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PROBA ZASTOSOWANIA PULULANAZY DO OTRZYMYWANIA
LINIOWYCH GLUKANOW ZE SKROBI ZIEMNIACZANE]J

Streszczenie

W pracy podjeto prébg uzyskania liniowych glukanéw przez wytracenie ich z roztworu skrobi
ziemniaczanej w 20% (v/v) DMSO, poddanej dziataniu pululanazy zawartej w preparacie handlowym
Pulluzyme 750 (ABM Chemicals). Stracanie przebiegalo 3-etapowo. Po kazdym etapie otrzymywano
frakcje hydrolizatu, sktadajace si¢ z glukanéw liniowych i rozgatezionych. W uzyskanych frakcjach
oznaczano zawarto$¢ liniowych tancuchéw skrobiowych, wielko$¢ czasteczek, tendencjg do retrogradacji
oraz przemiany fazowe metoda DSC. Najbardziej interesujace wiasciwosci wykazata frakcja III
sktadajaca si¢ gléwnie z krétkich tancuchéw amylozy i wykazujaca najwigksza tendencj¢ do
retrogradacji. Znaczna entalpia jej topnienia oraz wysoki zakres temperatury tej przemiany fazowej
$wiadcza o duzym udziale krystalitow amylozowych, charakterystycznych dla skrobi oporne;.

Stowa kluczowe: amyloza, pululanaza, retrogradacja, skrobia.

Wstep

Skrobia jest jednym z najpowszechniej wystepujacych biopolimeréw, a jej
wlasciwosci w znacznej mierze zaleza od rozkltadu mas czasteczkowych i
charakterystyki rozgatezien [11, 17]. Pozbawione rozgatezien glukany skrobiowe
wydaja si¢ szczegdlnie ciekawe ze wzgledu na ich cechy fizyczne, chemiczne i
zywieniowe [22]. W naturalnych skrobiach wysokoamylozowych, jak i w amylozach,
wystepuja wigzania a-1,6-glikozydowe [25, 27], poniewaz podczas biosyntezy skrobi
niezbedne jest dziatanie enzymdéw rozgaleziajacych i1 usuwajacych rozgatezienia.
Alternatywa produkcji amylozy poprzez wysokoamylozowe mutacje jest stosowanie
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enzymOw usuwajacych rozgalgzienia oraz odpowiednich metod oczyszczania
powstatych produktow hydrolizy [28].

Skrobia pozbawiona rozgal¢zien jest materialem bardziej jednolitym niz glukany
rozgatezione, jednak wptyw dlugosci tancuchéw skrobiowych na jej wtasciwosci jest
bardzo duzy. W praktycznym zastosowaniu otrzymywanych w ten sposéb preparatow
wykorzystuje sig¢ tatwos¢ retrogradacji, jakiej podlegaja nierozgal¢zione glukany
skrobiowe [8]. Zretrogradowana skrobia zaliczana jest bowiem do skrobi opornych i
moze stuzy¢ jako sktadnik wielu produktéw dietetycznych [4].

Pomimo korzystnych efektéw zywieniowych, jakie wywiera skrobia oporna,
tendencja do retrogradacji oraz staba rozpuszczalno$¢ liniowych czasteczek
skrobiowych ogranicza zakres wykorzystania skrobi pozbawionej rozgale¢zien i
powoduje, ze do zastosowan w technologii zywnoS$ci i chemii powinna by¢ ona
modyfikowana, podobnie jak to ma miejsce w przypadku amylozy [30]. Takie
preparaty moga z powodzeniem stuzy¢ do tworzenia jadalnych btonek lub
mikrokapsutek réznego rodzaju zwiazkéw chemicznych [12]. Skrobia pozbawiona
rozgatezien moze by¢ takze stosowana do celéw analitycznych. Przyktadem jest
wykorzystanie jej jako wzorca do kalibracji mas czasteczkowych w chromatografii
zelowej [3].

W poprzednim etapie badan opracowano sposéb hydrolizy skrobi ziemniaczanej
przy zastosowaniu preparatu Pulluzyme 750 L w celu wydzielenia z niej dlugich
tancuchow amylozowych [13]. Wstepnie wuzyta metoda rozdziatu glukanéw
skrobiowych w kolumnie chromatograficznej nie pozwolita jednak na uzyskanie
wystarczajacej liczby prébek do celéw praktycznych.

