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BOGUSEAW KROL, ROBERT KLEWICKI

WYTWARZANIE KONCENTRATOW
FRUKTOOLIGOSACHARYDOW (FOS) O ZROZNICOWANYM
SKEADZIE OLIGOMERYCZNYM Z WYKORZYSTANIEM
ENZYMATYCZNEJ BIOKONWERSJI SACHAROZY

Streszczenie

Opisano warunki prowadzenia biokonwersji sacharozy z uzyciem komercyjnych preparatéw
enzymatycznych Fructozyme i Novoferm, zawierajacych fruktozylotransferazg¢ (FT) do wytwarzania
trzech typow syropéw FOS i dwéch proszkowych preparatéw o zawarto$ci fruktanéw odpowiednio 50—
60% s.s.1>90% s.s.

Wykazano, ze przy aktywnosci FT 1-2,5 U/g sacharozy proces transglikozylacji reszty fruktozy
przebiega w trzech fazach. W pierwszej blisko 80% utworzonych oligomeréw stanowi kestoza, w drugiej
kestoza ulega transglikozylacji z utworzeniem ponad 50% udzialu nystozy w sumie FOS, a w trzeciej
ustala si¢ rownowagg pomigdzy kestoza, nystoza i fruktozylonystoza w proporcji 2 : 4 : 3.

Stwierdzono, ze roztwory bogate w nystozg, po usunigciu glukozy na drodze enzymatycznego
utleniania moga by¢ wysuszone metoda rozpytowa w warunkach otrzymywania mleka w proszku.
Wykazano, ze z syropéw nystozowych o zawarto$ci s.s. powyzej 72% (m/m) nystoza krystalizuje
z niewielka domieszka kestozy w postaci niehigroskopijnej, drobnokrystalicznej substancji.

Stowa kluczowe: fruktooligosacharydy, fruktozydaza, fruktozylotransferaza, transglikozylacja.

Wstep

Fruktooligosacharydy (FOS) sa krotkotancuchowymi fruktanami zbudowanymi
7 2-10 reszt fruktofuranozowych potaczonych wiazaniem B(2—1). FOS wystepuja
jako oligosacharydy homogenne, ztozone wylacznie z fruktozy, oraz jako
oligosacharydy heterogenne zbudowane z jednej czasteczki sacharozy i 1-8 reszt
fruktozy przytaczonych wg wzoru: 17(1-B—D-fruktofuranozylo),—sacharoza, w ktérym
n=1+8 [14, 21]. W przyrodzie oraz w produktach otrzymanych w wyniku
biokonwersji fruktanéw lub sacharozy wystgpuja mieszaniny fruktooligosacharydéw o
stopniu polimeryzacji (DP) od 3 do 7 [20, 21]. Do fruktooligosacharydéw zalicza si¢
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rowniez inulobioz¢ o DP = 2, ktérej transport w przewodzie pokarmowym jest
podobny do oligomeréw o DP >3 [1].

FOS, obok inuliny i sacharozy, jako weglowodany zapasowe wystepuja w wielu
ro$linach. Powstawanie FOS w ro§linach akumulujacych inuling jest zwiazane z
dziataniem  dwoch  enzymoéw:  sacharozo-sacharozo  1-fruktozylotransferazy
E.C.2.4.1.99 i fruktano:fruktano 1-fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.100 [20, 22].

Tworzenie FOS z sacharozy odbywa si¢ przy udziale enzyméw
transfruktozylacyjnych, a w szczegdlnosci fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.9 [13] oraz
B-D-fruktofuranozydazy E.C.3.2.1.26 z niektorych zrédet biologicznych w $cisle
okreslonym pH [19]. Fruktozylotransferazy wystgpuja w réznych anatomicznych
cze$ciach ros$lin z rodziny Compositae (Asteraceae) i Liliaceae, takich jak: cykoria,
mniszek, cebula, czosnek [34]. Aktywno$¢ transfruktozylacyjna wykazuje réwniez
wiele mikroorganizméw np.: Aspergillus niger [12], Aspergillus japonicus,
Aureobasidium pullulans [15], Pichia pastoris |7, 13].

Mechanizmy transglikozylacji sacharozy i fruktanéw oraz innych sacharydéw sa
zréznicowane i1 zaleza od pochodzenia enzymu, pH, stezenia substratu itp. Proces
transglikozylacji sacharozy przy udziale fruktozylotransferazy z plesni Aspergillus
niger [34] i z bakterii Bacillus macerans EG — 6 [5] przebiega zgodnie ze schematem:
GF, + GF, —» GF,, + GF, ,; dla n<4, a w czesci wedtug réwnania GF,+ GF—
GF,.1 +G. W zwiazku z tym gtéwnymi produktami transglikozylacji sacharozy sa: 1-
kestoza, nystoza i fruktozylonystoza [5]. Udzial wymienionych sacharydéw
w mieszaninie reakcyjnej zalezy od pochodzenia enzymu i jego aktywnosci,
wystgpowania innych enzyméw w $rodowisku oraz pH, dawki i czasu dziatania.
Dzigki postgpom enzymologii jest mozliwe wytwarzanie fruktozylotransferaz o duzej
aktywnosci w postaci immobilizowanej i preparatéw ciektych do stosowania
w procesach biokonwersji sacharozy [11, 13, 28, 29, 30, 34].

