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UPORABA B-GALAKTOZIDAZE NA PODROCJU

ZIVILSTVA IN PREHRANE

Nika ZIBRAT *2, Mihaela SKRT 3, Polona JAMNIK 3

Uporaba B-galaktozidaze na podrocju Zivilstva in prehrane

B-galaktozidaza je encim s hidroliti¢no in transgalaktozi-
lacijsko aktivnostjo. Vrsta aktivnosti je odvisna od izvora en-
cima. V industriji uporabljene p-galaktozidaze so pridobljene
z rekombinantno produkcijo iz nitastih gliv Aspergillus sp. in
kvasovk Kluyveromyces sp. V zadnjem ¢asu se vedno bolj preu-
¢ujejo B-galaktozidaze, ki optimalno delujejo pri nizkih ali viso-
kih temperaturah. V industrijskih procesih se -galaktozidaza
uporablja v obliki prostega encima ali v imobilizirani obliki.
Imobilizacija pogosto ponuja vecjo stabilnost encima, moznost
ponovne uporabe ter zniZanje stroskov. p-galaktozidaza se pre-
tezno uporablja na podrodju zivilstva in prehrane, v zadnjem
¢asu pa ima znatno vlogo tudi v medicini. Hidroliti¢na aktiv-
nost P-galaktozidaze se ze dolgo izkori$¢a za zmanjsanje vseb-
nosti laktoze v mleku, medtem ko z reakcijami transgalaktozi-
lacije iz laktoze lahko sintetiziramo razli¢ne produkte, kot so
galaktooligosaharidi, laktosaharoza in drugi. Prav slednji imajo
velik potencial v Zivilski industriji zaradi pridobivanja izdelkov
z zmanj$ano vsebnostjo laktoze in izbolj$anja prehranske vre-
dnosti zivil s proizvodnjo galaktooligosaharidov. Kljub temu je
potrebno bolje razumeti reakcijske mehanizme kot tudi opti-
mizirati procese, da bo uporaba encima za ta namen dosegla
industrijsko raven.
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Potential applicaton of -galactosidase in food science and nu-
trition

[-galactosidase is an enzyme with hydrolytic and transga-
lactosylation activity. The origin of the enzyme dictates the bal-
ance between both activities. Industrially used B-galactosidases
are obtained with recombinant production from filamentus
funghi Aspergillus sp. and yeasts Kluyveromyces sp. Recently
thermostabile -galactosidases have been subject of many re-
search. The enzyme can be industrially used in free or immo-
bilized form. Immobilization often provides better stability, re-
usability and lower expenses. Application of p-galactosidase is
most common in food processing and nutrition, it is also used
in medicine and ecology. Hydrolytic activity of the enzyme
has long been used for reducing lactose content in milk, while
transgalactosylitic activity is used for synthesis of products such
as galactooligosaccharides, lactosucrose and others. The latter
have a great potential in food industry for obtaining products
with reduced lactose content and increasing of nutritional value
by adding dietetic fibers such as galactooligosaccharides. De-
spite the potential it is vital that reaction mechanisms become
better understood and optimization is in place in order to reach
the usability of this enzyme at industrial level.
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1 UVOD

B-galaktozidaza (EC 3.2.1.23) je encim, ki ima hidro-
liti¢no kot tudi transgalaktozilacijsko aktivnost. Hidrolizi-
ra f(1->4) glikozidno vez v B-D-galaktozidih, pri tem pa se
odcepi B-D-galaktoza. Pri transgalaktozilaciji se glikozilna
skupina prenese na D-galaktozno enoto laktoze (Obed Oti-
eno, 2010). Hidroliti¢na in transgalaktozilacijska aktivnost
je v veliki meri odvisna od izvora encima in koncentraci-
je galaktoznega donorja in akceptorja. p-galaktozidaze iz
mikroorganizmov vrste Aspergillus niger in Bacillus cir-
culans imajo visoko transgalaktozilacijsko aktivnost, med-
tem ko tiste iz rodu Kluyeromyces izrazajo visoko hidro-
liti¢no, a nizZjo transgalaktozilacijsko aktivnost (Guerrero
in sod., 2015). V zadnjem ¢asu so vedno bolj proucevane
in priljubljene za uporabo v industriji B-galaktozidaze, ki
optimalno delujejo pri nizkih ali visokih temperaturah
(Oliveira, Guimaraes in Domingues, 2011). Termostabilne
B-galaktozidaze so pridobljene iz organizmov vrst Asper-
gillus niger, Bacilus. stearothermophillus, Pyrococcus
woesei, Thermus sp. in so stabilne pri temperaturah od 35
do 80 °C. B-galaktozidaze iz psihrofilnih organizmov, kot
so Arthrobacter psychrolactophilus in Pseudoaltermonas
haloplanktis, so stabilne v temperaturnem obmocju od 0
do 25 °C (Panesar in sod., 2006; Sheik in Gunasekaran,
2010; Husain, 2010).