Celem podjetych badan byto zaproponowanie nowej metody uzyskiwania
hydrolizatéw skrobi ziemniaczanej pozbawionych rozgal¢zien.

Material i metody badan

Na podstawie danych literaturowych o mozliwo$ci rozdzialu glukandéw przez
samoczynne wytracanie z roztworu [31], podjeto prébg uzyskiwania liniowych
glukanéw przez ich wytracanie z roztworu skrobi w 20% DMSO poddanej dziataniu
pululanazy. Proces ten przebiegat 3-etapowo, przy czym ostatnig frakcje uzyskano
przez wytracanie amylozy butanolem-1. W otrzymanych frakcjach oznaczano
zawarto$¢ liniowych tancuchéw skrobiowych, wielko$¢ czasteczek, podatno$¢ na
retrogradacjg i przemiany fazowe metoda DSC.

W celu uzyskania mozliwie najwigkszej liczby liniowych produktéw hydrolizy,
40 g handlowej skrobi ziemniaczanej (Superior) zadawano 400 cm® DMSO przy
ciaglym mieszaniu mieszadlem magnetycznym przy 200 obr./min, uzyskujac jednolita
zawiesing, ktéra ogrzewano do temp. 70°C i w tej temperaturze przetrzymywano 24 h.
Powstaty roztwér przenoszono ilosciowo do kolby i dopeliano do objetosci 2 dm’
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0,IM buforem octanowym o pH 5. Cato$¢ podgrzewano do temp. 70°C w dalszym
ciagu mieszajac. Po 24 h roztwér ochtadzano do temp. 50°C i w tej temperaturze
prowadono przez 72 h hydrolize z dodatkiem 1 cm® preparatu Pulluzyme 750 (ABM
Chemicals, Anglia). Po tym czasie proces przerywano, roztwor chtodzono do temp. 20
+2°C 1 umieszczano w chtodziarce do wytracenia pierwszej frakcji produktéw
hydrolizy. Po 48 h powstaty osad odwirowywano w ciggu 10 min przy 4000 obr./min
(wiréwka MPW 341) i przemywano go dwukrotnie 96% etanolem, odwirowujac przez
5 min po kazdym przemyciu. Zbierano osad I z naczynka wiréwkowego i suszono 24 h
w temp. 20 +2°C, po czym rozdrabniano w mozdzierzu uzyskujac frakcjg I. Otrzymany
po odwirowaniu frakcji I supernatant pozostawiano na 120 h w chtodziarce do dalszego
stracenia osadu (frakcja II) o przewidywanym innym sktadzie jakoSciowym. Dalsze
postgpowanie z uzyskanym osadem przebiegato analogicznie jak przy frakcji I
Supernatant II, otrzymany po odwirowaniu frakcji II, podgrzewano do temp. 70°C i w
tych warunkach, zadawano butanolem-1 przy ciagtym mieszaniu w celu utworzenia
kompleksu amylozowo-butanolowego. Ogrzewanie w tej temperaturze prowadzono 1
h, po czym roztwér stopniowo schtadzano do okoto 20°C i umieszczano go na 48-72 h
w chtodziarce, do wytracenia si¢ kompleksu amylozowo-butanolowego. Z kolei
odwirowywano osad III i stosujac podobna procedurg jak w przypadku osadu I i II,
uzyskiwano frakcje III. Otrzymane frakcje II i III suszono podobnie jak frakcje I,
wazono i przechowywano do dalszych analiz.

Zawartos¢ amylozy w skrobi i poszczegdlnych frakcjach okreslano metoda
Morrisona i Laigneleta [16].