Maksymalny udziat FOS w mieszaninie po biokonwersji nie przekracza 60-62%
w przeliczeniu na s.s. roztworu. Reszt¢ do 100% stanowia: sacharoza, glukoza
i fruktoza. Wystgpowanie ww. cukréw w mieszaninie FOS nie stanowi istotnego
ograniczenia w zastosowaniu syropow oligofruktozy jako sktadnika zywnosci
i ciektych suplementéw diet [34]. Do otrzymania koncentratéw FOS pozbawionych
sacharozy i cukrow prostych oraz wystgpujacych w postaci proszkéw lub granulatow
stosuje si¢ zwykle procesy niskoci$nieniowej chromatografii przemystowej [4, 29, 33,
34]. Po chromatograficznym rozdzieleniu i dehydratacji otrzymuje si¢ preparaty
proszkowe typu Actilight 950, Meioligo i Nutraflora, ktére zawieraja 95 + 2% FOS, w
tym stosunek kestozy do nystozy i F-nystozy wynosi zwykle: 4 : 5 : 1.

Preparaty FOS w postaci proszkéw sa dogodniejsze do stosowania niz syropy.
Preparaty proszkowe moga mie¢ zastosowanie jako srodki niskokaloryczne i
wypetniacze do intensywnych Srodkéw stodzacych [8, 32]. Znane sa réwniez ztozone
preparaty FOS w postaci tonikéw [6] i1 granulatéw [32]. Wiele do$wiadczen
dotyczacych biologicznej oceny FOS (w szczegdlnosci wplywu na funkcje jelita
grubego) wskazuje na potrzebe optymalnego doboru sktadu oligomerycznego
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fruktooligosacharydéw [4]. FOS maja dobrze udokumentowane wtasciwosci
prebiotyczne [2, 25, 26, 27].

Celem badan bylo opracowanie warunkéw wytwarzania koncentratéw FOS
opozadanym i przewidywalnym sktadzie oligomerycznym z sukcesywnym
zastosowaniem proceséw: transglikozylacji reszty fruktozylowej na sacharoze
ioligomery DP > 3, enzymatycznego utleniania glukozy, krystalizacji soli kwasu
glukonowego oraz odsalania roztworu macierzystego.

Material i metody badan

Do procesu transglikozylacji uzyto dwéch handlowych preparatéw z Aspergillus
niger, z ktérych jeden jest przeznaczony do produkcji syropéw fruktozylowych
zinuliny, a drugi jest stosowany do przemystowej produkcji pitnych sokéw
owocowych. Obydwa preparaty zawieraty mieszaning fruktozylotransferazy (FT) i B-
fruktofuranozydazy (FD) w réznych proporcjach. Do utleniania glukozy zastosowano
handlowy preparat zawierajacy mieszaning oksydazy glukozowej EC 1.1.3.4 i katalazy
EC 1.11.1.6.

W badaniach uzyto nastgpujacych substancji i preparatéw enzymatycznych:

—  Cukier biaty kategorii I wg PN [24] w zbuforowanych wodnych roztworach

o stezeniu 20-70% (m/m) i ustalonym pH w zakresie 4,5-7,5.

—  Preparaty enzymatyczne: Fructozyme i Novoferm firmy Novo Nordisk A/S oraz

Gammazym 9000L o aktywnosci: oksydaza 9000 U/ml, katalaza 2400 U/ml.

—  Sole do sporzadzania buforéw: fosforan dipotasowy cz.d.a firmy POCH i mleczan

sodu firmy Polfarmex S.A.

—  Substancje pomocnicze do enzymatycznego utleniania glukozy i odsalania:
nadtlenek wodoru wg PN [23], weglan wapnia wg FP IV, wodorotlenek sodowy

i 35% kwas solny cz.d.a. firmy POCh S.A.

—  Eluenty do HPLC: woda i acetonitryl o czystosci chromatograficznej firmy

T. Baker.

W kazdym zastosowanym preparacie enzymatycznym oznaczano aktywno$¢
fruktozylotransferazy (FT) i fruktofuranozydazy (FD) w ustalonych warunkach
biokonwersji. W celu oznaczenia aktywno$ci FT i FD w probéwkach ze szlifem poj.
15 ml umieszczano dwukrotnie po 1 pl Fructozyme, 10 ul Novoferm lub Gammazym
9000L, nastgpnie do kazdej probéwki dodawano po 10 ml 50% roztworu sacharozy
w 0,05 mol/l roztworu mleczanu sodu opH 6,8. Rownolegle wykonano probki
odniesienia bez dodatku enzymu. Roztwory badane wstawiano do tazni wodnej o temp.
60°C i utrzymywano przez 18 godz. Po tym czasie pobierano prébki roztworéw i
oznaczano sktad mieszanin sacharydéw metoda HPLC z uzyciem kolumny Bio-Rad
HPX87C i detektora RI, przy elucji woda 0,5 ml/min w temp. 85°C. Rozdziat
chromatograficzny rejestrowano zuzyciem programu Knauer Eurochrom 2000.
Alternatywnie stosowano kolumng Asahipak NH2P-504E z detektorem RI, przy elucji
65% wodnym roztworem acetonitrylu z predkoscia 0,8 ml/min w temp. 20°C [16].
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Jedna jednostka aktywnosci FT (Ur) wyraza liczbe umoli fruktozy przeniesionej
w 50% roztworze sacharozy o pH 6,8 i temp. 57 £ 1°C z utworzeniem kestozy
ioligomeréw DP > 4 w czasie 1 min zudzialem 1 ml cieklego preparatu. Jedna
jednostka aktywnosci FD (Ug) wyraza liczbe pumoli fruktozy uwolnionej w 50%
roztworze sacharozy o temp. 57 + 1°C i pH 6,8, w czasie 1 min z udzialem 1 ml
preparatu.

