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SAZETAK

Galaktooligosaharidi kao skupina oligosaharida koja se zbog svoje strukture i svojstava
neprobavljivosti u gornjem dijelu probavnog sustava ubraja u skupinu prebiotika sve se vise
proucava. Njihov prebioticki u¢inak najvise je izrazen u donjem dijelu probavnog sustava — u
debelom crijevu budu¢i da tamo postaju hrana za korisne bakterije i samim time pospjesuju
njihov rast. Korisne bakterije poput bifidobakterija i laktobacila potrebne su u $to ve¢em broju

zbog svog pozitivnog ucinka na crijevnu mikrofloru.

Po kemijskoj strukturi, spojevi su koji se sastoje od lanca molekula galaktoze koje su
glikozidnim vezama povezane na molekulu glukoze. Cilj ovog rada jest upoznati se sa sintezom
ovih spojeva iz raznih supstrata, konkretno laktoze te istraziti gdje se sve oni mogu primijeniti.
Sinteza galaktooligosaharida provodi se pomoc¢u enzima poput B-galaktozidaze koji razgraduju
laktozu (disaharid koji se sastoji od glukoze i galaktoze) i potom Kataliziraju prijenos
galaktoznih jedinica na razliCite akceptorske molekule. Kao prebiotic¢ki spojevi, svoju primjenu
nalaze prvenstveno u prehrambenoj industriji, a potom i u farmaceutskoj i kozmetickoj.

Takoder, pomazu u ouvanju zdravlja kostiju te jac¢anju imunoloskog sustava.

Kljuéne rijeci: galaktooligosaharidi, prebiotici, probavni sustav, korisne bakterije, laktoza,

enzimska sinteza, p-galaktozidaza



ABSTRACT

Galactooligosaccharides, a group of oligosaccharides that are classified as prebiotics
due to their structure and indigestibility in the upper part of the digestive system, are
increasingly being studied. Their prebiotic effect is most pronounced in the lower part of the
digestive system—in the colon—since they become food for beneficial bacteria there, thereby
promoting their growth. Beneficial bacteria such as bifidobacteria and lactobacilli are needed

in large numbers due to their positive effect on the intestinal microflora.

By chemical structure, these are compounds consisting of a chain of galactose molecules
linked to a glucose molecule by glycosidic bonds. The aim of this work is to explore the
synthesis of these compounds from various substrates, specifically lactose, and to investigate
their potential applications. The synthesis of galactooligosaccharides is carried out using
enzymes like B-galactosidase, which break down lactose (a disaccharide consisting of glucose
and galactose) and then catalyze the transfer of galactose units to different acceptor molecules.
As prebiotic compounds, they are primarily used in the food industry, and also in the
pharmaceutical and cosmetic industries. Additionally, they help in maintaining bone health and

strengthening the immune system.

Keywords: galactooligosaccharides, prebiotics, digestive system, beneficial bacteria, lactose,

enzymatic synthesis, -galactosidase
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1. UVOD

Galaktooligosaharidi (GOS) ubrajaju se u skupinu oligosaharida koji se prirodno nalaze u
maj¢inom mlijeku, a takoder mogu nastati sintezom u industrijskim procesima. Oni su
prebiotici, tvari koje selektivno poticu rast korisnih bakterija u crijevima, poput bifidobakterija
i laktobacila. Ove su nam bakterije korisne jer imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju zdrave crijevne

mikroflore, §to ima brojne pozitivne u¢inke na zdravlje ¢ovjekova organizma.?

Zbog svoje strukture, galaktooligosaharidi se ne mogu probaviti u gornjem dijelu probavnog
trakta te se na taj na¢in omogucava da oni netaknuti stignu do debelog crijeva gdje postaju hrana
za korisne bakterije. Zbog ove karakteristike, GOS smatramo vaznim sastojkom u mnogim
funkcionalnim prehrambenim proizvodima, a posebno u dje¢joj hrani, gdje se koriste kao
dodatak sli¢an onome koji nalazimo u majé¢inom mlijeku.? Galaktooligosaharide mozemo
sintetizirati putem enzimskih procesa, koriste¢i enzime poput -galaktozidaza koji kataliziraju

transformaciju laktoze u galaktooligosaharide.?

Ovi procesi sinteze omogucéuju proizvodnju GOS na komercijalnoj razini, ¢ime se
zadovoljava rastuca potraznja za prebioticima u prehrambenoj industriji. No, njihova primjena
se ne ogranicava samo na prehrambenu industriju. Zdravstvene prednosti, ukljucujuci
poboljsanje imunoloskog sustava, prevenciju bolesti probavnog sustava i poboljsanu apsorpciju
minerala, ¢ine ih korisnima i u farmaceutskim proizvodima. Pored toga, GOS nalaze primjenu

i u kozmeti¢koj industriji te biotehnologiji.*



2. OPCI DIO

2.1. Prebiotici

Prebiotici su definirani kao neprobavljivi sastojci hrane koji blagotvorno utjeGu na
domacina tako Sto selektivno stimuliraju rast i aktivnost jedne ili ograni¢enog broja bakterija u
debelom crijevu i tako pobolj$avaju zdravlje domaéina.> Kako je pocelo njihovo istrazivanije,
koncept prebiotika privukao je veliku pozornost, sto za znanstvene, sto za industrijske interese.
Ne pripadaju svi ugljikohidrati koje koristimo u prehrani skupini prebiotika, stoga je potrebno
uspostaviti jasne kriterije pomocu kojih odredujemo pripadnost sastojaka hrane prebioticima.®
Medutim, za mnoge komponente hrane, posebno za mnoge oligosaharide i polisaharide
(ukljucujuéi dijetalna vlakna), Smatra se da imaju prebioticku aktivnost bez nuznog razmatranja
potrebnih kriterija.” Kriteriji pomo¢u kojih ih odredujemo odnose se na otpornost na Zelu¢anu
kiselost, na hidrolizu enzimima sisavaca i na probavnu apsorpciju; fermentaciju pomocéu
crijevne mikroflore; i selektivnu stimulaciju rasta i/ili aktivnosti onih crijevnih bakterija

(bifidobakterija i laktobacila) koje pridonose zdravlju i dobrobiti.

