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S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy podj�to prób� uzyskania liniowych glukanów przez wytr�cenie ich z roztworu skrobi 

ziemniaczanej w 20% (v/v) DMSO, poddanej działaniu pululanazy zawartej w preparacie handlowym 
Pulluzyme 750 (ABM Chemicals). Str�canie przebiegało 3-etapowo. Po ka�dym etapie otrzymywano 
frakcje hydrolizatu, składaj�ce si� z glukanów liniowych i rozgał�zionych. W uzyskanych frakcjach 
oznaczano zawarto�� liniowych ła�cuchów skrobiowych, wielko�� cz�steczek, tendencj� do retrogradacji 
oraz przemiany fazowe metod� DSC. Najbardziej interesuj�ce wła�ciwo�ci wykazała frakcja III 
składaj�ca si� głównie z krótkich ła�cuchów amylozy i wykazuj�ca najwi�ksz� tendencj� do 
retrogradacji. Znaczna entalpia jej topnienia oraz wysoki zakres temperatury tej przemiany fazowej 
�wiadcz� o du�ym udziale krystalitów amylozowych, charakterystycznych dla skrobi opornej. 
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Wst�p 

Skrobia jest jednym z najpowszechniej wyst�puj�cych biopolimerów, a jej 
wła�ciwo�ci w znacznej mierze zale�� od rozkładu mas cz�steczkowych i 
charakterystyki rozgał�zie� [11, 17]. Pozbawione rozgał�zie� glukany skrobiowe 
wydaj� si� szczególnie ciekawe ze wzgl�du na ich cechy fizyczne, chemiczne i 
�ywieniowe [22]. W naturalnych skrobiach wysokoamylozowych, jak i w amylozach, 
wyst�puj� wi�zania 	-1,6-glikozydowe [25, 27], poniewa� podczas biosyntezy skrobi 
niezb�dne jest działanie enzymów rozgał�ziaj�cych i usuwaj�cych rozgał�zienia. 
Alternatyw� produkcji amylozy poprzez wysokoamylozowe mutacje jest stosowanie 
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enzymów usuwaj�cych rozgał�zienia oraz odpowiednich metod oczyszczania 
powstałych produktów hydrolizy [28].  

Skrobia pozbawiona rozgał�zie� jest materiałem bardziej jednolitym ni� glukany 
rozgał�zione, jednak wpływ długo�ci ła�cuchów skrobiowych na jej wła�ciwo�ci jest 
bardzo du�y. W praktycznym zastosowaniu otrzymywanych w ten sposób preparatów 
wykorzystuje si� łatwo�� retrogradacji, jakiej podlegaj� nierozgał�zione glukany 
skrobiowe [8]. Zretrogradowana skrobia zaliczana jest bowiem do skrobi opornych i 
mo�e słu�y� jako składnik wielu produktów dietetycznych [4]. 

Pomimo korzystnych efektów �ywieniowych, jakie wywiera skrobia oporna, 
tendencja do retrogradacji oraz słaba rozpuszczalno�� liniowych cz�steczek 
skrobiowych ogranicza zakres wykorzystania skrobi pozbawionej rozgał�zie� i 
powoduje, �e do zastosowa� w technologii �ywno�ci i chemii powinna by� ona 
modyfikowana, podobnie jak to ma miejsce w przypadku amylozy [30]. Takie 
preparaty mog� z powodzeniem słu�y� do tworzenia jadalnych błonek lub 
mikrokapsułek ró�nego rodzaju zwi�zków chemicznych [12]. Skrobia pozbawiona 
rozgał�zie� mo�e by� tak�e stosowana do celów analitycznych. Przykładem jest 
wykorzystanie jej jako wzorca do kalibracji mas cz�steczkowych w chromatografii 
�elowej [3].  

W poprzednim etapie bada� opracowano sposób hydrolizy skrobi ziemniaczanej 
przy zastosowaniu preparatu Pulluzyme 750 L w celu wydzielenia z niej długich 

ła�cuchów amylozowych [13]. Wst�pnie u�yta metoda rozdziału glukanów 
skrobiowych w kolumnie chromatograficznej nie pozwoliła jednak na uzyskanie 
wystarczaj�cej liczby próbek do celów praktycznych.  

