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WZBOGACANIE W OLIGOSACHARYDY ODCIEKOW
PO ULTRAFILTRACJI MLEKA I ICH ZASTOSOWANIE
W PRODUKCJI JOGURTU

Streszczenie

Opracowano warunki hydrolizy laktozy oraz wydajnej syntezy GOS w permeacie po ultrafiltracji
mleka z dodatkiem preparatu b-galaktozydazy. Otrzymany koncentrat GOS zastosowano do produkcji
jogurtu.

Oceniono zalezno$¢ stopnia hydrolizy laktozy oraz wydajnosci syntezy galaktooligosacharydéw od
temperatury i czasu reakcji, obecnosci lub braku biatka w roztworach substratu oraz od wyjsciowego
stgzenia laktozy w roztworach substratu. Korzystna wydajno$¢ syntezy galaktooligosacharydéw
otrzymano w procesie prowadzonym przez 8 h w odcieku nieodbiatczonym, zawierajacym 30% laktozy,
w temp. 5°C. Otrzymany koncentrat galaktooligosacharydéw zastosowano do uzupelnienia zawarto$ci
suchej masy w mleku przeznaczonym do produkcji jogurtow.

Stwierdzono, ze dodatek koncentratu galaktooligosacharydéw wptynat stymulujaco na rozwdj bakterii
z rodzajow Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus w jogurcie.

Stowa kluczowe: b-galaktozydaza, prebiotyki, probiotyki, galaktooligosacharydy.

Wprowadzenie

Zagospodarowanie serwatki, a takze permeatu po ultrafiltracji (UF) serwatki lub
mleka jest ciagle aktualnym problemem technologicznym, ekonomicznym i
ekologicznym.

Do nowych kierunkéw zagospodarowywania serwatki lub odciekéw (permeatow)
po UF serwatki lub mleka zalicza si¢ ich enzymatyczne wzbogacanie w oligosacharydy
(OS), gtéwnie galaktooligosacharydy (GOS) i zastosowanie w produkcji zZywnos$ci
prozdrowotnej [8, 9, 16].
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W przewodzie pokarmowym GOS sa wykorzystywane przez bifidobakterie i
bakterie z rodzaju Lactobacillus, stymulujac ich rozwéj [13]. Korzystny wptyw GOS
na ww. mikroflor¢ jelita grubego, wtasciwosci antyadhezyjne i inhibicyjne wobec
wielu patogendéw, a takze wlasciwosci zywieniowe pozwalaja zaliczy¢ je do
sktadnikéw zywnosci funkcjonalnej [7, 10].

Aplikacyjne zainteresowanie GOS zmierza w kierunku ich zastosowania w
produkcji odzywek dla niemowlat i przyblizenia ich sktadu do mleka ludzkiego, ale
rowniez do opracowania technologii produkcji dodatkéw modyfikujacych wiasciwosci
jogurtéw, napojow, deseréw, galaretek, lodow, wyrobow piekarskich (chleba) i
cukierniczych (ciastek i cukierkdw), dzeméw oraz marmolad [5].

W procesie wzbogacania permeatéw po UF serwatki lub mleka w GOS stosuje si¢
najczg¢Scie] enzymatyczna transgalaktozylacje laktozy [13]. O wydajnosci reakcji
syntezy GOS oraz ich sktadzie decyduja: wilasciwosci stosowanych preparatéw
B-galaktozydazy oraz warunki procesu, np. stezenie laktozy [5, 11].

Celem niniejszych badan byto opracowanie warunkéw hydrolizy laktozy oraz
wydajnej syntezy GOS w permeacie po UF mleka z dodatkiem preparatu
-galaktozydazy, a nastgpnie otrzymanie koncentratu GOS i zastosowanie go w
produkcji jogurtu.