Otpornost na zelucanu kiselost, u prvom kriteriju, ne zna¢i nuzno da je prebiotik
potpuno neprobavljiv, ali vazno je osigurati da je znacajna koli¢ina spoja dostupna u crijevima,
(osobito debelom crijevu) da moze sluziti kao supstrat za fermentaciju.® lako je svaki od
navedenih kriterija vazan, najteze je ispuniti kriterij selektivne stimulacije rasta i aktivnosti

samo onih crijevnih bakterija koje pridonose zdravlju i dobrobiti.'°

Dokazivanje selektivne stimulacije rasta i/ili aktivnosti ovih crijevnih bakterija koje
pridonose zdravlju i dobrobiti zahtijeva anaerobno uzorkovanje fecesa pra¢eno pouzdanom i
kvantitativnom mikrobioloskom analizom §irokog spektra bakterijskih rodova, npr. ukupnih
aeroba/anaeroba, bakteroida, bifidobakterija, klostridija, enterobakterija, eubakterija i
laktobacila.’® S vremenom su razvijene razne molekularne mikrobioloske metode koje bi
trebale olaksati razumijevanje djelovanja prebiotika. Za pracenje stimulacije bakterijske
aktivnosti koristeni su mehanizmi proizvodnje organskih kiselina, plinova i enzima, no oni jo$

nisu potvrdeni kao bioloski indikatori specifi¢nih bakterijskih rodova.!

Prebiotici imaju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju. Prirodno ih nalazimo u razli¢itim
dijetalnim prehrambenim proizvodima, ukljucujuci Sparoge, Se¢ernu repu, ¢eSnjak, cikoriju,
luk, pSenicu, med, bananu, jeCam, raj¢icu, raz, soju, ljudsko i kravlje mlijeko, grasak, grah, a
takoder i u morskoj travi i mikroalgama. Zbog niske koncentracije u hrani, proizvode se u
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industrijskom mijerilu.2 Neki od prebiotika proizvode se od sirovina kao $to su laktoza,
saharoza i §krob.®

Otkriveno je da postoje mnoge vrste prebiotika. Vecéina njih pripada u ugljikohidrate i

uglavnom su to oligosaharidi. Takoder postoje i prebiotici koji nisu ugljikohidrati.*®

Fruktani

Fruktani su kategorija oligosaharida ¢iji su glavni predstavnici inulin (slika 1) i frukto-
oligosaharidi ili oligofruktoze. Njihova struktura ukljucuje linearni lanac fruktoze s B(2—1)
vezom. Fruktani mogu selektivno stimulirati rast bakterija mlije¢ne kiseline.!* Daljnja
istrazivanja pokazala su da je duljina lanca fruktana vazan kriterij za odredivanje vrste bakterija
koje ih mogu fermentirati. Stoga fruktani mogu izravno ili neizravno poticati rast i drugih
bakterijskih vrsta.r®

HO
HO O
HO
HO
HOHC oS
O~
1
OH o
L 2
OH OH"

Slika 1. Kemijska struktura fruktana — inulina®®

Galaktooligosaharidi

Galaktooligosaharidi su produkti ekstenzije laktoze (slika 2) koji se klasificiraju u dvije

podskupine: GOS s viskom galaktoze na C3, C4 ili C6 te GOS proizveden iz laktoze enzimskom



transglikozilacijom. Krajnji produkt ove reakcije uglavnom je mjesavina tri- do pentasaharida
s galaktozom u B(1—6), B(1—3) i p(1—4) vezama.®

OH  oH OH  OH

0 0
HO 0 0
OH oy n HO

OH

OH
OH

Slika 2. Kemijska struktura galaktooligosaharida

Oligosaharidi izvedeni iz Skroba i1 glukoze

Postoji vrsta skroba koja je otporna na probavu u gornjem dijelu crijeva poznata kao rezistentni
Skrob. On moze pozitivno utjecati na zdravlje proizvodnjom visoke razine butirata; pa je
predlozeno da se svrsta u prebiotike.!” Oligosaharid koji se dobiva iz glukoze naziva se

polidekstroza (slika 3). Sastoji se od glukana s puno grana i glikozidnih veza te stimulira rast
bifidobakterija.'8

OH
OH
OH
H OH
o)
HO OH
o)
HO™ ., -OH
OH

Slika 3. Kemijska struktura polidekstroze'8



Prebiotici koji nisu ugljikohidrati

Iako je vjerojatnije da ¢e ugljikohidrati ispuniti kriterije definicije prebiotika, postoje neki
spojevi koji nisu Klasificirani kao ugljikohidrati, ali se takoder preporuc¢uju za klasifikaciju kao
prebiotici, kao §to su flavanoli dobiveni iz kakaovca (slika 4). Istrazivanjima se pokazalo da

flavanoli mogu stimulirati aktivnost bakterije mlije¢ne kiseline.*®

Slika 4. Kemijska struktura flavanola?°

2.2. Galaktooligosaharidi

Galaktooligosaharidi (GOS) prebioticki su spojevi koji se sastoje od nekoliko molekula
galaktoze vezanih na glukozu pomocu glikozidnih veza. Prirodno ih nalazimo u majé¢inom
mlijeku i pokazali su vrlo pozitivne u¢inke na probavni sustav jer poticu rast korisnih bakterija
poput bifidobakterija i laktobacila. Obi¢no nastaju enzimskim procesom sinteze iz laktoze koja

se sastoji od jedne molekule glukoze i galaktoze.?

2.2.1. Kemijska struktura

Osnovna jedinica od koje su sastavljeni galaktooligosaharidi je galaktoza.
Najjednostavniji GOS sadrzi tek jednu jedinicu galaktoze i naziva se monosaharid, ali obicno

se GOS sastoji od dvije do osam galaktoznih jedinica povezanih f(1—4) glikozidnim vezama.?



Osnovne strukture galaktooligosaharida?®:

Laktoza (osnovni disaharid):

Struktura: Galaktoza-B(1—4)-Glukoza ili skra¢eno: Gal-p(1—4)-Glc (slika 5)

Kemijska formula: Ci2H22011

OH OH
OH

HO 0
o 9 o
OH

Slika 5. Kemijska struktura disaharida — laktoze?

GOS s dvije galaktozne jedinice (trisaharid):

Struktura: Galaktoza-p(1—4)-Galaktoza-B(1—4)-Glukoza (slika 6)

Kemij ska formula: CisH32016

OH OH
0
O OH
HO > on
Q 0
oy nHO
OH

Slika 6. Kemijska struktura trisaharida®



GOS s tri galaktozne jedinice (tetrasaharid):

Struktura: Galaktoza-p(1—4)-Galaktoza-B(1—4)-Galaktoza-p(1—4)-Glukoza (slika 7)

Kemijska formula: C24Ha202:

OH OH

Slika 7. Kemijska struktura tetrasaharida®®

Opcenito galaktooligosaharidi mogu imati razlicite strukture ovisno o polozaju

glikozidne veze i broju galaktoznih jedinica. Najéesce veze su B(1—3), p(1—4) i p(1—06) te su

strukture galaktooligosaharida nastale ovisno o tim vezama prikazane na slici 8. Oznaka "B"

(beta) oznacava konfiguraciju veze u odnosu na anomerni ugljik prve monosaharidne jedinice.