2 VIRIB-GALAKTOZIDAZE

B-galaktozidaza je lahko pridobljena iz mnogih virov,
kot so mikroorganizmi, rastline in Zzivali. Lastnosti enci-
ma se glede na vir med seboj razlikujejo. Mikroorganiz-
mi imajo prednost pri industrijski uporabi, saj omogocajo
hitro namnozZevanje, lazje rokovanje ter visoke izkorist-
ke. B-galaktozidaze iz rastlinskih in Zivalskih virov imajo
majhno komercialno vrednost (Panesar in sod., 2010). En-
cim je tako izoliran iz mikroorganizmov vrst Aspergillus
niger, Bacillus megaterium, Beijerinckia indica, Bifidobac-
terium infantis, Bifidobacterium longum, Enterobacter clo-
acae, Geobacillus stearothermophillus, Kluveromyces mar-
xianus, Lactobacullus sp., Lactobacillus reuteri, Penicillum
expansum in uporabljen za produkcijo galaktoze, glukoze,
galakto-oligosaharidov in heteropolisaharidov. Najbolj
pogoste v industriji uporabljene -galaktozidaze so prido-
bljene z rekombinantno produkcijo iz nitastih gliv Asper-
gillus spp. in kvasovk Kluyveromyces spp. (Zadow, 1984;
Siso, 1996; Panesar in sod., 2006; Husain, 2010). Glavni
razlog za to sta sprejemljiva produktivnost in donos. Prav
tako imajo produkti, pridobljeni iz omenjenih mikroorga-
nizmov, status GRAS - ang. generally recognised as safe,
kar pomeni, da so varni za uzivanje, kar je nujno za aplika-
cije na podro¢ju hrane (Siso, 1996; Panesar in sod., 2006;
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Kosseva in sod., 2009). Pri nitasti glivi Aspergillus spp. se
B-galaktozidaza proizvaja ekstracelularno. Encim ima op-
timalen pH v kislem obmoc¢ju (2,5-5,4) in visoko optimal-
no temperaturo, kar omogoca njegovo uporabo pri tem-
peraturah do 50 °C (Zadow, 1984; Panesar in sod., 2006).
Encim se uporablja za hidrolizo kisle sirotke, ki je stranski
produkt predelave mleka v sveze in mehke sire (Yang in
Silva, 1995). Nasprotno pa kvasovka Kluyveromyces spp.
proizvaja intracelularni encim. Substrat laktoza se najprej
s pomodjo permeaze prenese v notranjost celice, kjer jo
encim hidrolizira do glukoze in galaktoze (Guimaraes in
sod., 2010). Encim ima optimalen pH delovanja blizu nev-
tralnemu (6,0-7,0) ter se tako lahko uporablja predvsem
pri hidrolizi mleka in sladke sirotke, ki nastane pri prede-
lavi mleka v trde sire (Zadow, 1984; Yang in Silva, 1995;
Panesar in sod., 2006). Ker se encim proizvaja intracelular-
no, je za njegovo pridobivanje potrebna kemijska ali me-
hanska obdelava celic (Panesar in sod., 2006). V zadnjem
¢asu preucujejo Se P-galaktozidaze iz mikroorganizmov
vrste Aspergillus oryzae (Duarte in sod., 2017; Guerrero
in sod., 2017), Streptococcus thermophilus (Geiger in sod,
2016), Kluyveromyces lactis (Santibanez in sod., 2016),
Lactobacilus helveticus (Watson in sod., 2016), Planococcus
sp. (Mahdian in sod., 2016), Escherichia coli (Duan in sod.,
2017), Bacillus circulans (Duarte in sod., 2017), Rahnella
sp. (Fan in sod., 2015), Caldicellulosiruptor saccharolyticus
(Shen in sod., 2016) ter Teratosphaeria acidotherma (Ya-
manda in sod., 2017).

3 NACINI UPORABE ENCIMA

B-galaktozidazo lahko uporabimo na dva nacina: kot
prost encim v raztopini ali kot imobiliziran encim (Gén-
zle in sod., 2008). Uporaba prostega encima je tehni¢no
lazja, vendar bolj potratna in hkrati drazja, saj raztoplje-
nega encima ni mogoce ponovno uporabiti. To predstavlja
glavno oviro pri njegovi uporabi v industrijskih procesih.
Membranska tehnologija, ki temelji na ultrafiltraciji na
membranah, ki niso permeabilne za p-galaktozidazo, je
metoda, ki vzbuja zanimanje zaradi moznosti ponovne
uporabe encima (Richmond in sod., 1981; Gosling in sod.,
2010). Imobilizacijske tehnike za uporabo encima so sicer
tehni¢no zahtevnejse, vendar zagotavljajo ponovno upora-
bo encima in moznost aplikacije v kontinuirnih procesih
ter zagotavljajo vecjo stabilnost encima. Prav tako lahko
v bioprocesih uporabimo cele celice ter se tako izognemo
vi§jim stroskom zaradi izolacije encima. Velika slabost
uporabe imobiliziranih celic je slaba permeabilnost celi¢-
ne membrane za laktozo. Permeabilnost lahko pove¢amo
z obdelavo celic s kemijskimi agensi, kot so detergenti ali
topila (Panesar in sod., 2006).
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3.1 IMOBILIZACIJA