Celem podj�tych bada� było zaproponowanie nowej metody uzyskiwania 
hydrolizatów skrobi ziemniaczanej pozbawionych rozgał�zie�. 

Materiał i metody bada� 

Na podstawie danych literaturowych o mo�liwo�ci rozdziału glukanów przez 

samoczynne wytr�canie z roztworu [31], podj�to prób� uzyskiwania liniowych 
glukanów przez ich wytr�canie z roztworu skrobi w 20% DMSO poddanej działaniu 

pululanazy. Proces ten przebiegał 3-etapowo, przy czym ostatni� frakcj� uzyskano 
przez wytr�canie amylozy butanolem-1. W otrzymanych frakcjach oznaczano 

zawarto�� liniowych ła�cuchów skrobiowych, wielko�� cz�steczek, podatno�� na 
retrogradacj� i przemiany fazowe metod� DSC.  

W celu uzyskania mo�liwie najwi�kszej liczby liniowych produktów hydrolizy, 
40 g handlowej skrobi ziemniaczanej (Superior) zadawano 400 cm3 DMSO przy 
ci�głym mieszaniu mieszadłem magnetycznym przy 200 obr./min, uzyskuj�c jednolit� 
zawiesin�, któr� ogrzewano do temp. 70oC i w tej temperaturze przetrzymywano 24 h. 
Powstały roztwór przenoszono ilo�ciowo do kolby i dopełniano do obj�to�ci 2 dm3 
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0,1M buforem octanowym o pH 5. Cało�� podgrzewano do temp. 70oC w dalszym 
ci�gu mieszaj�c. Po 24 h roztwór ochładzano do temp. 50oC i w tej temperaturze 
prowadono przez 72 h hydroliz� z dodatkiem l cm3 preparatu Pulluzyme 750 (ABM 
Chemicals, Anglia). Po tym czasie proces przerywano, roztwór chłodzono do temp. 20 
±2°C i umieszczano w chłodziarce do wytr�cenia pierwszej frakcji produktów 

hydrolizy. Po 48 h powstały osad odwirowywano w ci�gu 10 min przy 4000 obr./min 
(wirówka MPW 341) i przemywano go dwukrotnie 96% etanolem, odwirowuj�c przez 

5 min po ka�dym przemyciu. Zbierano osad I z naczy�ka wirówkowego i suszono 24 h 
w temp. 20 ±2°C, po czym rozdrabniano w mo
dzierzu uzyskuj�c frakcj� I. Otrzymany 
po odwirowaniu frakcji I supernatant pozostawiano na 120 h w chłodziarce do dalszego 

str�cenia osadu (frakcja II) o przewidywanym innym składzie jako�ciowym. Dalsze 
post�powanie z uzyskanym osadem przebiegało analogicznie jak przy frakcji I. 

Supernatant II, otrzymany po odwirowaniu frakcji II, podgrzewano do temp. 70oC i w 
tych warunkach, zadawano butanolem-1 przy ci�głym mieszaniu w celu utworzenia 

kompleksu amylozowo-butanolowego. Ogrzewanie w tej temperaturze prowadzono 1 
h, po czym roztwór stopniowo schładzano do około 20oC i umieszczano go na 48-72 h 
w chłodziarce, do wytr�cenia si� kompleksu amylozowo-butanolowego. Z kolei 
odwirowywano osad III i stosuj�c podobn� procedur� jak w przypadku osadu I i II, 

uzyskiwano frakcj� III. Otrzymane frakcje II i III suszono podobnie jak frakcj� I, 
wa�ono i przechowywano do dalszych analiz. 

Zawarto�� amylozy w skrobi i poszczególnych frakcjach okre�lano metod� 
Morrisona i Laigneleta [16]. 