U B-vezi, glikozidna veza je iznad ravnine prstena.?* Nadalje, brojevi 1 i 3 ozna¢avaju ugljikove

atome na dvije monosaharidne jedinice koje su povezane. Prvi broj (u ovom sluc¢aju 1) oznacava

anomerni ugljik prve monosaharidne jedinice, a drugi broj (3) oznacava ugljik na drugoj jedinici

koji je vezan za anomerni ugljik prve jedinice. Izraz anomerni ugljik odnosi se na onaj ugljik

na kojem se nalazi glikozidna veza.??*



2.3.

OH OH

N 0 OH
OH oH OH gH o HO OH
(o (o & o oH Q (o
HO~ 0 %OM OH Fass OM OH
o e
OH ow n HO on N HO

OH OH

f-1,3-galaktooligosahrid B-1,4-galaktooligosaharid

0 LOH
oH N OH

B-1,6-galaktooligosaharid

Slika 8. Glikozidne veze u galaktooligosaharidima?*

BioloSka vaznost i funkcija galaktooligosaharida

Galaktooligosaharidi poznati su po svojim prebioti¢kim svojstvima §to podrazumijeva

selektivno stimuliranje rasta i aktivnosti korisnih bakterija u crijevima, kao i inhibiciju rasta

patogenih mikroorganizama.? GOS i drugi prebiotici sve su vise prepoznati kao korisni

prehrambeni alati za regulaciju ravnoteZe mikrobiote debelog crijeva i ljudskog zdravlja.??

Poznate korisne bakterije u crijevima koje rastu uz pomo¢ galaktooligosaharida su

bifidobakterije i laktobacili te one pomazu u poboljsanju crijevne mikroflore §to doprinosi

boljem zdravlju crijeva.?’

Tanaka i suradnici 1983. proveli su istrazivanja koja se odnose na neprobavljivost GOS-

a i na brojnost bifidobakterija te su rezultati dobiveni testovima s vodikovim disanjem.?

Izlucivanje vodika dahom ucinak je ovisan o dozi. Koriste¢i ovu neinvazivnu tehniku, nekoliko

je studija izvijestilo o poveéanom izlu¢ivanju vodika kada je unesena koli¢ina GOS-a bila
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izmedu 15 do 35 g/dan, Sto ukazuje da su GOS izbjegli probavu i da su fermentirani u mikrobioti

debelog crijeva.?>2°

Medutim, Bouhnik i suradnici (1997.) pokazali su da nastaje smanjena koncentracija
vodika u dahu nakon primjene dnevne doze od 10 g GOS-a, ali su u isto vrijeme povecan broj

bifidobakterija, §to ukazuje da su GOS-i bili fermentirani mikrobiotom debelog crijeva.?

Bifidobakterije (slika 9) su korisne jer mogu proizvoditi mlije¢nu kiselinu, koja moze zakiseliti

crijevnu okolinu, ograniéiti rast patogenih bakterija i poboljsati funkciju barijere sluznice.?’

Slika 9. Mikroskopska slika bifidobakterija?®

Kao neprobavljiva komponenta hrane, GOS moze pro¢i kroz gornji dio
gastrointestinalnog trakta relativno netaknut i fermentirati se u debelom crijevu kako bi

proizveo kratkolan¢ane masne kiseline koje dalje reguliraju tjelesnu crijevnu floru.??

Otkriveno je da ljudsko debelo crijevo sadrzi priblizno 1014 razli¢itih bakterijskih vrsta,
a crijevna mikrobiota sastoji se od priblizno 500 razli¢itih anaerobnih vrsta.?® Metabolicke
aktivnosti ovih bakterija mogu imati velike u¢inke na fizioloske procese ljudskog domacina.®
Povecani broj bifidobakterija u crijevima mozZe sprijeciti aktivnost bakterija kvarenja kao $to je
Clostridium spp., ¢ime se smanjuje stvaranje toksi¢nih produkata fermentacije.>* U zdravih
osoba postoji ravnoteza izmedu crijevne mikrobiote 1 patogenih bakterija. Kada je ta ravnoteza
poremecena, funkcija crijevne barijere je naruSena. Slom funkcije crijevne barijere i

imunoloske funkcije povezan je s razvojem sindroma disfunkcije viSe organa i sindroma

sustavnog upalnog odgovora.?

Nadalje, GOS selektivno poticu umnozavanje stanica probiotika - Zivih

mikroorganizama (korisnih bakterija) koji poboljSavaju mikrobnu ravnotezu u probavnom

9



sustavu,® inhibiraju rast i adheziju patogenih bakterija, ublaZavaju gastrointestinalne,
neuroloske, metabolicke 1 alergijske bolesti, moduliraju proizvodnju metabolita te
prilagodavaju skladiStenje i apsorpciju iona. Sigurni su i stabilni, s visokom topljivoscu i ¢istim
okusom, pa se nasiroko koriste kao dodaci hrani. GOS moze poboljsati izgled, okus, teksturu,

viskoznost, reoloska svojstva, rok trajanja i zdravstvene prednosti prehrambenih proizvoda. **
2.4. Enzimski procesi

2.4.1. Enzimi

Biokatalizatori ili enzimi tvari su bioloskog podrijetla koje ubrzavaju kemijske reakcije
potrebne za odrzavanje zivotnih funkcija. Oni djeluju unutar zivih organizama, ali i izvan njih,
primjerice u laboratorijskim uvjetima. Industrijski proizvedeni enzimi sluze kao izuzetno

aktivni katalizatori te sudjeluju u brojnim procesima.®

2.4.2. Struktura enzima

Pri formiranju enzima, klju¢na je peptidna veza koja povezuje dvije aminokiseline u
polipeptidnom lancu te je njeno nastajanje prikazano na slici 10. Peptidna veza nastaje
kondenzacijskom reakcijom izmedu karboksilne grupe jedne aminokiseline i amino grupe

druge aminokiseline, uz oslobadanje molekule vode.%

R\ R Ry 0
174 » y 4 5 ”_C/ : E: 5
HsN "\Cf‘- d + “HN~ \C e “HaN F B ey # H,0
i N I VRS
0 o A

Peptidna veza

Slika 10. Nastajanje peptidne veze*

Enzimi se strukturno opisuju pomocu Cetiri razlicite strukture: primarna, sekundarna,
tercijarna i kvartarna (slika 11). Primarna struktura sastoji se od aminokiselina povezanih
odredenim redoslijedom koje Cine peptidne lance, a redoslijed povezivanja aminokiselina
odreduje funkciju biokatalizatora. Sekundarna struktura nastaje kad se peptidni lanci povezu

preko vodikovih veza koje stabiliziraju ovu strukturu. Kod sekundarne strukture, postoje dvije
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mogucnosti: planarna struktura i struktura uzvojnice. Aktivni enzimi mogu biti samo oni
tercijarne i kvartarne grade. Tercijarna struktura nastaje preklapanjem peptidnih lanaca.
Kvartarna struktura, ujedno i najkompleksnija, izgradena je od nekoliko podjedinica. Proteini

kvartarne strukture su globularni proteini te ujedno &ine i najbolje biokatalizatore.3’