Material i metody badan

W badaniach stosowano: mleko o zawarto$ci 2% ttuszczu (SM ,Mlekpol”,
Grajewo), proszek mleka odtltuszczonego (SM Gostyn), suszony permeat po UF mleka
(SM w Wolsztynie), liofilizowane kultury bakterii fermentacji mlekowej EZAL seria
MY 96 (Rhodia Food Biolacta w Olsztynie), preparat B-galaktozydazy Maxilact
LX5000 (Gist-Brocades), peroksydaze (Fluka), dihydrochlorek o-tolidyny (Fluka) i
oksydazg glukozowa (Sigma), podtoza MRS i M17 (Merck).

Warunki reakcji enzymatycznej hydrolizy i transgalaktozylacji laktozy

Hydrolizg laktozy przez preparat Maxilact LX 5000 w dawce 40 j.a./1 g laktozy
prowadzono w roztworach nieodbiatczonych i odbialczonych permeatu po UF mleka o
pH 6,4, zawierajacych 10, 20 i 30% laktozy. Badano wptyw odbialczenia permeatu
oraz czasu procesu na stopien hydrolizy laktozy i wydajno$¢ syntezy OS. Proces
prowadzono w temp. 5°C przez 24 h, pobierajac probki do analizy po 4, 8, 12124 h
oraz w temp. 37°C przez 6 h, pobierajac prébki do analizy po 3,4, 516 h.

Stopien hydrolizy laktozy wyrazano jako procent zhydrolizowanej laktozy w
stosunku do jej zawarto$ci ogétem. W tym celu oznaczano zawarto$¢ laktozy 1 glukozy
w hydrolizatach metoda AOAC [1, 2]. W probkach wszystkich otrzymanych
hydrolizatéw przeprowadzono chromatograficzny rozdziat sacharydéw na ptlytkach
TLC [17].
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Hydrolizat otrzymany w ustalonych warunkach zaggszczano w wyparce
prézniowej do zawartosci 74,2% s.m. Otrzymany koncentrat GOS zastosowano w
produkcji jogurtu.

Sposob produkcji jogurtu

Jogurt produkowano zgodnie z instrukcja technologiczna [15].

Zawartos¢ suchej masy w mleku uzupetniano do 18,5%, dodajac obliczona dawke
mleka w proszku (préba kontrolna) lub mleka w proszku i koncentratu GOS w
stosunku s.m. 1:1, lub tylko ww. koncentratu zamiast mleka w proszku. Mleko
pasteryzowano w temp. 90°C przez 10 min. W procesie fermentacji stosowano
liofilizowane kultury bakterii fermentacji mlekowej, wczesniej uaktywniane w mleku
w temp. 42°C do momentu otrzymania skrzepu.

W prébkach mleka przygotowanych w sposéb opisany powyzej oraz w probkach
jogurtu oznaczano: kwasowo$¢ potencjalna oraz redukcyjno$¢ cukréw metoda
Bertranda, a takze zawarto$¢ suchej masy [3] i zawarto$¢ biatka metoda Lowry [12].
Przeprowadzono oceng sensoryczna prébek jogurtu oraz rozdziat chromatograficzny
sacharydow w probkach otrzymanych jogurtéw i1 w prébce koncentratu GOS,
zastosowanego do uzupelnienia zawarto$ci s.m. mleka. Rozdzial prowadzono na
ptytkach TLC.

W  jogurcie podczas dojrzewania oznaczano metoda ptytkowa liczbe
drobnoustrojow Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus. Odwazano 1 g
okreslonego jogurtu i sporzadzano kolejne jego rozcienczenia, ktdére nanoszono na
ptytki. Do okre$lenia liczby pateczek stosowano podioze state MRS o pH 5.8, ptytki
inkubowano w temp. 37°C przez 72 h w warunkach beztlenowych. Do okre$lenia
liczby paciorkowcéw stosowano podioze state M17 o pH 7,2, ptytki inkubowano w
temp. 37°C przez 72 h w warunkach tlenowych. Liczbg drobnoustrojéw podano w jtk/1
g jogurtu [4], w modyfikacji wtasne;j.