Analize¢ chromatograficzna prowadzono przy zastosowaniu chromatografii
zelowej (GPC). Zestaw do badan sktadat si¢ z 4 kolumn o $rednicy 16 mm i
dtugosciach : 35, 88, 88 oraz 86 cm, wypehlionych Sephacrylem (Pharmacia)
odpowiednio S-200, S-200, S-500 i S-1000. Standardem byly pululany (Shodex
Standard, Macherey - Nagel) w ilo$ci po 5 mg P — 10, 50, 200 i 800, o masach
czasteczkowych odpowiednio 122:10% 48-10°, 186-10° i 853-10° Da. Wymienione
standardy rozpuszczano w 2,5 cm’ wody destylowanej i nanoszono na kolumny [20].
Analizg chromatograficzna probek skrobi ziemniaczanej i frakcji I-1II prowadzono w
temp. 20 *#2°C, po naniesieniu na kolumng 50 mg nawazki rozpuszczonej w 4 cm’
DMSO, stosujac jako eluent 0,005M roztwér Na,CO; o szybkosci przeptywu Srednio
16,5 cm’’h. Z kolumn eluent przeplywal przez detektor refraktometryczny do
kolektora, gdzie byt rozdzielany na 130 frakcji o objetosci 5 cm’.

Analiza frakcji uzyskanych po rozdziale chromatograficznym obejmowata
oznaczanie zawarto$ci sumy weglowodanéw metoda antronowa [15], pomiar
absorbancji kompleksu jodowo-skrobiowego przy dtugosciach fali 525 nm i 640 nm
[20] oraz oznaczanie zawartosci amylozy [5]. Na podstawie uzyskanych rozktadow
wyliczano wagowo $rednie masy czasteczkowe.
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Proces kleikowania badano metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)
wedlug metodyki Fredrikssona i wsp. [4] z modyfikacja wtasna. Oznaczanie
prowadzono w réznicowym kalorymetrze skaningowym firmy Shimadzu. Do
aluminiowego naczynka odwazano 5 mg skrobi (w przeliczeniu na sucha substancjg)
oraz wode w stosunku ilosciowym 1: 2, po czym mieszano oba komponenty cienka igta
w celu uzyskania jednolitej mieszaniny. Nastgpnie naczynko hermetycznie zamykano i
pozostawiano na 2 h w celu hydratacji skrobi. Po tym czasie umieszczano je w
kalorymetrze i ogrzewano od temp. 20 do 180°C z szybko$cia 10°C/min. Prébka
odniesienia byto puste naczynko o tych samych parametrach geometrycznych i
materiatowych. Z otrzymanych termograméw odczytywano charakterystyczne dla
procesu kleikowania nastgpujace temperatury: poczatku kleikowania — T,, maksimum
piku — T}, 1 konca przemiany — T; oraz wyznaczano entalpi¢ kleikowania — AH.

Stopien retrogradacji skrobi oznaczano metoda Whistlera [29] zmodyfikowana
przez Gambus [5]. Dodatkowo przeprowadzano badania endotermicznych przemian
zretrogradowanej skrobi przy zastosowaniu DSC zgodnie z metodyka Sieverta i
Wiirscha [23]. Hermetycznie zamknigte naczynka aluminiowe z zelem skrobiowym
utworzonym podczas przechowywania kleikéw skrobiowych schtadzano do temp. 8°C i
przechowywano w tej temperaturze przez 24, 48 i 168 h. Po okreslonym czasie
naczynka ponownie umieszczano w kalorymetrze i ogrzewano od temp. 20 do 180°C z
szybko$cia ogrzewania 10°C/min. Z uzyskanych termograméw odczytywano
nastegpujace temperatury: poczatku topnienia krystalitow skrobiowych — T,, maksimum
piku przemiany — Ty, konca przemiany — T;. Analogicznie do procesu kleikowania
wyznaczano takze entalpi¢ topnienia krystalitow w zelu skrobiowym — AH.

Wiyniki i dyskusja

W naturalnej (wyjsciowej) skrobi ziemniaczanej oznaczono 28% amylozy (tab. 1)
i 29% metoda GPC (rys. 1b). W zwiazku z przewaga amylopektyny stopien
retrogradacji 1% kleikéw tej skrobi byt ograniczony zaréwno st¢zeniem amylozy, jak i
dlugoscia jej tancuchéw (rys. 1b) [19]. Niezaleznie od temperatury przechowywania
kleikéw, po 48 h pozostat on na takim samym poziomie jak po pierwszej, tzn. okoto
3% skrobi ulegto retrogradacji w temp. 20°C i okoto 6% zretrogradowato w temp. 8°C
(tab. 1). We wczesnym stadium przechowywania retrograduje gléwnie amyloza [14],
dlatego tez nalezy przypuszcza¢, ze wyrazny wzrost retrogradacji po 168 h w temp.
8°C (tab. 1) jest wynikiem wspdlnej rekrystalizacji amylozy i bocznych tancuchéw
amylopektyny [18, 24] .