Primarna Sekundarna Tercijarna I?x’a;tt:rna
struktura struktura struktura SLEIRIA
|
'S ? @
Aminokiselina Uzvojnica Polipeptidni Kompleks proteinske
lanac molekule

Slika 11. Struktura enzima®®

2.4.3. Teorija o djelovanju enzima

Teorija o djelovanju enzima (biokataliza) objasnjava kako enzimi djeluju kao
biokatalizatori, ubrzavaju¢i kemijske reakcije smanjenjem energije aktivacije. Predlozene su
dvije najvaznije teorije vezanja supstrata na aktivno mjesto enzima, a to su model kljuc-brava i
model pobudene prilagodbe.®® Prema modelu klju¢-brava, predlozenom od Emila Fischera
1894. godine, aktivno mjesto enzima ima specifican oblik koji odgovara obliku supstrata, slicno
kao klju¢ bravi. Ovaj model pretpostavlja da pri vezanju supstrata na aktivno mjesto nastaje
medukompleks enzim-supstrat (ES) koji je vidljiv na slici 12. To omogucuje vrlo specifi¢nu

interakciju, odnosno onemoguéeno je vezanje molekula neodgovaraju¢eg oblika.*®

Drugi model, model pobudene prilagodbe, kojeg je predlozio Daniel Koshland 1958.
godine, poboljSava ovu ideju uzevsi u obzir dinami¢nost enzima i supstrata. Ova teorija tvrdi
da je aktivno mjesto enzima fleksibilno i modificira se prema obliku supstrata pri vezanju, §to
omogucuje optimalno pozicioniranje supstrata i katalitiCkih grupa, stabilizirajuci prijelazno

stanje i smanjuju¢i energiju aktivacije.*’
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Enzim mijenja

W Supstrat svoj oblik kako rodukti A
e supstrat ulazi

" [

= =

Enzim-supstrat (ES) kompleks

Slika 12. Mehanizam djelovanja enzima na supstrat*!

2.4.4. Kinetika biokataliti¢kih reakcija

Brzina reakcije postignuta djelovanjem enzima mjera je za enzimsku aktivnost.
Biokatalizatori utjeCu na brzinu reakcije tako $to reakciju provode po reakcijskom putu na
kojem je niza energija aktivacije potrebna za prijelaz reaktanata u produkte te na taj nacin
ubrzavaju reakciju.®® U prisutnosti enzima, snizavanje energije aktivacije dogada se
povezivanjem supstrata i enzima u ve¢ spomenuti medukompleks, koji se zatim vrlo brzo
raspada na nepromijenjeni enzim i produkte reakcije. Taj enzim odmah se moze vezati na drugu

molekulu supstrata. Na slici 13 prikazan je reakcijski put uz prisutnost enzima.*?

Energyja

v

Reakcyjski put

Slika 13. Prikaz reakcijskog puta uz prisutnost enzima“*?
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2.4.5. Klasifikacija enzima

Najéeséa podjela enzima je prema vrsti reakcije koju kataliziraju.** Takav na¢in podjele

obuhvaca 6 osnovnih skupina enzima i prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Klasifikacija enzima?® 4546

Naziv skupine enzima Primjer enzima Vrsta reakcije

Oksidoreduktaze Peroksidaze, lakaze, Oksidacija-redukacija

tirozinaze, glukoza oksidaze | (redoks reakcije)

Hidrolaze Glikozidaze, lipaze, Hidroliza spojeva

proteaze, peptidaze

Transferaze Fosforilaze, Prijenos funkcionalnih
glikoziltransferaze, skupina

aciltransferaze

Liaze Dekarboksilaze, aldolaze, Cijepanje razli¢itih spojeva
dehidrataze oksidacijom i
hidrolizom
Ligaze Karboksilaze, sintetaze Spajanje dviju molekula

kovalentnom vezom

Izomeraze Racemaze, epimeraze, Izomerizacija
mutaze

Translokaze ATPaze, Prijenos iona i malih
ABC transporteri, molekula s jedne strane
proton pumpe membrane na drugu

2.4.6. Prednosti i nedostaci biokatalizatora

Enzimske reakcije sve se vise koriste prije klasi¢nih kemijskih reakcija jer se provode pri
blagim uvjetima temperature, tlaka i pH vrijednosti te s ekoloSkog stajaliSta, prihvatljivije su za
okoli§ jer enzimi nastaju iz obnovljivih izvora, biorazgradivi su te stvaraju male koli¢ine
otpada.*’ Jedno od najbitnijih svojstava biokatalizatora jest njihova specifi¢nost koja se ocituje
u reakcijama s odredenim supstratima te Se zbog nje dobivaju produkti visokog stupnja ¢istoce.
Troskovi prilikom procis¢avanja tih produkata su mali, ali su opcenito enzimi kao

biokatalizatori relativno skupi.”® Takoder, jedan od nedostataka enzima jest njihova
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nestabilnost izvan svog okruzenja ili ovisnost o kofaktoru. Nadalje, ponekad dolazi i do
inhibicije njihove aktivnosti supstratom ili produktima reakcije §to znatno utjeCe na

uéinkovitost cijelog procesa.*®

2.5. Enzimska sinteza galaktooligosaharida

Kada govorimo o enzimskoj sintezi galaktooligosaharida, koristimo enzime Koji
razgraduju laktozu (disaharid koji se sastoji od glukoze i galaktoze) i potom kataliziraju prijenos

galaktoznih jedinica na razli¢ite akceptorske molekule, formirajuéi tako galaktooligosaharide.?’

Enzim koji se najceS¢e koristi za sintezu galaktooligosaharida je upravo -
galaktozidaza. Ovaj se enzim mozZe izolirati iz razli¢itih mikroorganizama, kao $to su bakterije
i gljive.®® Na primjer, B-galaktozidaza iz Aspergillus oryzae (vrsta gljivice koja se ¢esto koristi
u fermentaciji hrane i pi¢a) pokazuje visoku aktivnost pri temperaturama od 30 do 40 °C i pH
vrijednostima u rasponu 6-7.%! Ovaj enzim ima §iroku primjenu zbog svoje stabilnosti i
efikasnosti u sintezi GOS-a. Jedna od glavnih prednosti koristenja enzima p-galaktozidaze jest
njegova visoka specifi¢nost prema supstratu i djelotvornost pri umjerenim temperaturama.
Medutim, ima i nedostataka kao $to su osjetljivost na pH promjene i moguca inhibicija
produktima reakcije.>?

