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1. Uvod

Funkéni potraviny jsou jednou z oblasti potravinai-
ského primyslu s nejvétsi dynamikou ristu. Pfimo nebo
preventivné ovliviyji zdravi konzumenta, a tim jsou pro
spotfebitele atraktivni. Mezi takové potraviny patfi také ty,
jez obsahuji probiotické kultury nebo prebiotické sachari-
dy. Slovo probiotikum pochéazi zfeckého pro bios (pro
zivot) a pouziva se pro zivé mikroorganismy (pfevazné
bakterie mlécného kvaseni), které pozitivné ovliviiuji slo-
zeni a vlastnosti stfevni mikrofléry konzumenta. Prebioti-
ka jsou naproti tomu nestravitelné slozky potravy
(pfevazné komplexni cukry), které selektivné stimuluji rust
nebo aktivitu nékterych kultur stfevni mikroflory
(prebiotik). Na rozdil od rustovych faktord, které podporu-
ji rist a zivotaschopnost mikroorganismu in vitro (pii kul-
tivaci v laboratofi), prebiotika pusobi in vivo (pfimo
v tlustém stfev€). Ziejme prvnim prebiotikem, se kterym
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se lidsky organismus setkd, je laktosa (mlécny disacharid
slozeny z glukosy a galaktosy). Matef'ské mléko ma vyso-
ky obsah laktosy (vice nez 7 %), v§echna nemutize byt hyd-
rolyzovana a metabolizovana v tenkém stieve, velka Cast
se dostava do tlustého stfeva a slouZi k vyZziveé probiotic-
kych mikroorganismd, bifidobakterii a laktobacild. Lakto-
sa muze byt také surovinou pro produkci dalsich prebio-
tickych sacharidti, ¢ehoz by se mohlo vyuzit pii zpracova-
ni syrovatky, jejiz hlavni slozkou je pravé laktosa (70 %
susiny). Pfi vyrobé syru se totiz ro¢né vyprodukuje na
celém svété vice nez 150 mil tun syrovatky (na 1 kg syra
pfipada pramérné 10 1 syrovatky) a celosvétova produkce
syru neustale stoupa. Syrovatka je malo vyuzita, vyrabi se
zni koncentraty syrovatkovych bilkovin (WPC) a jinak
byva zkrmovana hospodarskymi zvitaty.

2. Probiotika, jejich vliv na konzumenta a latky
ovliviiujici jejich Zivotaschopnost a aktivitu

Bakterie mlé¢ného kvaSeni, zvlast€ bifidobakterie,
vstupujici do organismu pii konzumaci kysanych mléc-
nych vyrobkd, pfezivaji v nezanedbatelném poctu
v prostfedi traviciho traktu (jsou tolerantni vici kyselému
prostiedi a zlucovym solim) a jejich produkty maji rizné
zdravi prosp&iné vlastnosti'. Bifidogenni mikroflora zajis-
tuje B-oxidasami hydrolyzu prebiotik na monomerni jed-
notky a v druhé fazi je metabolizuje na t€kavé mastné ky-
seliny (octovou, propionovou, mlé¢nou, maselnou) a ply-
ny* (CO,, H,, CH,). Vznikajici kratké fetézce mastnych
kyselin jsou nejen zdrojem energie, ale stimuluji také
stievni peristaltiku a kyselina méaselna ma navic ochranny
vliv na buiky intestindlni mukosy. Kyselina octova
a mlécna snizuji pH a v disledku toho se zlepSuje absorp-
ce ne¢kterych minerald (Zzelezo, vapnik) ve stfevech a klesa
pocet patogennich mikroorganismu (Clostridium perfrin-
gens), které kyselé prostiedi nesnaSeji. Nasledné se snizuje
také obsah hnilobnych produkt v moci a stolici a predcha-
zi se prijmim. Nékteré kmeny Lactobacillus acidophilus
asimiluji cholesterol z prostiedi, jiné zase inhibuji absorpci
cholesterolovych micel stfevni sténou, a tak se sniZuje
obsah cholesterolu v krevnim séru. Nezanedbatelna je také
produkce vitamini B, B,, Bs, By, kyselin nikotinové
a listové' ™. V ramci celoevropského projektu s nazvem
Demonstration of the Nutritional Functionality of Probio-
tic Foods (zkracené PROBDEMO) byla potvrzena stimula-
ce imunitniho systému i zmirnéni projevii alergickych
reakci na jidlo v&etné atopickych ekzémi’. Lourens-
Hattingh a Viljoen® uvadgji pro zajisténi pozitivniho G&in-
ku denni pijem 1.10°-1.10° JTK.mI™" (jednotek tvoficich
kolonie v 1 ml) Zivych probiotickych bun¢k, coz odpovida
konzumaci 100 g vyrobku s obsahem 1.10°-1.107 JTK.mI™
denné. Pozitivni ucinky (napf. imunostimulace) mohou mit
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také vyrobky s obsahem neZivé kultury’. Nékteré kmeny
velmi rychle rostou v prvni fazi vyroby, ale v pribéhu
skladovani rychle odumiraji. Vlastnosti a ucinek probiotic-
ké kultury byva také ovlivnén typem a vlastnostmi zékyso-
vé kultury (hlavng metabolity). Casto je opomijena také
moznost vyuziti kvasinek jako probiotik. Naptiklad Sac-
charomyces cerevisiae prochazi zazivacim traktem a piso-
bi v tlustém stieve proti Escherichia coli, Shigella, Salmo-
nella. Kvasinky jsou schopné metabolizovat galaktosu,
ktera se pfi metabolismu laktosy hromadi v prostiedi, ne-
vadi jim nizké pH a vyuzivaji organické kyseliny. Proto
jsou pro né kysané mlécné vyrobky velmi vhodnym pro-
sttedim a nékteré jsou na téchto poznatcich ptimo zaloze-
ny (kumys, kefir)’.