Podczas kleikowania wyjSciowe]j skrobi ziemniaczanej oznaczono dosy¢ waski
zakres temperatury tej przemiany cieplnej od 63,3 do 79,4°C (przy réznicy temperatur
AT = 16,1°C) (tab. 2), co $wiadczy o podobnej strukturze rejonéw krystalicznych [4] w
tej skrobi. Zaréwno wysoka temperatura poczatku kleikowania, jak i duza entalpia tego
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procesu (17,6 J/g) dowodza duzej krystalicznosci skrobi, spowodowane;j
krystaliczno$cig amylopektyny. Jak bowiem twierdza Tester i Morrison [26], entalpia
kleikowania (AH) jest miara catkowitej krystaliczno$ci amylopektyny, czyli miara
ilodci ijakosci krystalitéw skrobi.

Tabela 1l
Wyniki pomiaréw kompleksu jodowo-skrobiowego przy dtugosci fali 635 nm oraz stopnia retrogradacji
[%] 1% wodnych kleikéw skrobi ziemniaczanej i uzyskanych z niej frakcji.

Measuring results of the iodine-starch complex at a wave length of 635 nm and of the retrogradation
degree [%] of 1% water pastes of potato starch and of the fractions obtained from potato this starch.

Czas ., ..
Zawarto$¢ przechowywa . . . Stopien retr.ogradacp
. . 20°C 8°C -20°C | Retrogradation degree
Nazwa prébki amylozy nia (%]
Sample Amylose Storage
content [%)] duration
[h] Ekstynkcja / Extinction 20°C | 8°C |-20°C
Skrobia 1 1,2267
ziemniaczana 28 24 1,1882 | 1,1518 | 0,8551 | 3.1 6,1 30,3
Potato starch 48 1,1882 | 1,1470 3,1 6,5
168 1,1875 | 0,9556 32 | 22,1
1 1,1297
Frakcja I 3 24 1,0134 | 0,7805 | 0,0251 10 31 98
Fraction I 48 1,0058 | 0,7183 11 36
168 0,8548 | 0,4477 24 60
1 0,8018
Frakcja IT 21 24 0,7594 | 0,7726 | 0,0309 | 5,3 3,5 96,1
Fraction IT 48 0,7636 | 0,7688 53 4,9
168 0,7187 | 0,6874 6,3 14,3
1 1,1956
Frakcja IIT 0 24 0,1777 | 0,0633 | 0,0334 85 95 97
Fraction III 48 0,0941 | 0,0215 92 98
168 0,0514 | 0,0084 96 99

W naturalnej skrobi uporzadkowanie molekularne w tworzeniu podwdjnej helisy jest
znacznie wigksze niz uporzadkowanie krystalitéw [6], dlatego entalpia kleikowania
odzwierciedla gtéwnie strat¢ uporzadkowania podwdjnej helisy [1]. W warunkach, w
jakich badano proces retrogradacji w réznicowym kalorymetrze skaningowym, tj. przy
wzro$cie temp. od 20 do 180°C byta odwracalna tylko retrogradacja amylopektyny [7],
a duze agregaty utworzone z czasteczek amylozy i amylopektyny byty termicznie
bardziej labilne niz agregaty z samej amylozy[10]. Oznaczona niewielka entalpia
topnienia po 24 h (AH = 1,72 J/g) i o 13°C nizsza temperatura poczatku tej przemiany
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cieplnej, w poréwnaniu z temperatura poczatku kleikowania (tab. 2 i 3), §wiadcza o
topnieniu takich wtasnie krystalitow, utworzonych giéwnie z bocznych odgalgzien
amylopektyny, a nie z dtugich tancuchéw amylozy ziemniaczanej (o wagowo sredniej
masie czasteczkowej 3,38°10° g/mol) (rys. la), ktéra w dalszym ciagu nie wytracita sig
zroztworu i tworzyta kompleks z jodem (tab. 1), a wigc w bardzo matym stopniu ulegta
procesowi rekrystalizacji.

