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Stanoveni obsahu fruktanu metodou HPLC
s refraktometrickou detekci

FRUCTAN CONTENT DETERMINATION BY HPLC METHOD WITH REFRACTOMERIC DETECTION

Ivan Bohacenko, Jitka Pinkrova — Vyzkumny Ustav potravinafsky Praha, v.v.i.

Fruktany jsou polysacharidy slozené z fetézcu fruktosy
a zakoncené jednotkou glukosy napojené vazbou o (1—2).
Obecné se déli (1) na inuliny, kde jsou fruktosové jednotky
vazany glykosidovou vazbou B (1—2), a na levany s vazbou
fruktosovych jednotek B (2—06). Inuliny se pfirozené vyskytuji
v mnoha rostlindch, nejvice jsou obsazeny v kofenech ¢ekanky
a hlizach topinambura (cca 15-20 %), lisi se vSak polymerac-
nim stupném (DP). Jsou Casto nazyvany fruktany inulinového
typu“ a zahrnuji pifrodni inulin a také oligosacharidy, které
lze z inulinu ziskat bud chemickou nebo fizenou enzymovou
hydrolyzou s inulinasou. Tyto oligosacharidy lze dile rozdélit na
fruktooligosacharidy (FOS) sloZené z jednotek fruktosy, zakon-
¢ené molekulou glukosy, tzv. typ GF,, a na inulooligosacharidy
(I0S), slozené z jednotek fruktosy, tzv. typ F, (kde G = glukosa,
F = fruktosa a n = pocet jednotek fruktosy).

Fruktany inulinového typu jsou komercné vyrabény napf.
belgickou firmou BENEO™ s ndzvy Orafti GR (nativni inulin,
DP 2-60), Orafti HP (inulin bez oligomert s DP <10), Orafti P95
(smés oligomert typu GF, a F, s DP 2-7) nazyvany téz ,oligo-
fruktosa“ a Orafti Synergy (smés Orafti HP a oligofruktosy). Dalsi
moznosti je piiprava FOS ze sacharosy transfruktosylacni reakci
s enzymy skupiny fruktosyltransferas (2). Vysledkem reakce
je smés oligomert typu GF,, kde n je 2—4. Komercni vyroba
je zavedena nejvice v Japonsku, v Evropé napf. francouzsku
firmou Beghin Meiji, jejiz produkty maji ndzev Actilight. Obsah
FOS se pohybuje v rozmezi 55-95 % a zbytek tvoii glukosa,
fruktosa a sacharosa.

Fruktany lze obecné charakterizovat jako rozpustnou nestra-
vitelnou vldkninu. Jsou vsak téz klasifikoviny jako ,prebiotika“,
tj. latky resistentni ke gastrické acidité a hydrolyze zaZzivacimi
enzymy, které jsou fermentovatelné intestindlni mikroflérou
a selektivné stimuluji rast a/nebo aktivitu vybranych bakterii
tlustého stieva, coz v dusledu zlepsi zdravi a ,welbeing“ hos-
titele (3). Z tohoto duvodu jsou pouzivany jako ingredienty
do funké¢nich potravin s prebiotickymi nebo synbiotickymi
vlastnostmi. Vyuzivany jsou téZ pii vyrobé nizkoenergetickych
potravin, a to inulin jako ndhrada tukd (4), nebo FOS jako
nahradni sladidlo, vhodné i pro diabetiky (2).

Analytické metody na stanoveni celkového obsahu
fruktant v potravinach

Metody jsou zalozeny na hydrolyze fruktanu inulinasou
a nasledném stanoveni vznikajicich monosacharida glukosy
a fruktosy. Obecny postup vétsiny stanoveni spociva v extrakci
fruktana ze vzorku horkou vodou a upravé extraktu hydroly-
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zou/odstranénim latek, které by mohly pii stanoveni fruktanu
interferovat. V upraveném extraktu je pak chromatografickou
nebo spektrofotometrickou metodou stanovena glukosa a fruk-
tosa pred a po hydrolyze inulinasou. Vypocet celkového obsahu
fruktana je kalkulovan na zakladé obsahu glukosy a fruktosy
pfed a po hydrolyze inulinasou.

