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CHARAKTERYSTYKA SKEADU WYBRANYCH KONCENTRATOW
OLIGOSACHARYDOW O WELASCIWOSCIACH FUNKCJONALNYCH

Streszczenie

B-oligosacharydy (OLS): B-galaktozylo- i B-fruktozylooligosacharydy nalezg do prebiotykow, tj. sub-
stancji, ktore stymulujg wzrost pozadanej flory bakteryjnej (probiotykéw) i dzieki temu korzystnie wpty-
wajg na zdrowie cztowieka.

W pracy przedstawiono charakterystyke sktadu nastepujacych mieszanin oligosacharydéw: koncentrat
galakto-OLS pierwszej generacji (mieszanina bezposrednio po transformacji laktozy), OLS drugiej gene-
racji (po usunieciu monosacharydéw), koncentrat laktulozy i koncentrat inuliny. Analize wykonano meto-
dg HPLC z uzyciem dwdch kolumn (Aminex HPX 87 C, Lichrospher 100/NH2) i trzech uktadéw roz-
dziatu. Przedstawiono profile HPLC badanych koncentratéw oraz zawarto$¢ odpowiednich mono-, di- i
oligosacharydéw.

Wstep

Inulina, B-oligosacharydy (OLS): [B-galaktozylo- lub B-fruktozylooligosacharydy oraz
laktuloza(4-0~galaktopiranozylo-D-fruktoza) nalezg do prebiotykéw, tj. substancji, ktére
stymulujg wzrost pozadanej flory bakteryjnej (probiotykéw) w przewodzie pokarmo-
wym i dzieki temu korzystnie wptywajg na zdrowie cztowieka. Zwiekszenie liczebno-
ci bifidobakterii oraz bakterii kwasu mlekowego przyczynia sie do hamowania wzro-
stu bakterii gnilnych, a w konsekwencji ograniczenia ilosci wytwarzanych przez nie
substancji toksycznych [1, 2, 3]. Inulina wykazuje ponadto dziatanie podobne do bton-
nika pokarmowego [4], Inulina jest naturalnym polifruktanem wystepujgcym w rosli-
nach z rodziny Liliaceae i Compositae w ilosci 10-20% [5], Inuling z surowcéw ro-
$linnych wyodrebnia sie w postaci krystalicznej lub w postaci oczyszczonych i zagesz-
czonych preparatow.
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OLS otrzymuje sie w wyniku hydrolizy polisacharyddw lub katalitycznej syntezy
wzglednie izomeryzacji odpowiednich sacharydéw [6].

Jedng z metod otrzymywania B-galaktooligosacharydéw jest hydroliza laktozy z
uzyciem p-galaktozydazy. W stezonych roztworach laktozy B-galaktozydaza ujawnia
wiasciwosci transglikozylacyjne; tzn. dotgcza do zawartych w roztworze sacharyddw
reszte galaktozy tworzac oligosacharydy [7, 8].

Oligosacharydy o r6znym skladzie iloSciowym i jakoSciowym wytwarzane sg w
skali przemystowej w kilku krajach (gtdwnie w Japonii i Holandii). £3czna ich ilo$¢
szacowanajest na okoto 30 tys. ton rocznie [3].

Laktuloza jest disacharydem otrzymywanym z laktozy w wyniku samoistnej izo-
meryzacji w srodowisku zasadowym. lzomeryzacja polega na zamianie reszty glukozy
w czgsteczce laktozy na reszte fruktozy. Z niewielkg wydajnoscig laktuloza powstaje w
procesie transglikozylacji zachodzacej w roztworze zawierajgcym laktoze, fruktoze i B-
galaktozydaze [6]. Laktuloza jest obecnie stosowana gtdwnie jako farmaceutyk w le-
czeniu zaburzen neurologicznych (encefalopatii) oraz zapobieganiu i leczeniu choréb
przewodu pokarmowego, zwtaszcza zaparcia [9].

Obecnie Swiatowa produkcja laktulozy do celédw farmaceutycznych szacowana
jest na 16 tys. ton rocznie. W Polsce badania nad otrzymywaniem laktulozy zostaty
rozpoczete w 1968 roku [10], a w 1982 roku uruchomiono produkcje laktulozy farma-
ceutycznej w skali 20 ton rocznie [11], Przewiduje sie, ze w niedalekiej przysztosci
laktuloza stanie sie dominujgcym oligosacharydem w zastosowaniu do produkcji zyw-
nosci funkcjonalnej.