Tabela 2

Wyniki pomiaréw entalpii kleikowania oraz temperatur charakterystycznych dla tej
przemiany, wyznaczone metoda DSC, naturalnej skrobi ziemniaczanej i uzyskanych z niej
frakcji.

Enthalpy of gelatinisation and phase transition temperatures for natural potato starch and
obtained fractions, acquired by DSC

P Kleikowanie / Gelatinisation
Nazwa prébki
Sample T, Th T AH
[°C] [°C] [°C] [J/g s.s.]
Skrob.1a naturalna 633 67.8 79.4 17.6
Native starch
Frakeja 46,6 68,7 78,1 45
Fraction I
Frakeja II 47,4 61,4 74,1 48
Fraction II
Frakcja III W warunkach pomiaru AH < 1 [J/g s.s.]
Fraction III Under applied conditions AH < 1 [J/g s.s.]

Natomiast stwierdzono wyrazng zmiang entalpii topnienia po 168 h, gdyz postgpowata
retrogradacja amylopektyny, ktéra jest procesem dlugotrwatym [14, 19], a dodatkowo byto
mozliwe oznaczenie topnienia krystalitow utworzonych przez sama amylozg (tab. 3).

We frakcji I, uzyskanej przez samorzutne wytracenie si¢ z roztworu tancuchéw
skrobiowych po dziataniu enzymu pululanazy, oznaczono $rednio okoto 34% amylozy,
zaréwno przez zastosowanie metody GPC (rys. 2b), jak i tradycyjnej metody barwienia
z jodem (tab. 3). Zgodno$¢ wynikéw badah przy stosowaniu obu tych metod
sygnalizowano juz w pracach wcze$niejszych [4, 9]. Wigksze o 6% stgzenie amylozy
we frakcji I w poréwnaniu z jej zawarto$cia w wyjSciowej skrobi ziemniaczanej miato
wplyw na wigkszy stopien retrogradacji juz po 24 h przechowywania kleikéw w temp.
20 i -20°C. Godnym wytlumaczenia wydaje si¢ fakt oznaczenia niewielkiej ilo$ci
amylozy (34%) w osadzie, ktéry najszybciej spontanicznie wytracit si¢ z roztworu, tj.
po 48 h przechowywania hydrolizatu w chiodziarce, w temp. 8°C. Najbardziej
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prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska jest niecatkowite usuni¢cie rozgatezien
w czasteczkach skrobi przez enzym pululanaze.

Tabela 3

Wyniki pomiaréw entalpii rekrystalizacji skrobi ziemniaczanej i uzyskanych frakcji oraz temperatur
charakterystycznych dla tej przemiany metoda DSC.

Enthalpy of melting and phase transition temperatures for recrystallised natural potato starch and
fractions, acquired by DSC.

Retrogradacja / Retrogradation

Nazwa 24h 48h 168 h
probki
Sample T, | Tn | T¢ [Af T, | T | T¢ [Af T, | T | T¢ [AJ/H
ecl | rer [ e | 8 | ear [ e | ey | B | el | el | e | SE
s.s.] s.s.] s.s.]
Skrobia 36,9 | 554 | 825 | 9,72
ziemniaczana | 50,2 | 59,1 | 70,5 | 1,72 | 348 | 57,1 | 77.4 | 6,73
Potato starch 163,5| 168 172 | 0,55
Frakcja I
. 111,2 [ 124,6 | 133,3 | 1,20 | 97,1 | 123,2 | 136,6 | 3,44 | 105,7 | 124,7 | 137,1 | 4,68
Fraction I
Frakcja II

. 357 | 51,5 | 793 | 497 | 386 | 514 | 79,7 | 5,07 | 37,8 | 49,7 | 76,6 | 5,59
Fraction II

Frakcja IIT

. 119,6 | 134,6 | 150,2 | 16,9 | 119,1 | 133,1 | 153,6| 17,9 | 127 | 128 | 147 | 18,8
Fraction III

