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Abstrakt

Enzymova syntéza galaktooligosacharidia (GOS) z lak-
tosy je zaloZena na transgalaktosylacni aktivité B-ga-
laktosidasy. V ¢lanku jsou shrnuty dosavadni poznatky
o enzymové pripravé GOS. Kromé podminek reakce
je pozornost zaméfena predevSim na zpusoby aplikace
enzymu (volny a imobilizovany enzym, celé a permea-
bilizované bunky, hrubé bunécné extrakty, membranové
reaktory). Stru¢né jsou popsany kroky primyslové vyro-
by a moZnosti aplikace GOS.

Klic¢ovaslova: galaktooligosacharidy, [3-galaktosidasa,
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Abstract

The enzymatic synthesis of galactooligosaccharides
(GOS) from lactose is based on the transgalactosylation
activity of PB-galactosidase. The paper summarizes the
existing knowledge about the enzymatic preparation of
GOS. In addition to the reaction conditions, attention is
focused mainly on the methods of enzyme application
(free and immobilized enzyme, whole and permeabilized
cells, crude cell extracts, membrane reactors). The steps
of industrial production and the possibilities of GOS
application are briefly described.

Keywords: galactooligosaccharides, B-galactosidase,
lactose, prebiotics, transgalactosylation

Uvod

Galaktooligosacharidy (GOS) jsou nestravitelné oli-
gosacharidy s vyznacnymi prebiotickymi vlastnostmi.
Galaktooligosacharidy jsou obvykle definovany jako

smés latek ziskanych z laktosy, které obsahuji 3 az
10 monosacharidovych jednotek. Jedna z téchto jednotek
je obvykle terminalni glukosa a zbyvajici jednotky tvori
galaktosa, ke GOS patii i disacharidy tvorené dvéma jed-
notkami galaktosy. Stavebni monosacharidy jsou v GOS
vazané obvykle vazbami 3 1-6 a B 1-4, méné Casto 3 1-3
a B 1-2. Kromé prebiotické funkce je zndma stimulace
absorpce véapniku a dalSich mineralnich latek (Whisner
a kol., 2013), z dalSich fyziologickych funkci je casto
uvadéna prevence zacpy, rakoviny tlustého stfeva nebo
ovlivnéni imunity. GOS jsou bezbarvé, mirné sladké
(30 — 40 % sladivosti sacharosy). Jsou stalé pfi vysokych
teplotach i v kyselém prostredi. S aplikacnimi moZnostmi
GOS ve funkcnich potravinach souvisi setrvale rostouci
zdjem v oblasti vyzkumu. Podle databidze Web of Scien-
ce byly v 90. letech az do r. 2008 jen jednotlivé prace
vénované GOS, v dalSich letech se pocet praci pohyboval
kolem 15 a od . 2017 je to 25 — 30 publikovanych ¢lank.
Roste také objem vyroby GOS — v. r. 2020 se ocekava
produkce kolem 176 000 t s rocnim rastem 6,1 % v letech
2021 — 2026 (More, 2020).

Enzymy a substraty pouzivané pro syntézu GOS

Galaktooligosacharidy 1ze sice pfipravit i chemickou
syntézou, mnohem vyhodnéjsi je vSak vyuziti enzymové
katalyzy. Pro enzymovou syntézu GOS je teoreticky
mozné vyuzit enzymy ze skupiny glykosyltransferas
(EC 2.4), ale jejich praktickému vyuziti brani omezena
dostupnost enzymu a potfeba aktivace galaktosy na
UDP galaktosu. Z téchto diivoda se pro pripravu GOS
vyuziva prakticky vyhradné transgalaktosylacni akti-
vita [-galaktosidas (E.C. 3.2.1.), kterd byla zjiSténa
v 50. letech minulého stoleti. GOS tohoto typu jsou
nékdy také oznaCovany jako transgalaktooligosacha-
ridy (TOS) pro odliSeni od prirozené se vyskytujicich
galaktooligosacharidii, napf. v mléce. Pro vyrobu GOS
v prumyslovém méfitku je dostupny jen omezeny pocet
komerc¢nich B-galaktosidas. Pro neutrdlni oblast pH jsou
vyuzivany enzymy z kvasinek Kluyveromyces sp. (Maxi-
lact, Lactozym, Ha-lactase, Godo, Amano), z bakterie
Bacillus circulans (Biolactase), v kyselé oblasti enzym
z plisni Aspergillus niger (Maxilact A4) nebo z A. oryzae
(Lactaid, Validase), v SirSim rozmezi pH jsou pouzitelné
geneticky modifikované enzymy z bifidobakterii (Saphe-
ra, Nola Fit). Uvedené enzymy se vSak vyuzivaji prede-
v§im v technologii vyrobki s hydrolyzovanou laktosou
a jsou k dispozici v rizné aktivité a Cistoté. Pouzity
enzym je pak hlavnim faktorem, ktery urcuje jaké GOS
a v jakém mnozstvi budou vznikat.