Analiz� chromatograficzn� prowadzono przy zastosowaniu chromatografii 
�elowej (GPC). Zestaw do bada� składał si� z 4 kolumn o �rednicy 16 mm i 
długo�ciach : 35, 88, 88 oraz 86 cm, wypełnionych Sephacrylem (Pharmacia) 

odpowiednio S-200, S-200, S-500 i S-1000. Standardem były pululany (Shodex 
Standard, Macherey - Nagel) w ilo�ci po 5 mg P – 10, 50, 200 i 800, o masach 

cz�steczkowych odpowiednio 122·102, 48·103, 186·103 i 853·103 Da. Wymienione 
standardy rozpuszczano w 2,5 cm3 wody destylowanej i nanoszono na kolumny [20]. 
Analiz� chromatograficzn� próbek skrobi ziemniaczanej i frakcji I-III prowadzono w 
temp. 20 ±2°C, po naniesieniu na kolumn� 50 mg nawa�ki rozpuszczonej w 4 cm3 
DMSO, stosuj�c jako eluent 0,005M roztwór Na2CO3 o szybko�ci przepływu �rednio 
16,5 cm3/h. Z kolumn eluent przepływał przez detektor refraktometryczny do 

kolektora, gdzie był rozdzielany na 130 frakcji o obj�to�ci 5 cm3.  
Analiza frakcji uzyskanych po rozdziale chromatograficznym obejmowała 

oznaczanie zawarto�ci sumy w�glowodanów metod� antronow� [15], pomiar 
absorbancji kompleksu jodowo-skrobiowego przy długo�ciach fali 525 nm i 640 nm 
[20] oraz oznaczanie zawarto�ci amylozy [5]. Na podstawie uzyskanych rozkładów 
wyliczano wagowo �rednie masy cz�steczkowe. 
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Proces kleikowania badano metod� ró�nicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) 
według metodyki Fredrikssona i wsp. [4] z modyfikacj� własn�. Oznaczanie 

prowadzono w ró�nicowym kalorymetrze skaningowym firmy Shimadzu. Do 
aluminiowego naczy�ka odwa�ano 5 mg skrobi (w przeliczeniu na such� substancj�) 
oraz wod� w stosunku ilo�ciowym 1: 2, po czym mieszano oba komponenty cienk� igł� 
w celu uzyskania jednolitej mieszaniny. Nast�pnie naczy�ko hermetycznie zamykano i 

pozostawiano na 2 h w celu hydratacji skrobi. Po tym czasie umieszczano je w 
kalorymetrze i ogrzewano od temp. 20 do 180oC z szybko�ci� 10oC/min. Próbk� 

odniesienia było puste naczy�ko o tych samych parametrach geometrycznych i 
materiałowych. Z otrzymanych termogramów odczytywano charakterystyczne dla 
procesu kleikowania nast�puj�ce temperatury: pocz�tku kleikowania – To, maksimum 
piku – Tm i ko�ca przemiany – Tf oraz wyznaczano entalpi� kleikowania – �H. 

Stopie� retrogradacji skrobi oznaczano metod� Whistlera [29] zmodyfikowan� 
przez Gambu� [5]. Dodatkowo przeprowadzano badania endotermicznych przemian 
zretrogradowanej skrobi przy zastosowaniu DSC zgodnie z metodyk� Sieverta i 
Würscha [23]. Hermetycznie zamkni�te naczy�ka aluminiowe z �elem skrobiowym 
utworzonym podczas przechowywania kleików skrobiowych schładzano do temp. 8oC i 
przechowywano w tej temperaturze przez 24, 48 i 168 h. Po okre�lonym czasie 
naczy�ka ponownie umieszczano w kalorymetrze i ogrzewano od temp. 20 do 180oC z 
szybko�ci� ogrzewania 10oC/min. Z uzyskanych termogramów odczytywano 
nast�puj�ce temperatury: pocz�tku topnienia krystalitów skrobiowych – To, maksimum 
piku przemiany – Tm, ko�ca przemiany – Tf. Analogicznie do procesu kleikowania 
wyznaczano tak�e entalpi� topnienia krystalitów w �elu skrobiowym – �H. 

