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Sazetak

U ovom radu su ispitivani uvjeti hidrolize laktoze pomocu enzimskog
preparata -D-galaktozidaze, a svrha je - primjena sirutke u fermentativnim
procesima s kvascem Saccharomyces cerevisiae za kombiniranu proizvodnju
alkohola i prehrambenog kvasca. Enzimska hidroliza je provedena na
razlicitim temperaturama, s razicitim koncentracijama laktoze u podloz i
razlicitim koli¢inama dodanog enzimskog preparata. Rezultati pokazuju da je
maksimalni stupanj hidrolize postignut u podlozi koja je sadrZavala 5-10 %
laktoze s dodatkom 2 g/L enzimskog preparata na temperaturi od 40 °C.

Kljucnerijeci: Saccharomyces cerevisiae, sirutka, hidroliza laktoze

Uvod

Podrucje biokonverzije u biotehnologiji, u vremenu sve jate svjesnosti o
zagadenju rijeka, jezera, vodotokova podzemnih voda i mora nase planete
Zemlje - ima sve vece znacenje. Procesom biokonverzije pojedini industrijski
otpaci mogu se koristiti kao supstrati za neke mikrobne procese. Tako se mogu
smanjiti ulaganja energije i novca u obradu otpadnih voda, a istovremeno
dobiti korisni proizvodi. Posebno interesantna Sirovina za mnoge
biotehnoloske procese svakako je sirutka, glavni nusprodukt mljekarske
industrije. Njena visoka vrijednost BPKs od 35-45 kgm™, koja je uglavhom
posjedica visoke kolicine laktoze (oko 70 % suhe tvari sirutke), uzrokuje
teSka zagadenja okolisa ako se ispusta u vodotoke kao otpadna voda. Kako
sirutka sadrZi vrijedne organske supstancije (laktoza i bjelancevine, mineralne
tvari i mnogi vitamini), znacano mjesto u nizu mogucénosti prerade imaju
biotehnoloski procesi jer se sirutka fermentacijama prevodi u kemikalije,
goriva i ostale vrijedne produkte metabolizma mikroorganizama koji imaju
sposobnost koristenja laktoze (Bakovié¢ i Tratnik, 1979.). Medutim, na
trzistu Europe, sirutka joS uvijek nije dovoljno iskoristena u prehrambene
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svrhe (Bird, 1996.). Glavni je nedostatak sirutke visoka koncentracija laktoze
koju ne mogu razgraditi (metabolizirati) mnoge Zivotinje i ljudi u starijoj
Zivotnoj dobi. SadrZi i veliku koli¢inu vode, a u suhoj tvari je visok udio
mineralnih tvari koje uzrokuju tehnoloske probleme u preradi sirutke, ¢ime se
smanjuje ekonomic¢nost proizvodnje. Da bi sirutku mogli lakSe koristiti u
prehrambene i biotehnoloske svrhe, potrebno ju je hidrolizirati do glukoze i
gaaktoze.

Najznacajniji biotehnoloski proces koristenja sirutke kao osnovne sirovine
je proizvodnja akohola i prehrambenog kvasca pomocu kvasca
Saccharomyces cerevisiae. Stoga je enzimska hidroliza laktoze na glukozu i
galaktozu pomoéu enzima -D-gaaktozidaze vaZzan preduvjet za koristenje
kvasca Saccharomyces cerevisiae u fermentacijskim procesima (Santos et
al, 1998.).

Zato je svrha ovog rada bila prouciti kineticki model hidrolize laktoze s
komercijalnim enzimom -D-galaktozidazom uzevsd u obzir utjecg] glavnih
varijabli nasamu hidrolizu (koli¢ina enzima, supstrat, produkt, temperatura).

Materijali i metode

Enzimski preparat -D-galaktozidaza, izoliran iz kvasca Kluyveromyces
marxianus var. lactis pod nazivom Maxilact L 2000 proizvodaca "Gist-
brocades", dobiven je posredstvom tvrtke Probiotik d.o.0. iz Zagreba. Podloge
u kojima su vrsene hidrolize imale su sastav prikazan u tablici 1.