Sacharydowe preparaty prebiotyczne stanowig zwykle mieszaniny wielu skfadni-
kow o réznej masie czasteczkowej, i z tego wzgledu do ich oznaczania konieczne jest
stosowanie odpowiednich metod analitycznych, do ktérych mozna zaliczy¢ HPLC.

Celem pracy jest przedstawienie sktadu cukrow czterech koncentratéw OLS, kt6-
re otrzymano na podstawie metod opracowanych w Instytucie Chemicznej Technologii
Zywnosci Politechniki £6dzkiej.

Materiat i metody

Synteze galaktooligosacharydéw prowadzono z wykorzystaniem B-galaktozydazy
z Kluyveromyces fragilis zawartej w preparacie enzymatycznym Lactozym 3000, uzy-
wajac 50% roztworu laktozy. Mieszanina cukréw po hydrolizie stanowi koncentrat
OLS I-ej generacji. Koncentrat OLS ll-ej generacji uzyskano usuwajgc z hydrolizatu
monosacharydy na drodze niskoci$nieniowej chromatografii. Prowadzito to do zwigk-
szenia udziatu oligosachatydow w suchej masie roztworu, ktéry nastepnie zatezano do
poziomu 55°Bx.
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Laktuloze w postaci syropu zawierajagcego minimum 50 g/100 ml substancji
czynnej otrzymano w wyniku izomeryzacji laktozy i wielostopniowej krystalizacji i
rafinacji, zgodnie z opracowang wczesniej technologig [11],

Koncentrat inuliny o zawartosci 50 % s.s. otrzymano w wyniku ekstrakcji korzeni
cykorii odpowiednim medium, po czym ekstrakt poddano odbiatczaniu, demineraliza-
cji, rafinacji i zatezaniu. Badania nad optymalizacjg warunkéw otrzymywania inuliny i
jej pochodnych sg w toku.

Analizie HPLC poddano nastepujace probki koncentratéw: koncentrat 3-OLS I-gj
generacji (55°Bx), koncentrat B-OLS li-ej generacji (55°Bx), koncentrat laktulozy
(679/100 ml), koncentrat inuliny (55% s.s.).

Warunki metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC):

1 Kolumna Aminex HPX 87 C, faza ruchoma: woda, temperatura 85°C,

. przeptyw 0.4-0.5 ml/min

3. Kolumna Lichrospher 100/NH2, faza ruchoma: acetonitryl-woda 80:20 lub 70:30,
temperatura 20°C, przeptyw 1.0-1.5 ml/min

4. Detektor RI

System integrujacy Eurochrom 2000

6. Metody analityczne z uzyciem w/w kolumn zostaty poddane walidacji zgodnie ze
sposobem postepowania opisanym w Farmakopei Amerykanskiej USP 23. Wyzna-
czony standardowy biad wzgledny dla trzech kolejno wykonanych pomiaréw nie
przekraczat 2%, a wspotczynnik rozdzielczosci w przypadku laktozy i laktulozy
wynosit 1,1.
Wyniki pomiarow stanowig $rednig z trzech oznaczen.

o

Wyniki i dyskusja

B-galaktozydaza zawarta w preparacie enzymatycznym Lactozym 3000, katali-
zowata powstawanie gtdwnie tri- i tetra- oligosacharyddw w procesie hydrolizy pro-
wadzonej z wykorzystaniem 50% roztworu laktozy (Rys. 1). Poddanie uzyskanej mie-
szaniny cukréow procesowi usuwania glukozy i galaktozy poprzez zastosowanie chro-
matografii preparatywnej, prowadzi do wzrostu zawartosci trisacharydéw w suchej
substancji preparatu do 41%, za$ wszystkich aktywnych OLS do 67 % (Rys. 2).