2.1. Rastové faktory

Bifidobakterie jsou citlivé na kyslik a kyselé prostie-
di, proto je jejich zivotaschopnost v mléénych vyrobcich
velmi omezena. Latky, které ji zlepSuji, jsou tzv. rastové
faktory”™® a patfi mezi né napiiklad x-kasein, o-laktal-
bumin, B-laktoglobulin, kvasni¢ny extrakt, threonin, cys-
tein, pepton, dextrin, maltosa a hydrolyzaty kaseinu. Ka-
seinomakropeptid (CMP) obsazeny v hydrolyzatech syro-
vatkovych bilkovin (WPC) je lepsim rustovym faktorem,
nez Cisty CMP (cit.”). Vyznamnymi rdstovymi faktory jsou
galaktooligosacharidy (GOS), inulin, rafinosa nebo fruk-
tooligosacharidy (FOS), které jsou zéaroven také prebioti-
ky. GOS jsou pro bifidobakterie kultivované in vitro lepsi
substrat nez laktulosa ¢i rafinosa'®. Vybornym médiem pro
bifidobakterie je sojové mléko obsahujici sacharosu, rafi-
nosu a stachyosu'', proto se vyrabi jogurt ze sojového
mléka zakysany standardni jogurtovou kulturou
s pfidavkem bifidobakterii. Vysledek je dvoji — konzument
prijima probiotika a senzorické vlastnosti sojového mléka
se fermentaci vyrazné¢ zlepsi.