Pro laboratorni pfipravu je nejvhodnéjSim substratem
koncentrovany roztok laktosy v pufru, 1ze tak snadno kon-
trolovat pritomné ionty. V jinych substratech miZe totiz
byt aktivita enzymu témito ionty pozitivné i negativné
ovlivnéna. V primyslovém méfitku lze vyuzit permeat
po ultrafiltraci syrovatky, syrovatku i mléko nebo pod-
mésli (Curda a kol., 2006).
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Podminky reakce

Koncentrace laktosy (respektive aktivita vody) je zasad-
nim parametrem, ktery ovliviiuje vysledné mnoZzstvi GOS.
Pti koncentraci do 10 % laktosy prevazuje hydrolyticka
aktivita -galaktosidasy, transgalaktosylacni aktivita pie-
vazuje pri koncentraci 30 %, pti vysSich koncentracich se
vytézek GOS méni jen malo (Guerrero a kol., 2015; Tor-
res a kol., 2010). Optimélni pH a teplota pro syntézu GOS
se obvykle pfili§ nelisi od optimélnich podminek daného
enzymu, 1 kdyZ podle nekterych autord miZze byt mirné
ovlivnéno zastoupeni jednotlivych GOS. Optimdlni hod-
nota pH pro kvasinkové a nékteré bakteridlni enzymy je
6 az 7, pro enzymy izolované z plisni 2,5 az 4,5. MoZnost
pouZziti vysoké teploty je vyhodnd s ohledem na nizkou
rozpustnost laktosy i udrZeni rastu pfipadné kontaminace
pod kontrolou. Enzymy z Aspergillus niger a A. oryzae
jsou kratkodobé stabilni i pfi teploté 65 °C, B-galaktosida-
sa kvasinek pti 50 °C (Guerrero a kol., 2015), déle trvajici
reakce jsou vSak obvykle provadény pri teploté o 5 az 15 °C
nizsi. Existuji rovnéz enzymy hypertermofilnich bakterii
stabilni i1 pfi 95 °C. V pfitomnosti bilkovin v§ak miZe byt
za vysoké teploty na zdvadu vySsi reaktivita pritomnych
monosacharidid. Dal§im podstatnym faktorem je stuperi
hydrolyzy laktosy, protoZe pti vysokém stupni hydrolyzy
laktosy dochazi také k hydrolyze vzniklych GOS, napf.
pro enzym Maxilact je optimalni stupen hydrolyzy kolem
70 % (Curda a kol., 2006). To zna¢n& komplikuje piipravu
preparatll s vysokym obsahem GOS, protoZe zbytkova lak-
tosa se hire odstraniuje z reakéni smési. Vytézky GOS se za
optimélnich podminek reakce obvykle pohybuji od 20 do
40 g na 100 g laktosy (Torres a kol., 2010).