Wyniki i dyskusja 

W naturalnej (wyj�ciowej) skrobi ziemniaczanej oznaczono 28% amylozy (tab. 1) 
i 29% metod� GPC (rys. 1b). W zwi�zku z przewag� amylopektyny stopie� 
retrogradacji 1% kleików tej skrobi był ograniczony zarówno st��eniem amylozy, jak i 

długo�ci� jej ła�cuchów (rys. 1b) [19]. Niezale�nie od temperatury przechowywania 
kleików, po 48 h pozostał on na takim samym poziomie jak po pierwszej, tzn. około 
3% skrobi uległo retrogradacji w temp. 20oC i około 6% zretrogradowało w temp. 8oC 
(tab. 1). We wczesnym stadium przechowywania retrograduje głównie amyloza [14], 
dlatego te� nale�y przypuszcza�, �e wyra
ny wzrost retrogradacji po 168 h w temp. 
8oC (tab. 1) jest wynikiem wspólnej rekrystalizacji amylozy i bocznych ła�cuchów 
amylopektyny [18, 24] . 

Podczas kleikowania wyj�ciowej skrobi ziemniaczanej oznaczono dosy� w�ski 
zakres temperatury tej przemiany cieplnej od 63,3 do 79,4oC (przy ró�nicy temperatur 
�T = 16,1oC) (tab. 2), co �wiadczy o podobnej strukturze rejonów krystalicznych [4] w 
tej skrobi. Zarówno wysoka temperatura pocz�tku kleikowania, jak i du�a entalpia tego 
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procesu (17,6 J/g) dowodz� du�ej krystaliczno�ci skrobi, spowodowanej 
krystaliczno�ci� amylopektyny. Jak bowiem twierdz� Tester i Morrison [26], entalpia 
kleikowania (�H) jest miar� całkowitej krystaliczno�ci amylopektyny, czyli miar� 
ilo�ci i jako�ci krystalitów skrobi.  
 

T a b e l a  1 
 
Wyniki pomiarów kompleksu jodowo-skrobiowego przy długo�ci fali 635 nm oraz stopnia retrogradacji 
[%] 1% wodnych kleików 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. 
 

20˚C 8˚C -20˚C 
Stopie� retrogradacji 

Retrogradation degree 
[%] 

Nazwa próbki 
Sample 

Zawarto�� 
amylozy 
Amylose 

content [%] 

Czas 
przechowywa

nia 
Storage 
duration 

[h] Ekstynkcja / Extinction 20˚C 8˚C -20˚C 

       
1 1,2267      

24 1,1882 1,1518 0,8551 3,1 6,1 30,3 
48 1,1882 1,1470  3,1 6,5  

Skrobia 
ziemniaczana 
Potato starch 

28 

168 1,1875 0,9556  3,2 22,1  
1 1,1297      

24 1,0134 0,7805 0,0251 10 31 98 
48 1,0058 0,7183  11 36  

Frakcja I 
Fraction I 

33 

168 0,8548 0,4477  24 60  
1 0,8018      

24 0,7594 0,7726 0,0309 5,3 3,5 96,1 
48 0,7636 0,7688  5,3 4,9  

Frakcja II 
Fraction II 

21 

168 0,7187 0,6874  6,3 14,3  
1 1,1956      

24 0,1777 0,0633 0,0334 85 95 97 
48 0,0941 0,0215  92 98  

Frakcja III 
Fraction III 

62 

168 0,0514 0,0084  96 99  
 
W naturalnej skrobi uporz�dkowanie molekularne w tworzeniu podwójnej helisy jest 
znacznie wi�ksze ni� uporz�dkowanie krystalitów [6], dlatego entalpia kleikowania 
odzwierciedla głównie strat� uporz�dkowania podwójnej helisy [1]. W warunkach, w 