Tabulka I
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2.2. Prebiotika a jejich Gacinek
Novorozenci nemaji v zazivacim traktu zadné mikro-
oganismy', kolonizace enterokoky, klostridiemi, koli-
formnimi bakteriemi a laktobacily zaciné kratce po naroze-
ni. Ke konci prvniho tydne jiz prevladaji bifidobakterie
a u kojenych déti tvofi aZ 85 % intestinalni flory. Nekojené
déti maji o tad nizsi pocty bifidobakterii a o to vyssi obsah
enterokokil a streptokoki'™'?. V priibéhu dospivani a star-
nuti zacnou v zazivacim traktu ptevladat ptislusnici roda
Bacteroides a Eubacterium a bifidobakterie jsou az 3. nebo
4. nejrozsitendjsi skupinou mikroorganismi’®. Tyto udaje
ukazuji na funkci slozek matefského mléka jako bifidogen-
niho faktoru (podporuji rist bifidobakterii v tlustém stie-
v&). Oligosacharidy mateiského mléka® obsahuji prevaz-
né pét zakladnich slozek — kyselinu sialovou, N-acetyl-
glukosamin, L-fukosu, D-glukosu a D-galaktosu™"*. Frakce
s témito slouc¢eninami lze ziskat po trypsinovém nebo chy-
motrypsinovém srazeni kaseinu a syrovatkovych bilkovin
matefského mléka". V prab&hu kojeni se z tdchto kompo-
nent syntetizuji oligosacharidy, ale jejich slozeni neni vzdy
stejné. Béhem 1. mésice obsahuje matefské mléko ptibliz-
né 24 % galaktooligosacharidii z celkového obsahu cukrti
a po 2 mésicich jiz pouze 15 %. Stéle jsou ale po laktose
a lipidech nejvice zastoupenou slozkou matefského mléka.
Pro¢ se jejich slozeni méni, neni zcela jasné, ale v rozvoji
specifické intestinalni mikroflory kojenych déti hraji dule-
Zitou roli?, &imz nepiimo snizuji riziko infekce (jejich me-
tabolizovanim se snizuje pH ve stievech a pocty patogen-
nich mikroorganismi). Oligosacharidy maji také pfimou
ucinnost proti enteropatogeniim, protoze slouZzi jako va-
zebnd mista pro jejich toxiny, které se potom nemohou
vazat na stfevni sténu. Zvlasté v prvnich dnech a tydnech
kojeni je tato ochrana pied infekci velmi dilezita, protoze
imunitni systém teprve vznikd a nedostatecné kyselé pH
zaludku neni pfirozenou ochranou. Pfi metabolismu oligo-
sacharidii matefského mléka se uvoliiuje velké mnozstvi

Nartst (+), pokles (), pfipadné zddna zména (0) v poctech mikroorganismii b&hem fermentace prebiotik stfevni mik-
roflérou in vitro (cit.'ﬁ); Bif — bifidobakterie, Bac — Bacteroides, Lac — laktobacily, Clos — klostridia, FOS — fruktooligosa-
charidy, IMO — isomaltooligosacharidy, GOS — galaktooligosacharidy

Prebiotika pH Davka prebiotika [g.1"']
10 20
Bif Bac Lac Clos Bif Bac Lac Clos

FOS 6 + — 0 + + _ _ +

6,8 + - 0 0 + + - +
Inulin 6 + 0 0 + + 0 0 +

6,8 + - 0 0 + 0 - +
IMO 6 + - 0 + + - 0 +

6,8 + - - - + - 0 +
GOS 6 + - + + + - +

6,8 + - + — + - - +
Laktulosa 6 + - 0 + + — 0 +

6.8 + - 0 - + + 0 +
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kyseliny sialové (zvlasteé v 1. tydnu laktace jsou velmi
aktivni jaterni enzymy zodpov€dné za jeji syntézu
v mléce), ktera je vyuzivana k syntéze mozkovych gangli-
osidl a glykoproteinti, dochazi k velkému rozvoji mozku.
Slozeni a struktura oligosacharidii matefského mléka ne-
miiZze byt reprodukovéna, proto jsou hledany a vyuzivany
jiné skupiny oligosacharidii s podobnym ucinkem. Nejvi-
ce jsou pouzivané derivaty laktosy (laktulosa, laktitol,
kyselina laktobionova), galaktooligosacharidy (GOS),
isomaltooligosacharidy ~ (IMO),  fruktooligosacharidy
(FOS) a inulin®'"*'°. Palframan a spol.'® studovali vliv pH
a davkovani téchto prebiotik na stfevni mikrofloru
(tabulka I). Pro zjistovani poctd bifidobakterii, laktobaci-
18, klostridii a Bacteroides pouzival fluorescencni hybridi-
zaci in situ (FISH). Za vSech testovanych podminek rostly
celkové pocty mikroorganismil a rostl i pocet bifidobakte-
rii.

3. Nestravitelné oligosacharidy

Sacharidy je mozné klasifikovat podle riznych krité-
rii, podle délky fetézce, podle technologickych vlastnosti,
podle fyziologickych vlastnosti. Prebiotika laktulosa, lakti-
tol, fruktooligosacharidy, inulin, xylooligosacharidy
a galaktooligosacharidy spadaji do skupiny nestravitelnych
oligosacharidi"®, pritom podle klasifikace na zaklade dél-
ky fetézce by patiily do riznych skupin'’. Nejsou hydroly-
zovany ani absorbovany v tenkém stievé a pisobi podobné
jako rozpustna vlaknina'®'®. V poslednich dvou desetile-
tich se Gasto stavaji slozkami funkénich potravin®, hlavné
v Japonsku a v Evropé. Jejich dilezitou vlastnosti je, Ze
hraji roli receptorovych analogt, které se zapojuji do spe-
cifickych interakci mezi bakteridlnimi patogeny a oligosa-
charidovymi slozkami receptorti stievni stény. Ne&které
nestravitelné oligosacharidy vznikaji pfi potravinaiskych
technologiich, napt. xylooligosacharidy najdeme v chlebu
a isomaltooligosacharidy v pivu nebo v sojové omacce'’.