W celu okreslenia korzystnych warunkéw procesu transglikozylacji wykonano
do$wiadczenia z uzyciem roztwordw sacharozy o stezeniu 20-73% (m/m), w zakresie
pH 4,5-7,5. Wykonano réwniez do$§wiadczenia z mieszaning fruktozy i sacharozy
o udziale molowym odpowiednio 100, 67, 44, 34, 18% w roztworze o st¢zeniu 69%
(m/m) i pH 7,2. Podwdjne préby badanych roztworéw utrzymywano w temp. 57 + 1°C
w czasie od 20 do 300 godz. w zaleznosci od dawek enzymu. Do$wiadczenia
prowadzono metoda periodyczna. Do wysterylizowanych flakonéw poj. 165 ml
odmierzano po 150 ml roztworu sacharozy o ustalonym st¢zeniu oraz pH i
wprowadzano obliczong obje¢to$¢ enzymu, zawierajaca FT w ilosci 1,0+2,5 U/l g
sacharozy, stosownie do jego aktywnos$ci. Nastgpnie pojemniki z prébkami
umieszczano w termostacie w temp. 57 + 1°C. W odstepie 4, 8 lub 24 godz. pobierano
podwdjne probki do analizy metoda HPLC z detekcja RI, z uzyciem kolumny Aminex
HPX87C i1 Shodex Asahipak NH2. Wyniki podane w tabelach i na wykresach sa
srednia. z dwo6ch préb  réwnolegtych. W wybranych  warunkach procesu
transglikozylacji wykonano doswiadczenia z uzyciem wysterylizowanych pojemnikéw
zawierajacych od 1 do 3 | roztworu.

Roztwory zawierajace wybrane mieszaniny oligomeréw FOS 1 glukozy
poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w obecnos$ci oksydazy glukozowej i weglanu
wapnia w celu utlenienia glukozy do soli kwasu glukonowego. Proces utleniania
glukozy do glukonianu wapnia prowadzono wedlug wcze$niej opisanego sposobu [17].

Roztwory glukonianu wapnia poddawano krystalizacji, po czym oddzielony
roztwdr macierzysty odsalano z uzyciem kolumny kationitowej w postaci wodorowej
i kolumny anionitowej w postaci wodorotlenowej. Roztwér po odsoleniu poddawano
zatgzaniu do zawartosci suchej masy 70% (m/m) w przypadku koncentratow w postaci
syropu. W celu otrzymania preparatéw FOS w postaci proszkéw, roztwory po
odsoleniu zatgzano do zawarto$ci 40% s.s. i suszono rozpylowo w warunkach suszenia
mleka do postaci proszku z uzyciem d¢wierétechnicznej suszarni rozpytowej Niro
Atomizer.

Spektroskopia masowa (oznaczanie dokladnej wartosci m/z) syntetyzowanych
oligosacharydéw zostata wykonana w Pracowni Spektrometrii Mas Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi przy zastosowaniu spektrometru
mas Finnigan MAT 95 (Finnigan MAT GmbH, Brema, Niemcy).

Parametry spektrometru mas w trakcie pomiaru:

Technika jonizacji LSI (Liquid Secondary-Ion) odpowiednik FAB
Temperatura zrédta jonéw ~40°C
Energia jonéw cezu Cs* 13 keV
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Napigcie przyspieszajace 4,8 kV
Rozdzielczos$¢ spektrometru w trakcie pomiaru — minimum 10 000.

Pomiaréw dokonywano przy zastosowaniu wzorca wewngtrznego — glikolu
etylenowego, ktory stanowil jednocze$nie matrycg. Warto$¢ $rednig uzyskiwano z 20
zmierzonych wartosci m/z.

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono aktywno$¢ fruktozylotransferazy (FT) i B-fruktozydazy
(FD) w preparatach uzytych do do§wiadczenia. Zwraca uwage znaczaco duzy udziat
FD w sumie aktywnosci w przypadku preparatu Fructozyme.

Tabela 1

Aktywno$¢ fruktozylotransferazy (FT) i B-fruktozydazy (FD) preparatéw handlowych uzytych
do biokonwersji sacharozy i utleniania glukozy do kwasu glukonowego.

Activity of fructosyltransferase (FT) and B-fructosidase (FD) in commercial preparations used
for the bioconversion of saccharose and for the oxidation of glucose to gluconic acid.

Preparat Aktywnos¢ TF Aktywnos¢ FD
P . Activity TF Activity FD
Preparation
Fructozyme 3500 1050
Novoferm 195 <10
Gammazym 9000 440 90

Objasnienia: / Explanatory notes:

Ur i Up — jednostki aktywnosci enzymOéw wyznaczone w ustalonych warunkach, opisanych
w rozdziale “Materiat i metody badan”.

Uy, Ug — activity units determined under the fixed standard conditions (as described in the
Chapter: “Materiaty i metody badan”/’Materials and Methods of Investigation™).