B-galaktozidaza kao enzim privukla je veliku paznju s obzirom na pojavu intolerancije
na laktozu u ljudskoj populaciji i zbog vaznosti mlijeka u ljudskoj prehrani. Ona hidrolizira -
galaktopiranozide, odnosno laktozu, Sto povecava stabilnost mlijeka i koristi se za dobivanje
mlijeka bez laktoze koje koriste osobe netolerantne na laktozu.>® Takoder tvori niz produkata
transgalaktozilacije - galaktooligosaharide (GOS) koji mogu pruziti nekoliko zdravstvenih
prednosti kao prebiotici. Osim toga, enzim se takoder primjenjuje u proizvodnji zasladivaca na
bazi laktoze i funkcionalnih proteina iz hidrolizirane sirutke.>* Trenutno je uglavnom enzim
dobiven iz mikrobnih izvora poput Aspergillus niger i Kluyveromyces lactis, oni su otporni na

toplinu, s optimalnim pH izmedu 4,0 i 6,0 uz nisku kemijsku otpornost.>®

Najveca koli¢ina galaktooligosaharida postize se koristenjem otopine laktoze, no sve se
vie istrazuju i alternativni izvori njihove proizvodnje kao §to su mlijecni nusproizvodi poput
slatke i kisele sirutke te njihovi odgovarajuci permeati. Najvazniji ¢imbenici koji utjecu na
prinos GOS-a smatraju se podrijetlo enzima i podetna koncentracija laktoze.*® Takoder,

pokazalo se da Kkationi prisutni u mlijeku i sirutki (npr. natrij, kalij, magnezij, kalcij) imaju
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razli¢ite ucinke na aktivnost B-galaktozidaze. Vecina studija pokazuje da natrij, kalij i magnezij

djeluju kao aktivatori, dok kalcij smanjuje aktivnost enzima.®’

Podrijetlo enzima definira sposobnost enzima i sklonost transgalaktozilaciji, tj.
prijenosu dijela galaktoze na drugu molekulu $ecera i veli¢inu inhibicije monosaharida. Pocetna
koncentracija laktoze pove¢ava moguénost da akceptorska molekula bude laktoza, a ne voda,
Sto bi dovelo do hidrolize.s* Medutim, sam GOS takoder moze djelovati kao molekula supstrata
i stoga se ponovno hidrolizira tijekom reakcije.>® Stoga je vazno pravilno odabrati koncentraciju
enzima i vrijeme reakcije kako bi se dobio najve¢i moguéi prinos GOS-a (koli¢ina
galaktooligosaharida koja se proizvede tijekom reakcije sinteze). Osim toga, uvjeti reakcije
poput temperature i pH moraju biti u rasponu gdje je enzim p-galaktozidaza aktivan i dovoljno

stabilan.®®

Enzimi koji su najvise proucavani zbog njihove sposobnosti proizvodnje GOS u mlijeku
ili sirutki su iz Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis i Bacillus circulans, te su navedeni
enzimi komercijalno dostupni. Takoder, testirani su i enzimi iz raznih Lactobacillus vrsta, kao

i neki iz Streptococcus thermophilus sojeva i nekoliko drugih mikroorganizama.*

Na slici 14 prikazani su prinosi GOS-a postignuti primjenom enzima p-galaktozidaze
porijeklom iz Aspergillus oryzae u razli¢itim medijima; u puferu, kiseloj i slatkoj sirutki,
obranom mlijeku i njihovim permeatima (mediji prikazani mjehuri¢ima na grafu).®® Veli¢ina
mjehurica predstavlja pocetnu koncentraciju laktoze koja se nalazi u odredenom mediju, stoga
je iz slike 14 vidljivo da manji mjehuri¢i, odnosno mediji S nizom pocetnom koncentracijom
laktoze daju manji prinos galaktooligosaharida. Linije predstavljaju afinitet za
transgalaktozilaciju izrazenu kao postotak laktoze pretvorene u GOS.>*%° (crna linija: 100%,

zelena: 50% i crvena: 20%)

Ukupna sposobnost transgalaktozilacije u rasponu je sa srednjim omjerom
GOS/reagirana laktoza od 0,4. Proucavani raspon pH je prilicno uzak (pH 4,3 do 5,0) zbog

optimalne aktivnosti ovih enzima u kiseloj sredini.®
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Slika 14. GOS prinos dobiven primjenom B-galaktozidaze iz Aspergillus oryzae kao funkcija

konverzije laktoze pri maksimalnom prinosu koristenjem razli¢itih supstrata®!

Prinos galaktooligosaharida takoder se moZe prikazati kao funkcija pocetne
koncentracije laktoze.® Torres i suradnici prikazali su korelaciju izmedu pogetne koncentracije
laktoze i prinosa GOS-a koriste¢i podatke razli¢itih autora i enzimskih izvora iz puferskih
otopina. Prilikom koristenja mlije¢nih supstrata poput mlijeka i sirutke nije pronadena jasna
ovisnost za B. circulans, K. lactis, Lactobacillus sp. niti za S. thermophilus. Samo enzim iz A.
oryzae pokazao je odredenu korelaciju izmedu pocetne koncentracije laktoze i prinosa GOS-a,

neovisno o tome je li medij bio pufer ili neka mlije¢na tekuéina (vidi sliku 15).%

Tako prilikom istrazivanja, Torres i suradnici (2010.) uoc€ili su da pri niskim
vrijednostima pocetne koncentracije laktoze, blagi porast koncentracije laktoze rezultirao je
znacajnim povecanjem U prinosu galaktooligosaharida. Medutim, pri vis$im koncentracijama
laktoze od 30% ili viSe, primijetili su da postoji zasi¢enje, §to je ukazalo na ograni¢enje
maksimalno ostvarivog prinosa GOS-a.?’ Ova je korelacija bila opisana jednostavnom
eksponencijalnom jednadzbom zasi¢enja (jednadzba 1) koja omogucuje izracunavanje

najveéeg prinosa GOS-a koji se moze dobiti.>®
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Y = Yiax * (1 — exp (—k * X)) (1)