jakich badano proces retrogradacji w ró�nicowym kalorymetrze skaningowym, tj. przy 
wzro�cie temp. od 20 do 180oC była odwracalna tylko retrogradacja amylopektyny [7], 
a du�e agregaty utworzone z cz�steczek amylozy i amylopektyny były termicznie 
bardziej labilne ni� agregaty z samej amylozy[10]. Oznaczona niewielka entalpia 
topnienia po 24 h (�H = 1,72 J/g) i o 13oC ni�sza temperatura pocz�tku tej przemiany 
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cieplnej, w porównaniu z temperatur� pocz�tku kleikowania (tab. 2 i 3), �wiadcz� o 
topnieniu takich wła�nie krystalitów, utworzonych głównie z bocznych odgał�zie� 
amylopektyny, a nie z długich ła�cuchów amylozy ziemniaczanej (o wagowo �redniej 
masie cz�steczkowej 3,38�106 g/mol) (rys. 1a), która w dalszym ci�gu nie wytr�ciła si� 
z roztworu i tworzyła kompleks z jodem (tab. 1), a wi�c w bardzo małym stopniu uległa 
procesowi rekrystalizacji.  
 

T a b e l a  2 
 
Wyniki pomiarów entalpii kleikowania oraz temperatur charakterystycznych dla tej 
przemiany, wyznaczone metod� 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 

 

Kleikowanie / Gelatinisation Nazwa próbki 
Sample To 

[ºC] 
Tm 

[ºC] 
Tf 

[ºC] 
�H 

[J/g s.s.] 

Skrobia naturalna 
Native starch 

63,3 67,8 79,4 17,6 

Frakcja I 
Fraction I 

46,6 68,7 78,1 4,5 

Frakcja II 
Fraction II 

47,4 61,4 74,1 4,8 

Frakcja III 
Fraction III 

W warunkach pomiaru �H < 1 [J/g s.s.] 
Under applied conditions �H < 1 [J/g s.s.] 

 
Natomiast stwierdzono wyra
n� zmian� entalpii topnienia po 168 h, gdy� post�powała 
retrogradacja amylopektyny, która jest procesem długotrwałym [14, 19], a dodatkowo było 

mo�liwe oznaczenie topnienia krystalitów utworzonych przez sam� amyloz� (tab. 3). 
We frakcji I, uzyskanej przez samorzutne wytr�cenie si� z roztworu ła�cuchów 

skrobiowych po działaniu enzymu pululanazy, oznaczono �rednio około 34% amylozy, 

zarówno przez zastosowanie metody GPC (rys. 2b), jak i tradycyjnej metody barwienia 
z jodem (tab. 3). Zgodno�� wyników bada� przy stosowaniu obu tych metod 

sygnalizowano ju� w pracach wcze�niejszych [4, 9]. Wi�ksze o 6% st��enie amylozy 
we frakcji I w porównaniu z jej zawarto�ci� w wyj�ciowej skrobi ziemniaczanej miało 

wpływ na wi�kszy stopie� retrogradacji ju� po 24 h przechowywania kleików w temp. 
20 i -20oC. Godnym wytłumaczenia wydaje si� fakt oznaczenia niewielkiej ilo�ci 
amylozy (34%) w osadzie, który najszybciej spontanicznie wytr�cił si� z roztworu, tj. 
po 48 h przechowywania hydrolizatu w chłodziarce, w temp. 8oC. Najbardziej 
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prawdopodobnym wyja�nieniem tego zjawiska jest niecałkowite usuni�cie rozgał�zie� 
w cz�steczkach skrobi przez enzym pululanaz�.  
 

T a b e l a  3 
 
Wyniki pomiarów entalpii rekrystalizacji skrobi ziemniaczanej i uzyskanych frakcji oraz temperatur 
charakterystycznych dla tej przemiany metod� DSC. 
Enthalpy of melting and phase transition temperatures for recrystallised natural potato starch and 
fractions, acquired by DSC. 
 

Retrogradacja / Retrogradation 

24 h 48 h 168 h Nazwa  
próbki 
Sample To 

[ºC] 
Tm 
[ºC] 

Tf 
[ºC] 

�H 
[J/g 
s.s.] 

To 
[ºC] 

Tm 
[ºC] 

Tf 
[ºC] 

�H 
[J/g 
s.s.] 