3.1.Laktulosa, laktitol,
laktobionova

Laktulosa (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) vzni-
ka izomeraci glukosylu v laktose puisobenim zahfevu na
mléko a je v malém mnoZstvi pfirozenou slozkou tepelné
osetfeného mléka a mlécnych vyrobki. Signifikantni vliv
na stfevni mikrofléru ma az ve vétSich koncentracich, je
proto komercné produkovana zahtivanim laktosy za kata-
lyzy mnapf. hydroxidu sodného. Laktitol (4-O-B-D-
galaktopyranosyl-D-glucitol) vznika elektrolytickou reduk-
ci, redukei tetrahydridoboritanem sodnym nebo hydroge-
naci na niklu'®. Laktulosa i laktitol jsou podavéany pacien-
tam s jaterni encefalopatii (intoxikaci mozku mocovinou
v disledku nefunkénosti jater) a s chronickou zacpou. Jsou
zkvaSovany v tlustém stfevé intestindlni mikroflorou
aredukuji tvorbu amoniaku”. Kyselina laktobionova
(4-0O-B-D-galaktopyranosyl-D-glukonova kyselina) vznika
z laktosy oxidaci, ma sladkou chut, nizkou energetickou
hodnotu a prebiotické vlastnosti. Pouziva se do détskych

kyselina
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vyziv jako prebiotikum a ptidava se i do dalSich potravin
(sladkosti, Zvykagky, mlééné vyrobky, zmrzliny, pecivo)™*>'.
Zatimco laktulosa a kyselina laktobionova v tenkém stevé
metabolizovany nejsou, laktitol ¢astecné ano, ale vétSina je
vyuzivana az v tlustém stfevé za vzniku mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, které jsou absorbovany, slouzi jako
zdroj energie a ovliviiuji metabolismus kyseliny cholové.
Laktitol také slouzi jako sladidlo pro diabetiky. Laktulosa
je v tlustém stievé 1épe vyuzivana bifidobakteriemi, nez
FOS a laktitol, je ale také dobfe metabolizovana klostridie-
mi. Zatimco kojenci maji vyskyt bifidobakterii v tlustém
sttevé 85-88 9%, déti krmené kojeneckou vyzivou
s obsahem 2 % laktulosy pouze 67 % (bez laktulosy do-
konce jen 20 %). U dosp€lého ¢lovéka zptsobi pifjem 3 g
laktulosy denné kolonizaci stiev bifidobakteriemi ze 47 %
(cit.”).
3.2. Fruktooligosacharidy
Fruktooligosacharidy (FOS) jsou polymery (polyme-
rizacni stupen 2—30) D-fruktosy spojené 3 (2—1) vazbami
zakoncené molekulou sacharosy, jsou rostlinného ptivodu
(¢ekanka, cibule, artycoky, rajcata, cesnek, banan) a jejich
pramérny obsah v Cerstvém ovoci ¢i zelenin€ je 6 %. Pri-
myslové se vyrabi  bud hydrolyzou inulinu* nebo
ze sacharosy Cervené fepy uUcinkem fruktosylfuranosidasy
z Aspergillus niger (transfruktosylace)™'*>1*?2 Nejsou
vyuzivany patogennimi mikroorganismy tlusté¢ho stfeva
(Escherichia coli, Clostridium perfringens) ani Strepto-
coccus mutans v ustech (nepfispivaji k tvorb& zubniho
kazu). Pfi davkovani 3-6 g FOS denné se snizuje pro-
dukce toxickych slozek a nezadoucich enzymi ve stfe-
vech 0 4045 %. Pozitivni efekt pro dospélého jedince ma
davka 2-10 g.den”', priméma spotieba je viak pouze
0,8 g.den”' (cit?). Jiné zdroje uvadgji pozitivni vliv pfi
davkovani 3 g.den’1 (cit."”) nebo dokonce az 15 g.derf1
(cit.?).
3.3. Galaktooligosacharidy
Galaktooligosacharidy (GOS) jsou zivoc¢isného pivo-
du (kravské mléko) a primyslové se vyrabéji z laktosy
transgalaktosylaci G&inkem B-galaktosidasy?’. Podobné
jako FOS puisobi jako rozpustna vldknina®2®. GOS maji
kromé fyziologickych ucinkl také vyznamné fyzikalné-
chemické vlastnosti. Ve srovnani s monosacharidy maji
vys$si molekulovou hmotnost, a tim zvysuji viskozitu vy-
robkli. U mraZenych produktd ovliviiuji bod tuhnuti,
u tepelné zpracovavanych potravin omezuji hnédnuti
v disledku Maillardovych reakei. Zptisobuji zadrz vihkos-
ti, vazbou vody snizuji jeji aktivitu, a tim vyznamné ome-
zuji projevy mikrobialni kontaminace vyrobkt. Mohou byt
vyuzivany jako inhibitory retrogradace skrobu'’.