Analiza chromatograficzna uzyskanych w powyzszy sposéb koncentratow wyma-
ga zastosowania przynajmniej dwdch ukladéw rozdzielania. Zastosowanie kolumny
wapniowej Aminex HPX 87 C i wody jako fazy ruchomej umozliwia rozdziat miesza-
niny na glukoze i galaktoze, di-, tri-, tetra- i wyzsze oligosacharydy (Rys. 1). W tych
warunkach niemozliwe jest jednak rozdzielenie nie zhydrolizowanej laktozy od disa-
charydu galaktobiozy, ktora powstaje poprzez tgczenie sie dwoch czasteczek galakto-
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zy. Obydwa disacharydy dajg na chromatogramie jeden pik (czas retencji w warunkach
analizy ok. 15 minut).
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Rys. 1. Profil chromatograficzny koncentratu -OLS 50%;

Czas retencji [min]: 12.2 tetraoligosacharydy i wyzsze OLS, 13.1 trioligosacharydy, 14.5 lakto-
za i galaktobioza, 16.7 glukoza, 18.8 galaktoza.

Fig. 1. HPLC chromatogram of the 3-OLS 50 % concentrate;

Retention time [min]: 12.2 tetraoligosaccharides and higher OLS, 13.1 trioligosaccharides, 14.5
lactose and galactobiose, 16.7 glucose, 18.7 galactose.

Rozdziat laktozy od galaktobiozy mozliwy jest w uktadzie z 70% acetonitrylem
jako fazg ruchomg i kolumng aminowag np. Lichrospher 100/NH2 (Rys. 3). W przed-
stawionym przypadku najnizszy czas retencji posiadajg monosacharydy, nastepnie
opuszcza kolumne laktoza i zaraz za nig galaktobioza. W dalszej kolejnosci wymywa-
ne sg oligosacharydy, tym wolniej im wyzszg posiadajg mase czasteczkowsa.

Profil HPLC koncentratu laktulozy (Rys. 4) i wyniki zawarte w Tab. 1 wykazuja,
ze proces samoistnej izomeryzacji laktozy w Srodowisku zasadowym przebiega z
utworzeniem produktow ubocznych, zwlaszcza galaktozy i epilaktozy (4-O-B-
galaktopiranozylo-D-mannozy). Udziat galaktozy nie przekracza 15% w przeliczeniu
na laktuloze, za$ udziat epilaktozy wynosi 2,5% w przeliczeniu na laktuloze. Udziaty
w/w cukréw towarzyszacych sg znacznie mniejsze niz wymagania farmakopealne
(USP XXIII). Mozna sadzi¢, ze w zastosowaniu do celéw zywieniowych wymagania
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stawiane koncentratom laktulozy moga by¢ podobne, lecz w odniesieniu do udziatu
laktozy moga by¢ tagodniejsze tj. dopuszcza¢ wiecej niz 12% laktozy w przeliczeniu
na laktuloze.

Czas (min)

Rys. 2. Profil chromatograficzny koncentratu 3-OLS 55%;

Czas retencji [min]: 11.7 tetraoligosacharydy, 12.5 trioligosacharydy, 13.9 laktoza i galaktobio-
za.

Fig. 2. HPLC chromatogram ofthe B-OLS 55% concentrate;

Retention time [min]: 11.7 tetraoligosaccharides and higher OLS, 12.5 trioligosaccharides, 13.9
lactose and galactobiose.

Profil HPLC prezentowany na rys. 5 oraz wyniki zawarte w Tab. 1 wskazuja, ze
na drodze wzglednie prostego postepowania technologicznego mozliwe jest uzyskanie
koncentratu inuliny zawierajgcego w suchej masie ponad 85% inuliny, okoto 9% f-
fruktozylooligosacharydéw i 3% fruktozy. Koncentrat ma posta¢ gestego zelu i w
przypadku zapewnienia odpowiednich warunkéw mikrobiologicznych moze stanowié
tani i dogodny pétprodukt do wytwarzania zywnosci funkcjonalnej w postaci ptynnej.
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Rys. 3. Profil chromatograficzny hydrolizatu laktozy w ukfadzie z 70 % acetonitrylem jako fazg ru-
chomg; Czas retencji [min]: 5.0 monosacharydy, 6.1 laktoza, 6.9 galaktobioza, 8.2 trisacharydy,
10.4 tetrasacharydy, 12.2 wyzsze OLS.

