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Streszczenie

Na podstawie informacji z dostepnej literatury oraz wynikéw badan wtasnych
przedstawiono aktualng wiedze o sacharydach mleka ze szczegdlnym uwzglednieniem
ich znaczenia w zywieniu. Podano przyktady metod wydzielania sacharydéw z mleka
lub serwatki. Wskazano na biotechnologiczne mozliwosci doskonalenia ich sktadu
oraz wlasciwosci prozdrowotnych.

Stowa kluczowe: sacharydy mleka ¢ enzymatyczna modyfikacja « prebiotyki
Summary

Based on our studies and available information of selected examples of milk
saccharides production methods and their importance in human nutrition were
presented. This communication provides an overview on the strategies for separation
of saccharides from milk or cheese whey. Attention was also paid to the
biotechnological possibility to improve the composition and a health benefits of milk
saccharides.
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Wstep

Gtéwnym sacharydem mleka jest laktoza. Jej zawarto$¢
w mleku kréw wynosi 4,4 - 5,2%, a w mleku kobiecym
okoto 7%. Laktoza (4-0-B-galaktopiranozylo-D-
glukopiranoza, Ci12H22011) jest disacharydem
zbudowanym z glukozy i galaktozy [12]. W roztworze
wodnym laktoza wystepuje w dwoch formach o i B.
Krysztaty a-laktozy mozna otrzymac jako monohydraty
po zageszczeniu wodnego roztworu do stanu
przesycenia. Krysztaly B-anhydatu sa stodsze i lepiej
rozpuszczalne niz a-hydraty. W roztworach wodnych
obydwie formy, a- i B-laktozy, wystepuja w rownowadze.
Laktoza jest cukrem stabo rozpuszczalnym
w poréwnaniu do innych znanych disacharydéw.
Skutkuje to okres$lonymi problemami technologicznymi
w produkcji koncentratéw mleka, a takze lodow [12].

Wiadomo, Ze spozycie mleka moze by¢ ograniczone
nietolerancja laktozy przez konsumentéw pozbawionych
aktywnej B-galaktozydazy w przewodzie pokarmowym.
Jest to szczegdlnie wazne w zywieniu niemowlat.
W dazeniu do wyeliminowania tych niedogodnosci
opracowano technologie produkcji mleka bezlaktozowe-
go lub z obniZzong zawarto$ciag laktozy. Dominujaca
metoda jest enzymatyczna hydroliza laktozy w mleku.
Stosuje sie ja takze w procesie hydrolizy cukru mlekowe-
go w serwatce lub permeatach po ultrafiltracji mleka
lub serwatki. Mozna w ten spos6b otrzymac koncentraty
cukrowe o Kkorzystnych wlasciwoséciach fizyko-
chemicznych i zdrowotnych [1, 2, 4, 12, 16, 19,20].

Do interesujacych procedur biotechnologicznych zaliczy¢
mozna otrzymywanie preparatéw galaktooligosachary-
déw, laktulozy lub laktosacharozy [1, 12, 13].
Wzrastajace zainteresowanie oligosacharydami jako
prozdrowotnymi sktadnikami zywno$ci funkcjonalnej
uzasadnia przyblizenie wiedzy o ich wystepowaniu
w mleku, a takze o kierunkach enzymatycznej
modyfikacji laktozy.

Wskazana problematyka jest tre$cig niniejszego artykutu.
Charakterystyka rodzimych oligosacharydéw mleka

Obecno$¢ oligosacharydéw w mleku jest szczegdlnie
wazne w zywieniu niemowlat. Dotyczy to zaréwno mleka
kobiecego, jak i krowiego [5, 15]. W zaleznosci od okresu
laktacji jeden litr mleka kobiecego zawiera od 5 do 15
graméw oligosacharydéw. Ich skltad wspdttworza:
D-glukoza, D-galaktoza, N-acetylglukozamina, L-fukoza
i kwas sialowy. Struktura chemiczna oligosacharydéw
jest ztozona [15]. W ich sktadzie wystepuja rdzne
wigzania glukozylowe. Konsekwencja tego jest ponad
200 izomeréw, z roéznym stopniem polimeryzacji
(od DP3 do DP20). W wiekszosci z nich wystepuje
laktoza. Galaktoza w laktozie moze by¢ sializowana
w pozycji a-(2,3) i/lub a-(2,6). Laktoza moze by¢ rowniez
potaczona z fukoza. Te trisacharydy nazywane sa
krétkotancuchowymi  oligosacharydami. Obecnie
wiadomo, zZe s3 one preferencyjnie wykorzystywane
przez niemowleta w poczatkowym okresie Zywienia
[15, 23]. Ogoélnie znane prozdrowotne wiasciwosci