Chromatografické metody

Ke stanoveni obsahu fruktant v potravinich byly navr-
Zeny ruzné chromatografické techniky, napf. chromatografie
na tenké vrstvé (5), kapilarni plynova chromatografie (6, 7) a
vysokoucinnd kapalinova chromatografie (8). V souc¢asné dobé
je oficialni metodou AOAC Official Metod 997.08 Fructan in
Food Products, Ion Exchange Chromatographic Method z roku
1999, které predchidzela jeji mezilaboratorni validace (9). Prin-
cipem metody je extrakce fruktant ze vzorku vrouci vodou
a stanoveni volné fruktosy a sacharosy. V extraktu je nejprve
hydrolyzovin Skrob amyloglukosidasou na glukosu a nasledné
fruktany inulinasou na glukosu a fruktosu. Ke stanoveni glukosy,
fruktosy a sacharosy je pouZita vysokouc¢innd anion-vymeénna
chromatografie s pulsni amperometrickou detekci (HPAEC-PAD).
Obsah fruktant je vypocitivin z bilance glukosy a fruktosy
pied a po hydrolyze inulinasou. Zjednoduseni, resp. modi-
fikaci této metody, pii kterém je obsah fruktant kalkulovan
pouze z obsahu fruktosy, navrhli Stoser et aL. (10). Plati vSak
jen pro nizké obsahy fruktanu, pfi obsahu vy$sim nez 5 %
musi byt zachovana kalkulace oficidlni metodou AOAC 997.08.
Pro Gcely potravinarského oznacovani (,food labeling®) byla
ke stanoveni inulinu publikovina jednoduchd metoda HPLC
s refraktometrickou detekci, vyuzivajici iontoménic¢ovou kolonu
v Ca forme (1D).

V posledni dobé bylo navrZeno vyuziti metody HPAEC-PAD
pro charakterizaci FOS s DP 3-7 a 10S s DP 2-7. Soucasné byl
navrzen i vypocet mnozstvi oligomert s DP 4-7, jejichz standardy
nejsou komer¢né dostupné, a to na zikladé faktoru vyjadfujiciho
zavislost odezvy PAD na DP oligosacharidii (12).

Spektrofotometrické metody

Oficialni metodou je AOAC Official Method 999.03 Measu-
rement of Total Fructan in Foods, Enzymatic/Spectrophotomet-
ric Metod. Po extrakci fruktant horkou vodou jsou sacharosa
a skrob hydrolyzovany specifickym enzymem (sucrase), resp.
amyloglukosidasou, na glukosu a fruktosu, které jsou redukovany
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na cukerné alkoholy alkalickym borhydridem. Vlastni fruktan je
hydrolyzovin na glukosu a fruktosu enzymem fruktanasou (smés
exo- a endo-inulinasy), které jsou pak stanoveny po barevné
reakci s hydrazidem kyseliny p-hydroxibenzoové (PAHBAH)
pii vlnové délce 410 nm. Obsah fruktan( je kalkulovdn na
zakladé fruktosy. Nevyhodou této metody je skuteCnost, Ze je
doporucovina pouze pro stanoveni inulinu, nikoli pro stanoveni
fruktooligosacharidu, resp. oligofruktosy.