Fig. 3. HPLC chromatogram of the lactose hydrolysate; mobile phase: acetonitrile-water 70:30; Reten-
tion time [min]: 5.0 monosaccharides, 6.1 lactose, 6.9 galactobiose, 8.2 trisaccharides, 10.4 te-
traoligosaccharides, 12.2 higher OLS.

Rys. 4. Profil chromatograficzny koncentratu laktulozy; Czas retencji [min]: 6.3 tagatoza, 7.0 fruktoza,
9.0 galaktoza, 14.5 epilaktoza, 16.8 laktuloza, 18.3 laktoza.

Fig. 4. HPLC chromatogram of the lactulose concentrate; Retention time [min]: 6.3 tagatose, 7.0
fructose, 9.0 galactose, 14.5 epilactose, 16.8 lactulose, 18.3 lactose.
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Zawarto$¢ sacharyddw w otrzymanych koncentratach oligosacharydow, oznaczona metodg HPLC.

Rys. 5.

Fig. 5.
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Profil chromatograficzny koncentratu
inuliny; Czas retencji [min]: 8.4 inuli-
na frakcja 1, 9.5 inulina frakcja 2, 10.4
inulina frakcja 3, 12.0 OLS 1, 134
OLS 2,15.9 glukoza, 20.7 fruktoza.

HPLC chromatogram of the inulin
concentrate; Retention time [min]: 8.4
inulin fraction 1, 9.5 inulin fraction 2,
10.4 inulin fraction 3, 12.0 OLS 1,
13.4 OLS 2, 15.9 glucose, 20.7 fruc-

tose.

The amounts of saccharides in obtained concentrates, measured by HPLC.

Rodzaj koncentratu/Type of concentrate

Koncentrat -OLS 50

Koncentrat -OLS 55%

Koncentrat laktulozy 67%

Koncentrat inuliny 50%

Wymiar/Units

[% s.s.]

[% s.s.]

[9/100 ml]

[% s.s.;

Tabela 1

Sktadniki/Components

Laktotetraoza i
Wyzsze OLS
Laktotrioza
Galaktobioza
Laktoza
Glukoza
Galaktoza
Laktotetraoza i
Wyzsze OLS
Laktotrioza
Galaktobioza
Laktoza
Tagatoza
Fruktoza
Galaktoza
Epilaktoza
Laktuloza
Laktoza
Inulina
B-fruktozylo-OLS
Glukoza
Fruktoza

11
18.0
14.2
26.5
27.6
12.6

31
41.1
234
324

0.3
0.03

9.4

1.6
63.4

6.0
85.8

9.0

0.8

3.3
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Podsumowanie

Do ustalenia sktadu oligosacharydowych preparatow prebiotycznych celowe, a
nawet konieczne, jest stosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odpo-
wiednich warunkach rozdziatu.

Do oznaczania sktadu PB-galaktooligosacharydéw koniecznie jest uzycie dwoch
uktadow chromatograficznych o odmiennych mechanizmach rozdziatu.

Sktad jakosciowy i ilosciowy otrzymanych i analizowanych koncentratow oligo-
sacharydow jest podobny do skladu preparatéw wytwarzanych juz w skali przemysto-
wej, w krajach, ktore w tej dziedzinie majg przewage wynikajacg z wieloletnich do-
$wiadczen. Nalezy dazy¢ do wykorzystania mozliwosci wytwarzania w kraju prepara-
téw prebiotycznych na bazie oligosacharyddow.
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COMPOSITION OF SOME DIGOSACCHARIDE CONCENTRATES AND THEIR
FUNCTIONAL PROPERTIES

Summary

B-oligosaccharides (OLS): B-galacto- and B-fructooligosaccharides are prebiotics. These substances
stimulate the growth of beneficial to human health bacteria.

In this article the characteristics of following oligosaccharides concentrates are presented: I-generation
galacto-OLS (mixture after transformation of lactose), 11-generation galacto-OLS (mixture after removing
monosaccharides), lactulose concentrate and inulin concentrate. Analysis was dane by use of two HPLC
columns (Aminex HPX 87 C, Lichrospher 100/NH2) and under three different separation conditions.

The HPLC profiles of analysed concentrates and the amounts of mono-, di- and oligosaccharides oc-
curing in the concentrates are presented. |||