oligosacharydéw wskazuja na potrzeby opracowania
technologii ich odzysku/wydzielania z mleka lub
z serwatki. OczywiScie trudno je produkowaé w wiekszej
skali, stosujac jako surowiec mleko kobiece. Uzasadnione
jest wiec stosowanie w tym celu mleka kréow, kéz
lub owiec, mimo zdecydowanie mniejszej zawartoSci
oligosacharydéw. Znane sa procedury technologiczne
wydzielania oligosacharydéw z serwatki po produkcji
seré6w z mleka koziego [6]. Zastosowano w tym celu
techniki membranowe: ultrafiltracje i nanofiltracje.
Otrzymany koncentrat pozbawiony soli mineralnych
zawierat ponad 80% rodzimych oligosacharydéw mleka
[15, 20]. Znana jest takze metoda otrzymywania
i enzymatycznej modyfikacji sialyloligosacharydow
wydzielonych z serwatki po produkcji ser6w z mleka
krowiego [10, 11, 15]. We wspomnianym procesie
modyfikacji zastosowano «-2,3-trans-sialidazy [15].
Procesy enzymatyczne stosowane s3 réwniez
w  produkcji krétkotancuchowych oligosacharydéw,
np. sialyllaktozy. Zastosowano w tym celu sialyltransfera-
ze syntetyzowanga przez rekombinanta E.  coli.
Otrzymano go po ekspresji genu o-2,3-sialyltransferazy
z Neisseria gonorrhoeae. Wydajno$¢ syntezy enzymu
wyniosta 33 g - L. W syntezie sialyllaktozy
oraz kompleksu sialylowanych oligosacharydéw
zastosowano réwniez cale rekombinowane komdrki
E. coli [11]. W ciaglym procesie w zasilanym roztworze
laktozy otrzymano 25 g - 1! sialyllaktozy [15].

Innym przykladem procesu syntezy enzymatycznej
oligosacharydéw jest otrzymanie 2-fukosyllaktozy
z zastosowaniem a-1,2-fukozyltransferazy z Helicobacter
pylori. Kilkanascie innych laktooligosacharydow
zawierajacych fukoze otrzymuje sie z udzialem
rekombinanta E. coli. Potwierdzeniem tych mozliwosci
sa wyniki badan Drouillarda i innych [9], ktérzy
w ustalonych warunkach $rodowiska z glukozg i laktoza
otrzymali 3 g - I'! mieszaniny oligosacharydéw, w tym
57% fukozyllaktozy.

Enzymatyczna synteza galaktooligosacharydow

Galaktooligosacharydy (GOS) stanowig interesujaca
pod wzgledem wtasciwosci grupa oligosacharydéw [8].
Sa one rozpuszczalne we wodzie, tolerancyjne
na oddzialywanie $rodowiska wysokiej kwasowosci
(niska warto$¢ pH), mato stodkie iniskokaloryczne.
Nie ulegajg trawieniu w jelicie cienkim i w postaci
niezmienionej trafiaja do jelita grubego. Zawarto$¢ GOS
w mleku kobiecym wynosi 5 - 8 g - I'1 i jest okoto
20-krotnie wieksze niz w mleku znanych ssakow [20].

Synteze GOS w skali przemystowej przeprowadza sie
w procesie enzymatycznej transgalaktozylacji,
czyli reakcji, ktérej w okreSlonych warunkach
towarzyszy hydroliza laktozy, katalizowana przez
B-galaktozydaze (E.C.3.2.1.23) [13, 16, 21]. Komercyjnie
dostepne preparaty [-galaktozydazy sa produkowane
w procesie mikrobiologicznej biosyntezy. Stosuje sie
w tym celu wyselekcjonowane szczepy bakterii, drozdzy
lub grzybéw plesniowych. W zaleznosci od zrédia
pozyskiwania preparaty enzymatyczne wykazuja rdézne
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wlasciwosci biokatalityczne zalezne od warunkow takich
jak; kwasowos$¢ i temperatura. Istniejga wiec mozliwosé
doboru enzymu do hydrolizy/modyfikacji laktozy
w mleku, serwatce po produkcji seréw lub twarogéw.
Szczegbétowa charakterystyke wiasciwosci preparatow
B-galaktozydazy przedstawiono w opracowaniu Otieno
[21]. Schemat reakcji enzymatycznych wystepujacych
w otrzymywaniu GOS mozna przedstawi¢ nastepujaco:

Hydroliza laktozy

Lak. + E - Lak. - E - Glu. + Gal.
-
kompleks

Transgalaktozylacja

a) cukier jako akceptor - synteza oligosacharyddéw:

Gal +E—> Gal -E _tlakeza o Gal. - laktoza +E
- -
kompleks oligosacharydy

b) woda jako akceptor - uwalnianie galaktozy:

Gal +E—>Gal -E _+H0 _ Gal +E
-
kompleks

Lak, E., Glu., Gal. - laktoza, enzym, glukoza, galaktoza

Wydajno$¢ procesu enzymatycznej transgalaktozylacji
zalezy miedzy innymi od: temperatury, poczatkowego
stezenia laktozy, a takze od Zrédta enzymu i czasu reakcji
[1, 2, 3]. Wiekszo$¢ stosowanych w tym celu enzyméw
wykazuje optymalng aktywno$¢ w temperaturze 35 - 40°.
Znane sg rowniez preparaty termostabilne, np. z Sulfolo-
bus salfatarins, ktore katalizujg reakcje w $rodowisku
o temperaturze 80 - 90°C. Daje to szanse prowadzenia
procesu przy stezeniu laktozy okoto 80% i uzyskanie
wydajnosci syntezy GOS w granicach 90%, tj. znacznie
wyzszej niz w procesie prowadzonym w temperaturze
30 - 40°C, gtéwnie z uwagi na zalezno$¢ rozpuszczalnosci
laktozy od temperatury i zwigzane z tym rdznice
w jej koncentracji w sSrodowisku reakcji [18]. Zalezno$¢
wydajnosci reakcji transgalaktozylacji laktozy
od jej zawarto$ci w roztworze potwierdzono
w badaniach wtasnych [1, 2]. Wydajno$¢ syntezy GOS
oraz ich sktad w duzym stopniu zalezy od czasu reakcji.
Na przyktad udziat tri- i tetrasacharydéw osigga swoje
maksimum juz po 30 minutach reakcji, a nastepnie
zaczyna stopniowo spadac [2]. Nalezy zaznaczy¢, ze mo-
nosacharydy jako produkty hydrolizy laktozy, tj. glukoza
i galaktoza, moga oddziatywa¢ hamujaco na przebieg
reakcji syntezy GOS [2].

W przemystowej produkcji GOS, a takze w produkcji
mleka bezlaktozowego, wazna jest forma enzymu.
Obecnie preferowane jest stosowanie preparatéw
B-galaktozydazy immobilizowanej na okres$lonych
no$nikach. S3 one Dbardziej stabilne, mozna je
wykorzystywa¢ wielokrotnie. Wieksza jest réwniez
wydajno$¢ procesu i mniejsze koszty produkcji GOS [17].

Waznym czynnikiem decydujacym o atrakcyjnosci
handlowej preparatéow GOS jest ich czysto$¢,
tj. pozbawienie monosacharydéw (glukozy, galaktozy)
oraz pozostato$ci laktozy. Skuteczne jest stosowanie
w tym celu technik membranowych [16, 17]. Proces
enzymatycznej modyfikacji laktozy z  udzialem
B-galaktozydazy stosuje sie zaréwno w mleku,
jak i serwatce lub maslance [7, 19]. Dobrym surowcem
do syntezy GOS s3 permeaty po ultrafiltracji mleka
lub serwatki. Reakcje prowadzi sie w zatezonym
roztworze permeatu, z mozliwoscia uzyskania
wydajnoséci syntezy GOS w graniach 25% [1, 2].

Otrzymany koncentrat zawierajacy  prebiotyczne
oligosacharydy moze by¢ stosowany w produkcji
napojéw  fermentowanych z udzialem bakterii
probiotycznych.

Enzymatyczne otrzymywanie laktulozy

Laktuloza (4-0-D-galaktopiranozylo-D-fruktoza) jest
disacharydem otrzymywanym po izomeryzacji laktozy.
Jest ona 1,5-razy stodsza od laktozy oraz dobrze rozpusz-
czalna wwodzie. Preparaty laktulozy stosowane
sa w leczeniu ostrych 1 przewleklych zapar¢.
Jej konsumpcja poprawia wchtanianie wapnia, zapobiega
powstawaniu tzw. wtérnych kwaséw zdtciowych,
pozytywnie wptywa na aktywno$¢ uktadu odpornoscio-
wego [1, 2, 24].