Na rys. 1. przedstawiono zmiang zawartosci utworzonych FOS w roztworze o pH
7,2 1 stezeniu od 50 do 73% (m/m) w zaleznos$ci od czasu biokonwersji w obecno$ci
Fructozyme w dawce 0,4 ml/l roztworu. Z przebiegu krzywych wynika, ze ilo$¢
powstajacych FOS byta proporcjonalna do czasu reakcji w pierwszych o$miu
godzinach, po czym nastgpowalo wyrazne spowolnienie szybkosci syntezy
fruktooligosacharydéw. Zawarto§¢ FOS nie przekroczyta 100 g/l w roztworze
o poczatkowym 50% stezeniu sacharozy. W roztworze o poczatkowym ponad 60%
stezeniu sacharozy, a zwlaszcza bliskim 70% (m/m), zawarto$¢ utworzonych FOS
osiagneta wartos¢ okoto 380 g/l i stanowita okoto 40% udziatu s.s. Zmiang sktadu
jakosciowego 1 iloSciowego mieszaniny kilku sacharydéw w czasie reakcji
przedstawiono w tab. 2. Zwraca uwage to, ze dominujacym fruktooligosacharydem
byta kestoza stanowiaca okoto 80-90% sktadu FOS.
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Rys. 1. Zmiana zawartosci utworzonych FOS w roztworze o pH 7,2 i stgzeniu 50-73% (m/m) w
obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l zalezno$ci od czasu biokonwersji.

Fig. 1.  Change in the contents of FOS produced in the solution, its pH = 7.2 and its concentration rate =
50-73% (m/m) in the presence of Fructozyme the applied amount of which was 0.4 ml/I.

Na rys. 2. zilustrowano zmiang¢ molowego stgzenia kestozy i fruktozy w
roztworach o poczatkowej zawartosci s.s. 50, 65 1 73% (m/m) w zaleznos$ci od czasu
reakcji. Przebieg krzywej badanego roztworu o stgzeniu s.s. 50% (m/m) wskazuje, ze
szybkos$¢ transglikozylacji byta wigksza niz szybkos§¢ hydrolizy sacharydéw tylko do
okoto 10. godz. reakcji. P6zniej proces hydrolizy stat si¢ dominujacy, przez to udziat
FOS w hydrolizacie (tab. 2.) byt niski, a ponadto udzial fruktozy wyraznie zwigkszat
si¢ z uptywem czasu reakcji. W nasyconych i przesyconych roztworach sacharozy
stezenie fruktozy nie przekraczato 0,3 mol/l, a stezenie kestozy wzrosto do 0,6 mol/I.
Udziat kestozy w sumie utworzonych FOS przekroczyt 80% (tab. 1.), co wskazuje, ze
dominowal proces transglikozylacji wedlug mechanizmu GF + GF = GF, + G [5],
anadto konkurencyjny proces hydrolizy PB-fruktanéw, z udziatem [B-fruktozydazy
zwiekszyt w $rodowisku stezenie glukozy i fruktozy i prowadzil do hamowania
syntezy kestozy i powstawania nastgpnych oligomeréw.

Na rys. 3. przedstawiono krzywe charakteryzujace zmiany zawartosci sumy FOS
w roztworze sacharozy o stgzeniu 69% (m/m) o réznym pH w zakresie 5,8-7,3,
w obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zaleznosci od czasu reakcji. Przebieg
wykresow wskazuje, ze pH bliskie 7 miato korzystny wplyw na tworzenie FOS
w obecnosci enzyméw zawartych w preparacie Fructozyme. W przypadku roztworéw
o pH 6,9 i 7,3 otrzymano mieszaning kestozy i nystozy o zawartosci do 400 g/l z
roztworu o poczatkowym 69% (m/m) stgzeniu.



WYTWARZANIE KONCENTRATOW FRUKTOOLIGOSACHARYDOW (FOS)...

11

Stezenie [mol/l] / Concentration

‘—0—50K—m—65K+73K--0--50F--*--65F--l--73F

0,7 ~
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

.:': —':- = k|
0% :

[mole/l]

0 5

10 15 20
Czas [godz] / Time [h]

25

Rys. 2. Zmiany st¢zenia kestozy i fruktozy w roztworach o stgzeniu 50, 65, 73% (m/m) i pH = 7,2 w

obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zaleznosci od czasu biokonwersji.

Fig.2.  Changes in the kestoze and fructose concentration rates in the 50, 65, 73% (m/m) solutions
having pH = 7.2, in the presence of Fructozyme (the applied amount of which is 0.4 ml/l)
depending on the duration of the bioconversion reaction.

Tabela 2

Zmiana udzialu sacharydéw w s.s. roztworu o st¢zeniu 50-73 % (m/m) w zaleznosci od czasu
biokonwersji w obecnosci preparatu Fructozyme w dawce 0,4 ml/11 roztworu.
Changes in the FOS content in dry matter contained in the hydrolysate solution, its concentration being
50-73%, depending on the time of bioconversion proceeding in the presence of the preparation
Fructozyme applied in the amount of 0.4 ml/l solutions.

Stezenie Zawarto$¢ [% s.s.] / Content [% d.m.]
sacharozy Kestoza / Kestose | FOS DP>4 | Fruktoza / Fructose
Concentration Czas [godz.] / Time [h]
of saccharose
(%] 4 8 121 16]2 | 4 8 2116]20 | 4 8 216 20
50 85 | 120 122122105 04 | 08 | 08 | 08 | 1,0 | 20 | 43 | 69 | 97 | 109
60 1602351298 (33834308 | 30| 50|69 | 83| 18|37 |44 | 48 | 52
65 1801290330353 (355| 08 | 34 52| 72|99 | 14|27 |45| 52| 62
70 15198251 31,7(362| 05| 20|30 (3955|1223 |29 37| 45
73 106|164 1203|244 12731 03 |1 09 | 14 | 18 | 28 | 1,1 | 20 | 25| 32 | 40
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Rys. 3. Zmiana zawarto$ci sumy FOS w roztworze sacharozy o st¢zeniu 69% (m/m) i pH w zakresie
5,8-7,3 w obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zalezno$ci od czasu reakcji.