To 
[ºC] 

Tm 
[ºC] 

Tf 
[ºC] 

�H 
[J/g 
s.s.] 

Skrobia 
ziemniaczana 
Potato starch 

50,2 59,1 70,5 1,72 34,8 57,1 77,4 6,73 
36,9 

 
163,5 

55,4 
 

168 

82,5 
 

172 

9,72 
 

0,55 

Frakcja I 
Fraction 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 

Frakcja II 
Fraction II 

35,7 51,5 79,3 4,97 38,6 51,4 79,7 5,07 37,8 49,7 76,6 5,59 

Frakcja III 
Fraction III 

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

 
Niektóre fragmenty amylopektyny zmniejszyły si� do rozmiarów ła�cuchów 

amylozy, której wagowo �rednia masa cz�steczkowa wynosiła 1,41�104 g/mol, a 
wagowo �rednia masa cz�steczkowa amylopektyny zmniejszyła si� z 8,42�106 g/mol w 
skrobi naturalnej do 2,84�106 g/mol we frakcji I (rys. 2). Ze wzgl�du wi�c na wi�ksz� 
ruchliwo�� zwi�zan� z małymi rozmiarami, fragmenty te mogły szybciej utworzy� 
zarodki krystalizacji czy te� podwójne helisy z cz�steczkami amylozy i razem z ni� 
wytr�ci� si� z roztworu [32]. Oznaczona przy u�yciu GPC niewielka wagowo �rednia 
masa cz�steczkowa tej frakcji (2,34�104 g/mol), jak i niewielka masa cz�steczkowa 
zawartej w niej amylopektyny (2,84�104 g/mol) w pełni przemawiaj� za t� hipotez� (rys. 
2b). 
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Badaj�c proces kleikowania glukanów zawartych we frakcji I metod� DSC, 
okre�lono znacznie ni�sz� temperatur� pocz�tku kleikowania, jak i szerszy zakres 

temperatury tej przemiany (31,4oC) oraz czterokrotnie mniejsz� entalpi� kleikowania 
(�H = 4,5 J/g) ni� w wyj�ciowej skrobi naturalnej (tab. 2), co �wiadczy o mniejszej 
całkowitej krystaliczno�ci tej frakcji [26] i niejednorodno�ci rejonów krystalicznych 
[4].  

 
Rys. 1a. Suma cukrów oraz zdolno�� wi�zania jodu przez frakcje skrobi ziemniaczanej uzyskane po 

rozdziale w kolumnach chromatograficznych GPC. 
Fig. 1a. The amount of total carbohydrates and the ability of potato starch fractions, obtained from 

native potato starch using GPC, to bind iodine. 
Rys. 1b. Rozkład mas cz�steczkowych amylozy i rozgał�zionych glukanów skrobi ziemniaczanej.  
Fig. 1b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in native potato 

starch. 
 
Jak ju� wcze�niej zaobserwowali Fredriksson i wsp. [4], wielko�� entalpii 

kleikowania skrobi jest �ci�le skorelowana z wielko�ci� entalpii jej retrogradacji. 
Zgodnie z powy�szymi obserwacjami entalpia topnienia, podobnie jak entalpia 
kleikowania krystalitów utworzonych z cz�steczek skrobi we frakcji I, były mniejsze w 

porównaniu ze skrobi� wyj�ciow�, niezale�nie od czasu przechowywania �elu (tab. 3). 
Jednak w miar� upływu czasu jego przechowywania entalpia topnienia (�H) wzrastała, 



PRÓBA ZASTOSOWANIA PULLULANAZY DO OTRZYMYWANIA LINIOWYCH GLUKANÓW... 49 

co �wiadczy o post�puj�cym procesie rekrystalizacji �elu. Obserwowana przemiana 
fazowa dotyczyła głównie krystalitów utworzonych przez rekrystalizacj� ła�cuchów 
amylozy, czego dowodzi wysoka, powy�ej 100oC, temperatura pocz�tku tej przemiany 
(tab. 3).  