Hidrolize su obavljene u termostatskoj komori BTES 224 i magnetskoj
mjesalici tip MM-540 (300 %min.) na temperaturama 35, 40 i 45 °C. U svim
podlogama odrzavan je pH na oko 6,8.

Hidroliza laktoze pracena je mjerenjem nastale glukoze kolorimetrijskom
metodom Glukoza-PAP (Trinder, 1969.) na spektrofotometru kod valne
duljine od 492-550 nm na 25-27 °C. Koncentracija galaktoze proradunata je uz
pretpostavku da 1 mol laktoze daje 1 mol glukoze i 1 galaktoze premaizrazu:

mmol/L glukoze = Ap x 5,56
Ast

Ap — apsorbancija uzorka kod 500 nm
Ast — apsorbancija standarda [ ¢ (glukoze) =5,56 mmol/L ] kod 500 nm
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Stupanj konverzije laktoze u glukozu i galaktozu izracunat je prema
izrazu:

_ c(glukoze) + c(galaktoze)
c(laktoze)

Tablica 1: Podloge za hidrolizu laktoze
Tablel: Mediafor lactose hydrolysis

Y

Podloga Sastav Masena koncentracija
Medium Composition (g/L)
Mass concentration
Laktoza
Podloga 1 Lactose 50
Medium 1 &D-galaktozidaza
&D-galactosidase 1
Laktoza
Podloga 2 Lactose 100
Medium 2 &D-galaktozidaza
&D-galactosidase 2
Laktoza
Podloga 3 Lactose 150
Medium 3 &D-galaktozidaza
&D-galactosidase 3

Rezultati i rasprava

Preliminarna istrazivanja hidrolize laktoze pomoéu enzima -D-
galaktozidaze provedena su u svrhu utvrdivanja optimalne koncentracije
dodanog enzima u podloge koje su sadrzavale razlic¢ite inicijalne kolicine
laktoze, temperature koja pospjesuje aktivnost enzima, te utjecaj mijeSanja
podioge na uspjesnost hidrolize laktoze do glukoze i galaktoze. Utjecq
temperature, koli¢ina dodanog enzima i mijeSanja na uspjesnost hidrolize
prikazuju slike 1 i 2.
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Sikal:  Utjecaj koncentracije enzima i temperature na stupanj konverzje
laktoze (Lac) nakon 90 minuta mijeSanja podloge
A—dodatak 1 gL™* enzimskog preparata
B — dodatak 2 gL™* enzimskog prepar ata.

Figure1: Influence of the enzyme concentration and temperature on lactose
(Lac) conversion after 90 minutes of stirring
A — addition of 1 gL™ enzyme preparation
B - addition of 2 gL™* enzyme preparation.
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Sika2:  Utjeca] koncentracije enzima i temperature na stupanj konverzje
laktoze (Lac) nakon 90 minuta bez mijeSanja podloge
A—dodatak 1 gL enzimskog preparata
B — dodatak 2 gL™* enzimskog prepar ata.

Figure 2: Influence of the enzyme concentration and temperature on lactose
(Lac) conversion after 90 minutes without stirring
A — addition of 1 gL™ enzyme preparation
B - addition of 2 gL"* enzyme preparation.
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|z rezultata je vidljivo da veca koncentracija enzimskog preparata (2 gL ™)
uzrokuje znacajno bolju hidrolizu laktoze. Potpuna hidroliza unutar 90 minuta
postignuta je u uvjetima mijeSanjauz 2 gL enzimskog preparata u podlogama
koje su sadrzavale 50-100 gL laktoze na 40°C. U uvjetima bez mijeSanja
podloge, najbolja hidroliza je postignuta takoder na temperaturi od 40°C (50
gL™* laktoze u podiozi). Ta istraZivanja su bila neophodna da bi se provela
hidroliza laktoze u optimalnim uvjetima.

Slika 3 prikazuje dinamiku hidrolize laktoze tijekom 90 minuta u
podlogama koje sadrze 5, 10 i 15 % laktoze uz dodatak 1 ili 2 g/L enzimskog
preparata.
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Sika3:  Utjecaj umnoska vremena hidrolize i pocetne koncentracije
enzimskog preparata (txEo) na stupanj hidrolize, uz mijeSanje, na
40°C.