Fig. 3. A reaction-time depending change in the FOS sum in a 69% (m/m) saccharose with a pH value
from 5.8 to 7.3 in the presence of Fructozym added in an amount of 0.4 ml/l fructose.

Na podstawie rys. 4. mozna stwierdzi¢ réznicg¢ w skutkach dziatania
fruktofuranozydazy w roztworach sacharozy o wartosciach pH 5.8 i 7,3.
Doswiadczenie powyzsze wykazuje, ze B-fruktofuranozydaza z Aspergillus niger
zawarta ~w  preparacie  Fructozyme zmienia aktywno$¢, podobnie jak
fruktofuranozydaza z Aspergillus oryzae [19]. W zwiazku z powyzszym preparat
Fructozyme w S$ci§le okreslonych warunkach biokonwersji jest przydatny do
otrzymywania syropéw zawierajacych FOS w ilosci okoto 40% s.s. i st¢zeniu s.s. 70—
73% (m/m). Zaleta stosowania Fructozyme do otrzymania syropu typu kestozowego
jest niska cena enzymu i mozliwo$¢ wytwarzania syropow bez potrzeby zat¢zania
z minimalng obrébka termiczna. Wada stosowania tego preparatu jest wzglednie
wysoki udzial fruktozy w mieszaninie sacharydéw, ktéry wynika z obecnosci
w roztworze P-fruktozydazy o aktywnosci FD 1050 Ug/l ml (tab. 1.). Inng wada
obecnosci fruktozy w roztworze jest tendencja do jego brazowienia oraz hamowanie
trnsglikozylacji. W tab. 3. przedstawiono sktad sacharydéw na poczatku oraz po 8
godz. transglikozylacji w 69% roztworze wodnym o pH 7,2 i o réznym udziale
sacharozy i fruktozy w obecnosci preparatu Fructozyme w dawce 1 ml/I.
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Rys. 4. Zmiana st¢zenia fruktozy podczas biokonwersji w roztworach sacharozy o st¢zeniu 69% (m/m)
przy pH 5,8 1 7,3 w zaleznosci od czasu reakcji.

Fig.4. A change in the fructose concentration during the bioconversion occurring in 69% (m/m)
saccharose solutions, at a pH value equalling 5.8 and 7.3 depending on the time of reaction.

Z danych tab. 3. wynika, ze w miar¢ zmniejszania udziatu molowego sacharozy w
mieszaninie z fruktoza, od 100% do 18%, proporcjonalnie malata wydajno$¢ tworzenia
kestozy i nystozy, odpowiednio od 70% do 23%. Wydajnos¢ tworzenia inulobiozy
wzrosta jedynie do okoto 30% i przez to sumaryczna wydajno$¢ FOS przy ponad 50%
udziale molowym w mieszaninie reakcyjnej wyniosta $rednio 55%, wobec 70% w
roztworze sacharozy i 65% z 33% udziatem molowym fruktozy. Dane zawarte w tab.
3. $wiadcza o dwukrotnym wzro$cie nat¢zenia zabarwienia roztworéw zawierajacych
33% udzial fruktozy w poréwnaniu z zabarwieniem roztworu mieszaniny sacharydéw
otrzymanych wylacznie z sacharozy. Enzymatyczna modyfikacja sacharozy w
mieszaninie z fruktoza przy udziale Fructozyme prowadzita do otrzymania mieszaniny
FOS o gorszych cechach fizykochemicznych i sktadzie FOS. Dziatanie probifidogenne
inulobiozy jest bowiem mniejsze niz oligomerdw o DP>3. W zwiazku z powyzszym,
wzorujac si¢ na pracach Hanga [9, 10], podjeto prébe znalezienia handlowych
preparatéw enzymatycznych otrzymywanych z Aspergillus niger o Kkorzystnych
proporcjach aktywnosci FT i FD. Zbadano kilkanascie preparatéw pektolitycznych,
celulolitycznych i amylolitycznych, z ktérych kilka wykazato pozadane wtasciwosci
transglikozylacji reszty fruktozy w roztworach sacharozy. Jednym z interesujacych
enzymow o wymienionych wtasciwosciach jest Novoferm, uzyty w dawce 1-2,5 Ut/g
sacharozy.
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Tabela 3

Sktad mieszaniny sacharydéw i zabarwienie hydrolizatéw po 8 godz. transglikozylacji w 69% roztworach
wodnych o pH 7,2 i o réznym udziale poczatkowym sacharozy i fruktozy w obecno$ci preparatu
Fructozyme w dawce 1 ml/l.

The composition of saccharides mixtures and colour of hydrolysates after the 8-hour transglycosylation
proceeding in 69% aqueous solutions (69% of dry matter), their pH = 7.2, in the presence of Fructozyme
(its applied dose: 1 ml/) with various initial content rates between the saccharose and fructose.