4. Hydrolyza laktosy a transgalaktosylace
4.1.Hydrolyza

intolerance
B-Galaktosidasa (EC 3.2.1.23), trivialné nazyvana

laktosy, laktosova
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Tabulka II

Vyskyt laktosové intolerance v riiznych oblastech svéta™

Oblast Vyskyt [%] Oblast Vyskyt [%]
Skandinavie 1-5 Vychodni Evropa 10-20
Zapadni Evropa 10-20 Stfedni Evropa 15-50
Jizni Evropa 50-280 Severni Afrika 70 —80
Jihozapadni Asie 25 Vychodni Asie 70 — 100
Indiani 60— 100 Kanada, Amerika, Australie méné nez 30°

*Cislo odpovidéa vyskytu mezi bilym obyvatelstvem

laktasa, katalyzuje hydrolyzu laktosy na monosacharidy
D-glukosu a D-galaktosu. Tato reakce je nutnym krokem
pro spravné traveni laktosy a v pfipadé, Ze laktasa neni
v zazivacim traktu pfitomna nebo nema dostate¢nou akti-
vitu, projevi se tzv. laktosova intolerance (vétSinou travici
potize, nevolnosti a bolesti hlavy). V dospélé populaci je
laktosova intolerance velmi roziifena po celém svéts®
(tabulka II), protoze laktasa je indukovatelny enzym
a poté, co dité prestane byt kojeno, postupné ztraci aktivi-
tu. Podminky a vlivy riznych faktorti na enzymovou hyd-
rolyzu laktosy byly podrobné zkoumany, laktasa byla izo-
lovana z riznych zdrojt (tabulka III) a enzymové prepara-
ty o rozlicné Cistoté a aktivité jsou komeréné dostupné.
V rtiznych zemich svéta (nikoli v Ceské republice) se také
vyrab&ji mlééné vyrobky na bazi hydrolyzované laktosy.
Hydrolyzy laktosy v mléce se vyuZiva pii vyrobé sladkého
kondenzovaného mléka, mrazenych mléénych produkti®,
dezertu dadih® a syra’??. Mezi vyrobky ze syrovatky
s hydrolyzovanou laktosou®® patii mraZené smetanové kré-
my a mrazené dezerty, cukrovinky, pekaiské produkty™
napoje™ a kysané produkty®. Finska firma Valio Re-
search and Development od konce 70. let uvadi na trh své
produkty HYLA slaktosou hydrolyzovanou alespon
z 80 % — mléko, jogurt, kysané mléko, syr, zmrzlina, syro-
véatkovy napoj a dalsi®’.