 

Rys. 2a. Suma cukrów oraz zdolno�� wi�zania 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. Rozkład mas cz�steczkowych amylozy i rozgał�zionych glukanów skrobi zawartej we frakcji I. 
Fig. 2b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction I. 
 

We frakcji II oznaczono tylko około 20% amylozy metod� klasyczn� (tab.1) i 
około 11% metod� GPC (rys. 3a), a wi�c znacznie mniej ni� w skrobi wyj�ciowej. 
Osad ten otrzymano przez spontaniczne wytr�cenie si� cz�steczek z hydrolizatu po 96 h 

przechowywaniu go w temp. 8oC i wcze�niejszym usuni�ciu frakcji I. Były to głównie 
du�e fragmenty amylopektyny powstałe w wyniku działania pululanazy, o wagowo 

�redniej masie cz�steczkowej 7,9�104 g/mol (rys. 3b), a wi�c mniejsze od 
amylopektyny skrobi wyj�ciowej, ale wi�ksze od fragmentów amylopektyny zawartych 
we frakcji pierwszej (I). Na skutek wi�kszych rozmiarów i mniejszej ruchliwo�ci 
cz�steczki te znacznie wolniej mogły tworzy� o�rodki krystalizacji, a tym samym 
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wytr�ca� si� z roztworu [19, 32]. Z tych samych powodów w temp. 20oC nawet po 168 
h przechowywania oznaczono niewielki stopie� retrogradacji (3 lub 6%) (tab. 1), który 
zwi�kszył si� wprawdzie w temp. 8oC, ale i tak pozostał kilkakrotnie mniejszy w 
porównaniu z retrogradacj� glukanów zawartych we frakcji I (tab. 1). S�dz�c z procesu 
kleikowania tej frakcji (tab. 2), jej całkowita krystaliczno�� zwi�zana z przewag� 
cz�steczek amylopektyny [26] była zbli�ona do krystaliczno�ci frakcji I (tab. 1). 
Inaczej natomiast nast�powała rekrystalizacja obu tych frakcji, gdy� zakres temperatury 
topnienia krystalitów powstaj�cych podczas retrogradacji frakcji I był typowy dla 
amylozy, za� w przypadku frakcji II charakterystyczny dla amylopektyny. Równie� 
entalpia retrogradacji, czyli topnienia krystalitów powstałych z udziałem cz�steczek 

amylopektyny (tab. 3) odbiegała od oznaczonej w przypadku frakcji I.  

 
Rys. 3a. Suma cukrów oraz zdolno�� wi�zania 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. Rozkład mas cz�steczkowych amylozy i rozgał�zionych glukanów skrobi zawartej we frakcji II. 
Fig. 3b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction II. 
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Frakcj� III otrzymano poprzez str�cenie butanolem najkrótszych ła�cuchów 
amylozy, powstałych prawdopodobnie w wyniku działania 	-amylazy, któr� był 

zanieczyszczony preparat pululanazy [13]. Osad ten zawierał wi�c głównie liniowe 
glukany, o czym �wiadczy oznaczona w nim zawarto�� amylozy na poziomie 60%, o 

wagowo �redniej masie cz�steczkowej 8,79�103 g/mol (rys. 4b). Jak wynika z rysunku, 
we frakcji III oznaczono jeszcze około 30% glukanów, które nie tworzyły barwnego 

kompleksu z jodem, a ich �rednia wagowo masa cz�steczkowa była wi�ksza ni� 
liniowych ła�cuchów i wynosiła 1,36�104 g/mol. 

 
Rys. 4a. Suma cukrów oraz zdolno�� wi�zania 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. Rozkład mas cz�steczkowych amylozy i rozgał�zionych glukanów skrobi zawartej we frakcji III. 
Fig. 4b. The molecular weight distribution of amylose and branched glucans present in fraction III. 
 

Str�canie liniowych ła�cuchów butanolem trwało kilkadziesi�t godzin, st�d w tym 
czasie mogła zachodzi� współkrystalizacja rozgał�zionych fragmentów amylopektyny, 
które pozostały w supernatancie po sedymentacji frakcji II. Te zretrogradowane 
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fragmenty zostały odwirowane razem z kompleksami amylozowo-butanolowymi, 
tworz�c w rezultacie niejednorodn� frakcj� III. 

