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Chromatografia oddzialywan hydrofilowych - HILIC/NH, - w rozdzielaniu mono-
i disacharydéw oraz badaniu cukrowych frakcji eluatu z rozdzielania skiadnikéw
serwatki mleka

Streszczenie: Wysokosprawna chromatografia oddziatywan hydrofilowych - HILIC-HPLC, to alternatywne - w stosunku
do warunkoéw faz odwréconych RP-HPLC - warunki rozdzielania polarnych, rozpuszczalnych w wodzie skfadnikéw
mieszanin. Wykorzystywanie w warunkach HILIC jednoczes$nie kilku mechanizméw rozdzielenia, umozliwia rozdzielenie
mieszanin polarnych skiadnikéw, trudnych, albo niemozliwych do rozdzielania w warunkach RP, w tym, mono
i disacharydéw. Praca dotyczy badan nad okre$leniem optymalnych warunkdéw rozdzielania wybranych mono
i disacharydéw w warunkach HILIC, z zastosowaniem kolumn HPLC z fazg stacjonarng typu NH,, na bazie zelu
krzemionkowego i eluentow bedgcych mieszaninami acetonitrylu oraz wody. Przedstawiono mozliwosc i wyniki
rozdzielania mieszanin cukrow redukujgcych i nieredukujgcych. Stwierdzono rozdzielanie poszczegdlnych anomeréw
cukrow redukujgcych - zaleznie od warunkow separacji. Wykonane badania pozwolity tez na zaproponowanie metodyki
oznaczania laktozy i glukozy we frakcjach eluatu z preparatywnego rozdzielania sktadnikow serwatki mleka.

Stowa kluczowe: HILIC; mono- i disacharydy - rozdzielanie; serwatka mleka - rozdzielanie sktadnikéw; kontrola sktadu
i czystosci frakcji eluatu.

Hydrophilic interaction chromatography — HILIC/NH, —in separation of mono,
disaccharides and sugar fractions from whey.

Abstract: High performance hydrophilic interaction chromatography - HILIC-HPLC is an alternative technique - to the
conditions of reverse phase chromatography (RP-HPLC) - for the separation of polar, water-soluble components of
complex mixtures. This technique uses several mechanisms of separation what allows the separation of mixtures of polar
components which are difficult or impossible to separate under RP, including mono- and disaccharides. This work relates
to studies on determining the optimum conditions for the separation of mono- and disaccharides the selected conditions
HILIC, using an HPLC column the amino-type stationary phase, based on silica gel and mobile phases which are
mixtures of acetonitrile and water. The possibility of separating sugar mixtures and non-reducing sugars is shown as well
as the separation of the individual anomers of reducing sugars - depending on the conditions of separation. The
presented studies propose a methodology of determination of lactose and glucose in the fractions eluted from the
preparative separation of milk whey components.

Key words: HILIC, mono-, disaccharides — separation, separation of whey components, control of composition and the
quality of sugar fractions

1. Wstep
(Introduction)

Cukry (sacharydy) to organiczne zwigzki wegla i wody ("weglowodany") - podstawowe zrédto energii w
zywnosci i surowcach zywnosciowych. Cukry proste i dwucukry odgrywajg zasadniczg role w procesach
metabolicznych roélin i zwierzat, a takze stanowig jednostke budulcowg dtugich tancuchéw policukrowych.
Obecne sg w przewazajgcej wiekszosci produktéow spozywczych. W zwigzku z tym, majg duze znaczenie dla
przemystu zywnosciowego oraz przetwdrczego. Cukry podzieli€ mozna m. in. pod wzgledem liczby grup
cukrowych w czgsteczce, na: monosacharydy (cukry proste) ztozone z jednej jednostki cukrowej, np.
glukoza, fruktoza, oligosacharydy, do ktérych zalicza sie disacharydy skfadajgce sie z dwdch czasteczek
cukréw np. laktoza, maltoza oraz polisacharydy, czyli polimery, zbudowane z wielu reszt cukrowych, np.
celuloza, skrobia. Cukry sg grupg zwigzkéw chemicznych, pochodnych najprostszych aldoz i ketoz (aldehyd
glicerynowy i dihydroksyaceton) réznigcych sie liczbg atoméw wegla w czgsteczce (pentozy, heksozy),
a takze pod wzgledem rodzaju wigzania chemicznego pomiedzy poszczegdlnymi "merami” w fancuchu
policukrowym (wigzania a- i B-O-glikozydowe). Cukry wystepujg zaréwno w formie cyklicznej (najczesciej w
roztworach wodnych) jak i tancuchowej.
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Cukry mozna podzieli¢ rowniez pod wzgledem ich wtasciwosci chemicznych na cukry redukujgce,
posiadajgce grupe aldehydowg oraz posiadajgce zdolnos¢ redukowania okreslonych tlenkéw
i wodorotlenkbw metali (proba Tollensa, proba Trommera, préba z odczynnikiem Fehlinga) oraz
nieredukujgce — zawierajgce w swojej strukturze liniowej grupe ketonowg (nie posiadajgce zdolnosci redukciji
tlenkéw i wodorotlenkéw metali). Ponadto monocukry, posiadajgce na weglu C1 u aldoz i C2 u ketoz grupe
aldehydowg oraz grupe hydroksylowg w pozycji y oraz &, dzieki ktérym z tatwoscig dochodzi do wewnatrz-
czgsteczkowej reakcji cyklizacji, z utworzeniem formy hemiacetalowej. Reakcja ta prowadzi do powstania
nowego centrum chiralnosci — anomerycznego atomu wegla C1 lub C2 oraz wystgpowania cyklicznych form
w dwéch formach anomerycznych — a i 8 (Rys.1). W roztworze wodnym formy te wystepujg w stanie
réwnowagi, a caty proces nosi nazwe mutarotacji [1].