Stezenie sacharydow Wydajnos¢
Concentration of saccharides Zabarwienie | transglikozylacji
. . Colour Yield of
Ste‘;z‘emf: poczqtk(?we Stqzen‘le po 8 godz. [mol/1] ICUMSA | transglycosylation
Initial concentration Concentration after 8 hours [mole/l] (%]
(9
S F mglc(l)Zial S| N K I S G F U A | K+N | IN X
[molA | fmoba] | ™ qw]y FOS
(9

2,70 0,00 100 0,079 10,66 | 0 |090|1,05]022| 85 0 |703| 0 |703

2,16 1,03 67 0,051 0,52 10,07 10,77{0,99 (092 | 170 | 8 | 57,7 | 7 |647
1,62 2,06 44 0,024 1 0,32 10,16 | 0,57 0,88 | 1,89 | 265 | 180 | 39,0 | 18 | 57
1,35 2,57 34 0,018 | 0,24 | 0,19 10,43 | 0,86 | 2,35 | 310 | 225 | 30,0 | 22 | 52
0,81 3,60 18 0,005 | 0,10 | 0,22 10,24 | 0,66 | 3,30 | 335 | 245 | 23,0 | 33 | 56

Objasnienia: / Explanatory notes:

Wydajnos¢ / yield KN = (C,y+Cye)/Cy *100;

Wydajnos¢ / yield IN = C,/Cy *100;

S — sacharoza / saccharose, F — fruktoza / fructose, N — nystoza / nystose, K — kestoza / kestose, I —
inulobioza / inulobiose, G — glukoza / glucose;

A — przyrost zabarwienia w stosunku do roztworéw sacharozy / increase in the colour intensity if
compared with the colour of saccharose solutions.

Na rys. 5. przedstawiono $rednia szybkos¢ tworzenia FOS w mg/U-godz. w
zalezno$ci od poczatkowego stgzenia sacharozy w obecnoSci preparatu Novoferm
wdawce 1,4 U/ml i T=55°C. Najwigksza szybkos$¢ powstawania FOS, wynoszaca
~16 mg/U-godz. uzyskano przy stezeniu roztworu 55-60% (m/m). Zatem bylto
to stgzenie o 10 jednostek mniejsze od optymalnego stgzenia s.s. dla enzymow
zawartych w preparacie Fructozyme. Jest to posrednie potwierdzenie matej aktywnosci
B-fruktozydazy w preparacie Novoferm.
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Rys.5. Srednia szybko$¢ tworzenia FOS w roztworach sacharozy o réznym stezeniu w obecnosci
preparatu Novoferm.

Fig. 5. The average rate of forming FOS in various saccharose solutions with different concentration
values in the presence of Novoferm.

Na rys. 6. zilustrowano zmiang zawartosci sumy FOS w czasie biokonwersji
sacharozy o st¢zeniu 55% (m/m) w ciagu 300 godz. (dawka enzymu 2,0.U/g).
Maksimum 61% udziatu FOS w s.s. wystapito po ok. 25 godz., po czym ogdlna
zawarto$¢ FOS zmniejszata si¢ stopniowo do ~48% po 300 godz. reakcji. Zmiany
udzialu kestozy, nystozy i fruktozylonystozy w sumie FOS w czasie powyzszej
biokonwersji przedstawiono na rys. 7.

—&— suma FOS

—_

co88888338883

L 4

Stezenie [%] / Concentration [%]

1
0 50 100 150 200 250 300
Czas [godz] / Time [h]
Rys. 6.  Zmiana zawarto$ci sumy FOS [%] w czasie biokonwersji sacharozy w roztworze o st¢zeniu 55%
(m/m) z uzyciem preparatu Novoferm w dawce 2 U/g sacharozy w czasie do 300 godz.
Fig. 6. A change in the FOS sum content [%] during the bioconversion of saccharose in a 55% (m/m)

solution with a Novoferm preparation added (2 U Novoferm per 1 g of saccharose) during a
period not exceeding 300 h.

Ponad 82-procentowy udzial kestozy uzyskano po okoto 20 godz. reakcji, a nastgpnie
zawarto$¢ jej zmniejszata si¢ asymptotycznie do okoto 20% s.s. po 250 godz.
Maksymalny 55% udziat nystozy wystapit po okoto 100 godz. reakcji, po czym jej
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udzial zmniejszyt si¢ do 40% po blisko 300 godz. Fruktozylonystoza osiagneta 33%
zawartos$ci w s.s. po okoto 250 godz.

. A —— N/suma FOS
80 T\ —=— FN/suma FOS
70 X —a— K/suma FOS
60 \

50 ~—_

40

e
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Rys. 7. Zmiany ilosciowe w mieszaninie kestosy, nystozy i fruktozylonystozy w czasie biokonwersji
sacharozy (poczatkowe stgzenie 55% m/m) z uzyciem preparatu Novoferm (2 U/g sacharozy).

Fig. 7. Quantitative changes in a mix of kestose, nystose, and fructosylnystose during a saccharoze
bioconversion (initial solution concentration: 55% m/m) with a Novoferm preparation (2 U/g
saccharose).

Whioskowa¢ mozna zatem, ze sukcesywne procesy transglikozylacji reszty
fruktozy w $rodowisku juz powstatych oligomeréw przebiegaja konsekwentnie, jednak
z coraz mniejsza wydajnoscia z uprzywilejowanym udziatem nystozy w sktadzie s.s.
W zwiazku z powyzszym przerywajac transglikozylacje w okreslonym czasie lub
etapie tworzenia FOS mozna otrzymac rézne typy syropéw rézniace si¢ sktadem
chemicznym, a w konsekwencji réwniez wiasciwosciami fizycznymi i biologicznymi.
Ze wzgledéw praktycznych, a w szczegdlnosci mozliwie krétkiego czasu biokonwersji,
mozna wyrézni¢ dwa zasadnicze typy syropow: kestozowy (K), w ktérym udziat
kestozy w sumie FOS jest wigkszy niz 60% oraz nystozowo-glukozowy (NG) o
przyblizonym réwnym udziale glukozy i nystozy.