Tabulka IIT
Prehled nejpouzivanéjsich mikrobialnich zdroju B-galaktosidas

4.2. Transgalaktosylace, podmin-
ky pro produkci galaktooli-
gosacharidu

Transgalaktosylace je doprovodnou reakci enzymové

hydrolyzy laktosy na glukosu a galaktosu uc¢inkem
B-galaktosidasy. B-Galaktosidasa katalyzuje pfenos galak-
tosylu, uvolnéného po rozstépeni vazby mezi glukosou
a galaktosou, na jiny sacharid pfitomny v prostiedi. V tom
nejjednodussim pripadé jde o prenos na molekulu vody
a vznikne volna galaktosa (hydrolyza). V ostatnich piipa-
dech vznikaji di-, tri-, tetra- a pentasacharidy (trans-
galaktosylace). Vznik vysSich oligosacharidi neni znam.
Mechanismus reakce je ovlivnén povahou aktivniho centra
enzymu’®, mnozstvi a typy GOS zaviseji na mnoha fakto-
rech®*, mezi n&Z patii koncentrace substratu®'® 4=
(tabulka 1V), zdroj a koncentrace enzymu'******! pH
a teplota'*2%424%47 (tabulka V), piitomnost riznych mine-
ralnich latek?’ a typ reakce* ' (imobilizace enzymu,
membranovy reaktor). Transglykosyla¢ni vlastnosti enzy-
mu izolovanych z riznych mikroorganismui byly zlepSova-
ny mutagenezi pripadné zménou specifickych aminokyse-
lin ptitomnych v aktivnim misté enzymu*®.,

4.2.1. Vliv koncentrace laktosy

Obecné plati, Ze ¢im vyssi je pocatecni koncentrace
laktosy, tim vice galaktooligosacharidli v priibéhu reakce
vznika*® (tabulka IV). Hydrolyzy laktosy s plisfiovym en-
zymem byly provadény v pufru pii 40 °C a pH 4. Hydroly-

36,37

Bakterialni zdroje Kvasinkové zdroje Plisniové zdroje
Escherichia coli Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis Aspergillus foetidus
Bacillus megaterium Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis Aspergillus niger
Bacillus circulans Candida pseudotropicalis Aspergillus flavus
Thermus equaticus Sporobolomyces singularis Aspergillus oryzae
Streptococcus lactis Aspergillus phoenicis
Streptococcus thermophilus Mucor pusillus

Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus

Lactobacillus helveticus
Bifidobacterium bifidum
Sulfolobus solfataricus

Mucor miehei

Neurospora croussa
Penicillium chrysogenum
Penicillium simplicissimum
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Tabulka IV
Vliv koncentrace laktosy na vytézek GOS (galakto-
oligosacharidi))****

Pocate¢ni kon- Maximalni
centrace laktosy vytézek GOS

Puvod enzymu

[70] [70]
Aspergillus oryzae 4,5 10
Aspergillus oryzae 9 15
Aspergillus oryzae 18 21
Aspergillus oryzae 36 31
Kluyveromyces lactis 5 5
Kluyveromyces lactis 10 8,5
Kluyveromyces lactis 20 12,5

zy laktosy s kvasinkovym enzymem byly provadény
v permeatu po ultrafiltraci syrovatky pii 30 °C a pH 7.
K vytézkim 5 % GOS zpocatecni koncentrace laktosy
5 % cinkem enzymu z Kluyveromyces lactis dospél také
Burvall”. Foda a Lopez-Leiva’' ziskali se stejnym enzy-
mem vytézek az 18,6 % ze 14 % laktosy a az 22,2 % pro
20 % laktosy na pocatku reakce.

4.2.2. Vliv zdroje a koncentrace enzymu

Prenosil uvadi, Ze kazda laktasa z jiného mikrobialni-
ho zdroje vede pti pouziti k unikatnimu spektru galaktooli-
gosacharidii*’. Nejpouzivangjsi komeréni preparaty jsou
bud’ kvasinkového ptvodu (izolované z Kluyveromyces
lactis nebo fragilis) nebo plisnového pivodu (izolované
z Aspergillus niger nebo oryzae). Plisnové preparaty tvori
maximum oligosacharidii pfi dosazeni 40—50% hydrolyzy
pri 50 °C a pH 4,5. Kvasinkové preparaty tvoii maximum
oligosacharidt pfi dosazeni 70-80% hydrolyzy pfi teploté
37°C a pH 7. Za stejnych podminek vzniklo nejvice ga-
laktooligosacharidl pfi pouziti enzymu z Aspergillus ory-
zae (17 % trisacharidi a 3,8 % tetrasacharidi)*. Boon
a spol.*? porovnavali t¥i enzymy, enzym z Bacillus circu-
lans vedl k vy$$im vytéZkim nez enzym z Aspergillus
oryzae a nejmensi vytézky byly dosazeny senzymem
z Kluyveromyces spp. Enzym z Bacillus circulans dokonce
i pentasacharidy). Termostabilni bakterialni p-galakto-
sidasa ze Sulfolobus solfataricus vede ve srovnani s ko-