Tato metoda byla dile modifikovana (13) tak, Ze byla vy-
pusténa redukce s pridavkem alkalického borhydridu. Glukosa
a fruktosa jsou stanovovany barevnou reakci s enzymovym
systémem obsahujicim hexokinasu, glukosa-6-fosfit dehydroge-
nasu a glukosa isomerasu pfi vlnové délce 340 nm, a to jednak
v extraktu po hydrolyze sacharosy a skrobu a dile v tomtéz
extraktu po hydrolyze fruktanasou. Celkovy obsah fruktana
je vypocten z rozdilu obsahti glukosy a fruktosy pfed a po
hydrolyze fruktanasou. Na rozdil od metody AOAC 999.03 je pfi
pouziti této modifikované metody stanovovin jak obsah inulinu,
tak obsah fruktooligosacharidu a vysledky jsou srovnatelné
se stanovenim fruktan metodou AOAC 997.08 (14, 15). Pro
obé vysSe uvedené metody jsou téZ dostupné komeréni kity
K-FRUC (metoda AOAC 999.03) a K-FRUCHK (modifikovana
metoda) od firmy Megazyme Internatioonal z Irska. Néktefl
autofi jim pak davaji pfednost pifed chromatografickymi me-
todami, a to pro jejich rychlost a nendro¢nost na laboratorni
vybaveni.

Cilem prezentované prace bylo implementovat a na Grovni
standardu interné validovat metodu na stanoveni fruktanu, vy-
uzivajici techniku HPLC s refraktometrickou detekci a kolonu
s viznou fazi NH,, kterd je pouZivina pro déleni monosacha-
ridQ a disacharid(, popf. i oligosacharid s velmi nizkym DP.
Na zdkladé dosaZenych vysledkl pak kvalifikované zhodnotit
moznost pouziti této metody pro stanoveni fruktanti v potravi-
nach a potravinarskych surovinich.

Experimentalni ¢ast

Materidl a pristroje:

— Vzorky komer¢nich fruktanu: Orafti GR, inulin > 90 %/sus.,
Orafti P95, oligofruktosa > 93,2 %/sus. (BENEO™, Belgie),
Actilight 950P, FOS 293 %/sus., pramér 95 %/sus. (Beghin
Meiji, Francie).

— Standardni material, obsah fruktanu 28,8 %
(Megazyme International, Irsko).

— Fructanase mixture (purif.) 40, smés exo-

Stanoveni obsabu fruktanii ve standardnim materidalu a vzorcich

komercnich fruktanii: Byly pfipraveny roztoky standardniho

materidlu, resp. komer¢nich fruktant v acetitovém pufru, které

obsahovaly cca 5 % fruktooligosacharidi. Roztoky pak byly

zahfivany 15 minut pfi 80 °C a po ochlazeni byly doplnény

demineralizovanou vodou na puvodni hmotnost. Ze ziskanych

roztokt byly provedeny dvé analyzy:

1. Stanoveni obsaht volné fruktosy, glukosy a sacharosy pred
hydrolyzou.

2. Stanoveni obsahu fruktosy a glukosy po hydrolyze fruktana-
sou.

ad 1. Priblizné 2 ml vzorku byly prefiltrovany pies SPE kolonku
Chromabond SB, po 25% piidavku ¢istého acetonitrilu
a nasledném prefiltrovani pres mikrofiltr byl takto upraveny
vzorek pouzit k chromatografické analyze (fru,, glc,, sach).
K vzorku o hmotnosti 1,25 g bylo pfidino 0,25 g enzymu
fruktanasy a smés byla inkubovdna 30 minut pii 40 °C
v tfepaci vodni ldzni. Po pfefiltroviani pfes SPE kolonku
Chromabond SB a po 25% piidavku cistého acetonitrilu
byl vzorek prefiltrovian pfes mikrofiltr a pouzit k chroma-

ad 2.

tografické analyze (fru,, glcy).

Chromatografické podminky: Kolona Prevail Carbohydrate ES
HPLC Polymer Column-W, 250 X 4,6 mm, 5 pm, predkolo-
na Prevail Carbohydrate ES All-Guard Cartridge (obé Grace,
USA). Mobilni fize acetonitril : voda = 70 : 30 % obj., pratok
0,7 ml.min™, teplota 30 °C, nastiik 10 ul. Procenticky obsah

fruktant byl vypocitin podle vzorce:
FOS = [a, (fru, + glc,) — a, (fru, + glc, + sach/2)] . k;

kde je a, — faktor zahrnujici fedéni vzorku pfed hydrolyzou,
a, — faktor zahrnujici fedéni vzorku po hydrolyze,
k — faktor pro pfepocet na obsah FOS o primérném
polymera¢nim stupni n (pro inulin doporu¢eno 0,91,
pro oligofruktosu 0,93).