CH CH

H8 HY OH

A B

Rys. 1. Struktury a-D-glukopiranozy (A) i B-D-glukopiranozy (B) w formie hemiacetalowe;.

Fig. 1. The structure of a-D-glucopiranose (A) i B-D-glucopiranose (B) in hemiacetal form.

Rozdzielanie i oznaczanie cukrow prostych i dwucukrow jest istotnym zagadnieniem podczas kontroli
proceséw fermentacyjnych lub przetwérstwa zywnosci, a takze w kontroli jakosci zywnosci, gdy niezbedna
jest ocena jakosci surowcéw i produktéw, jak rowniez podczas sledzenia proceséw metabolicznych roslin,
zwierzat oraz organizmoéw nizszych. W kazdym z wymienionych obszaréw matryca analityczna, w ktérej sg
oznaczane cukry, zawiera liczne substancje dodatkowe. Nalezg do nich m. in. alkohole i kwasy
karboksylowe, peptydy oraz rozdrobnione i rozpuszczone w wodzie substancje budulcowe i zapasowe
materii organiczne;.

Przyktadem tego typu matrycy jest serwatka, ptynna pozostato$¢ po produkcji serow metodg
podpuszczkowsg, bogata przede wszystkim w biatka serwatkowe, takie jak a-laktoalbumina, B-laktoglobulina
oraz laktoferyna. Obecnie produkcja serwatki w Polsce wynosi ponad milion ton rocznie i stanowi duze
zagrozenie dla srodowiska ze wzgledu na znaczng zawartos¢ sktadnikdw odzywczych. Z tego wzgledu
wazne jest jej odpowiednie zagospodarowanie i wykorzystanie w przemysle Zzywnosciowym oraz
farmaceutycznym [2].