Na rys. 8. przedstawiono chromatogramy koncentratu FOS typu K z
dominujacym udziatem kestozy i koncentratu FOS typu NG. W dotychczasowych
publikacjach dotyczacych enzymatycznej modyfikacji sacharozy w celu otrzymania
krétkotancuchowych FOS zwracano zasadnicza uwage na optymalizacj¢ warunkéw
otrzymywania ich sumy [4, 10, 29, 34]. Z drugiej strony w skali przemystowe;j
mozliwe jest skrécenie procesu transglikozylacji, zwlaszcza jezeli w dalszym etapie
prowadzone jest chromatograficzne rozdzielanie sktadnikéw z wykorzystaniem
zjawiska wykluczania [34].



WYTWARZANIE KONCENTRATOW FRUKTOOLIGOSACHARYDOW (FOS)... 17

320
280 ]
240 ]
200
160
1201
80 7
40 7
0 e : ‘

Glukoza
Kestoza

Sacharoza

[mV]

r Fruktozylonystoza

» Fruktoza

I

280
240
200
1601
120

o]
N
o
4
3

Sacharoza

Fruktozylonystoza

Inulotrioza

0 5 10 15

Czas [min] / Time [min]

Rys. 8. Chromatogramy sacharydéw zawartych w koncentracie FOS typu K (A) i koncentracie FOS
typu NG (B) [16].
Fig. 8. HPLC profiles of saccharides in concentrates: FOS type K (A) and FOS type NG (B) [16].

Dos$wiadczenia przedstawione ponizej wskazuja na mozliwo$¢ ominigcia
drogiego procesu chromatograficznego rozdzielania sktadnikéw. W wyniku nalezytego
doboru preparatu enzymatycznego, jego dawki i warunkéw biokonwersji oraz
ewentualnego zastosowania dodatkowych proceséw korzystnych do selektywnego
usuwania glukozy ze Srodowiska reakcji, mozna wytwarza¢ dwa rodzaje syropéw
bogatych w nystoze. Jeden syrop wraz z glukoza, tj. typ nystozowo-glukozowy (NG)
1 drugi syrop nystozowy (N) otrzymany po usunig¢ciu glukozy, zawierajacy w suchej
masie co najmniej 75% FOS. Roztwory o stgzeniu okoto 40% s.s. zawierajace blisko
80% FOS w s.s. mozna przeprowadzi¢ w posta¢ proszku przez suszenie rozpytowe. Na
rys. 9. przedstawiono przyktadowy chromatogram preparatu w proszku otrzymanego
wedtug opisu przedstawionego w niniejszej pracy i chromatogram oligosacharydéw
preparatu standardowego firmy Wako Pure (handlowe preparaty FOS firmy Wako
Pure sa otrzymywane przez biokonwersje sacharozy, po ktérej nastgpuje proces
niskoci$nieniowej chromatografii przemystowej z otrzymaniem frakcji kestozowo-
nystozowej poddawanej zat¢zaniu i suszeniu rozpytowemu [34]). Zauwazalne jest
podobiefistwo skladu jakosciowego obydwu preparatéw i nieznaczne réznice
w sktadzie iloSciowym. Preparat FOS Wako Pure, oprocz kestozy i nystozy zawartych
w rownych ilosciach, zawierat F-nystoze, niewielkie ilosci fruktozy i sacharozy oraz
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sladowe ilosci glukozy, inulobiozy i neoinulobiozy. Preparat wlasny FOS PL 90
oprécz trzech gidwnych oligomeréw FOS (nystozy, kestozy i Fnystozy) zawierat
niewielkie ilosci oligomeréw homogennych, tj. inulotetraozy, inulotriozy i inulobiozy.
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Rys. 9. Chromatogramy sacharydéw preparatu FOS PE-90 (A) i preparatu firmy Wako Pure (B).
Fig.9. HPLC profiles of saccharides in an FOS PL-90 (A) preparation and in a preparation made by
Wako Pure (B) company.

Zawierat rowniez fruktoze, glukoze i sacharoze w ilosci do 10%. Preparat FOS PL 90
sktadowany w warunkach typowych dla preparatéw sypkich nie ulegat zbryleniu, moze
to wynika¢ z duzego udzialu nystozy i jej malej higroskopijnosci. W preparacie FOS
WP i FOS PL 90 w $ladowych ilosciach wystgpowat sktadnik, ktéry jest typowy dla
biokonwersji sacharozy w obecno$ci B-fruktozydazy [7], jest to P-D-frukto-
furanozylo(2—6)-0-D-glukopiranoza (neoinulobioza).

Roztwory zawierajace powyzej 72% s.s., w ktoérych udziat FOS w s.s. przekraczat
70%, podczas sktadowania w temp. 20+2°C ulegaly zmgtnieniu, a nastgpnie pojawiat
si¢ w nich krystaliczny osad. Na podstawie oznaczen chromatograficznych i analizy
MS stwierdzono, ze jest to nystoza (M=667,2). Wydaje si¢ dalece prawdopodobne, ze
nieoczekiwana fatwo$¢ krystalizacji nystozy z odpowiednich roztworéw po
enzymatycznej modyfikacji sacharozy przynosi nowe mozliwosci wytwarzania $cisle
zdefiniowanego sktadu oligomerycznego FOS w postaci bardzo dogodnej do
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stosowania. Na obecnym etapie badan brak jest uzasadnienia tatwos$ci krystalizacji
nystozy ze ztozonych roztworéw.

Tabela 4

Sktad oligomeryczny syropéw FOS réznego typu oraz preparatéw FOS réznego pochodzenia.
Content of oligomers contained in FOS syrups of various types and in commercial FOS preparations of
different origins.

Zawarto$¢ [% s.s.]

