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Wiasciwosci fizykochemiczne produktow enzymatycznego
utleniania skrobi

Streszczenie

Reakcje enzymatyczne coraz czesciej uzupelniaja i zastepujg wszelkie reakcje chemicz-
ne. Sa wysoce selektywne i precyzyjne, gdyz enzymy dzialajg na konkretne grupy czy
wigzania chemiczne. Przyktadem enzyméw wykorzystywanych w procesach utleniania
sa lakazy oraz peroksydazy — ligninowa (LiP) i manganozalezna (MnP).

Niniejsza praca zostata poswigcona badaniom wiasciwosci fizykochemicznych skrobi
utlenionych enzymatycznie przy uzyciu peroksydazy ligninowej (LiP) oraz manganoza-
leznej (MnP). Badaniom zostaly poddane utlenione skrobie kukurydziane oraz ziemnia-
Czane.

Badania wykazaly, ze we wszystkich analizowanych probkach doszlo do utlenienia en-
zymatycznego. Produkty modyfikacji odznaczaly si¢ odmiennymi wlasciwosciami fizy-
kochemicznymi w stosunku do probek natywnych skrobi tego samego gatunku. Zmianie
ulegta zdolno$¢ pochtaniania wody, rozpuszczalno$é w wodzie i trwato$§¢ w wysokich
temperaturach.

Stowa kluczowe: skrobia; skrobia utleniona; utlenianie enzymatyczne; peroksydaza ligni-
nowa (LiP); peroksydaza manganozalezna (MnP)

Czesé teoretyczna

Skrobia jest gtéwnym polisacharydem zywnos$ciowym. Wystepuje w roslinach
W postaci okraglych, owalnych lub nieregularnych ziarenek, ktérych ksztalt, wielkos¢,
sktad oraz wlasciwosci fizyczne i chemiczne zalezg od gatunku rosliny. Zbudowana jest
z dwoch frakcji — amylozy (20 %) i amylopektyny (80 %). Amyloza jest polimerem linio-
wym sktadajacym si¢ z kilkuset monomeréow a-D-glukozy potgczonych wigzaniami a-1,4-
glikozydowymi. Amylopektyna z kolei posiada liczne rozgatezienia, w ktérych monomery
glukozy potaczone sa wigzaniami a-1,6-glikozydowymi.[*#2"]

Skrobia jest bialg substancja statg. Nie posiada smaku ani zapachu. Jest nieroz-
puszczalna w zimnej wodzie. Natomiast w wodzie goracej tworzy roztwor koloidalny, tak
zwany kleik skrobiowy. Po ochtodzeniu ulega on zggstnieniu. Dzieje si¢ tak dlatego, ze
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skrobia ma silne wtasciwos$ci higroskopijne. Pochtanianie wody przez ziarna skrobiowe
nastepuje nawet w do$¢ niskich temperaturach. Jest ono jednak na tym etapie prawie nie-
zauwazalne z uwagi na powolno$¢ procesu — ziarna nie zmieniajag swojego rozmiaru
i ksztaltu. Jednak w miar¢ wzrostu temperatury zaczynajg one intensywnie wigza¢ wodg,
w wyniku czego nastepuje znaczne zwigkszenie ich objetosci — w przypadku skrobi ziem-
niaczanej prawie stukrotnie.”” Zachodzacy proces nosi nazwe pecznienia. Po osiagnieciu
temperatury kleikowania, ziarna zaczynajg traci¢ swoja dotychczasowa postac i rozlewajg
si¢ wskutek rozerwania miedzy- i wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Woda
wymywa amyloz¢ z ziaren i tworzy z nig koloid. Zachodzi hydratacja — powstaja nowe
wigzania wodorowe migdzy polimerem a wodg. W wyniku dalszego podgrzewania skrobi,
dochodzi do sytuacji, w ktorej wszystkie ziarna skrobiowe traca swoja ziarnista strukture.
Temperatura, w ktorej to nastgpuje nazywa si¢ temperatura kleikowania. Powyzej tempera-
tury kleikowania skrobia nie wykazuje struktury ziarnistej. Otrzymany wodny kleik skro-
biowy posiada duza lepkos¢ i jest lekko opalizuj qcy.[zs]