Niektére fragmenty amylopektyny zmniejszyty si¢ do rozmiaréw tancuchow
amylozy, ktérej wagowo $rednia masa czasteczkowa wynosita 1,41-10" g/mol, a
wagowo $rednia masa czasteczkowa amylopektyny zmniejszyta si¢ z 8,42:10° g/mol w
skrobi naturalnej do 2,8410° g/mol we frakcji I (rys. 2). Ze wzgledu wigc na wigksza
ruchliwo$¢ zwiazana z matymi rozmiarami, fragmenty te mogly szybciej utworzy¢
zarodki krystalizacji czy tez podwdjne helisy z czasteczkami amylozy i razem z nia
wytraci¢ si¢ z roztworu [32]. Oznaczona przy uzyciu GPC niewielka wagowo $rednia
masa czasteczkowa tej frakcji (2,34°10* g/mol), jak i niewielka masa czasteczkowa
zawartej w niej amylopektyny (2,84°10* g/mol) w petni przemawiaja za ta hipoteza (rys.
2b).
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Badajac proces kleikowania glukanéw zawartych we frakcji I metoda DSC,
okreslono znacznie nizsza temperatur¢ poczatku kleikowania, jak i szerszy zakres
temperatury tej przemiany (31,4°C) oraz czterokrotnie mniejsza entalpi¢ kleikowania
(AH = 4,5 J/g) niz w wyjSciowej skrobi naturalnej (tab. 2), co $wiadczy o mniejszej
catkowitej krystalicznosci tej frakcji [26] i niejednorodnosci rejondéw krystalicznych

[4].
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Rys. la. Suma cukréw oraz zdolno$¢ wiazania jodu przez frakcje skrobi ziemniaczanej uzyskane po
rozdziale w kolumnach chromatograficznych GPC.

Fig. la. The amount of total carbohydrates and the ability of potato starch fractions, obtained from
native potato starch using GPC, to bind iodine.

Rys. 1b. Rozktad mas czasteczkowych amylozy i rozgatezionych glukanéw skrobi ziemniaczane;.

Fig. Ib. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in native potato
starch.

Jak juz wcze$niej zaobserwowali Fredriksson i wsp. [4], wielko$¢ entalpii
kleikowania skrobi jest $ci§le skorelowana z wielko$cia entalpii jej retrogradaciji.
Zgodnie z powyzszymi obserwacjami entalpia topnienia, podobnie jak entalpia
kleikowania krystalitow utworzonych z czasteczek skrobi we frakcji I, byly mniejsze w
poréwnaniu ze skrobia wyjsciowa, niezaleznie od czasu przechowywania zelu (tab. 3).
Jednak w miar¢ uptywu czasu jego przechowywania entalpia topnienia (AH) wzrastata,
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co $wiadczy o postgpujacym procesie rekrystalizacji zelu. Obserwowana przemiana
fazowa dotyczyta gléwnie krystalitow utworzonych przez rekrystalizacj¢ tancuchéw
amylozy, czego dowodzi wysoka, powyzej 100°C, temperatura poczatku tej przemiany
(tab. 3).
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Rys. 2a. Suma cukréw oraz zdolno$¢ wiazania jodu przez glukany skrobiowe zawarte we frakcji I
uzyskane po rozdziale w kolumnach chromatograficznych GPC.

Fig. 2a. The amount of total carbohydrates and the ability of starch glucans in fraction I, obtained using
GPS, to bind iodine.

Rys. 2b. Rozktad mas czasteczkowych amylozy i rozgatezionych glukanéw skrobi zawartej we frakcji 1.

Fig. 2b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction 1.