Do oznaczania i identyfikacji cukrow w ztozonej matrycy popularnie wykorzystuje sie technike
chromatografii cieczowej (HPLC, ang. High Performance Liquid Chromatography). Ze wzgledu na catkowity
brak lotnosci cukréw, chromatografia gazowa (GC, ang. Gas Chromatography) nie moze byé bezposrednio
stosowana [3, 4]. Rozdzielanie, a nastepnie oznaczanie cukréw z zastosowaniem GC charakteryzuje sie
bardzo dobrg selektywnoscia, mozliwoscia oznaczania analitbw w szerokim zakresie stezen =z
wykorzystaniem detektora ptomieniowo jonizacyjnego (FID), jednak wymaga przeprowadzenia oznaczanych
cukréw w lotne pochodne, a niektére procedury wymagajg tez dodatkowo zastosowania wstepnej ekstrakc;ji
[4, 5]. Obecnie opracowano wiele procedur rozdzielania cukréw przy pomocy technik wysokosprawnej
chromatografii cieczowej [4, 6-8]. Wsrdd nich chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC, ang.
Hydrophylic Interaction Liquid Chromatography). HILIC to metodyka, ktéra pozwala oznaczac polarne,
rozpuszczalne w wodzie zwigzki chemiczne, wykorzystujgc podziat substancji miedzy unieruchomiong na
fazie stacjonarnej hydrofilowg faze stacjonarng, bogatg w warstwe wody, a wzglednie bardziej hydrofobowg
faze ruchomg, ktérg jest najczesciej roztwér wody i acetonitrylu, o wysokiej zawartosci sktadnika
organicznego (70-95%). Technika HILIC uwazana jest za rodzaj chromatografii prowadzonej w normalnych
uktadach faz [8]. Pierwszy raz technike te zastosowano w latach 70-tych. Woéwczas rozdzielenie cukréw na
kolumnie wypetnionej krzemionkg modyfikowang grupami aminowymi z fazg ruchomg acetonitryl-woda
(75:25) zaproponowat Linden i in. [9]. W kolejnej dekadzie wykorzystywano wypetnienia diol- i amido-
krzemionkowe [8]. W 1990 roku Alpert [10] uzyt akronimu HILIC, ktérym okreslana jest obecnie
chromatografia oddziatywan hydrofilowych. Technika ta jest ciggle rozwijana, pojawiajg sie nowe prace
dotyczgce modyfikacji fazy stacjonarnej [7, 11] znajdujgce zastosowanie m. in. przy oznaczaniu cukréw.
Przyktadowe uktady stosowane do rozdzielania cukrow przedstawiono w tabeli 1. Chromatografia
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oddziatywah hydrofilowych to technika umozliwiajgca selektywne rozdzielanie polarnych sktadnikow
skomplikowanych mieszanin takich jak np. serwatka, dzieki zastosowaniu potgczonych mechanizmow
normalnych uktadéw faz (faza stacjonarna), odwréconych uktadéw faz (faza ruchoma — wodno-organiczna)
oraz chromatografii jonowymiennej (oddziatywania analitéw z faza stacjonarna i ruchomg). Stosowane fazy
stacjonarne, w potgczeniu z wodno-organicznymi fazami ruchomymi, charakteryzujg sie duza selektywnoécia
w stosunku do takich analitéw jakimi sg cukry, zaréwno proste jak i ztozone [17].

Celem niniejszej pracy jest dobor warunkéw rozdzielania cukréw prostych i dwucukréw w warunkach
HILIC z wykorzystaniem kolumny modyfikowanej grupami NH, oraz Diol. W badaniach wykorzystano
roztwory wzorcowe oraz serwatke z niepasteryzowanego mleka krowiego.

Tabela 1. Przykiady wykorzystania HILIC do oznaczania cukrow.
Table 1. Examples of the use of HILIC for the determination of sugars.

Kolumna Warunki rozdzielania Rozdzielane cukry Lit.
(The column) (Separation conditions) (Separated segars) (Ref.)
I AR\ g glukoza, fruktoza, dekstroza, sacharoza,
1ft.x1/4" Bondapak | A\cetonitryl.woda (75:25); objetosciowe | =\ o "1 kestoza, neokestoza, 6-
carbohydrate natezenie przeptywu eluentu 2 kestoza, rafinoza, matloza, matlotrioza [
mL/min; detektor typu RID ’ X - ’
maltotetroza i in.
Acetonitryl:woda (78:22 przez 12 min;
250 x 4,6-mm, 5-uym 60:40); objetosciowe natezenie fruktoza, glukoza, sacharoza, maltoza, [6]
Spherisorb NH; przeptywu eluentu 0,8 mL/min; rafinoza, stachioza, ekstrakty roslinne
detektor typu RID
. . Acetonitryl:woda (80:20 przez 20 min;
11(-)3}()( Z\‘fi(TeTs’os';'{frgEf" 60:40); objetosciowe natezenie glukoza, sacharoza, turanoza, celobioza,
: i ’ przeptywu eluentu 1 mL/min; maltoza, trehaloza, laktoza, melibioza, [12]
Click Maltose, Click B-CD, . . o, . . .
Click TE-Cvs temperatura rozdzielania 40°C; probka zawiera ksylooligosacharydy
y detektor typu ELSD
Acetonitryl:woda (rézne programyy);
objetosciowe natezenie przeptywu galaktooligosacharydy,
100 x 4,6 mm, Click Maltose eluentu 1 mL/min; temperatura chitooligosacharydy, [13]
rozdzielania 30°C; Detektor typu fruktooligosacharydy
ELSD, UV
Acetonitryl-13M octan amonu (pH=4,7;
267 mm x 200 uym; 80:20); objetosciowe natezenie
krzemionka modyfikowana przeptywu eluentu 0,2 mL/min; sedoheptuloza, sgcharoza, trehaloza, [14]
. . : : rabinoza
poliakryloamidem temperatura rozdzielania
30°C;Detektor typu UV-Vis
Acetonitryl:woda - bufor (rézne ryboza, mannitol, sacharoza, maltitol,
. programy); temperatura rozdzielania melezytoza, rafinoza,
l?c? d?f?légwmawa’ g;lz(i?:;%lﬁ 30°C; objetosciowe natezenie fruktooligosacharydy, [7]
przeptywu eluentu 1 mL/min; Detektor glukooligosacharydy,
tupu: ELSD, MS galaktooligosacharydy,