Rozsitend nejistota stanoveni (U) byla vypocitina jako dvojna-
sobek smérodatné odchylky (s) ze sedmi paralelnich stanoveni.
Mez detekce byla stanovena postupnym ziedovanim 0,5% roz-
toku fruktant.

Obr. 1. Chromatogram smésného standardu fruktosy, glukosy, sacharosy, 1-kestosy,
nystosy a 1-F-fruktofuranosyinystosy.

a endo-inulinasy (Megazyme International,

Irsko). Napéti (mV)

— Glukosa, fruktosa, sacharosa (Fluka), 1-F- 100 -+
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Waters 717 plus, Refractive Index Detector 10
Waters 2414.
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Obr. 2. Chromatogram 5% roztoku Orafti P95
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Obr. 3. Chromatogram 5% roztoku Orafti GR
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Obr. 4. Chromatogram 5% roztoku Actilight 950 P
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Vysledky a diskuze

Obdobné jako u ostatnich metod na stanoveni obsahu fruk-
tanu je i ndmi navrhovand metoda zaloZena na principu bilance
glukosy a fruktosy pfed a po hydrolyze fruktant inulinasou.
Nejprve byly testoviany separacni vlastnosti NH, kolony Pre-
vail Carbohydrate ES za optimalizovanych chromatografickych
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podminek. Pouzit byl smésny standard bilanc-
nich sacharid glukosy, fruktosy a sacharosy,
ktery dale obsahoval i 1-kestosu, nystosu
a 1-F-fruktofuranosyl nystosu jako nejnizsi
komeréné dostupné oligomery FOS typu
GF,—GF,. Jak je patrné z obr. 1., doslo k velmi
dobré separaci jednotlivych sacharida.

Dile byla hodnocena ucinnost postu-
pu hydrolyzy fruktant pfi pouZiti enzymu
Fructanase mixture (purified) 40. Vzhledem
k tomu, Ze na chromatogramech cca 5% roz-
tokt komer¢nich vzorka Orafti P95, Orafti GR
a Actilight 950P po jejich enzymové hydrolyze
jsou piitomny pouze peaky glukosy a fruktosy
(obr. 2. az obr. 4.), lze duvodné predpoklddat
dplnou hydrolyzu v nich pfitomnych fruktant.
Stanovena byla téZ mez detekce metodou po-
stupného zfedovani 0,5% vzorku Orafti P95,
ktera cinila 0,05 % fruktanu.

K interni validaci byl pouZit jednak stan-
dardni material se zndmym obsahem 28,8 %
fruktana a cca 5% roztoky komercnich fruk-
tan(. Validace na hladiné 5 % komerc¢nich
fruktant byla zvolena jednak s ohledem na po-
zadovany prebioticky ucinek, kdy doporuceny
denni pfijem vyvoldvajici bifidogenni efekt
¢ini 2-10 g fruktant (16) a déle na predpo-
kladanou primérnou denni konzumaci 100 g
fortifikované potraviny. Vysledky validace,
tj. smérodatnd odchylka s,, rozsifend nejistota
stanoveni U a vytéznost, jsou piehledné uvedeny
v tab. L.

Pro stanoveni obsahu fruktant ve stan-
dardnim materidlu byla ur¢ena smérodatna
odchylka ze 7 paralelnich stanoveni s, = 0,2
a roz8ifend nejistota stanoveni U = +0,4 %.
Pramérny obsah fruktant zde ¢inil 28,2 %,
coZ je 0 0,6 % méné neZz obsah deklarova-
ny a odpovidd prumérné vytéznosti 97,9 %.
Oproti enzymové/spektrofotometrické metodé
AOAC 999.03, kde je pro obdobny standardni
materidl prezentovana mezilaboratorné ur¢ena
smérodatna odchylka s, = 1,88, poskytuje tedy
nimi navrhovana metoda srovnatelné, resp.
vice reprodukovatelné vysledky. Srovnani
s metodou AOAC 997.08 (HPAEC-PAD) ne-
mohlo byt provedeno, nebot zde hodnota s,
pro standardni materidl uvedena neni.