Ze wzgl�du na to, �e całkowite zdyspergowanie ła�cuchów amylozy lub skrobi 
wysokoamylozowych w wodzie wymaga temp. powy�ej 150oC, w warunkach 
stosowanej do oznaczania stopnia retrogradacji metody Whistlera [29] rozpuszczenie 
frakcji III nie było mo�liwe, dlatego te� zastosowano po autoklawie dodatkowe 
ogrzewanie suspensji przez 2 h w ła
ni olejowej, w temp. 160oC. Sposób ten umo�liwił 
cz��ciowe rozpuszczenie cz�steczek glukanów zawartych w tej frakcji i oznaczenie 
stopnia retrogradacji uzyskanych kleików (tab. 1). Zgodnie z oczekiwaniami uległy one 
znacznej rekrystalizacji, bo a� w 80%, ju� po 24 h przechowywania tych kleików w temp. 
20oC, a po 168 h w tej temperaturze jej warto�� zwi�kszyła si� do ponad 90%. W ni�szej 
temp. (8oC) stopie� retrogradacji był jeszcze wi�kszy i po 24 h przekraczał 90%. 

Oznaczona entalpia kleikowania wynosiła poni�ej 1 J/g, co spowodowane było 
szczególnie wysok� zawarto�ci� amylozy, niedaj�cej endotermy w badanym zakresie 

temperatur. Frakcja ta mo�e by� wi�c uznana za zretrogradowan� amyloz�, bardzo 
trudno rozpuszczaln� w wodzie nawet podczas gotowania, a zatem za rodzaj skrobi 
opornej [2]. Temperatury topnienia krystalitów amylozowych obecnych we frakcji III 
były wy�sze ni� w przypadku frakcji I, a entalpia tej przemiany kilkakrotnie 
przewy�szała warto�ci uzyskane w odniesieniu do pozostałych próbek i nie ulegała 
znacz�cym zmianom podczas przechowywania, co oznacza �e jest to preparat o du�ym 
udziale struktur krystalicznych. Nast�powało jednak pewne porz�dkowanie si� tych 
struktur, o czym �wiadczy zaw��enie zakresu temperatur przemiany fazowej �T=20oC 
po 168 h przechowywania w temp. 8oC (tab. 3).  

Preparaty tego rodzaju znajduj� zastosowanie jako �rodki poprawiaj�ce warto�� 
dietetyczn� produktów spo�ywczych, gdy� lepiej ni� błonnik pokarmowy spełniaj� 
funkcje fizjologiczne w przewodzie pokarmowym człowieka [21]. W zwi�zku z tym, 
spo�ród trzech uzyskanych frakcji hydrolizatów, frakcja III wykazała najbardziej 
interesuj�ce wła�ciwo�ci, sugeruj�ce mo�liwo�ci jej praktycznego zastosowania, a 
tak�e inspiruj�ce do dalszych bada� nad jej składem i struktur�. 

Wnioski 

1. Hydroliza skrobi ziemniaczanej preparatem Pulluzyme 750 nie spowodowała 
całkowitego usuni�cia rozgał�zie� z cz�steczek amylopektyny, co w poł�czeniu z 
działaniem 	-amylazy zawartej w tym preparacie doprowadziło do uzyskania 
trzech frakcji hydrolizatów, które ró�niły si� wagowo �redni� mas� cz�steczkow�, 
stopniem i entalpi� retrogradacji oraz endotermami przej�� fazowych. 

2. Najbardziej interesuj�ce wła�ciwo�ci funkcjonalne wykazała frakcja III, w 
najwi�kszym stopniu ulegaj�ca retrogradacji, o du�ym udziale krystalitów 
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amylozowych, znacznej entalpii i wysokich zakresach temperatury topnienia, czyli 
cechach charakterystycznych dla skrobi opornej. 
 

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 

 
S u m m a r y 

 
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 � 