Wiyniki i dyskusja

Badano zalezno$¢ stopnia hydrolizy laktozy od temperatury i czasu reakcji,
obecnosci lub braku biatka w roztworach substratu (odcieku po UF mleka) oraz od
wyjsciowego stezenia laktozy w roztworach substratu.

Zaréwno w reakcji prowadzonej w temp. 37°C, jak i w 5°C stopief hydrolizy
laktozy wzrastal wraz ze wzrostem wyjSciowego st¢zenia tego cukru w odcieku i
zawierat si¢ w granicach od 60,8 do 99,3%. Stopien hydrolizy laktozy zmienial sig¢
wraz z czasem trwania reakcji. Wydtuzaniu czasu reakcji towarzyszyt wzrost stopnia
hydrolizy laktozy (tab. 1).
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Tabela 1

Poréwnanie stopnia hydrolizy laktozy w odbialczonych (-) i nieodbialczonych (+) roztworach permeatu
po UF mleka, o réznym stgzeniu laktozy hydrolizowanej przez preparat [3-galaktozydazy Maxilact.
Dodatek B-galaktozydazy 40 j.a./1 g laktozy.

Comparison of the hydrolysis degree of lactose in permeate solutions with or without protein after the
completed ultrafiltration of milk showing different concentration values of the lactose; the lactose was
hydrolized using a preparation of f-galactosidase Maxilact. Additionally, -galactosidase 40 AU/1 g of
lactose was added.

Warunki procesu hydrolizy laktozy
Conditions of the lactose hydrolysis process Stopien hydrolizy laktozy
Czas hydrolizy Obecno$¢ biatka Zawarto$¢ Hydrolysis degree of the
Temperatura
Temperature laktozy w roztworze substratu laktozy lactose
F) C] Time of lactose | Protein present in the Lactose [%]
hydrolysis [h] substrate solution content [%]
3 69,00
4 72,00
37 (+) 10 -
5 72,20
6 75,20
3 60,80
4 70,60
37 (+) 20 -
5 72,50
6 74,50
3 79,79
4 80,57
37 (+) 30 -
5 81,09
6 82,67
3 76,86
4 81,56
37 ) 10 .
5 84,70
6 87,84
3 82,35
4 86,47
37 ) 20 -
5 90,58
6 93,30
3 87,25
4 90,84
37 ) 30 -
5 90,84
6 96,52
4 81,80
8 87,44
5 (+) 10 -
12 91,16
24 93,02
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c.d. tab. 1
82,33
s 8 ) 0 83,72
12 94,60
24 96,76
74,47
8 80,67
5 +) 30
12 91,53
24 99,29
69,00
8 69,00
5 (-) 10
12 70,58
24 75,30
4 62,56
8 70,93
> 12 © 20 73,72
24 75,85
4 70,74
8 73,23
> 12 © 30 78,82
24 80,02

W procesie prowadzonym w temp. 37°C obecno$¢ biatek hamowata reakcje
hydrolizy laktozy. W obecnosci biatek najwyzszy stopien hydrolizy laktozy wynidst
82% w odcieku zawierajacym 30% tego cukru, po 6 h reakcji, podczas gdy w odcieku
odbiatczonym stopien hydrolizy laktozy osiagnat wartos¢ 96% przy tym samym
stezeniu wyjsciowym laktozy i po tym samym czasie reakcji (tab. 1).

Stwierdzono, ze o wplywie biatek na aktywno$¢ P-galaktozydazy decydowata
temperatura procesu. Prowadzac proces w temp. 5°C otrzymano inne niz w 37°C
stopnie hydrolizy laktozy w poréwnywanych prébkach odcieku (tab. 1).

Reakcji hydrolizy laktozy katalizowanej przez [-galaktozydaze towarzyszyla
reakcja transgalaktozylacji prowadzaca do powstania GOS.