Imobilizacija je vezava encima v/na medij, s ¢imer
je encim locen od reakcijske zmesi, hkrati pa je omogo-
¢en stik encima s substratom (Husain, 2010). Je izjemno
koristen proces, ki se uporablja predvsem za industrijske
aplikacije. Povi$a lahko uporabnost encima, prav tako
poveca njegovo stabilnost med shranjevanjem. Imo-
bilizacija v/na ustrezen medij lahko stabilizira encim
na spremembe temperature in pH. Imobiliziran encim
lahko veckrat uporabimo, kar zmanjsa stroske zaradi
ponovnega pridobivanja in ¢iS¢enja encima (Wahba,
2016). Namesto izolacije encima lahko imobiliziramo
celice, v katerih se encim nahaja. Pri tovrstni imobiliza-
ciji so strodki manjsi, ker ni potrebna izolacija, hkrati pa
so nekateri encimi bolj stabilni, kadar so imobilizirani v
svojem naravnem okolju (Genari, Passos in Passos, 2003;
Krajewska, 2004). Znane so razli¢ne tehnike za imobili-
zacijo B-galaktozidaze, kot so ujetje znotraj nosilca (ang.
entrapment), kapsulacija, adsorbcija, kovalentna vezava
(krizno povezovanje) z moznostjo kombinacije tehnik
(Guerrero in sod., 2017). Izbira medija za imobilizacijo
encima je zelo pomembna, saj je v dolo¢enih primerih
potrebna predhodna aktivacija medija za uspesno imo-
bilizacijo encima, posledica tega pa je lahko interakcija
med medijem in encimom, ki privede do inaktivacije sa-
mega encima (Rueda in sod., 2016).

Locba imobiliziranega encima od reakcijske mesa-
nice je nujna zahteva za uporabo imobilizacijskih tehnik
v zivilski industriji (Elnashar, 2010; Zucca in Sanjust,
2014). Od uporabljenih materialov za imobilizacijo je
zaradi ugodnih lastnosti, kot so biokompatibilnost, fi-
zioloska inertnost, biorazgradljivost na neskodljive pro-
dukte, netoksi¢nost in odli¢na afiniteta do proteinov, zelo
primeren hitozan (Krajewska, 2004). Hitozan je skupno
ime za veliko skupino hitinov, deacetiliranih do razli¢-
nih stopenj. Sestavljen je pretezno iz 2-amino-2-deo-
ksi-D-glukopiranoznih enot, povezanih z £-1,4-vezjo
(Strnad in sod., 2007). Komercialno se pridobiva z de-
acetilacijo hitina, polisaharida, ki se nahaja v lupinah
rakov. Kapsulacijske sposobnosti hitozanskih podlag za
imobilizacijo so lahko izbolj$ane z uporabo reagentov,
kot so glutaraldehid, genipin in drugi (Cauich-Rodrigu-
ez in sod., 1996; Muzzarelli, 2009). Klein in sod. (2016)
so imobilizirali B-galaktozidazo, pridobljeno iz nitastih
gliv vrste A. oryzae, na hitozansko podlago z reagentom
genipin in jo uporabili za pridobivanje galaktooligosa-
haridov. Optimalna vrednost pH encima se je z imobi-
lizacijo premaknila v bolj kislo obmo¢je, s 4,5-5,0 pri
prostem encimu na 4, prav tako pa je imobiliziran encim
ohranil vi$jo aktivnost pri pH=3 v primerjavi s prostim
encimom. Z uporabo genipina namesto glutaraldehida
kot zamrezevalnega reagenta se lahko izognemo $kodlji-

vim uéinkom uporabe slednjega ter zato razsirimo prej
omejeno uporabo hitozana v zivilski industriji (Klein in
sod., 2016). Dwevedi in Kayastha (2009) sta imobilizirala
B-galaktozidazo iz graha (PsBGal) na zamreZen dekstran
in hitozan. Pri PsBGal, imobilizirani na hitozan, ni bilo
zaznati izgube aktivnosti v 40 dneh, medtem ko je Ps-
BGal, imobilizirana na dekstranu, zacela izgubljati aktiv-
nost Ze po 10 dneh hranjenja pri 4 °C. Po 10 izpiranjih
je bila izguba aktivnosti pri hitozan imobilizirani PsBGal
zanemarljiva, medtem ko se je pri dekstran imobilizirani
PsBgal aktivnost zmanjsala za 70 %. To kaze, da se en-
cim moc¢neje veZe na hitozan kot na dekstran (Dwevedi
in Kayastha, 2009). Duarte in sod. (2017) so na hitozan
kovalentno imobilizirano B-galaktozidazo uporabili za
bioproces sinteze prebiotika laktosaharoze. Imobilizaci-
ja je izboljsala stabilnost encima pri 50 °C za 260-krat. Z
uporabo saharoze (300 g 1), laktoze (300 g 1"!) in hitoza-
na (8,5 g 1) je encim ohranil maksimalno aktivnost tudi
po tridesetih ciklih uporabe (Duarte in sod., 2017).

Kishore in Kayastha (2012) sta p-galaktozidazo,
izolirano iz Cicerike (C. arietinum), imobilizirala na al-
kilamin. Optimalna vrednost pH se je premaknila v ki-
slo obmocje. Optimalna temperatura se ni spremenila,
vendar je encim pokazal bolj$o temperaturno stabilnost
v primerjavi s prostim encimom. Imobiliziran encim je
po treh mesecih hranjenja v 25 mM fosfatnem pufru pri
4 °C ohranil ve¢ kot 80 % zacetne aktivnosti, medtem
ko je encim, hranjen v suhem okolju pri sobni tempe-
raturi, ohranil 72 % zacetne aktivnosti. Imobilizirana
B-galaktozidaza je ohranila 82 % prvotne aktivnosti po
15-ih zaporednih $arzah uporabe (Kishore in Kayastha,
2012).