Koristenjem metode najmanjih kvadrata maksimalni prinos galaktooligosaharida (Y,,qx)

je izradunat na 26,5%, §to je blizu maksimalne vrijednosti od 30%, dok k iznosi 0,104.%°
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Slika 15. Korelacija izmedu pocetne koncentracije laktoze i prinosa GOS-a dobivenog [3-
galaktozidazom iz Aspergillus oryzae u puferu ili nepuferskom mediju (sirutka, permeat

sirutke, mlijeko, permeat mlijeka)>®

Poznato je da se galaktooligosaharidi dobivaju iz laktoze, mlije¢nog disaharida,
enzimskim procesima. Glavni izvor laktoze je mlijeko, a sve su popularnija istrazivanja kozjeg
mlijeka kao odli¢nog izvora laktoze zbog svojih nutritivnih prednosti u odnosu na kravlje
mlijeko.%® Kombinacijom enzimskih reakcija i membranskih procesa separacije poput

mikrofiltracije (MF) 1 ultrafiltracije (UF) omogucéena je ucinkovita obrada kozjeg mlijeka 1
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njegovog permeata za proizvodnju GOS-a. Mikrofiltracijom i ultrafiltracijom uklanjaju se
bakterije 1 masti iz mlijeka te se dobiva permeat s ve¢om koncentracijom laktoze $to je korisno

za stvaranje GOS-a enzimskim reakcijama.®

Kaczynski i suradnici (2019.) proveli su istrazivanje ¢iji je glavni cilj bila analiza
stvaranja GOS-a u smjesi kozjeg mlijeka i njegovog permeata koja se temeljila na istovremenoj
hidrolizi i transgalaktozilaciji laktoze koriste¢i B-galaktozidazu iz Kluyveromyces lactis pri
razli¢itim temperaturnim i vremenskim uvjetima. Dobivena smjesa koristit ¢e se kao sirovina
za proizvodnju inovativnog kefira putem mlije¢no-alkoholne fermentacije.®® Koristeno kozje
mlijeko i permeat dobiven mikrofiltracijom (MF) i ultrafiltracijom (UF) kombinirani su u
omjeru 60:40. Reakciju je katalizirala B-galaktozidaza iz Kluyveromyces lactis dodana u
koncentraciji od 0,1%. Istodobna hidroliza i transgalaktozilacija laktoze provedene su pri
temperaturama od 37, 40 i 43 °C tijekom 6 sati. Uzorci su zatim pasterizirani pri 92 °C tijekom

15 min da bi se postigla inaktivacija enzima.®*

o 37°Cc,
o 40°C,
o A 43°C
o
6
o
: o
GOS (% ukupnih R * o
Secera) a0
4
[m]
40
oo o
2 * =
R
& ?
A
0
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Konverzija laktoze, %

Slika 16. Proizvodnja GOS-a u smjesi kozjeg mlijeka i permeata (60:40) pri razlicitim

temperaturama®

1z slike 16 vidimo da je optimalan uvjet za sintezu galaktooligosaharida temperatura od
37 °C budu¢i da je pri toj temperaturi (oznacena kvadrati¢em na grafu) zapazena najveca

koli¢ina proizvedenog galaktooligosaharida.
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Nakon enzimskih reakcija hidrolize i transgalaktolizacije, pasterizirano mlijeko,
permeat te njihova mjeSavina fermentirani su u procesu lakto-alkoholne fermentacije
koriStenjem mjesSavina mezofilnih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline i kvasca. Fermentacija je
provedena pri 22 °C. Koli¢ina dodanih kultura odabrana je na na¢in da zavrSna tocka

fermentacije bude proizvod s pH vrijednosti od 4,4.54

Sastav GOS-a odreden je koriste¢i teku¢insku kromatografiju i masenu spektrometriju
za detekciju galaktoze, glukoze i laktoze.®® Stupanj hidrolize laktoze (DLH) radunao se preko
formule (jednadzba 2) za koju su takoder bile mjerene rezidualna (preostala) koncentracija

laktoze (RL) i pocetna koncentracija laktoze (IL) u g/kg.%’
RL
DLH = (1—-22)+100% @)

Rezultati provedenog istrazivanja (slika 17) pokazali su da je koli¢ina GOS-a
proizvedena u permeatu (slika B) bila vec¢a nego u kozjem mlijeku (A). Najvece koli¢ine GOS-
a u smjesi zabiljeZene su tijekom prvog sata reakcije i to u prvih 20 minuta pri temperaturi od
37 °C. Nakon 20 minuta, sadrzaj GOS-a u mjeSavini mlijeka i permeata iznosio je u prosjeku
5,9 + 0,9 % ukupnih Secera, dok je nakon 6 sati reakcije prosjecno iznosio 1,4 + 0,1 % ukupnih

Sedera.%*

(A) ° (B) ° (©)°

- 37C
- 40°C
“a 43°C

Sadrzay
GOS-au -
Secerima,

Sadrzaj
GOS-au
ukupnim
Secerima,
%a

20 60 100 140 180 220 260 300 340 20 60 100 140 180 220 260 300 340 20 60 100 140 180 220 260 300 340

Vrijeme, min Vrijeme, min Viyeme, min

Slika 17. Kinetika sinteze GOS-a enzimskim reakcijama laktoze u: A) kozjem mlijeku,

B) permeatu i C) njihovoj smjesi omjera 60:4054
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Galaktooligosaharide mozemo sintetizirati i izdvojiti pomo¢u membranskog
bioreaktora (MBR) (slika 18). Reaktor koji povezuje svojstava membrana s bioloSkim
katalizatorom kao $to su enzimi, naziva se membranski bioreaktor (MBR). Takav bioreaktor
nalazi svoju primjenu Sirom svijeta, kako u istrazivanju tako i u proizvodnji.%® U membranskom
bioreaktoru se istovremenom reakcijom i odvajanjem produkta poti¢e Zeljena reakcija i
smanjuje vrijeme obrade. Opcenito, MBR djeluje na princip da su enzimi imobilizirani na
matrici membrane gdje supstrati imaju izravan kontakt s njima, a molekule proizvoda se
transportiraju  kroz porozne kanale membrane.’® lako je mali nedostatak MBR-a
koncentracijska polarizacija i niska ucinkovitost pretvorbe, njegove prednosti u odnosu na
bioreaktore s pakiranim slojem i biokemijske reakcije slobodnih enzima su bolja oporaba

proizvoda, efikasnije heterogene reakcije i moguénost ponovne upotrebe enzima.™

I | "Rota.mew.t —a r
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Slika 18. Shema procesa sinteze i izdvajanja galaktooligosaharida pomo¢u membranskog

bioreaktora (MBR)"!
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Nadalje, zbog moguc¢nosti odvajanja produkata i molekula reaktanata, reverzibilne
reakcije se uvijek lakse provode u ovoj vrsti reaktora.”* Na djelotvornost MBR-a znadajno
utjecu radni uvjeti (transmembranski pritisak/tlak (TMP), brzina protoka hranjive otopine,
brzina mijesalice), fizikalna svojstva membrane (poroznost, debljina membrane i materijal
membrane), imobilizacija enzima (pH, kemikalija za umrezavanje) i uvjeti reakcije katalize