Produkce GOS s vyuzitim volného enzymu

Aplikace volného enzymu je z hlediska provedeni
nejjednodussi, nevyhodou je ve srovnani s imobilizo-
vanym enzymem vysokd spotfeba enzymu a nutnost
jeho tepelné inaktivace, aby se zabranilo hydrolyze jiz
vzniklych GOS. K inaktivaci komeréné dostupnych
B-galaktosidas dochazi jiz pfi pasteracnich teplotach,
imobilizace mirné zvysSuje termostabilitu enzymu. Samot-
né GOS jsou stabilni i pfi vySSich teplotach a v Sirokém
rozsahu pH. Pro dosazeni minimalni koncentrace laktosy
a monosacharidu Ize vyuzit kombinace enzymu (Botvyn-
ko a kol., 2019). Pfi kombinaci kvasinkového enzymu
Maxilact LGI 5000 a enzymu NOLA Fit nebo Saphera
(ptvodem z Bifidobacterium bifidum) konecny obsah
laktosy tvofil pouze 1 % z vychoziho mnoZstvi, vytézek
GOS byl 22 %. Nejvyssi vytézek 30 % byl ziskan kom-
binaci enzymu Maxilact A4 MG (z Aspergillus oryzae)
a Maxilact LGI 5000, kdy vSak zbytkovy obsah laktosy
byl 10krat vyssi. Studii s aplikaci volnych enzymil je celd
fada, v posledni dobé napt. Mano a kol. (2019) pouzili
jako substrat obnoveny permedt syrovatky s koncentraci
laktosy 30 % a enzym Lactozyme 2600 L (z Kluyveromy-
ces lactis) a dosahli vytézku GOS 25 %.

Poutziti hrubych bunéénych extraktu

Komer¢ni preparaty [-galaktosidasy jsou pomérné
nakladné, feSenim by pro hydrolyzu laktosy i syntézu
GOS mohlo byt pouziti hrubych bunécnych extrakt bak-
terii mlécného kvaseni (Vasiljevic a Jelen, 2003). Hlavni
operaci pri pripravé extraktu je rozbiti bunék mechanic-
kym zpasobem (ultrazvuk, vysokotlaky homogenizator,
mikrofluidizér, French press, kulickovy mlyn), fyzikalné
(osmoticky Sok), chemicky (rozpoustédla, povrchové
aktivni latky) nebo lytickymi enzymy (Geciova a kol.,
2002). Tyto extrakty pochopitelné obsahuji 1 dalsi
enzymy, coZ miiZe negativné ovliviiovat vlastnosti a kva-
litu produktii. Proveditelnost z ekonomického hlediska
zalezi na vysledném produktu (Bury a Jelen, 2000), pro
produkty s nizkou cenou, jako je glukoso-galaktosovy
sirup, neni postup vyhodny, avSak pro GOS by jej patrné
bylo mozné pouzit.

Imobilizace 3-galaktosidasy

Hlavni vyhodou imobilizovanych enzymu je jejich
opakované pouZiti a tedy uspora enzymu, je mozna kon-
tinudlni produkce, enzym neni nutné inaktivovat a omezi
se rovnéZ inhibicni pasobeni monosacharidl, které
vykazuje vétSina [B-galaktosidas (Vera a kol., 2011).
Literarni udaje nejsou jednotné v hodnoceni vlivu imo-
bilizace na produkci GOS, presto nékteré aplikace se
zdaji byt nadéjné. Eskandarloo a Abbaspourrad (2018),
ktefi imobilizovali B-galaktosidasu z Aspergillus oryzae
na sklenéné kulicky, dosdhli v permeatu syrovatky
vytézku 39,3 %. Imobilizovat Ize i celé buriky, napt. Yu
a O’Sullivan (2018) ziskali pomoci bun€k Lactococcus
lactis imobilizovanych na chitosan 150 g L' GOS.

Membranovy reaktor

Membranovy reaktor ma podobné vyhody jako imobi-
lizovany enzym, odpada obvykle narocny proces imobi-
lizace, kdy mize dochézet ke ztraté ¢asti enzymu. Enzym
je zadrzovan vhodnou ultrafiltraéni membranou, substrat
proto musi obsahovat jen nizkomolekularni latky, které
nebudou zadrzovany. Je nutné optimalizovat podminky
reakce, zejména dobu zdrzeni v reaktoru v zavislosti na
koncentraci substratu a davce enzymu. MnoZstvi zis-
kanych GOS je obvykle v reaktoru ponékud nizsi nez
ze vsadkového postupu, naptf. Pocedicova a kol. (2010)
pouzila Maxilact LX 5000 (6 U mL™") a permedt syrovat-
ky s obsahem laktosy 20 %. Pfi vsddkové reakci bylo
koncentrace ziskanych GOS 25,5 g L', v membranovém
reaktoru pri dobé zdrzeni 45 min 16,7 g L.