Wahba (2016) je kovalentno imobilizirala
B-galaktozidazo iz nitastih gliv vrste A. oryzae na podlago
iz kalcijevega pektinata, tretiranega s polietileniminom
in glutaraldehidom. Po imobilizaciji f-galaktozidaze na
omenjen nosilni material je encim pokazal premik opti-
malne temperature delovanja s 55 °C (Vera in sod., 2011)
na 60 °C ter vecjo toleranco na visoke temperature. Imo-
bilizirana p-galaktozidaza je ohranila 80,2 % aktivnosti
pri temperaturi 65 °C in 22,7 % pri temperaturi 70 °C,
medtem ko je prosti encim ohranil 49,5 % in 9,8 % ak-
tivnosti pri zgoraj navedenih temperaturah. Optimalni
pH delovanja imobiliziranega encima je v $irSem obmo-
¢ju pH vrednosti pomaknjen k bolj kislim vrednostim
(3,2-5,4) v primerjavi z optimalno pH vrednostjo delo-
vanja samega izoliranega encima (5,3). Gel iz kalcijevega
pektinata, tretiranega s polietileniminom in glutaralde-
hidom, je zaradi svoje mehanske stabilnosti in ugodne-
ga vpliva na aktivnost encima primeren za industrijske
aplikacije (Wahba, 2016). Huerta in sod. (2011) so imo-
bilizirali p-galaktozidazo iz nitaste glive vrste A. oryzae
na glioksil-agarozo, z namenom sinteze galaktooligosa-
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haridov (GOS) iz medija z visoko koncentracijo lakto-
ze. Imobiliziran encim je pokazal odli¢no stabilnost ter
izkoristek procesa, saj je po desetih 3-urnih Sarzah 1
mg imobiliziranega encima sintetiziralo kar 7,9 g GOS,
medtem ko je prost encim pri enakih pogojih sintetiziral
le 2,9 g GOS. U¢inkovitost encima se je z imobilizacijo
povecala za 190 %, prav tako je encim po desetih §arzah
ohranil 75 % zacletne aktivnosti (Huerta in sod., 2011).
Neri in sod. (2009) so za proizvodnjo galaktooligosaha-
ridov imobilizirali na magnetni polisiloksan-polivinil al-
kohol (mPOS-PVA) B-galaktozidazo iz nitaste glive vrste
A. oryzae. V 50 % (w/v) reakcijski zmesi pri pH 4,5 in
temperaturi 40 °C je bil izkoristek 55 %. Maksimalna do-
sezena koncentracija GOS je bila 26 % glede na vsebnost
skupnih sladkorjev, trisaharidi so predstavljali 81 % sin-
tetiziranih GOS (Neri in sod., 2009).

3.2 UPORABNOST ENCIMA

B-galaktozidaza je v Zivilski industriji najpogoste-
je uporabljena za pridobivanje laktozno hidroliziranih
mle¢nih izdelkov (Hsu, Yu in Chou, 2005; Heyman,
2006; Neri in sod., 2008). Transgalaktozilacijska aktiv-
nost pa se izkori$¢a za pridobivanje prebioti¢nih produk-
tov, kot so galaktooligosaharidi, laktosaharoza, laktuloza,
galaktoziltrehaloza in gal-sorbitol (Oliveira, Guimaraes
in Domingues, 2011).

B-galaktozidaza je pomembna pri laktozni intole-
ranci, kjer zauzitje encima pomaga pri prebavi laktoze.
Poleg mleka je glavni vir laktoze sirotka, ki nastane pri
predelavi mleka v sir. p-galaktozidaza in njena hidroli-
ti¢na aktivnost pri razgradnji laktoze je zato ucinkovito
sredstvo za zmanjSevanje negativnega vpliva sirotke kot
glavnega stranskega produkta proizvodnje sira na okolje,
hkrati pa omogoca pretvorbo sirotke v $iroko uporabne
produkte (Bailey in sod., 1982; Terrell in sod., 1984, Ge-
iger in sod., 2016).

Kljub temu, da p-galaktozidazo zaradi njene hidro-
liti¢ne aktivnosti tradicionalno uporabljamo v mlekarski
industriji za pridobivanje mleka brez laktoze, je na tem
podrocju Se veliko moznosti za razvoj. Tukaj je pomemb-
no omeniti B-galaktozidaze, ki so aktivne pri nizkih tem-
peraturah (Song in sod., 2010) in se lahko uporabijo za
hidrolizo laktoze v ohlajenem mleku, kot tudi termofilne,
ki omogocajo hidrolizo laktoze so¢asno s postopkom pa-
sterizacije pri pridobivanju mleka z zmanj$ano vsebno-
stjo laktoze (Oliveira in sod., 2011).
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3.2.1 HIDROLIZA LAKTOZE V MLEKU Z NA-
MENOM IZBOLJSANJA TEHNOLOSKIH IN

PREHRANSKIH LASTNOSTI MLEKA

B-galaktozidaza katalizira hidrolizo laktoze v dva
monosaharida, glukozo in galaktozo.