(optimalni pH i temperatura).®®

Provedeno je istrazivanje u kojemu su Nath i suradnici (2013.) usmjerili glavni fokus
na imobilizaciju enzima P-galaktozidaze na povrSini membrane (slika 19) koja je zatim

kori$tena u membranskom bioreaktoru za hidrolizu laktoze i samim time i sintezu GOS-a.”*

B-galaktozidaza imobilizirana je na povrSini membrane kombinacijom nekoliko
mehanizama, ukljucujuéi adsorpciju polietilenimina (PEI) na matricu membrane, formiranje
PEI i B-galaktozidaze agregata, te kona¢no umrezavanje PEI i -galaktozidaze kompleksa na
membranskoj povrsini pomoéu glutaraldehida.”?> Optimalni uvjeti za imobilizaciju ukljuéuju
pH 8.2 za agregaciju PEl-enzim i pH 7.0 za umrezavanje PEI-enzim kompleksa, s omjerom PEI

prema B-galaktozidazi 1:25.47

Slika 19. Mikroskopska slika imobilizacije B-galaktozidaze na povrsini membrane’*

Galaktooligosaharidi sintetizirani su istovremenom hidrolizom laktoze kao reakcije
transgalaktozilacije u MBR s recirkulacijom retentata uz laktozu kao supstrat. Glukoza i
galaktoza, proizvodi reakcije hidrolize laktoze, uklonjeni su s membranske strane permeata da

bi potaknuli reakcije transgalaktozilacije.”® Razli¢iti radni uvjeti unutar MBR-a bili su ispitani
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pri konstantnom pH kako bi se smanjio nepozeljan efekt koncentracijske polarizacije.
Optimalni pH koji se u istrazivanju koristio za sintezu GOS-a bio je onaj pH kod kojeg je
postignuta maksimalna imobilizacija B-galaktozidaze na povrSini membrane i iznosio je 8.2.
Pri toj vrijednosti uoceno je da je cak 85% [-galaktozidaze imobilizirano na povrSini
membrane, $to je vidljivo i na slici 20. Takoder, ovim istrazivanjem dobiveno je da su optimalni
uvjeti za sintezu GOS-a: pocetna koncentracija supstrata (laktoze) 0.045 M, brzina protoka
hranjive otopine 25 mL/h, temperatura pri 45 °C, transmembranski pritisak (TMP) 3.0 kgf cm’
2 te brzina mijesanja 80 okr min. Sintetizirani GOS prikupljen je iz spremnika za hranu kao

smjesa ugljikohidrata nakon $to je postignuta stabilizacija protoka permeata.’*

20

80 -

70 -

% Imobilizirane gg J
B-galaktozidaze $ ¢

50 1

40 4

30

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH otopine
B-galaktozidaze

Slika 20. % Imobilizirane B-galaktozidaze na povrsini membrane pri razli¢itim pH

vrijednostima otopine B-galaktozidaze™
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2.6. Primjena galaktooligosaharida

Galaktooligosaharidi, kao skupina prebiotickih ugljikohidrata nalaze mnoge primjene
prvenstveno u prehrambenoj industriji. Prirodno ih nalazimo u mlijeku 1 mlije¢nim
proizvodima, stoga je pozeljno da majc¢ino mlijeko bude §to duze glavni oblik prehrane
novorodenéadi.”* GOS se ¢esto dodaje u formule za dojencad kako bi simulirao ucinak
majcinog mlijeka Sto pomaze u poticanju rasta zdravih cijevnih bakterija i odrzavanju njihove
zdrave crijevne mikrobiote. Zbog svoje stabilnosti, osim u hrani za dojencad,
galaktooligosaharidi se mogu takoder ukljuciti u §irok spektar druge hrane.” Odnedavno se
koriste u pi¢ima (voéni sokovi i druga kisela pic¢a), kao zamjena za obroke, u fermentiranom
mlijeku, aromatiziranom mlijeku i konditorskim proizvodima (bombonski i ¢okoladni

proizvodi.”

Galaktooligosaharidi nerijetko su ugradeni u kruh i ostale pekarske proizvode jer se
njegove molekule prilikom procesa fermentacije i pecenja pekarskih proizvoda ne cijepaju niti
troSe. Takoder, GOS daje bolji okus i teksturu kruhu jer posjeduje visoku sposobnost
zadrzavanja vlage ¢ime se sprjeCava prekomjerno suSenje proizvoda. Primjenjuje se i u

specijaliziranoj hrani za starije i hospitalizirane osobe.”’

Osim kruhu, galaktooligosaharidi daju bolji okus i pobolj$avaju teksturu ostale hrane
zbog njihovog svojstva povecanja volumena kao Sto to postizu i drugi oligosaharidi. Otporni su
na razgradnju putem sline 1 oralnih bakterija, stoga se mogu koristiti kao zamjene za Secer.

Njihovo svojstvo neprobavljivosti omoguéuje im zanemariv utjecaj na glukozu u krvi.”

Pored prehrambene industrije, GOS se Kkoristi i u kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji.
Njegova fizikalno-kemijska i fizioloska svojstva koriste mu za selektivno stimuliranje korisnih

bakterija na ljudskoj koZi i ve¢ su razvijene neke formulacije u tu svrhu.”

Sastav mikroflore koze ovisi o mnogim ¢imbenicima i ravnoteza bakterija moze se lako
poremetiti. Provedeno je istrazivanje na primjeru koze osobe koja pati od akni, gdje je
primijeéeno prekomjerno razmnozavanje bakterije P. acnes.®’ Kod uobicajenih kozmetickih
strategija, ovaj problem bi se rijesio koriStenjem antibakterijskih sredstava koja ucinkovito
smanjuju kolic¢ine P. acnes, ali ta sredstva takoder utjecu i na druge, korisne bakterije poput S.
epidermidis, inhibirajuci njihov rast. Ta bakterija nam je potrebna jer pruza zastitu ljudskoj kozi
od infekcija i drugih Stetnih utjecaja iz okoline. 1z tog razloga, proucavana je prebioticka

strategija koja se temelji na uspostavi ravnoteze mikroflore na nac¢in da inhibira rast bakterije
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P. acnes, ali da ne prekida rast korisnih bakterija. Prirodna (uravnotezena) kozna mikroflora

postignuta primjenom prebiotika vidljiva je na slici 21.8t

U tom istrazivanju mikroflora koze analizirana je metodom fluorescentne in situ
hibridizacije koja omoguéava izravno promatranje bakterija na kozi.®? Primijeceno je da
dvostruka dnevna primjena kozmeti¢kog proizvoda koji sadrzi odabrane biljne ekstrakte iz
ginsenga, crnog ribiza ili bora na ljudsku kozu tijekom tri tjedna ucinkovito inhibira rast
patogenih bakterija P. acnes, a pritom ¢uva ili ¢ak poti¢e rast korisnih bakterija S. epidermidis.
Takav prebioticki pristup rjeSavanju problema akni pokazao se uspjesnijim od antibakterijskih

kozmetickih proizvoda koji neselektivno smanjuju rast bakterija pomo¢u antibiotika.®®