We frakcji II oznaczono tylko okoto 20% amylozy metoda klasyczna (tab.1) i
okoto 11% metoda GPC (rys. 3a), a wigc znacznie mniej niz w skrobi wyjsciowe;j.
Osad ten otrzymano przez spontaniczne wytracenie sig czasteczek z hydrolizatu po 96 h
przechowywaniu go w temp. 8°C i wcze$niejszym usunieciu frakcji 1. Byty to gtéwnie
duze fragmenty amylopektyny powstate w wyniku dziatania pululanazy, o wagowo
$redniej masie czasteczkowej 7,9°10* g/mol (rys. 3b), a wigc mniejsze od
amylopektyny skrobi wyjsciowej, ale wigksze od fragmentéw amylopektyny zawartych
we frakcji pierwszej (I). Na skutek wigkszych rozmiaréw i mniejszej ruchliwosci
czasteczki te znacznie wolniej mogly tworzy¢ osrodki krystalizacji, a tym samym
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wytraca¢ sie z roztworu [19, 32]. Z tych samych powodéw w temp. 20°C nawet po 168
h przechowywania oznaczono niewielki stopien retrogradacji (3 lub 6%) (tab. 1), ktory
zwigkszyl si¢ wprawdzie w temp. 8°C, ale i tak pozostat kilkakrotnie mniejszy w
poréwnaniu z retrogradacja glukanéw zawartych we frakcji I (tab. 1). Sadzac z procesu
kleikowania tej frakcji (tab. 2), jej catkowita krystaliczno$¢ zwiazana z przewaga
czasteczek amylopektyny [26] byta zblizona do krystalicznosci frakcji I (tab. 1).
Inaczej natomiast nastgpowata rekrystalizacja obu tych frakcji, gdyz zakres temperatury
topnienia krystalitow powstajacych podczas retrogradacji frakcji I byl typowy dla
amylozy, za§ w przypadku frakcji II charakterystyczny dla amylopektyny. Réwniez
entalpia retrogradacji, czyli topnienia krystalitow powstatych z udziatem czasteczek
amylopektyny (tab. 3) odbiegata od oznaczonej w przypadku frakcji L.
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Rys. 3a. Suma cukréw oraz zdolno$¢ wiazania jodu przez glukany skrobiowe zawarte we frakcji II
uzyskane po rozdziale w kolumnach chromatograficznych GPC.
Fig. 3a. The amount of total carbohydrates and the ability of starch glucans in fraction II, obtained using
GPC, to bind iodine.
Rys. 3b. Rozktad mas czasteczkowych amylozy i rozgatezionych glukanéw skrobi zawartej we frakcji II.

Fig. 3b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction II.
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Frakcje III otrzymano poprzez stracenie butanolem najkrétszych tancuchéw
amylozy, powstalych prawdopodobnie w wyniku dziatania a-amylazy, ktéra byt
zanieczyszczony preparat pululanazy [13]. Osad ten zawierat wigc gidwnie liniowe
glukany, o czym $wiadczy oznaczona w nim zawarto$§¢ amylozy na poziomie 60%, o
wagowo éredniej masie czasteczkowej 8,79:10° g/mol (rys. 4b). Jak wynika z rysunku,
we frakcji IIl oznaczono jeszcze okoto 30% glukanéw, ktére nie tworzyty barwnego
kompleksu z jodem, a ich Srednia wagowo masa czasteczkowa byta wigksza niz
liniowych tancuchéw i wynosita 1,36-10" g/mol.
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Rys. 4a. Suma cukréw oraz zdolnos¢ wiazania jodu przez glukany skrobiowe zawarte we frakcji III
uzyskane po rozdziale w kolumnach chromatograficznych GPC.

Fig. 4a. The amount of total carbohydrates and the ability of starch glucans in fraction III, obtained
using GPC, to bind iodine.

Rys. 4b. Rozktad mas czasteczkowych amylozy i rozgatgzionych glukanéw skrobi zawartej we frakcji I11.

Fig. 4b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction III.

Stracanie liniowych tancuchéw butanolem trwato kilkadziesiat godzin, stad w tym
czasie mogta zachodzi¢ wspotkrystalizacja rozgatezionych fragmentéw amylopektyny,
ktére pozostaly w supernatancie po sedymentacji frakcji II. Te zretrogradowane
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fragmenty zostaly odwirowane razem z kompleksami amylozowo-butanolowymi,
tworzac w rezultacie niejednorodna frakcje I11.