2. Materiaty i metody
(Materials and methods)

2.1. Substancje wzorcowe i odczynniki
(Standards and reagents)

Substancje wzorcowe — glukoza, galaktoza, sacharoza (cz.d.a., POCH Gliwice); fruktoza, maltoza,
laktoza (cz.d.a., Sigma-Aldrich). Pozostate odczynniki: azydek sodu — (cz.d.a., POCH Gliwice); woda
demineralizowana (Lotos S.A); acetonitryl (czystos¢ do elucji gradientowej, Merck, Niemcy). Serwatka z
mleka krowiego, niepasteryzowanego i nieodttuszczonego, otrzymana poprzez naturalnie zakwaszenie
mleka, oddzielenie kazeiny poprzez wirowanie i filtracje pod zmniejszonym cisnieniem, przez filtry bedace
mieszankg estrow celulozy (85 % nitroceluloza i 15% octanu celulozy) o $rednicy poréw 0,45 um (Millipore,
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MA), z dodatkiem 0,1 % NaN; jako konserwantem, przechowywana w temperaturze 4 °C do czasu
rozdzielania.

2.2. Aparatura chromatograficzna
(Chromatographic apparatus)

Chromatograf cieczowy 1: HP 1050, wyposazony w zasobnik eluentu HP1050 model 79856A,
czterokanatowy degazer HP 1050, czterokanatowg dwuttokowg pompe HP 1050, detektor UV-VIS HP 1050
79853A, potgczony szeregowo réznicowy detektor refraktometryczny, oraz 2 kanatowy integrator Merck-
Hitachi D2500 wyposazony w rejestrator tasmowy oraz opcjonalnie zestaw komputerowy wyposazony w
program TurboChrom. Chromatograf cieczowy 2: Pompa L-2000 Merck-Hitachi, detektor refraktometryczny
(Kanuer), Komputerowy system rejestracji danych, termostat ACS. Do odwazenia potrzebnych skfadnikéw
wykorzystano wage analityczng WPA 180/C o doktadnosci 0,1 mg (RADWAG, Polska). Dozowanie probek
odbywato sie za pomocg strzykawki analitycznej o objetosci 250 pL (Hamilton, USA). W badaniach
zastosowano kolumny: Hypersil APS NH, 5 uym 250x4 mm (Bischoff), Nucleosil 100-7 OH 250x4 mm
(Macherey-Nagel), LichroCart Lichrosphere® 100 NH,, 250x4 mm, 5 ym (Merck), Faze ruchoma stanowita
mieszanina acetonitrylu i wody w stosunku objetosciowym od 70 do 85 %. We wszystkich doswiadczeniach
zastosowano elucje izokratyczna, rozdzielanie przeprowadzane byto w temperaturach 25, 45 i 60 °C,
objetosciowe natezenie przeptywu wynosito 1,5 i 2,0 mL/min.

2.3. Przygotowanie roztworow wzorcowych
(Preparation of standard mixtures)

W badaniach wykorzystano mieszaniny wzorcowe cukrow. Mieszaniny sacharydéw skiadaty sie z
cukréw prostych takich jak: fruktoza, glukoza i galaktoza, a takze cukréw ztozonych takich jak: laktoza,
maltoza i sacharoza. Wykonano cztery mieszaniny wymienionych cukrow, w réznych stezeniach,
odpowiednio: C1 (laktoza 4,92; glukoza 4,74; fruktoza 4,88; sacharoza 4,84; galaktoza 4,78; maltoza 4,01
mg/mL), C2 (glukoza 5,20; maltoza 5,18 mg/mL), C3 (fruktoza 5,06; sacharoza 5,04 mg/mL) i C4 (laktoza
10,01 mg/mL). Cukry rozpuszczono w wodzie demineralizowanej oraz dodano 0,1 % NaN3 aby uniemozliwic¢
wzrost drobnoustrojéw.