Zywieniowo atrakcyjne wiasciwosci laktulozy
uzasadniajg kierunki jej stosowania w produkcji
zywnos$ci funkcjonalnej. Jest ona stosowana jako
zamiennik  sacharozy = w wyrobach  cukierniczych,
napojach, produktach piekarskich, jogurtach, deserach
mlecznych itp. Moze by¢ rdwniez stosowana jako stodzik

dla diabetykéw [24].

W skali przemystowej laktuloze produkuje sie metoda
chemicznej izomeryzacji laktozy w  $rodowisku
alkalicznym. Alternatywa jest bardziej bezpieczna
(ze wzgledu na lepsza jako$¢) metoda enzymatyczna,
umozliwiajaca izomeryzacje laktozy do laktulozy
z zastosowaniem glikozylotransferaz i glikozydaz. Proces
uwzglednia omoéwione wcze$niej wymagania reakcji
transgalaktozylacji [14].

Wydajnos¢ syntezy laktulozy zalezy gtownie od:

® specyficznosci stosowanych enzymoéw,

® stezenia laktozy, ktéra jest donorem galaktozylowej
czasteczki,

® stezenia fruktozy, jako nukleofilowego akceptora.

W ustalaniu warunkéw otrzymywania laktulozy wazny
jest zatem dobor preparatéw B-galaktozydazy, stezenie
substratéw i ich wlasciwy stosunek [1, 2, 14]. Korzystna
wydajno$¢ procesu otrzymywania laktulozy mozna
uzyska¢ prowadzac reakcje w roztworze zawierajagcym
45% sacharydéw, przy proporcji laktozy do fruktozy 2:1
[18]. W Katedrze Biotechnologii Zywnoéci UWM w Olsz-
tynie opracowano metode enzymatycznego pozyskiwa-
nia prebiotycznych oligosacharydéw, w tym laktulozy.



Sposéb zostat opatentowany w UP RP. Patent Nr 214118.
Jego oryginalno$¢ polega miedzy innymi na tym,
ze do Srodowiska reakcji wprowadza sie midd jako
zrodto fruktozy.

Otrzymywanie laktosacharozy

Laktosacharoza jest trisacharydem otrzymywanym po
transfruktozylacji laktozy. Jej stodko$¢ jest mniejsza od
sacharozy (0,3 - 0,6) [12]. Zaliczana jest do grupy
sacharydéow  wywotujacych  efekty  bifidogeniczne
u konsumentéw, tj. obniza pH katu, hamuje rozwdj
bakterii patogennych w jelicie grubym, stymuluje rozwéj
bakterii probiotycznych. W procesie transfruktozylacji
laktozy stosowane s3 bakteryjne lub grzybowe
fruktozyltransferazy [22]. Donorem fruktozy tej reakcji
moze by¢ sacharoza lub rafinoza. Produkcja
przemystowa jest mato upowszechniona w Europie.
Wiadomo, Ze jest produkowana w Japonii [12].

Podsumowanie

W oparciu o dostepne informacje literaturowe oraz
o wyniki badan wiasnych przedstawiono aktualng
wiedze o sacharydach mleka, a takze o kierunkach
ich enzymatycznej modyfikacji. Szczegdlng uwage
zwrdcono na stosowane w tym celu procedury
biotechnologiczne. Wskazano takze na mato znane
prozdrowotne wiasciwosci rodzimych sacharydéw
mleka, jak réwniez produktéw ich enzymatycznej
modyfikacji.

Upowszechnieniu tych procedur w skali przemystowej
sprzyja postep dotyczacy genetycznego doskonalenia
cech technologicznych drobnoustrojéw syntetyzujacych
enzymy niezbedne w omawianych procesach. Daje to
szanse obnizenia kosztow ich produkcji i ekonomicznej
atrakcyjnosci stosowania w modyfikacji sktadnikéw
mleka.

Warto zaznaczyé, ze wskazane metody wydzielania
i modyfikacji sacharydéw mleka nalezy taczy¢ z nowymi
mozliwo$ciami przetwarzania serwatki lub permeatéw
po ultrafiltracji mleka lub serwatki.
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