Ze wzgledu na to, ze catkowite zdyspergowanie tancuchéw amylozy lub skrobi
wysokoamylozowych w wodzie wymaga temp. powyzej 150°C, w warunkach
stosowanej do oznaczania stopnia retrogradacji metody Whistlera [29] rozpuszczenie
frakcji III nie bylo mozliwe, dlatego tez zastosowano po autoklawie dodatkowe
ogrzewanie suspensji przez 2 h w tazni olejowej, w temp. 160°C. Sposéb ten umozliwit
czgsciowe rozpuszczenie czasteczek glukandéw zawartych w tej frakcji i1 oznaczenie
stopnia retrogradacji uzyskanych kleikow (tab. 1). Zgodnie z oczekiwaniami ulegly one
znacznej rekrystalizacji, bo az w 80%, juz po 24 h przechowywania tych kleikéw w temp.
20°C, a po 168 h w tej temperaturze jej warto$¢ zwigkszyta si¢ do ponad 90%. W nizszej
temp. (8°C) stopien retrogradacji byt jeszcze wigkszy i po 24 h przekraczat 90%.

Oznaczona entalpia kleikowania wynosita ponizej 1 J/g, co spowodowane byto
szczegoOlnie wysoka zawarto$cig amylozy, niedajacej endotermy w badanym zakresie
temperatur. Frakcja ta moze by¢ wigc uznana za zretrogradowana amyloze, bardzo
trudno rozpuszczalnag w wodzie nawet podczas gotowania, a zatem za rodzaj skrobi
opornej [2]. Temperatury topnienia krystalitéw amylozowych obecnych we frakcji 111
byty wyzsze niz w przypadku frakcji I, a entalpia tej przemiany kilkakrotnie
przewyzszata warto$ci uzyskane w odniesieniu do pozostatych prébek i nie ulegata
znaczacym zmianom podczas przechowywania, co oznacza ze jest to preparat o duzym
udziale struktur krystalicznych. Nastgpowato jednak pewne porzadkowanie si¢ tych
struktur, o czym $wiadczy zawezenie zakresu temperatur przemiany fazowej AT=20°C
po 168 h przechowywania w temp. 8°C (tab. 3).

Preparaty tego rodzaju znajduja zastosowanie jako $rodki poprawiajace warto$¢
dietetyczna produktéw spozywczych, gdyz lepiej niz blonnik pokarmowy spetniaja
funkcje fizjologiczne w przewodzie pokarmowym cztowieka [21]. W zwiazku z tym,
spos$rod trzech uzyskanych frakcji hydrolizatéw, frakcja III wykazata najbardziej
interesujace wlasciwosci, sugerujace mozliwosci jej praktycznego zastosowania, a
takze inspirujace do dalszych badan nad jej sktadem i struktura.

Whioski

1. Hydroliza skrobi ziemniaczanej preparatem Pulluzyme 750 nie spowodowala
catkowitego usunigcia rozgatgzien z czasteczek amylopektyny, co w potaczeniu z
dziataniem o-amylazy zawartej w tym preparacie doprowadzilo do uzyskania
trzech frakcji hydrolizatéw, ktére réznity si¢ wagowo $rednia masa czasteczkowa,
stopniem i entalpia retrogradacji oraz endotermami przej$¢ fazowych.

2. Najbardziej interesujace wlasciwosci funkcjonalne wykazata frakcja III, w
najwigkszym stopniu ulegajaca retrogradacji, o duzym udziale krystalitéw
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amylozowych, znacznej entalpii i wysokich zakresach temperatury topnienia, czyli
cechach charakterystycznych dla skrobi oporne;j.

Praca wykonana w ramach grantu PBZ/KBN/021/P06/99/03.
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AN ATTEMPT TO USE PULLULANASE FOR THE PRODUCTION
OF LINEAR GLUCANS FROM POTATO STARCH

Summary

Under this paper’s project, an attempt was made to obtain linear glucans by precipitating them from a
solution of potato starch dissolved in DMSO and hydrolyzed by a commercial pullulanase preparation
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called ‘Pulluzyme 750 (ABM Chemicals). The precipitation procedure included three steps, after each
step completed, a different fraction of hydrolyzate was obtained. The following values were determined in
individual fractions obtained: the amylose chains content, the molecular mass distribution, the
retrogradation tendency, and the phase transition characteristics using a DSC method. It was stated that
the fraction III had the most interesting properties. The fraction III was composed mostly of short-chain
amylose and it exhibited the highest tendency to retrograde. A significant enthalpy of the melting of the
retrograded fraction III and the high phase transition temperatures prove a high content of amylose
crystallites, which appear characteristic of a resistant starch.

Key words: amylose, pullulanase, retrogradation, starch