2.4. Kontrola jakoSci frakcji serwatkowych
(Quality control of whey fractions)

Rozdzielaniu w warunkach HILIC poddano frakcje bogate w cukry, otrzymane w wyniku
semipreparatywnego rozdzielania serwatki w warunkach chromatografii odwréconych uktadéw faz,
w elucji gradientowej (kolumna: Symmetry C18 5 ym, 4,6x150 mm, 100 A, program elucji: A: 95 % H,O + 5
% MeOH + 0,075 % TFA; B:5 % H,O + 95 % MeOH + 0,075 % TFA; 0 — 25 min 0 — 95 % B, 2,0 mL/min).
Frakcje zbierano w poczatkowej fazie programu elucji, w czasie, gdy eluowane sg najbardziej polarne
zwigzki niewykazujgce powinowactwa do niepolarnej fazy stacjonarnej jakg jest Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami oktadecylowymi. Nastepnie poddano je rozdzielaniu w uktadzie HILIC. Analize
ilosciowg wykonano w oparciu 0 metode wzorca zewnetrznego - 3-punktowej krzywej kalibracyjnej roztworu
laktozy.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

W pierwszym etapie poszukiwano optymalnych warunkéw rozdzielenia mieszaniny cukréw przy uzyciu
kolumny LichroCart Lichrosphere® 100 NH,, 250x4 mm, 5 ym (Merck) stosujgc rézne wzajemne stosunki
acetonitrylu i wody w fazie ruchomej. Na podstawie krzywych zaleznosci log k od stezenia acetonitrylu w
fazie ruchomej (Rys. 2), mozna stwierdzi¢, iz w warunkach gdy stezenie acetonitrylu jest bliskie 70 %
mieszanina rozdzielanych cukréw dzieli sie na dwie grupy — cukry proste i ztozone. Gdy stezenie acetonitrylu
siega 80 — 85 % mozemy zaobserwowaé rozdzielenie wszystkich sktadnikéw obecnych w badanym
roztworze. Jako najkorzystniejsze warunki do rozdzielania mieszaniny 6 badanych cukréw wybrano faze
ruchomg o sktadzie: acetonitryl:woda 83:17 (v/v). Otrzymane wartosci parametru k dla badanych cukrow
przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2 Wartosci wspdtczynnikdw k dla cukréw obecnych w mieszaninie wzorcowej C1.
Table 2. Values of the k factor for the mono- and di-saccharides from the mixture C1.

Zawartos¢ acetonitrylu [% viv] 70 75 80 83 85
(Acetonityl content) k k k k k
Fruktoza 0,66 0,89 0,96 1,18 1,59
Glukoza 0,66 0,89 1,18 1,54 2,44
Galaktoza 0,74 1,04 1,41 1,87 2,49
Sacharoza 0,98 1,34 2,07 3,09 4,68
Maltoza 0,98 1,55 2,27 3.4 5,93
Laktoza 0,98 1,55 2,48 3,81 6,37
1
0.2 .
I
0,6
}\Q’ # Frultoza
04 ! W Glukoza
£
E‘n rF A Galaktoza
0,2
* - * = Sacharoza
- * { Maltoza
(i} : . * *
L - o Laktoza
-0,2 —
-0.4 {
a5 70 75 a0 85 =10

zawartosc acetonitrylu w wodzie [% v/fv]

Rys. 2. Zaleznos¢ wartosci logk od zawartosci acetonitrylu w eluencie dla cukréw w mieszaninie wzorcowej C1.

Fig. 2. The correlation of the logk and the concentration of acetonitrile in mobile phase for separation of mixture C1.