Mleko s hidrolizirano laktozo ima $tevilne predno-
sti: (1) hitrej$a fermentacija, (2) ve¢ja sladkost mleka, (3)
vi$ja topnost glukoze in galaktoze v primerjavi z laktozo,
(4) ve¢ja stabilnost mleka s hidrolizirano laktozo, (5) hi-
trejsi padec pH v siru, proizvedenem iz mleka s hidroli-
zirano laktozo, ter posledi¢no boljse senzori¢ne lastnosti
(Jokar in Karbassi, 2009). Hidroliza laktoze je zaradi po-
vecanja sladkosti mleka v sladoledu in sladkih mle¢nih
nadevih lahko alternativa uporabi saharoze ali $krob-
nim sirupom (Zadow, 1984; Siso, 1996). Panesar in sod.
(2007) so zmanjsali vsebnost laktoze v mleku z uporabo
kvasovk vrste K. marxianus. Kvasovka je pri optimizira-
nih pogojih hidrolizirala 89 % laktoze v mleku (Panesar
in sod., 2007). Jokar in Karbassi (2011) navajata, da se
senzoricne lastnosti navadnega mleka in mleka brez lak-
toze v ve¢ji meri ne razlikujejo.

Najpogosteje se za hidrolizo laktoze v mleku upora-
bljajo rekombinantne B-galaktozidaze. Uporaba encima
iz psihrotrofnih bakterij, kot so Pseudoaltermonas (Ci-
eslinski in sod., 2005) in Lactobacillus acidophillus (Pan
in sod., 2010), izrazenega v bakterijah vrste E. coli, je bila
uspesna z 90-% hidrolizo laktoze v 28 urah pri 15 °C ter
73-% hidrolizo laktoze v 30 urah pri 10 °C (Cieélinski in
sod., 2005; Pan in sod., 2010). Na hitinu imobilizirana
B-galaktozidaza iz arhebakterij vrste Pyrococcus woe-
sei, izrazena v bakterijah vrste E. coli, je pokazala veli-
ko aktivnost in termostabilnost pri 75 °C (Daabrowski
in sod., 2000). Yuan in sod. (2008) so termostabilno
-galaktozidazo iz bakterij vrste Alicyclobacillus acidoca-
Idarius izrazili v kvasovki rodu Pichia. Rekombinanten
encim je hidroliziral 48 % laktoze v mleku v 60 minutah
pri 65 °C. Stopnja hidrolize je bila mnogo visja v raztopi-
ni laktoze pri enakih pogojih v primerjavi z mlekom. To
poraja vprasanje o uporabnosti f-galaktozidaze iz bak-
terije A. acidocaldarius na industrijski ravni ter o more-
bitnih inhibitornih u¢inkih drugih sestavin v mleku na
njeno aktivnost (Yuan in sod., 2008). Rekombinantna
B-galaktozidaza iz bakterije Bacillus stearothermophilus
je pokazala visoko aktivnost pri temperaturah do 75 °C
in stabilnost pri vi§jih temperaturah. Temperaturne la-
stnosti in delovanje pri nevtralnem pH kaze, da je en-
cim idealen kandidat za aplikacije v proizvodnji mleka
z zmanjSanim delezem laktoze z mozZnostjo uporabe
med pasterizacijskimi postopki (Chen in sod., 2008).
Chen in sod. (2009) so leto kasneje rekombinantno
B-galaktozidazo iz Bacillus stearothermophilus imobilizi-
rali na hitozan s Tris fosfinom (THP). Imobiliziran encim
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je pokazal bolj$o aktivnost, termostabilnost, sposobnost
skladiS¢enja in ponovne uporabe v primerjavi s prostim
encimom. Delez hidrolizirane laktoze je bil pri 70 °C v
dveh urah 80 % (Chen in sod., 2009).

Jokar in Karbassi (2011) sta za proizvodnjo
B-galaktozidaze uporabila bakterije vrste Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus. Sirotkin permeat sta uporabila
kot gojis¢e za namnozevanje bakterij. Pri aktivnosti enci-
ma v mleku 0,418 U/ml je bila stopnja hidrolize 78 %, kar
je bila optimalna aktivnost. Pri visji aktivnosti encima
je mleko koaguliralo. Pri komercialni B-galaktozidazi z
aktivnostjo 0,512 U ml™ je bila stopnja hidrolize lakto-
ze 90 % (Jokar in Karbassi, 2011). Li in sod., (2015) pa
porocajo o uporabi komercialnega encima, pridobljene-
ga iz kvasovke rodu Kluyveromyces, za hidrolizo laktoze
z namenom zmanjsanja vsebnosti skupnih sladkorjev v
¢okoladnem mleku.