Figure 3: Influence of the product of hydrolysistime and the initial
concentration of the enzyme preparation (txEp) on degree of
hydrolysis with stirring at 40°C.
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Stupanj hidrolize laktoze promatran u odnosu na umnozZak vremena
hidrolize i pocetne koncentracije dodanog enzimskog preparata (txEo),
prikazan na dlici 3, pokazuje u svim koncentracijama laktoze bolje rezultate
enzimske reakcije s 2 gL ™ enzima dodanog u podliogu, nego u sluaju dodatka
inicijalne koncentracije od 1 gL ™ enzimskog preparata. Takoder je vidljivo da
je brzina enzimske reakcije, u sucgu ispitivanih pocetnih koncentracija
laktoze, obrnuto proporcionalna pocetnom sadrZzaju laktoze. 1z ovih rezultata
proizlazi dabi se mogla posti¢i potpuna hidroliza laktoze i dodatkom od 1 gL
enzimskog preparata, ali kroz duze vrijeme hidrolize (5 sati). Dobiveni
rezultati su u suglagju s nekim autorima.
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Sika4:  Supanj hidrolize laktoze nakon 150 minuta mijeSanjem, u otopini
sa 150 gL laktoze te 2 i 3 g/L enzimskog preparata, na 40°C.

Figure4: Degree of lactose hydrolysis after 150 minutes with stirring in
medium with 150 gL ™ of lactose, at 40°C. 2 and 3 gL™* enzyme
preparation were added

Santos, Ladero, Garcia-Ochoa (1998.) utvrdili su da obrnuto
proporcionalni odnos vrijedi i pri manjim pocetnim koncentracijama laktoze u
podlozi (25 gL™), dok Szcrodrak (2000.) navodi koncentraciju od 50 gL™
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kao optimalnu. Guarda i sur. (1988.) utvrdili su da je maksimalna hidroliza
laktoze postignuta u podlozi kojaje sadrzavala 58 gL ™ laktoze. ™.

Buduéi je utvrdeno da se koncentracijom enzimnog preparata od 2 gL™
dodanog u podiogu koja je sadrzavala 150 gL™ laktoze nije postigla Zeljena
hidroliza laktoze do glukoze i galaktoze tijekom 90 minuta, pracena je kinetika
hidrolize laktoze tijekom 150 minuta (slika 4). U istom je vremenu provedena
i hidroliza podloge koja je sadrzavala 150 gL™ laktoze uz dodatak 3 gL™
enzimnog preparata.

Iz dike 4 je vidljivo da na hidrolizu laktoze uvelike utjece vrijeme
hidrolize, dok koncentracija enzima veca od 2 gL™* dodanog u podiogu sa 150
gL™ laktoze nema veceg utjecaja. Potpuna hidroliza laktoze na 40 °C tijekom
mijeSanja postignuta je unutar 150 min pri obje koncentracije enzima.

Zakljuéci

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da je optimalna temperatura
razgradnje laktoze pomocu enzimskog preparata -D-galaktozidaze 40°C.
Optimalna kolicina dodanog enzimskog preparata je oko 2 gL™. Rezultati
takoder upucéuju na zakljucak daje moguce postici hidrolizu laktoze s manjom
kolicinom dodanog enzima (1 gL ™), no vrijeme hidrolize bilo bi produljeno na
5 sati Sto bi ekonomski bilo prihvatljivo u pripremi sirutke za biotehnoloSku
proizvodnju akohola i prehrambenog kvasca pomocu kvasca Saccharomyces
cerevisiae. Isto tako se mora napomenuti da se ovako hidrolizirana sirutka
mozZe upotrijebiti i u prehrambene svrhe kao aditiv.
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HYDROLYSSOF LACTOSEWTH -D-GALACTOSDASE

Summary

The conditions of lactose hydrolysis with enzyme preparation of -D-
galactosidase were investigated. The aim of this work was to considered the
use of whey in fermentative processes with yeast Saccharomyces cerevisiae.
Enzymatic hydrolysis was conducted at different temperatures, with different
lactose concentrations in medium and different concentrations of added
enzyme. The results show that optimal temperature for hydrolysis was 40°C.
The optimal amount of enzyme preparation was 2 gL™ in lactose medium with
5-10 % lactose.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, whey, hidrolysislactose
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