Rysunek 3 przedstawia rozdzielenie mieszaniny C2 na kolumnie LichroCart Lichrosphere® 100 NH,,
250x4 mm, 5 pym (Merck) w trzech roéznych temperaturach. Na przedstawionych chromatogramach mozna
zauwazy¢ réznice w czasach retencji poszczegolnych pikéw — wraz z wzrostem temperatury zmniejsza sie
czas retencji. Zauwazy¢ mozna rowniez zmiany w ksztatcie pikdw chromatograficznych — stajg sie szersze i
nizsze, co zwigzane jest z zwiekszeniem dyfuzji dwdch form anomerycznych rozdzielanych cukréow. Wraz z
wzrostem temperatury piki odpowiadajgce anomerom poszczegoélnych cukréw (a i B) zblizajg sie do siebie.
W temperaturze 45 °C zaobserwowaé mozna dominujgcg forme posrednig, fgczacg sasiadujgce piki
anomerdéw a i B — szczegdlnie wyraznie widoczne jest to w przypadku dwucukréw, charakteryzujgcych sie
bardziej rozbudowang strukturg (np. maltoza lub laktoza), a co za tym idzie, bardziej ztozonymi
oddziatywaniami z fazg stacjonarng. W temperaturze 60 °C badane cukry eluowane sg w postaci
pojedynczego, szerokiego piku. Taki ksztalt piku zwigzany jest z wzrastajgcg szybkoscig przejscia cukru z
struktury a w 3. Zjawisko to obserwowane jest rowniez w przypadku faz stacjonarnych innego typu, np. Click
TE-Cys, Click Maltose i XAmide [12].
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W wyniku rozdzielania tej samej mieszaniny cukrow (C2) na kolumnie typu Diol, w temperaturze
pokojowej (25 °C), nie uzyskano rozdzielenia na poszczegdlne anomery. Rozdzielane cukry eluowane
zostaty w postaci jednego, lecz dos¢ szerokiego piku o niekorzystnej symetrii (Rys. 4). Na zjawisko to
wplywu nie ma temperatura prowadzenia rozdzielania, a oddziatywania sorpcyjne na powierzchni fazy
stacjonarne;.

A B €
[mV] 25°C [mv] 45% [mv] 60°C
50- £l ™
- 40 o
sii] Glukoza 204 Glukoza 30 i
Maltoza l Maltoza
| Glukoza
Maltoza
20 ik 2
| | |
10- LU I ™
1
%,
.I | |
T T T T T T T T T T 171 rT T 1T IrTrrriTTd T T T
10 [min] i 10 fmin} : Weinen]

Rys. 3. Chromatogramy przedstawiajgce rozdzielanie sktadnikow mieszaniny wzorcowej cukrow C2 w trzech
temperaturach termostatowania kolumny: 25 °C (A), 45 °C (B), 65 °C (C). Zastosowana kolumna: Hypersil APS
NH2 5um 250x4 mm (Bischoff), objetosciowe natezenie przeptywu: 1,5 mL/min, objetos¢ dozowanej prébki 20
uL, detektor refraktometryczny.

Fig. 3. Chromatograms showing the separation of the components of the reference mixture of sugars C2 in three
different temperatures: 25 °C (A), 45 °C (B), 65 °C (C). The column: Hypersil APS NHy; 5 um, 250x4 mm
(Bischoff), the volumetric flow rate: 1.5 mL/min, the injection volume: 20 pi, refractive index detector.
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Rys.4. Chromatogram przedstawiajgcy rozdzielenie mieszaniny cukréw redukujgcych (C2). Kolumna Nucleosil 100-7
OH 250x4 mm, temperatura 25 °C, elucja izokratyczna, eluent: acetonitryl:woda (85:15, v/v), objetosciowe
natezenie przeptywu 1,5 mL/min, detektor refraktometryczny. Zidentyfikowane piki: glukoza (1), maltoza (2).

Fig. 4. Chromatogram showing the separation of a mixture of reducing sugars (C2). Column Nucleosil 100-7 OH 250x4
mm, temperature 25 °C, isocratic elution programme, mobile phase: acetonitrile: water (85:15, v/v), volumetric
flow rate of 1.5 mL/min, refractive index detector. The identified peaks: glucose (1), maltose (2).