Produkt Content [% d.m.]
Product >

P GiEl s | 1 |[NN| K| N | PP RN g | DP24

>6 | FOS | FOS FOS
FOStypK | 315|275 - | 09 | 322 77 02 0 | 401 192 197
FOStypK | 197 286| - | 06 | 421 87 02 0 | 516 169 172
FOStypNG | 340] 83 [ 08| 19| 170 | 292 85 03 | 577 506 659
FOStypN [ 115] 90 [ 05| 15279 | 403 84 03 | 795 50,7 616
FOSPL90 | 58 | 35| L1 | 30| 259 | 451 137 19 | 907 4977 669
NystozaPL | 06 [ 09 | - | - | 51 [ 918 16 0 | 985 932 M8
FOSWP | 09| 15| - | - [359] 520 97 0 | 976 533 632
Raftilose | 27 | 02 | 30 [ 200| 07 | 276]38 | 118] 76| 136 | %.1 27" 684

Objasnienia / Explanatory notes:
S — sacharoza / saccharose, F — fruktoza / fructose, N — nystoza / nystose, K — kestoza / kestose, I —
inulobioza / inulobiose,, NIN — neoinulobioza / neoinulobiose, G — glukoza / glucose;
IT+ N
FOS

D jako / as

W tab. 4. zestawiono sklad oligomeryczny typowych syropow FOS otrzymanych
w pracy, dwéch wiasnych preparatéw statych oraz handlowego preparatu Wako Pure
(FOS WP) i Raftilose. Syrop typu kestozowego (FOS K), otrzymany z udzialem
preparatu  Fructozyme, zawieral najmniejszy udziat oligofruktozy w s.s. przy
zachowaniu podobnego udziatu nystozy do s.s. jak w syropie typu kestozowego,
otrzymanego z zastosowaniem preparatu Novoferm. Syropy oligofruktozy typu
nystozowego, niezaleznie od obecnosci glukozy, zawieraty ponad 65% oligomeréw DP
> 4 w s.s., tj. nieco wigcej niz w preparatach FOS Wako Pure, otrzymanych
z zastosowaniem procesu chromatograficznego. Krystaliczna nystoza, wyizolowana
z syropéw FOS typu nystozowego, byla najbardziej skoncentrowana postacia
oligofruktozy o zawartos$ci 94,8 % oligomeréw o DP > 4.

Sktad oligomeryczny syropéw FOS typu nystozowego i preparatéw proszkowych
FOS 90 PL byt bogatszy niz preparatow Wako Pure o oligomery homogenne:
inulotriozg i inulobiozg, typowe dla preparatéw FOS otrzymanych przez biokonwersje
inuliny [3].
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Whioski

1.

Syropy fruktooligosacharydowe o dominujacym udziale kestozy w s.s. otrzymuje
si¢  najlatwiej  inajtaniej, nawet z duzym udzialem = aktywnej
fruktozylotransferazy, towarzyszacej fruktofuranozydazie, pod warunkiem uzycia
roztworu sacharozy o dostatecznie wysokim st¢zeniu i pH bliskiego 7.

Niektére preparaty enzymatyczne z Aspergillus niger, przeznaczone do produkcji
sokow  owocowych i piwa, np. Novoferm, zawieraja aktywna
fruktozylotransferaz¢ i dzigki temu sa przydatne do wytwarzania koncentratéw
FOS o r6znym, lecz przewidywalnym udziale kestozy, nystozy i
fruktozylonystozy.

Roztwory po enzymatycznej modyfikacji sacharozy, zawierajace ponad 50%
nystozy w przeliczeniu na sumg fruktooligosacharydéw, a w szczegdlnosci
pozbawione glukozy przez enzymatyczne jej utlenienie, umozliwiaja otrzymanie
preparatow proszkowych zawierajacych co najmniej 80% fruktanéw w s.s.

7 roztwor6w mieszaniny sacharydow o stezeniu 72% 1 udziale
fruktooligosacharydéw ponad 70% w s.s. krystalizuje nystoza i dzigki temu
mozna otrzymac bardzo dogodna posta¢ uzytkowa sktadnika prebiotycznego.

Badania finansowane przez KBN w ramach projektu PBZ-KBN/021/P0O6/99/27/B
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PRODUCTION OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES (FOS) CONCENTRATIONS WITH
VARIOUS CONTENTS OF OLIGOMERS USING ENZYMATIC
BIOCONVERSION OF SACCHAROSE

Summary

In the paper, there are described conditions for bioconversion of saccharose into FOS preparations by
commercial enzyme preparations (Fructozyme or Novoferm containing fructosyltransferase). The main
objective of this bioconversion was to manufacture 3 FOS syrups and 2 powders containing 50%-60%,
and over 90% of fructans respectively.

It was proved that the transglycosylation of the fructose moiety was a three-phase process when the
enzyme was applied in doses of 1.0-2.5 U/g saccharose.

During the first phase, kestose is a major fructan formed (nearly 80% of the synthesized FOS). During
the second stage, kestose is transformed into nystose (over 50% of the synthesized FOS). Additionally,
during the third stage, a balance state among kestose, nystose and F-nystose (their proportion rates are
2:4:3) is settled.

It was proved that after the glucose has been removed by an enzymatic oxidation, the nystose-rich
solutions of FOS can be dried off using a spray-drying method; the dry-off process shall occur under the
conditions similar to the production of powder milk. Furthermore, it was evidenced that from among all
the nystose syrups containing over 72% (w/w) of dry matter, the nystose crystallizes with a little amount
of kestose applied in the form of a non-hygroscopic fine-crystal substance.

Key words: fructooligosaccharides, fructosyltransferase, fructosidase, transglycosylation



