakcjonowac i zageszczac z zastosowaniem nanofiltracji i odwro-
conej osmozy. Zaproponowana technologia jest prosta i mozliwa do wdrozenia w
skali przemystowej. Daje szanse atrakcyjnego zagospodarowania produktéw ubocz-
nych przemystu mleczarskiego. Produkowane w ten sposob koncentraty oligosacha-
rydéw o wiasciwosciach prebiotycznych mozna rozpatrywac jako dodatek do zyw-
nosci lub pasz.

3.2. Otrzymywanie galaktooligosacharydéw w Srodowisku dwufazowym

Przesuniecie stanu rownowagi reakgcji z kierunku hydrolizy laktozy w strone syn-
tezy galaktooligosacharydow jest utatwione po zmniejszeniu aktywnos$ci wody w
srodowisku. Jedng z mozliwosci w tym zakresie jest zastosowanie rozpuszczalni-
kéw organicznych. W doborze rozpuszczalnikow uwzglednia sie ich ré6zne oddzia-
lywanie z biatkiem enzymoéw, np. ich stabilizacje lub destabilizacje, zmiane szybko-
Sci biokatalizy oraz zmiany potozenia stanu réwnowagi reakcji enzymatycznej (18).
Waznym kryterium oceny przydatnosci rozpuszczalnikéw jest ich ograniczone mie-
szanie sie z wodg oraz zminimalizowane oddziatywanie na warstwe wody niezbed-
nej enzymowi w katalizowanej reakgcji (19).

Synteze GOS przez [B-galaktozydaze z P. canescens lub A. oryzae prowadzono
w Srodowisku dwufazowym, rozpuszczalnik organiczny : woda. Oceniano wydaj-
nos$¢ syntezy GOS w zalezno$ci od: rodzaju rozpuszczalnika, zawarto$ci wody w §ro-
dowisku reakgji, poczatkowego stezenia laktozy w fazie wodnej, czasu reakgji enzy-
matycznej oraz kwasowosci srodowiska.

Po poréwnaniu efektow procesu enzymatycznego formowania GOS prowadzo-
nego w Srodowisku jednofazowym oraz dwufazowym stwierdzono, ze zmniejszenie
aktywnosci wody w srodowisku pozwala otrzymac korzystng zawarto$¢ GOS w mie-
szaninie sacharydow (24%) po reakgji laktozy z B-galaktozydaza z P. canescens w §ro-
dowisku, w ktérym faza cykloheksanu stanowita 98%, a faza wodna 2% (poczatkowe
stezenie laktozy — 10%, pH 4,5, czas reakgcji 2 h). Po procesie prowadzonym w $ro-
dowisku dwufazowym z toluenem lub heksanem zawarto$ci GOS w produktach re-
akgji laktozy z B-galaktozydaza z P. canescens byly sladowe (tab. 3).

Prowadzenie procesu w uktadach dwufazowych z cykloheksanem, heksanem lub
toluenem z zastosowaniem [-galaktozydazy z A. oryzae pozwolito otrzymac zawar-
to$¢ GOS w produktach reakcji od 13,3 do 17,3% (tab. 3). Na podstawie otrzymanych
wynikéow potwierdza sie rézne oddziatywanie sktadu $rodowiska dwufazowego,
w tym gitéwnie rozpuszczalnikow organicznych na wtasciwosci biokatalityczne sto-
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sowanych preparatéw p-galaktozydazy. Poréwnujgc efekty syntezy GOS przez oce-
niane preparaty B-galaktozydazy wykazano, ze enzym z A. oryzae syntetyzuje GOS
w Srodowisku dwufazowym z udziatem cykloheksanu lub heksanu lub toluenu, a en-
zym z P. canescens jedynie w Srodowisku z cykloheksanem.

Tabela 3
Wplyw skiadu Srodowiska i warunkéw reakcji na enzymatyczng syntez¢ GOS
Zrédio Sktad medium i warunki reakcji Zawarto$¢
B-galaktozydazy Rozpuszczalnik Woda (%) | Zawarto$¢ | Kwasowosc2 | Czas3 (h) GOS (%)
organiczny (%) laktozy? (%) (pH)

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

cykloheksan — 98 2 10 45 2 24,0

heksan — 98 2 10 4,5 2 Slady

toluen — 98 2 10 4,5 2 Slady

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 55 1 14,3

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

O zawarto$ci GOS w produktach enzymatycznej transgalaktozylacji laktozy
w Srodowiskach dwufazowych decydujg takze: stezenie poczatkowe substratu, kwa-
sowosC i czas reakgji (tab. 3), a takze zawarto$¢ wody (tab. 4). W reakgji katalizowa-
nej przez B-galaktozydaze z P. canescens stwierdzono zalezno$¢ zmniejszania sie
udzialu GOS w otrzymywanej mieszaninie sacharydéw wraz ze zwiekszaniem w $ro-
dowisku reakcji zawartosci wody z 2 do 10% (tab. 4).

Tabela 4

Wplyw zawarto$ci wody w Srodowisku reakcji katalizowanej przez preparat (3-galaktozydazy z P. canescens
na sklad i zawarto$¢ sacharydéw

Sktad medium dwufazowego Zawartos¢ sacharydow (mg/ml)
Udziat w % Zawarti)ﬁc GOS
Gle 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 53 73,3 9,3 13,8 22,7
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Wplyw warunkéw reakcji na wydajnos¢ enzymatycznej syntezy galaktooligosacharydéw

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, zawarto$¢ laktozy 10%, czas reakcji 2 h, dawka enzymu 40 U/1 g laktozy; * roztwor laktozy
w buforze octanowym pH 4,5.

4. Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze otrzymany w Katedrze Biotech-
nologii Zywnosci UWM w Olsztynie preparat p-galaktozydazy z Penicillium canescens
katalizuje reakcje syntezy galaktooligosacharydow (GOS). Wydajno$¢ oraz dynamika
syntezy GOS zalezy gtownie od poczatkowego stezenia laktozy oraz sktadu i wtas-
ciwosci jej roztworu.

W reakgji katalizowanej przez (-galaktozydaze z P. canescens korzystng zawar-
tos¢ GOS (21,5% sacharydéw w prébce) otrzymano w procesie przeprowadzonym
w 15% roztworze laktozy w buforze octanowym o pH 4,5 (rys. 2).

Oceniane preparaty pB-galaktozydazy mozna zastosowaé w reakcji syntezy GOS
prowadzonej w serwatce lub w permeacie po UF mleka (zar6wno odbiatczonych jak
i nieodbiafczonych). Korzystnej wydajnosci syntezy GOS w serwatce lub w perme-
acie po UF mleka sprzyja okresowe ich wydzielanie ze srodowiska reakcji z zastoso-
waniem technik membranowych.

Opracowang procedure mozna zaproponowac do zastosowania w przemystowe;j
produkgcji koncentratéw GOS z jednoczesnym zagospodarowaniem produktow
ubocznych przemystu mleczarskiego.

Prowadzgc proces enzymatycznej modyfikacji laktozy w Srodowiskach dwufazo-
wych (faza wodna : rozpuszczalnik organiczny) stwierdzono, ze udzial GOS w mie-
szaninie sacharydéw po reakgcji z B-galaktozydaza z P. canescens zalezy od zawarto-
Sci wody w Srodowisku. Wydajnos¢ enzymatycznej syntezy GOS w srodowiskach
dwufazowych zalezy takze od Zrédta i wiasciwos$ci preparatu B-galaktozydazy oraz
od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika organicznego.
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