Vyuziti celych a permeabhilizovanych bunék pro
syntézu GOS

Podobné jako v pfipadé bunécnych extrakti tento pos-
tup umoziuje vyhnout se ndkladné izolaci cistého enzy-
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mu. Zajimavé je vyuziti kvasinek, které mohou vyuZivat
monosacharidy, zvysi se tak Cistota GOS. Vznikaji tak
ale dalSi metabolity (napf. ethanol nebo kyselina octova)
a soucasti produktu zustavaji i slozky média, i kdyz lze
pouzit také Cisty roztok laktosy (Aburto a kol., 2016). Je
mozné pouzit buriky v klidovém stavu, bunécna sténa
vSak tvori bariéru, kterd snizuje reak¢ni rychlost. Lepsi
pristup k substratu umoznuji permeabilizované burky. Ze
srovnani volného enzymu a permeabilizovanych bunék
vyplyvd, Ze transgalaktosylacni aktivita permeabilizo-
vanych buriek je vySsi (Rodriguez-Colinas a kol., 2011).
Permeabilizace bun€k je pomérné jednoducha a spociva
v kontaktu bunék s rozpoustédlem, nejcastéji ethanolem,
ktery je vhodny z hlediska dalSiho pouziti bunék pro
potravinarské tcely.

Primyslova vyroba GOS

Primyslova vyroba GOS obvykle vychazi z koncen-
trovaného roztoku laktosy nebo permedtu syrovatky,
nasleduje enzymova reakce nékterym z vySe popsanych
postuptl. Po reakci vSak smés obsahuje zna¢né mnoZstvi
monosacharidi a nezreagované laktosy, proto obvykle
nésleduje purifikaéni krok. Ten miZe byt zaloZeny na
osetfeni aktivnim uhlim, vylucovaci nebo kation vyménné
chromatografii, nanofiltraci nebo na jiz zminéném
fermentacnim zptisobu. Velci vyrobci vyuZivaji kontinual-
ni chromatografii s pohyblivym lozem (SMB). Purifikace
muiZe zahrnovat odbarveni a demineralizaci. Komercni
produkty jsou ve formé sirupu nebo prasku a obsahuji ob-
vykle 30 az 70 % GOS v suSiné. Nejzndméjsi komercni
produkty jsou Vivinal (Friesland Foods Domo, Nizozem-
sko) a Oligomate (Yakult Honsha, Japonsko). K vyznam-
nym vyrobcim déle patii Nissin Sugar Co. Ltd., Japonsko
(Cup Oligo), Ingredion Inc., Korea (Bioligo) a Clasado
Bioscience Ltd., V. Britanie (Bimuno).

Zaver

Galaktooligosacharidy nachazeji uplatnéni zejména ve
funkénich potravinach a kojenecké vyzivé, v pecivu a cuk-
rovinkach. GOS lze také pouzit jako prebiotickou slozku
misto fruktooligosacharidi ve fermentovanych vyrobcich,
vysledny produkt pak obsahuje pouze mlécné slozky.
Enzymovéa pfiprava galaktoligosacharidii predstavuje
perspektivni technologii, kterd mize prispét k vyznam-
nému zhodnoceni laktosy, kterd je k dispozici v obrovs-
kém mnoZstvi v syrovatce po vyrobé syrii a v permeatu
po ziskani koncentratu bilkovin syrovatky. V soucasné
dobé se vyzkum syntézy GOS zaméfuje na nové enzymy,
jejichz struktura je cilené modifikovana, dile na enzymy
extremofilnich mikroorganismu, které jsou aktivni pfi
nizkych nebo naopak vysokych teplotach. Geneticka in-
formace téchto novych enzyma je obvykle pfenesena do
jiného produkéniho mikroorganismu. DalSi oblasti, které
je vénovana pozornost, je hleddni efektivnich postupl pro
ziskani GOS s maximalnim vytézkem a Cistotou.
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