Tabulka V

Referaty

mercni termotolerantni B-galaktosidasou z Aspergillus
oryzae a termolabilni B-galaktosidasou z Escherichia coli
k nejvyssim vytézkim oligosacharid (48 % vs. 36 % vs.
32 %)™. Vliv koncentrace enzymu z Kluyveromyces lactis
(0,05 a 0,5 %) sledovali Foda a Lopez-Leiva’' v permeatu
po ultrafiltraci mléka pti 45 °C a pH 7. V membranovém
reaktoru byl pfi vychozi koncentraci laktosy 20 % vytézek
GOS 22 % pii koncentraci enzymu 0,05 % a 31 % GOS
pti 0,5 % enzymu.

4.2.3. Vliv pH a teploty

Pfi nizSich pocatecnich koncentracich laktosy
(ptiblizné 5 %) je s enzymem z Aspergillus oryzae pii pH 7
dosazeno ponékud vysSich vytézki GOS nez pii pH4
a vytézek naopak klesa s rostouci teplotou v rozmezi 30 az
60 °C. Pfi pocatecnich koncentracich laktosy vysSich nez
20 % je vliv pH i teploty minimalni*®. Vy3$si vytézky pii
vy§§im pH potvrdil také Cruz*® s enzymem z Penicillium
simplicissimum. Optimum pH tohoto enzymu pro hydroly-
zu je 4,0-4,6, avsak nejvyssiho vytézku GOS bylo dosaze-
no pfi pH 6,5. Optimalni pH pro hydrolyzu laktosy se tak
Casto neshoduje s optimalnim pH pro tvorbu galaktooligo-
sacharida**%. Vliv pH, teploty i zdroje enzymu byl sledo-
van také Rustomem a spol.”” v permedtu po ultrafiltraci
mléka o pocatecni koncentraci laktosy 14 % (tabulka V).
Podle Prenosila a spol.** viak nemé pH ani teplota na tvor-
bu GOS pro enzymy Aspergillus niger i A. oryzae a Kly-
uveromyces lactis 1 K. fragilis statisticky vyznamny vliv.

4.2.4. Vliv pritomnosti riiznych mineralnich latek

Mahoney®® uvadi niz$i obsah galaktooligosacharidii
ziskany hydrolyzou laktosy v mléce neZ v pufru. Chen™
uvadi podobny zavér, v zahuSténém mléce dosahl ucinkem
enzymu z Aspergillus oryzae nizsich vytézki galaktooligo-
sacharid (22,8 %) nez v zahusténém permeatu (27,9 %)
o stejné pocatecni koncentraci laktosy (16,7 %). Mléko,
permeat i pufr obsahuji rizné mineralni latky, nékteré
inhibuji aktivitu B-galaktosidasy (naptiklad véapnik), jiné ji
zlepSuji (napiiklad hot¢ik)”. Podle Garmana® by vapnik
obsazeny v mléce velky inhibi¢ni uc¢inek mit nemél, proto-
Ze je vazany na kasein. Rlzné mineralni latky neovliviuji
typy vznikajicich galaktooligosacharidu, ale pouze mnoz-
stvi. Mléko, permeat i pufr se ale 1isi také v obsahu bilko-
vin, které tvorbu GOS negativné ovliviuji>.

Vliv zdroje enzymu, teploty a pH na vytézek GOS (galaktooligosacharida) *°

Teplota [°C] pH Maximalni vytézek GOS [%]
Aspergillus oryzae Kluyveromyces lactis ~ Kluyveromyces fragilis
35 5 17,9 13,6 7,9
45 5 15,7 18,6 20,0
35 7 15,7 18,6 17,9
45 7 15,0 16,4 18,6
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4.2.5. Vliv imobilizace

Pti pouziti imobilizovaného systému [-galaktosidasy
z Bacillus sp. zjistil Rugh® vyznamny pokles maximalni
koncentrace trisacharidi a tetrasacharidi ve srovnani
s volnym enzymem. Betschart a Prenosil®> a Mahoney™
obdrZeli podobné vysledky ptfi pouZiti Aspergillus niger
(maximum koncentrace trisacharidii kleslo na 14 % , resp.
23 % a tetrasacharidll na 28 %, resp. 33 % z obsahu ziska-
ného ucinkem neimobilizovaného enzymu). Foda a Lopez-
Leiva’ dospéli v membranovém reaktoru k poklesu
z 5,1 % na 4,5 % oligosacharidu.