Wykazano, ze zbyt szybka i gleboka hydroliza laktozy, przy jej stosunkowo
niskim st¢zeniu wyjsciowym, moze nie sprzyja¢ syntezie GOS. Potwierdza to
chromatogram z rozdziatlu sacharydéw w prébkach hydrolizatéw laktozy oznaczony
litera ,,A”. (rys. 1). Zaobserwowano, ze w procesie prowadzonym w odcieku o
zawartosci laktozy 20% uzyskano wysoki stopien hydrolizy laktozy wynoszacy 93,3%
(stabe natgzenie barwy plamek w poz. c), ale otrzymano niewielkie stgzenie GOS
(stabe natezenie barwy plamek d-g). (rys. 1). Natomiast w hydrolizatach ,,B” z
roztworéw odciekéw o zawartosci 30% laktozy i wysokim stopniu jej hydrolizy
(96,52%) stwierdzono wyzsza koncentracjg GOS (plamki d-g na chromatogramie, rys.
1). Charakter 1 liczba GOS powstajacych w reakcjach transgalaktozylacji
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katalizowanych przez enzym [-galaktozydaze¢ zalezy od poczatkowego stezenia
substratu. Wydajnos$¢ syntezy GOS z laktozy ro$nie wraz ze wzrostem poczatkowego
stezenia tego cukru [9, 16]. Zazwyczaj uzycie wysokich stezen poczatkowych laktozy
w roztworze umozliwia wuzyskanie korzystnych wydajnosci syntezy GOS.
Prawdopodobnie, wraz ze wzrostem koncentracji laktozy, grupy p-galaktozylowe maja
wigksze powinowactwo do laktozy i/lub GOS niz do wody [9].

Rys. 1. Chromatogram z rozdzialu sacharydéw w odbialczonych roztworach odcieku po UF mleka o
zawartoSci 20% laktozy (P;) i 30% laktozy (P,), hydrolizowanej przez preparat [-
galaktozydazy Maxilact. Hydrolize prowadzono w temp. 37°C, pH 6,4. Prébki pobierano po 3,
4,5i6h.

Fig. 1.  Chromatograms obtained on the basis of saccharides separation in a deproteinized solution of
milk permeate after the ultra-filtration of milk containing 20% of lactose (P;) and 30% of
lactose (P,); the lactose was hydrolyzed using a preparation of B-galactosidase Maxilact. The
hydrolysis was conducted at 37°C, pH 6,4. The samples were taken after 3, 4, 5, and 6 hours
Oznaczenia / Designation:

a — glukoza / glucose; b — galaktoza / galactose; ¢ — laktoza / lactose; d—g galaktooligosacharydy
/ galactooligosaccharides;

A — probki hydrolizatu z roztworéw o zawartosci 20% laktozy / samples of hydrolizate from
solutions containing 20% of lactose;

B — prébki hydrolizatu z roztworéw o zawarto$ci 30% laktozy / samples of hydrolizate from
solutions containing 30% of lactose;
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze o wydajnosci syntezy GOS decydowat
réwniez czas reakcji enzymatycznej. Wraz z postgpujacym czasem reakcji dochodzito
do wtérnej degradacji GOS, w wyniku czego ich zawarto§¢ w zhydrolizowanym
odcieku malata (rys. 1, A i B). Jest to zgodne z danymi literaturowymi [14].

Korzystng wydajno$¢ syntezy GOS uzyskano w procesie prowadzonym przez 8 h
w odcieku nieodbiatczonym, zawierajacym 30% laktozy w temp. 5°C. Hydrolizat
zaggszczano nastepnie do zawartosci 74,2% s.m., otrzymujac koncentrat GOS.
Zgodnie z zatozeniem, koncentrat GOS zastosowano do uzupelnienia zawartosci
suchej masy w mleku, do okoto 18,5 %, przeznaczonym do produkcji jogurtu.