3.2.2 B-GALAKTOZIDAZA ZA LAJSANJE SIMP-

TOMOV LAKTOZNE INTOLERANCE

Vsaj 65 % odrasle populacije na svetu ima zmanj-
$ano sposobnost prebave laktoze. Laktozna intoleranca
ali hipolaktazija je stanje, pri katerem ima posameznik
zmanj$ano sposobnost prebaviti laktozo zaradi zmanjsa-
ne koli¢ine encima p-galaktozidaze ali pomanjkanja le-te-
ga. Hipolaktazija v otrostvu je posledica mutacije na LCT
genu, ki je nosilec genskega zapisa za p-galaktozidazo.
Hipolaktazija v odraslem Zivljenju je posledica zmanjsa-
ne sinteze B-galaktozidaze v celicah tankega ¢revesja, en-
terocitih. Najpogostejsa je v vzhodni Aziji, kjer za njo trpi
kar 90 % prebivalcev. Prav tako je zelo pogosta v drzavah
Zahodne Afrike, arabskih ter judovskih drzavah (Institu-
te for Quality and Efficiency in Health Care, 2015). Imo-
bilizirana ali prosta -galaktozidaza z oralnim vnosom
pred zauzitjem hrane lahko pomaga pri lajsanju tezav
pacientov z laktozno intoleranco. Tezave predstavlja sta-
bilnost obeh oblik encima po zauZitju, saj se lahko encim
razgradi, preden doseZe tanko ¢revo. Alternativa uporabi
standardnih imobilizirajo¢ih agensov je lahko uporaba
prepustnega polimernega matriksa, kot je polisaharidni
hidrogel z aktivno povrsino, ki omogoc¢a poznej$e spro-
$¢anje encima (Ahmadi in sod., 2015).

3.2.3 HIDROLIZA LAKTOZE V SIROTKI IN PRO-

IZVODNJA ETANOLA

Sirotka je stranski produkt predelave mleka, ki
nastane ob koagulaciji kazeinov pri proizvodnji sira.
B-galaktozidaza in njena hidroliti¢na aktivnost pri raz-
gradnji laktoze je zato ucinkovito sredstvo za zmanjse-

vanje negativnega vpliva sirotke, kot glavnega stranskega
produkta proizvodnje sira, na okolje. Letno na globalni
ravni proizvedemo ve¢ kot 160 milijonov ton sirotke, kar
pomeni priblizno 6 milijonov ton laktoze (Guimaraes,
Teixeira in Domingues, 2010). Glavni komponenti sirot-
ke, beljakovine in laktozo, lahko lo¢imo z ultrafiltracijo.
Rezultat so sirotkine beljakovine in sirotkin permeat, ki
lahko vsebuje kar 85 % laktoze v suhi snovi (Geiger in
sod., 2016). S pomocjo P-galaktozidaze lahko sirotko
predelamo v surovino s $irSo uporabnostjo (Bailey in
sod., 1982; Terrell in sod., 1984, Geiger in sod., 2016) in
jo uporabimo kot cenen substrat za mikroorganizme, ne-
gativne na laktozo, ali kot medij, ki promovira produkci-
jo uporabnih produktov. Prav tako lahko rekombinantno
B-galaktozidazo uporabimo pri bioremediaciji sirotke,
vendar je raziskav na tem podroc¢ju malo (Oliveira in
sod., 2011). Uporaba laktoze iz sirotke za pridobivanje
etanola se na komercialni ravni uporablja Ze vsaj od leta
1970 (Lyons in Cunningham, 1980; Guimaraes in sod.,
2010). Fermentacija laktoze v sirotki direktno v etanol ni
komercialno uspesna metoda, razlog so predvsem nizki
donosi in majhna toleranca mikroorganizmov na alko-
hol (Coté in sod., 2004). Sevi kvasovk iz rodu Kluyve-
romyces, $e posebej K. marxianus, so bili med prvimi
mikroorganizmi, uporabljenimi za pridobivanje etanola
iz sirotkine laktoze. Domnevno majhna ozmotska tole-
ranca je vzrok za dolgotrajno fermentacijo in relativno
majhno koli¢ino etanola 2,5-4,4 % (v/v), pridobljenega
iz gojisca z nizko zacetno koncentracijo laktoze (5,0 %).
Zato kvasovka Kluyveromyces ni najbolj primerna za fer-
mentacijo laktoze do etanola (Guimaraes in sod., 2010).
Jin in sod. (2016) so uporabili kvasovko S. cerevisiae za
produkcijo etanola v gojiscu, ki je vsebovalo 25 % pseni-
ce in sirotkin permeat. So¢asno so v mesanico p$enice in
permeata dodali $e -galaktozidazo iz nitaste glive vrste
A. oryzae in kvasovk vrste K. lactis z namenom hidrolize
laktoze. B-galaktozidaza iz nitaste glive A. oryzae je hi-
drolizirala kar 75,5 % laktoze, medtem ko je bil pri kva-
snem encimu izkoristek slabsi, in sicer 13,7 %. Razlog za
to je razlika v optimalni vrednosti pH obeh encimov, saj
je optimalna vrednost pH za B-galaktozidazo iz nitaste
glive A. oryzae 4,5 (Grosova in sod., 2008) veliko blizja
vrednosti pH fermentacije (4), medtem ko je optimalni
pH B-galaktozidaze iz kvasovke K. lactis ze v nevtral-
nem obmodju 6,5-7,0 (Dagbagli in Goksungur, 2008).
B-galaktozidaza iz nitaste glive vrste A. oryzae je zato
primernej$a za hidrolizo laktoze pri kislih pogojih fer-
mentacije. Ugotovili so, da sirotkin permeat lahko uspe-
$no nadomesti del psenice kot substrata za fermentacijo
do etanola (Jin in sod., 2016). Uporaba B-galaktozidaze
iz nitastih gliv se tako v prehranski industriji priporo-
¢a za hidrolizo laktoze iz kisle sirotke (Panesar in sod.,
2010). Divji sevi kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae,
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ki nimajo B-galaktozidaze, lahko proizvajajo etanol iz hi-
drolizirane sirotke, vendar gre za mutante, ki so odpor-
ni na katabolno represijo z glukozo in galaktozo (Bailey
in sod., 1982; Terrell in sod., 1984). Domingues in sod.
(2005) so s transformirano kvasovko S. cerevisiae, ki izra-
za B-galaktozidazo, dosegli koncentracijo etanola 9 g 1™
pri zacetni koncentraciji laktoze 50 g 1! in stopnji redce-
nja 0,45 h™' (Domingues in sod., 2005).