Smérodatné odchylky stanoveni fruktant
v roztocich komercnich materialech Orafti P95,
Orafti GR a Actilight 950P byly velmi nizké,
a to 0,04; 0,05 resp. 0,04, coz odpovida i niz-
kym hodnotim rozsifené nejistoty stanoveni
U = +0,1 %. Pramérna vytézZnost stanoveni

v nich pfitomnych fruktant, orientaéné posouzena srovnanim
s obsahem fruktant deklarovanych vyrobcem, se pohybovala
v rozmezi 96,9—99,3 %.

Smérodatné odchylky stanoveni fruktant v 5% roztocich
komer¢nich materialti jsou oproti smérodatnym odchylkim
s, = 0,16-0,54, které jsou uviadény v metodé AOAC 997.08 pro
vybrané potraviny s obsahem 4,6—9,4 % fruktanti (nizkotu¢na
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a syrova pomazanka, cokolada), velmi ~ Tab. |. Vysledky interni validace metody HPLC-RI s NH, kolonou

nizké. Tento rozdil 1ze vysvétlit tim, Obsah fruktand (%) Viteznost (%)

Ze vyssi hodnoty s, u metody AOAC Vi g U (%)

vznikaji z titulu dal$ich zdroji nepfes- min. max. prim. min. max. prim.
nosti pfi pfipravé vzorku z redlnych

potravin (extrakce z matrice, odstra- Standardni material 27,9 28,4 28,2 0,2 +0,4 96,9 98,6 97,9
néni tuku, bilkovin apod.). Obdobné | ¢ ¢ pog 48 49 49 | 004 | =01 | 92 | 982 | 92
1ze tedy predpokladat i urcité zvysSeni

nizkych hodnot smérodatnych odchy- Orafti GR 47 49 4,8 0,05 +0,1 97,3 1014 99,3
lek ndmi testované metody pfi jeji Actilight 950P 47 48 47 0,04 0,1 96,9 98,9 96,9
aplikaci u redlnych vzorkd potravin

s pfidavkem fruktant.

Oproti metodam HPAEC-PAD
a MALDI-TOF (17), které mohou dete-
kovat oligomery fruktant s vysokym
DP, lze metodou HPLC-RI s NH, kolonou dobfe separovat
a identifikovat pouze jednotlivé oligomery s DP 2-6, a to jak typ
GF, tak F, (obr. 2. az obr. 4., chromatogramy pfed hydrolyzou
inulinasou). Tuto vlastnost pak lze vyuZzit pro rozliSeni pfidavku
jednotlivych druht fruktant do potravin. Tak napf. Orafti P95
(oligofruktosa) obsahuje vys$si mnoZstvi oligomert typu F, nez
GF,, zatim co u Orafti GR (inulin) je tento pomér opacny. Actilight
950P oligomery typu F, neobsahuje vibec V pfipadé znimého
piidavku Actilight 950P je mozno urcit jeho obsah i pfimo, tj. bez
hydrolyzy inulinasou, a to na zikladé vypoctu obsahu 1-kestosy,
nystosy resp. 1-F-fruktofuranosylnystosy, jejichz standardy jsou
komer¢né dostupné (experimentdlné ovéfeno, zde vsak neni
prezentovano).

Zavérem lze konstatovat, Ze nami implementovand a na
arovni standardnich a komerénich materidlu interné validovana
metoda HPLC s refraktometrickou detekci a s NH, kolonou
dava dobré predpoklady pro stanoveni raznych typu fruktana.
Po ovéfeni na vzorcich redlnych potravin s piidavkem fruktanu
pak muze byt vhodnou alternativou k oficidlni metodé AOAC
997.08 v laboratofich, které nedisponuji chromatografickou
technikou HPAEC-PAD.