5. Vyuziti nestravitelnych oligosacharidu
v mlékarenské technologii

Nestravitelné oligosacharidy (nejvice fruktooligosa-
charidy) se vyuzivaji jako aditiva do riznych mléénych
vyrobkll (kysanych mlék, jogurti, susenych produkti,
zmrzlin)'?"®. Toba a spol® sledovali zmény v obsahu oli-
gosacharidi v pribéhu fermentace a skladovani jogurtu
zakysaného jogurtovou kulturou za soucasného pisobeni
[-galaktosidasy z Aspergillus oryzae. Obsah laktosy klesl
0 64 %, u kontrolniho jogurtu klesl o 35 % (bez ucinku
B-galaktosidasy), po 2 hodinach kultivace obsahoval jogurt
15 % galaktooligosacharidii, po 8 hodinach 12 % a po
10 dnech skladovani pii 5 °C obsahoval stale jeste¢ 7 %
galaktooligosacharidt. I kontrolni jogurt obsahoval galak-
tooligosacharidy ~ diky  transglykosylacni  aktivité
B-galaktosidas bakterii jogurtové kultury, nicméné 4—19x
mensi mnozstvi (0,3—1,7 %). Holubova a spol. aplikovali
pfi vyrobé jogurtu zaroven s fermentaci B-galaktosidasu
z Aspergillus oryzae a z Kluyveromyces lactis a sledovali
zmény v obsahu sacharidd v prib&éhu fermentace. Kromé
toho zkouseli také nejprve provést hydrolyzu laktosy
v mléce z 80 % a pak teprve zah4jit fermentaci. Ve vSech
téchto pripadech byl obsah galaktooligosacharidi
v produktu jiz nevyznamny®’. V Ceské republice se mnoho
zpracovatell mléka (pfedevSim vyrobcd syrti a tvarohu)
v poslednich letech zajim4 o moZnosti zatim ekonomicky
problematického vyuziti syrovatky. Vyroba preparatl
s GOS je prilezitosti pro zpracovatele syrovatky a moznos-
ti pro vyuziti laktosy do receptur novych vyrobki. Vyhod-
nad je moznost spojeni fyzikaln&-chemickych vlastnosti
oligosacharidii s jejich funkei ristového faktoru a prebio-
tickymi vlastnostmi. Vyzkumna ¢innost se zamétfuje na
zavedeni kysaného mlécného vyrobku s obsahem probio-
tickych kultur a galaktooligosacharidii na trh. Vyroba pre-
paratd s GOS je prilezitosti pro zpracovatele syrovatky
a moznosti pro vyvoj novych vyrobkd.

_ Tato prdce vznikla s podporou vyzkumného zameéru
MSMT (CEZ:J19/98:223300005) a grantu MZe (QD
0281).
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J. Rudolfova and L. Curda (Department of Dairy
and Fat Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Galactooligosaccharides as Prebiotics and
Their Production from Lactose

In recent years an increasing interest in functional
foods has been observed. Prebiotic oligosaccharides are
one of the recognized ingredients. This group of com-
pounds includes, e.g., fructooligosaccharides, inulin,
isomaltooligosaccharides, lactose derivatives such as lacti-
tol, lactulose, lactobionic acid or galactooligosaccharides.
Prebiotic oligosaccharides enhance the growth of bifido-
bacteria and lactobacilli in the intestine, which are consid-
ered to be beneficial to human health. Galactooligosaccha-
rides are produced in the lactose hydrolysis using lactase
(B-galactosidase, EC 3.2.1.23) preparations since lactase
shows also transferase activity. Lactose accounts for over
70 % of the solid content in the milk whey obtained in
cheese production. Production of galactooligosaccharides
from lactose could be a method of whey utilization. Due to
a rapidly increasing production and use, the conditions for
achieving their maximal yields have been tested (lactose
concentration and source, pH, temperature, enzyme con-
centration and source, enzyme immobilization). Galactoo-
ligosaccharides are used in beverages, powdered milk for
infants, confectionery, bakery products, yoghurts and dairy
desserts.

VSCHT Praha vlastni novou telefonni usttednu, jeji provolba je
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Ctyfmistna Cisla vnittnich linek zstavaji beze zmény.
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