B-galaktozidaze iz kvasovk imajo obicajno opti-
malen pH v kislem obmocju in so zato bolj primer-
ne za hidrolizo laktoze v kisli sirotki. Rekombinantna
B-galaktozidaza iz nitaste glive vrste Aspergillus niger je
bila izrazena v kvasovkah vrste Saccharomyces cerevisi-
ae in uporabljena za hidrolizo laktoze v sirotkinem per-
meatu. V 20 urah pri 30 °C je bila dosezena 90-% bio-
konverzija laktoze. Soc¢asno ob izlo¢anju rekombinantne
B-galaktozidaze iz celic S. cerevisiae je nastajal etanol
(Domingues in sod., 2002).

324 PROIZVODNJA GALAKTOOLIGOSAHARI-

DOV (GOS) IN LAKTOSAHAROZE

Galaktooligosaharidi so ogljikovi hidrati, ki so se-
stavljeni iz 2-20 molekul galaktoze in 1 molekule glu-
koze. Spadajo med prebiotike. Po zauZitju potujejo po
prebavnem traktu, kjer jih hidrolizirajo in fermentirajo
¢revesne bakterije (Delzenne, 2003). Raziskave kazejo, da
blagodejno vplivajo na ¢revesno mikrobioto, saj spodbu-
jajo proliferacijo koristnih bifidobakterij in laktobacilov
v Crevesju, kateri prispevajo k zdravju ¢loveka. Danes se
uporabljajo predvsem za prehrano novorojenckov (Patel
in Goyal, 2010; Sabater in sod., 2015). Raziskave kazejo,
da bi se GOS lahko uporabljali za zdravljenje zaprtja (Ha-
milton-Miller, 2004).

Za transgalaktozilacijske reakcije navadno upora-
bljamo mikroorganizme vrst Aspergillus oryzae in Ba-
cillus circulans, in sicer zaradi ugodnega razmerja med
transgalaktozilacijsko in hidroliti¢no aktivnostjo (Gue-
rerro in sod., 2011; Urrutia in sod., 2013). Prav tako so
v uporabi Kluyveromyces lactis, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium infantis, Geobacillus stearothermophilus,
Alkalilactibacillus ikkese in Bacillus stearothermophilus.
Vsi, razen A. ikkense in B. stearothermophillus, so mezo-
filni mikroorganizmi (Oliveira in sod., 2011). Veliko no-
vejsih raziskav proucuje mikroorganizme, ki sintetizira-
jo P-galaktozidazo z izboljsanim izkoristkom reakcij za
pridobivanje galaktooligosaharidov (Neri in sod., 2009),
vendar je donos encimske sinteze GOS redko visji od
40 % (Cordova in sod., 2017). Srivastava in sod. (2015)
so z uporabo B-galaktozidaze iz kvasovk vrste Kluyvero-
myces marxianus iz laktoze sintetizirali GOS s 36-% do-
nosom. Produkt je vseboval tri- in tetra-oligosaharide. Li
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in sod. (2009) so v kvasovkah vrste S. cerevisiae kloni-
rali gen iz nitaste glive vrste P expansum F3, ki kodira
B-galaktozidazo. Encim se izraza na povrsini kvasnih ce-
lic. Tako transformirana kvasovka je uspe$no porabljala
laktozo za produkcijo GOS. Stranski produkti reakcije so
bili glukoza in manjse koli¢ine galaktoze. Medtem ko je
kvasovka glukozo uporabila kot vir ogljika, je galaktoza
sluzila kot induktor za izrazanje p-galaktozidaze. Nasta-
nek manjsih koli¢in galaktoze je bil torej klju¢en za na-
daljnji potek reakcij (Li in sod, 2009). Gonzalez-Delga-
do in sod. (2016) so z optimizacijo parametrov, kot so
pH, zacetna koncentracija laktoze in reakcijski cas, zeleli
izboljsati sintezo tri- in tetra-GOS z B-galaktozidazo iz
kvasovk vrste Kluyveromyces lactis. Pri aktivnosti enci-
ma 5 U ml?, T =40 °C in zacetni koncentraciji laktoze
250 g1 so ob reakcijskem casu treh ur dosegli 12,2-%
donos GOS. S pomocjo pH jim je uspelo spremeniti se-
stavo produkta, natan¢neje delez tri-GOS in tetra-GOS.
Pri pH 6,0 so dosegli 10,9-% delez tri-GOS, pri pH 7,0 pa
1,4-% delez tetra-GOS. Predvidevajo, da je pH pomem-
ben parameter pri razmerju transgalaktozilacijske in
hidroliti¢ne aktivnosti encima, s pomoc¢jo spreminjanja
tudi drugih parametrov pa je mogoce povecati sintezo
zazelenih GOS (Gonzélez-Delgado in sod., 2016). Gei-
ger in sod. (2016) so uporabili B-galaktozidazo iz bakte-
rij vrste Streptococcus thermophilus, izrazeno v bakteriji
Lactobacillus plantarum, za pretvorbo laktoze iz sirotke v
GOS. Proces je potekal pri temperaturah 30 °C in 50 °C.
Hidroliza laktoze je potekala hitreje pri 50 °C ter je bila
kon¢ana po dveh urah, medtem ko je pri 37 °C poteka-
la pet ur. Pri zacetni koncentraciji laktoze 50 g1 je bil
izkoristek pri 37 °C 80 %. Z visjo zacetno koncentracijo
laktoze 205 g 1™ je bil izkoristek po Sestih urah pri 50 °C
in po devetih urah pri 37 °C kar 95 %. Rezultati raziskave
nakazujejo, da je iz dveh kg laktoze ali treh kg sirotkine-
ga permeata z uporabo priblizno 100 kU encima mogoce
proizvesti 1 kg GOS (Geiger in sod., 2016).