W wyniku oceny sensorycznej prébek jogurtu stwierdzono, ze uzupeinianie
suchej masy mleka koncentratem GOS w réznym stopniu wplyngto na skiad i
wlasciwosci gotowych produktéw. Najwyzej oceniono jako$¢ jogurtu z mleka, do
ktérego obok mleka w proszku dodano koncentrat (tab. 2).

7. poréwnania skladu chemicznego i wtasciwosci jogurtu wynika, ze rdéznia
si¢ one zawartoscia bialek oraz redukcyjnoscia. Dotyczy to przede wszystkim jogurtu
z mleka, w ktérym zawarto$¢ suchej masy uzupetniono wylacznie dodatkiem
koncentratu GOS (tab. 2).

Na uwage zasluguja réwniez réznice kwasowo$ci otrzymanych jogurtow.
Znacznie wyzsza kwasowo$¢ probek jogurtu otrzymanego z mleka z dodatkiem
koncentratu GOS moze by¢ potwierdzeniem stymulujacego oddziatywania GOS na
rozwdj 1 aktywnos¢ bakterii stosowanych w produkcji jogurtu. W jogurtach oznaczano
liczbe drobnoustrojow Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus (tab. 3).

Pomigdzy jogurtem z dodatkiem koncentratu GOS i bez dodatku zaobserwowano
réznice w populacji szczepéw pateczek i paciorkowcéw. Wg Cruza i wsp. [6],
obecnos¢ OS moze stymulowa¢ rozwdj nie tylko szczepdéw Lactobacillus, ale i
Streptococcus. Znalazto to odzwierciedlenie w naszych badaniach. Zaobserwowano
wzrost liczby pateczek, z 1,14-10% jtk/1 g jogurtu z dodatkiem mleka w proszku do
1,6-10° jtk/1 g jogurtu z dodatkiem koncentratu GOS. Jeszcze wigksze réznice
wystepuja w populacji paciorkowcéw. W jogurcie z dodatkiem mleka w proszku liczba
bakterii z rodzaju Streptococcus wynosita 1,4-10° jtk/1 g jogurtu, podczas gdy w
jogurcie z dodatkiem koncentratu GOS liczba ta wzrosta do 1,2-10" jtk/1 g jogurtu.
Swiadczy to o stymulujacym wptywie dodatku GOS na mikroflore jogurtowa.

Wyzsza kwasowos$¢ prébek jogurtu (z mleka z podwyzszona zawarto$ciag GOS)
zadecydowata o ich wtasciwosciach sensorycznych.

Zauwazone réznice w ocenie jako$ci jogurtu z surowca uzupetnionego dodatkiem
koncentratu GOS z odciekéw po UF mleka mozna tatwo wyeliminowa¢ np.
optymalizujac wielko§¢ jego dodatku, a takze dobierajac temperatur¢ i czas
fermentacji.
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Tabela 2

Wptyw dodatku koncentratu galaktooligosacharydéw do mleka na sktad i wlasciwosci otrzymanych
jogurtow.
The effect of galactooligosaccharides concentrate added to milk on the composition and properties of

yogurts obtained.

Surowiec do Ocena jogurtu / Evaluation of yogurt
produkcji Zawartos¢ Redukcyjnosé
jogurtu Content of Kwasowos¢ roztworu
. . . Ocena sensoryczna
Raw material s.m. biatka Acidity Reductivity of S .
. ensory assessmen
to produce | qry matter | protein pH solution Y
yogurt (%] (%] ml 0,IN KMnO,
k*-jednolita, ciagliwa
s*-jednolity, bez ocieku
Mileko + .
serwatki, potysk porcelanowy
mleko w b*_biata. lekko kr
proszku 18,5 3,75 492 15.1 N faa, JeRko Riemowa
Powdered z -t}fpowy, jogurtowy,
milk przyjemny
o*-lekko kwasny, przyjemny,
dobry
Mileko +
mleko w k*-rwaca, krétka
proszku+ s*-lekki podciek serwatki
koncentrat b*-lekko kremowa
GOS 18,27 3,63 4,84 18,6 Z*-typowy, jogurtowy,
Milk + przyjemny
powdered o*- stodko-kwasny, bardzo
milk+ GOS dobry
concentrate
k*-krétka, ale dosy¢ lepka,
Mleko + ciagliwa
korggnstrat v 505 166 510 s*-lekki podciek serwatki
) 18, ’ ’ L b*-lekko kremowa
Milk + GOS . .
concentrate Z7-typowy, Jogurtowy,
o*-stodki, lekko mdty, dobry