W badanych warunkach, na kolumnie typu NH, cukry redukujgce, takie jak glukoza, maltoza i laktoza,
eluowane sg w postaci dwoch pikéw odpowiadajgcych poszczegdlnym anomerom konformacyjnym,
rozdzielonym praktycznie do poziomu linii bazowej, co sugeruje, ze jeden z anomeréw (eluowany szybciej)
wykazuje mniejsze powinowactwo niz anomer eluowany pézniej. Ma to rowniez zwigzek z rodzajem fazy
stacjonarnej kolumny, a przede wszystkim z stopniem dyfuzji pomiedzy przeptywajgcg fazg ruchomg a
dynamicznie tworzong warstewkg wody zaadsorbowang na powierzchni ztoza. Retencja danej czgsteczki
cukru zalezy réwniez od dostepnosci grup OH w stosunku do ztoza — ich potozenia w czgsteczce (potozenie
aksjalne lub ekwatorialne). Obecno$¢ dwdch pikéw swiadczy o zréznicowanych oddziatywaniach tych
anomerow z fazg stacjonarng [15]. W przypadku cukréw nieredukujgcych nie mamy do czynienia z tego typu
zréznicowanymi oddziatywaniami ze wzgledu na brak mozliwosci zmiany konformacji w wyniku mutarotacji
przy weglu C1 tahcucha cukrowego. W toku przeprowadzonych badan poréwnano kolumny: Hypersil APS
NH; 5 pm 250x4 mm (Bischoff), Nucleosil 100-7 OH 250x4 mm (Macherey-Nagel) pod wzgledem ich
wihasciwosci wobec cukrow redukujgcych na przykfadzie laktozy w warunkach elucji izokratycznej. Rezultaty
przedstawiono na rysunku 5.
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Zestawienie chromatograméw przedstawiajagcych rozdzielanie laktozy (1; roztwér C4) w warunkach
chromatografii oddziatywan hydrofilowych. Zastosowana kolumna: Hypersil APS NHz 5 um 250x4 mm
(Bischoff), (A), Nucleosil 100-7 OH 250x4 mm (Macherey-Nagel) (B), objetosciowe natezenie przeptywu: 2,0
mL/min, objeto$¢ dozowanej prébki 15 uL, detektor refraktometryczny, temperatura termostatowania kolumny:
25 °C.

Chromatograms showing the separation of lactose (1: solution C4) under hydrophilic interaction
chromatography. The column: Bischoff Hypersil APS NH> 5 um 250x4 mm (A) Nucleosil 100-7 OH 250x4 mm
(B), the volumetric flow rate: 2.0 mL/min, the injection volume 15 uL, refractive index detector, column
temperature: 25 °C.
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3.1. Zastosowanie HILIC do kontroli jakosci cukrowych frakcji serwatki
(The use of HILIC for quality control of sugar in whey fractions)

Serwatka jako materiat odpadowy w przetwérstwie mleczarskim, jest cennym zrédtem biatek, cukrow i
mikroelementéw. Ze wzgledu na duzg produkcje serwatki oraz grozne dla Srodowiska naturalnego
oddziatywanie, wynikajgce z duzego fadunku energetycznego (wysokiego ChZT), dgzy sie obecnie do
zagospodarowania i wykorzystania jej w przemysle zywnosciowym, farmaceutycznym oraz w hodowli bydta.
W zwigzku z wzrastajgcym zainteresowaniem nad utylizacjg zbednej serwatki, konieczne jest opracowanie
technik kontroli jakosci i okre$lania sktadu oraz witasciwosci serwatki otrzymywanej w procesach
przetworczych przemystu mleczarskiego.

W niniejszej pracy podjeto prébe opracowania metody kontroli zawartosci laktozy w badanych
frakcjach serwatki, wykorzystujgc chromatografie oddziatywan hydrofilowych. Frakcje otrzymywane zostaty w
wyniku semipreparatywnego rozdzielania serwatki w warunkach odwréconych uktadéw faz (metodyka do
oznaczania biatek serwatkowych (dane nieopublikowane)), gdzie rozdzielaniu poddawano 0,5 mL serwatki.
Testowana metodyka kontroli zawartosci laktozy charakteryzuje sie krétkim czasem rozdzielania i pozwala
na okreslenie stezenia laktozy w badanej frakcji serwatki. Stezenie laktozy w badanych frakcjach
wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej (Tabela 3), a nastepnie poréwnano otrzymane wartosci pol
powierzchni pod pikiem laktozy.

Tabela 3. Wartosci kalibracyjne dla laktozy.
Table 3. Calibration factors for lactose.

Stezenie Powierzchnia pod pikiem Czas retencji
(Concentration) (Peak area) (Retention time)
[mg/mL] [uV/min] [min]
10 794446 9,248
5 386273 8,750
2,5 195790 8,815
0,5 39271 8,894

Otrzymano réwnanie prostej kalibracyjnej y=80080x-8296, przy wspétczynniku r°=0,999.

W pracy rozdzielano frakcje serwatek otrzymanych w naturalny sposdb z surowego mleka. Badane
frakcje wykazuje zréznicowanie zawartosci laktozy w zaleznosci od czasu w jakim dana frakcja zostata
zebrana. Na podstawie przeprowadzonych badah mozna stwierdzi¢ iz najwyzszg zawarto$¢ laktozy
stwierdzono w frakcji 2 (Rys. 6).