Produkt trangalaktozilacijske aktivnosti
B-galaktozidaze je tudi laktosaharoza, trisaharid s poten-
cialom prebiotika. Sintetizirana je iz laktoze in saharoze s
prenosom galaktozne enote z laktoze na molekulo saha-
roze (Diez-Municio in sod., 2014). Duarte in sod. (2017)
so uporabili na hitozan imobilizirano p-galaktozidazo,
pridobljeno iz bakterij vrste B. circulans, in preucili vpliv
vrednosti pH in temperature na produkcijo laktosaharo-
ze in ostalih oligosaharidov. Pri pH 7 in T = 30 °C je bila
sestava produkta sledeca: 79 g1 laktosaharoze, 37 g1
galaktooligosaharidov in 250 g1 skupnih oligosahari-
dov. Pri pH 5 in T = 46 °C pa so bile vrednosti 40, 62
in 250 g1, Rezultati so pokazali in potrdili, da lahko s
spremembo reakcijskih pogojev spremenimo profil se-
stave kon¢nega produkta

Transgalaktozilacijske reakcije imajo velik potencial
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za industrijske aplikacije na podro¢ju mlekarstva in Zivil-
stva nasploh. Zaradi pogosto slabega donosa GOS prihaja
do vecjega ostanka laktoze in monosaharidov, kot sta ga-
laktoza in glukoza, ti pa zvi$ujejo energijsko vrednost ter
zniZujejo prebioti¢no vrednost Zivila (Crittenden in sod.,
2002; Cheng in sod., 2006). Santibdnez in sod. (2016) na-
vajajo primer uporabe kvasovk vrste Kluyveromyes lactis
za povecanje Cistosti GOS, kar bi lahko prispevalo k ve¢ji
uporabnosti in komercialni vrednosti GOS produktov.
B-galaktozidazo iz nitaste glive vrste Aspergillus oryzae so
uporabili za sintezo galaktooligosaharidov in laktuloze
pri razli¢nih temperaturah in pH. Transgalaktozilacijska
aktivnost se je povecala z viSanjem temperature do 55 °C,
pH med 2,5 in 5,5 pa ni imel ve¢jega vpliva, medtem ko je
transgalaktozilacijska aktivnost zacela padati pri visjem
pH. Visoko ucinkovito transgalaktozilacijsko aktivnost
za sintezo P(1-3) oligosaharidov lahko pridobimo iz
-galaktozidaze iz govejih testisov, vendar pa je izolacija
proteina iz zivalskih tkiv dolgotrajna in draga (Schroder
in sod., 2014).

4 ZAKLJUCEK

Encim [B-galaktozidaza je zelo uporaben v Zivilski
industriji, saj lahko pozitivno vpliva na prehransko vre-
dnost zivil, tehnoloske procese predelave zivil in je ucin-
kovito orodje za zmanj$evanje negativnega vpliva ome-
njene industrije na okolje. Rekombinantna produkcija
in proteinski inZeniring omogocata hitrej$e pridobivanje
encimov z zeljenimi lastnostmi ter visokim donosom.
Mozna je uporaba razli¢nih tehnik imobilizacije, s ka-
terimi lahko podaljSamo Zivljenjsko dobo in stabilnost
encima pri razli¢nih vrednostih pH in temperaturah ter
izbolj$amo izkoristek procesa uporabe le-tega. Nekaterih
lastnosti B-galaktozidaze, kot je transgalaktozilacijska
aktivnost, e ne izkori§¢amo na industrijski ravni zaradi
nizkega izkoristka procesa, slabse Cistosti kon¢nega pro-
dukta ali neponovljivosti procesa, vendar $tevilo raziskav
na tem podrocju narasca. BoljSe poznavanje reakcijskih
mehanizmov ter optimizacija procesov lahko v priho-
dnosti pripomoreta k raznovrstnej$im produktom boljse
kakovosti. f-galaktozidaze bodo nedvomno ostale orodje
s Sirokim spektrom aplikacij, z rasto¢im trgom funkcio-
nalne hrane pa bodo za zivilsko industrijo postale $e po-
membnejse termostabilne B-galaktozidaze.
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