k*- konsystencja / consistency,
s*- skrzep / curd,

b*- barwa / colour,

z*- zapach / odour,

0*- smak / taste;
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Tabela 3

Wptyw dodatku koncentratu GOS do mleka na populacj¢ bakterii fermentacji mlekowej w jogurcie.
The effect of GOS concentrate added to milk on the population of lactic acid bacteria in yogurt

T Liczba drobnoustrojéw
. . emperatura . .
Surowiec do produkcji . . . . Number of microorganisms
. Czas dojrzewania | dojrzewania . .
jogurtu L . [jtk/1 g jogurtu]
- Maturation time Maturation
Raw material to produce (h] temperature [cfu/ 1 g of yogurt]
yogurt [°C] Lactobacillus Streptococcus
bulgaricus thermophilus
107 108
Mileko+ mleko w proszku 2 3(2) 752 .1 ?07 z’g :89
Milk+ powdered milk 9 4 1141 0f 141 0°
Mleko+ mleko w proszku+ 107 108
koncentrat GOS 2 3(2) ?’? :88 ?g . :89
Milk + powdered milk + 9 4 1’5 ‘10° 176- 10°
GOS concentrate ’ ’
107 100
Mileko+ koncentrat GOS 2 3(2) ?’; . :83 g’g :89
Milk + GOS concentrate 9 4 1,6~ 10° 12 1010

Whioski

1. Sterujac warunkami reakcji enzymatycznej hydrolizy laktozy takimi, jak:
poczatkowe stezenie tego cukru, obecno$¢ biatek oraz temperatura procesu mozna
uzyska¢ hydrolizat o pozadanej zawarto$ci GOS.

2. Dodatek koncentratu GOS wptywa stymulujaco na rozwdj bakterii z rodzajow
Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus w jogurcie.

3. Proponowana technologia wydaje si¢ by¢ atrakcyjna. Jej upowszechnienie pozwoli
na racjonalne, bezodpadowe zagospodarowanie odciekéw po UF mleka lub
serwatki, a jednocze$nie sprzyja¢ bedzie uatrakcyjnieniu asortymentu mlecznych
napojéw fermentowanych.
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OLIGOSACCHARIDE-ENRICHED MILK PERMEATES AFTER ULTRAFILTRATION
AND THEIR APPLICATION IN THE PRODUCTION OF YOGHURT

Summary

In this paper there are investigated conditions of the lactose hydrolysis and effective synthesis of
galactooligosaccharides in permeate after the completed process of milk ultrafiltration with a f-
galactosidase preparation added.

A galactooligosaccharide concentrate obtained was then used to produce yogurt. It was assessed what
impact on the hydrolysis degree of lactose, as well as on the effectiveness of synthesis of
galactooligosaccharides had the temperature § time of the reaction, further, the presence/absence of
proteins in permeate solutions, and concentration levels of lactose in permeate at the beginning of the
process. It was stated that if the process was conducted in an under-proteinized permeate with proteins
containing 30% of lactose at 5°C during a period of 8 hours, the effectiveness of galactooligosaccharides
synthesis was satisfactory. The concentrate of galactooligosaccharides was used to enrich dry matter
contained in milk destined for the further production of yogurts.

It was stated that the addition of galactooligosaccharides stimulated the growth of bacteria belonging
to the Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus species.

Key words: p-galactosidase, prebiotics, probiotics, and galactooligosaccharides.