Prdce byly provedeny v ramci reSeni projekiu MZe CR & QI91B724.

Souhrn

Pro stanoveni fruktanu byla implementovina a interné validovana
metoda HPLC s refraktometrickou detekci a NH, kolonou. Stejné
jako ostatni metody je zaloZena na bilanci glukosy a fruktosy pred
a po hydrolyze fruktant inulinasou. V prvé fazi testovini byly za
optimalizovanych chromatografickych podminek prokaziny velmi
dobré separacni vlastnosti pouzité NH, kolony pro smés glukosy,
fruktosy, sacharosy, 1-ketosy, nystosy a 1-F-fruktofuranosylnystosy.
Pfi interni validaci byly pro stanoveni fruktanu ve standardnim
materidlu ureny smérodatnd odchylka s, = 0,2; rozsifena nejistota
stanoveni U = 0,4 % a primérna vytéznost 97,9 %. Smérodatné
odchylky stanoveni fruktani v 5% roztocich komerc¢nich mate-
riali Orafti P95, Orafti GR a Actilight 950P byly velmi nizké, a to
0,04; 0,05 resp. 0,04, coz odpovidd rozsifené nejistoty stanoveni
U = £0,1 %. Pramérnd vytéznost stanoveni pfitomnych fruktanu,
orienta¢né posouzend srovnanim s obsahem fruktant deklarovanych
vyrobcem, se pohybovala v rozmezi 96,9-99,3 %. Touto metodou
lze dobrfe separovat a identifikovat i jednotlivé oligomery fruktant
s DP 2-6, a to jak typ GF,, tak F,, coZz lze vyuZit pro rozliSeni
jednotlivych druht fruktant. Zavérem lze konstatovat, Ze navrhovana
metoda dava dobré piedpoklady pro stanoveni fruktant a po ové-
feni na vzorcich redlnych potravin muze byt vhodnou alternativou
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s — smérodatna odchylka vypoctena ze 7 paralelnich stanoveni,
U - rozsifena nejistota stanoveni, vypoctena jako 2 s.

k oficidlni metodé AOAC 997.08 v téch laboratofich, které nedispo-
nuji chromatografickou technikou HPAEC-PAD.

Kli¢ova slova: stanoveni fruktan(, metoda HPLC-RI, NH, kolona, interni
validace.
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Bohacenko l., Pinkrova J.: Fructan Content Determination
by HPLC Method with Refractomeric Detection

The method for fructan content determination using HPLC with
refractometric detection and NH, column has been implemented and
internally validated. As well as other method, this method is based
on the balance of glucose and fructose before and after hydrolysis
of fructans by inulinase. In the first phase of testing under optimized
chromatographic conditions, very good properties of NH, column
for separation of glucose, fuctose, saccharose, 1-kestose, nystose and
1-F-fructofuranosylnystose mixture have been demonstrated. During
the internal validation of fructan determination in standard material,
standard deviation s, = 0.2; expanded uncertainty of measurement
U = £0.4 % and mean recovery 97.9 % were determined. Standard

deviations of fructan determinations in commercial materials Orafti
P95, Orafti GR and Actilight 950P were very low, i.e. 0.04 and 0.05
respectively, which corresponds to the extended uncertainty of
measurements U = 0.1 %. Mean recovery of fructan determinati-
on, indicatively assessed by comparison with the fructan contents
declared by the producer, ranged from 96.9-99.3 %. The method
also allows a good separation and identification of individual fructan
oligomers with DP 2-6 (both types GF, and F,). These properties can
be used to distinguish between different kinds of fructans. It can be
concluded that the proposed method gives good prerequisites for
the determination of fructans. After verification on real food samples,
this method may be a good alternative to the official AOAC 997.08
method, especially in laboratories which do not have HPAEC-PAD
chromatographic technology at their disposal.

Key words: fructan determination, HPLC-RI method, NH, column, internal
validation.
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