Tabela 4. Wyniki rozdzielania i oznaczania stezenia laktozy w badanych frakcjach serwatki.

Table 4. The results of separation and determination of lactose In investigated whey fractions.
" . . Y Stezenie laktozy
Rodzaj Czas retencji laktozy Powierzchnia | Zadozowana objetos¢ (Lactose
probki (Retention time for lactose) (Peak area) (Injection volume) concentration)
(Sample) [min] [uV/min] [uL] [mg/mL]
Frakcja 1 8,998 1500419 200 1,30
Frakcja 2 8,948 188564 20 1,66
Frakcja 3 9,228 700527 200 0,55
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Rys. 6. Chromatogram przedstawiajgcy rozdzielenie frakcji cukrowej serwatki otrzymanej z surowego mleka krowiego
(frakcja 2). Kolumna: Hypersil APS NH, 5 um 250x4 mm (Bischoff), faza ruchoma: acetonitryl:woda 85:15 (v/v),
objetosciowe natezenie przeptywu: 1,5 mL/min, dozowana objetos¢ 20 uL, detekcja refraktometryczna.
Zidentyfikowane piki: laktoza (1).

Fig. 6. Chromatogram representing separation of sugar fraction of whey, obtained from crude (fresh) cow milk (fraction
2). Column: Hypersil APS NH, 5 um 250x4 mm (Bischoff), mobile chase: acetonitrile:water 85:15 (v/v), the
volumetric flow rate: 1,5 mL/min, injection volume: 20 uL, refractive index detector. Identified peaks: lactose (1).

4. Whnioski
(Conclusions)

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych to obecnie preznie rozwijajgca sie technika rozdzielania
skomplikowanych mieszanin polarnych sktadnikbw. Ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania
modyfikowanych faz stacjonarnych posiadajgcych grupy funkcyjne o zréznicowanych wtasciwosciach, czesto
réwniez tworzonych pod konkretne aplikacje [16] mozliwe staje sie rozwigzanie nawet trudnych probleméw
separacyjnych. Wykorzystanie faz ruchomych zawierajgcych grupy aminowe umozliwia rozdzielenie
grupowe cukréw prostych od ztozonych, rozdzielenie poszczegdlnych pojedynczych cukréw w obrebie danej
grupy, a takze otrzymanie rozdzielnia catkowitego poszczegdlnych anomeréw cukréw redukujgcych. Na tego
typu ztozu obserwuje sie zaleznosé czasu retencji, ksztattu pikdw oraz wystepowania oddzielnych pikéw dla
poszczegélnych anomeréw w zaleznosci od temperatury prowadzenia procesu rozdzielania — w
temperaturze 25 °C zaobserwowa¢ mozna oddzielne piki dla poszczegdlnych anomerdw a i 3. Natomiast
prowadzac rozdzielenie w temperaturze powyzej 60 °C zaobserwowa¢ mozna jeden pik chromatograficzny,
charakterystyczny dla danego cukru. Obserwacja ta jest zgodna z doniesieniami literaturowymi [12]
i jest to zwigzane z specyficznym obszarem oddziatywania poszczegdlnych cukréw, ich konformacja, iloscig
dostepnych i oddziatywujgcych ze ztozem grup hydroksylowych, a takze orientacjg wzgledem fazy
stacjonarnej oraz dynamicznie tworzonej warstewki wody na powierzchni sorbentu [15]. Dzieki zastosowaniu
detektora refraktometrycznego, ktéry charakteryzuje sie duzg czutoscig oraz liniowoscig odpowiedzi
detektora w zaleznosci od stezenia analitu (pod warunkiem, Zze dane stezenie miesci sie
w zakresie liniowosci detektora) mozliwe jest oznaczenie stezenia danego cukru obecnego w prébce.
Zastosowanie tego typu detektora w potgczeniu z kolumng typu NH, jest réwniez zdecydowanie
korzystniejsze ze wzgledéw ekonomicznych, anizeli stosowanie kolumn jonowymiennych, a takze drogich
detektorow takich jak: amperometryczne lub ELSD (ang. evaporative light scattering detection, pol.
ewaporacyjny detektor fotodyspersyjny).

Zastosowany ukfad do kontroli jakosci frakcji cukrowych serwatki umozliwia rozdzielenie oraz
oznaczenie laktozy w badanym materiale jakim jest serwatka i jej frakcje.
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