S. epidermidis P. acnes

Ukupan broj
bakterija

' '
Vaijsima Veijame \\
\/

Jﬁ.-.o.o&-r -0 .“-l&“"-‘.-b’o‘..-.
Neuravnotezena mikroflora koze Prirodna mikroflora koze
S. epidermidis < P. acnes S. epidermidis > P. acnes

Slika 21. Primjena prebioti¢kog pristupa u uspostavljanju ravnoteze mikroflore koze8!
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Poznate su zdravstvene prednosti galaktooligosaharida u ocuvanju zdravlja crijeva
poboljsanjem ravnoteze crijevne mikrobiote na nacin da se potice rast korisnih bakterija kao $to
su bifidobakterije i laktobacili. Osim zdravlja crijeva, postoje neka istrazivanja koja ukazuju na
povoljne u€inke GOS-a na zdravlje kostiju, povecavajuci apsorpciju minerala poput kalcija u
donjem dijelu crijeva? Kako postoji malo podataka za ljude, klju¢éni su bili modeli na
zivotinjama za proucavanje utjecaja prebiotika na gusto¢u mineralnih tvari u kostima (slika 22).
Za poboljsanu apsorpciju minerala kalcija i zdravlje kostiju provodili su se procesi mikrobne
fermentacije i hidrolize za proizvodnju kratkolan¢anih masnih kiselina u donjem dijelu crijeva.
Ovi procesi doveli su do smanjenja pH vrijednosti u crijevima.®® Veca kiselost u debelom
crijevu sprjecavala je stvaranje kompleksa kalcija s negativno nabijenim metabolitima, $to je
rezultiralo oslobadanjem kalcija iz molekula metabolita te se na taj nacin povecala njegova

dostupnost za apsorpciju u krvotok i kasnije mineralizaciju kostiju.

Ulazak Proizvodnja o
prebiotika u kratkolan¢anih Smanjen pH 05101)8@@]5 ; B
11 di th kiseli evi apsorpcya kaleyau
donji dio @ masnih kiselina © u crijevima oo

fermentacijom

MYooH

crijeva

Slika 22. Prebioti¢ki ug¢inak na poveéanu apsorpciju kalcija®
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3. ZAKLJUCAK

Galaktooligosaharidi spojevi su gradeni od nekoliko molekula galaktoze vezanih na
glukozu pomocu glikozidnih veza. Prirodno ih nalazimo u maj¢inom mlijeku i pokazali su vrlo
pozitivne ucinke na probavni sustav jer poticu rast korisnih bakterija poput bifidobakterija i
laktobacila. Zbog svojih svojstava ubrajamo ih u skupinu prebiotika za ¢iju pripadnost trebaju
biti ispunjeni kriteriji koji se odnose se na otpornost na Zelucanu kiselinu, na hidrolizu
enzimima i na probavnu apsorpciju, fermentaciju pomocu crijevne mikroflore i selektivnu
stimulaciju rasta i/ili aktivnosti onih crijevnih bakterija (bifidobakterija i laktobacila) koje
pridonose zdravlju i dobrobiti. Koncept prebiotika privukao je veliku pozornost, §to za
znanstvene, $to za industrijske interese. Bioloski su nam vazni zbog svoje sigurnosti i stabilnosti
te njihovog svojstva visoke topljivosti Cistog okusa pa se nerijetko koriste kao dodaci hrani.
GOS moze poboljsati izgled, okus, teksturu, rok trajanja i zdravstvene prednosti prehrambenih

proizvoda.

Sintetiziraju se enzimskim procesima, u kojima se supstrat, uglavnom laktoza,
razgraduje na monomerne galaktozne jedinice pomocu enzima [ -galaktozidaze. Ovaj se enzim
moze izolirati iz razli¢itih mikroorganizama, kao $to su bakterije i gljive, a prednosti njegova
kori$tenja su visoka specifi¢nost prema supstratu i djelotvornost pri umjerenim temperaturama.
Jedan od glavnih izvora laktoze jest mlijeko, posebice kozje mlijeko zbog svojih nutritivnih
vrijednosti. Osim laktoze, sve se vise istrazuju i alternativni izvori njihove proizvodnje kao §to
su mlije¢ni nusproizvodi poput slatke i kisele sirutke te njihovi odgovarajuci permeati. Smjesa
kozjeg mlijeka i njegova permeata koristi se kao sirovina za proizvodnju inovativnog kefira
putem mlije¢no-alkoholne fermentacije, a hidrolizom i transgalaktozilacijom laktoze iz te
smjese koriste¢i P-galaktozidazu mozemo dobiti galaktooligosaharide. —Takoder,
galaktooligosaharide moZemo sintetizirati i separirati pomo¢u membranskog bioreaktora, za §to
je najbitnije da je enzim imobiliziran na povrSini membrane gdje supstrat, laktoza, ima izravan

kontakt s enzimom te se na taj nacin njena hidroliza moze brze odvijati.

Galaktooligosaharidi, zbog svojih prebiotickih svojstava, svoju primjenu ponajvise
pronalaze u prehrambenoj industriji gdje ih osim u mlijeku pronalazimo i u pi¢ima, kruhu,
konditorskim proizvodima. Nadalje, vazni su i u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji zbog
svojih zdravstvenih prednosti na crijevnu mikrofloru, ljudsku kozu, imunoloski sustav te na

zdravlje kostiju.
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U provedenim istrazivanjima mikroflore koze pokazala se uspjeSnija prebioti¢ka
strategija koja se temelji na uspostavi ravnoteze mikroflore na nacin da inhibira rast Stetne
bakterije, ali da ne prekida rast korisnih bakterija. Takoder, primjena galaktooligosaharida u
donjem dijelu crijeva rezultira smanjenim pH tog podruja te se na taj nacin pospjesuje

apsorpcija kalcija u krvotok i mineralizacija kostiju §to direktno utjece na zdravlje kostiju.
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5. POPIS SIMBOLA

GOS - galaktooligosaharidi

ES — medukompleks enzim-supstrat

Y — prinos galaktooligosaharida [%]

Yimax — Maksimalni prinos galaktooligosaharida [%]
X — pocetna koncentracija laktoze [%]

DLH — stupanj hidrolize laktoze [%]

RL — rezidualna/preostala koncentracija laktoze [g/kg]
IL — pocetna koncentracija laktoze [g/kg]

MBR — membranski bioreaktor

PEI — polietilenimin

MF — mikrofiltracija

UF — ultrafiltracija

TMP — transmembranski pritisak/tlak
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