Wskutek kleikowania zmienia si¢ struktura krystaliczna skrobi. Na poczatku staje
si¢ ona w wigkszym stopniu bezpostaciowa, po czasie jednak jej struktura ulega uporzad-
kowaniu, glownie poprzez odpowiednie rozmieszczenie czasteczek amylozy — dzigki mig-
dzyczasteczkowym wigzaniom wodorowym tworzg si¢ agregaty podwojnych helis. Sg one
nierozpuszczalne w wodzie i ulegaja wydzieleniu z kleiku skrobiowego w postaci dendry-
tow (mikrokrysztatow). Zjawisko to nazywa si¢ retrogradacja i jest procesem nieodwracal-
nym. Zachodzi z najwicksza szybko$cia w temperaturze od -10 °C do +20 °C. Przy czym —
im wyzsza temperatura, tym proces retrogradacji zachodzi wolniej. Nie zachodzi ona juz
w temperaturze 60—70 °C. W przeciwienstwie do amylozy, amylopektyna nie retrograduje.
Nastepstwem opisanego procesu jest znaczne zmniejszenie przestrzeni migdzyczasteczko-
wych, w wyniku czego nastgpuje wypychanie czasteczek wody ze struktury zelu czy kle-
iku. Dochodzi do odwodnienia makrostruktury i wydzielenia wody na powierzchni zelu
(zjawisko synerezy).l"?

Skrobie réznego pochodzenia kleikuja w odmiennych temperaturach — jest to wy-
nik dostarczania roéznych ilo$ci energii, zalezny od zawarto$ci amylozy w ziarnie danej
odmiany botanicznej. Im wigksza ilos¢ amylozy, tym potrzeba wigcej energii. Zwigzane
jest to ze zdolno$cig amylozy do tworzenia agregatow i wydzielania sie z roztworow. %!

Dzigki swoim wiasciwosciom i tatwej dostgpnosci oraz niskiej cenie skrobia jest
szeroko stosowana w wielu galgziach przemystu. Naukowcy wcigz probujg znalez¢ kolejne
zastosowania dla tego biopolimeru. Metodami zmieniajacymi zaréwno strukturg, jak i wtas-
ciwos$ci fizykochemiczne skrobi sa jej modyfikacje. Skrobi¢ mozna modyfikowa¢ meto-
dami fizycznymi, chemicznymi, enzymatycznymi lub poprzez kombinacj¢ tych metod.
W czasie tych procesé6w dochodzi do niewielkich zmian w budowie czasteczki. Dzigki
temu zwicksza si¢ jednak pula mozliwych zastosowan powstatych produktow.?5%7]

Modyfikacje fizyczne polegaja na zmianie makrostruktury ziaren skrobiowych
badZz tez spowodowaniu rozpadu tancucha polisacharydu. Mozna do tego doprowadzic¢
dziatajac na skrobi¢ czynnikami fizycznymi takimi jak: wysoka i niska temperatura, ci$nie-
nie, ultradzwigki, promieniowanie. Najczesciej wykorzystywanymi metodami sa: termoliza
suchej skrobi oraz piroliza.[?°?"!

Metody chemiczne polegaja na wprowadzeniu do zwigzku nowych grup chemicz-
nych, zmieniajacych wlasciwosci. Do najczgsciej stosowanych metod chemicznych zalicza
sie hydrolize, utlenianie, estryfikacje i eteryfikacje.*?"* S3 one wypierane jednak coraz



Wlasciwosci fizykochemiczne produktow enzymatycznego utleniania skrobi 87

czgsciej przez metody enzymatyczne. Obecnie znana jest duza liczba opcji enzymatycznej
modyfikacji skrobi. Sg wysoce selektywne i precyzyjne, gdyz enzymy dziataja na konkret-
ne grupy czy wigzania chemiczne. Mogga zachodzi¢ w mniej drastycznych warunkach, tj.
przy nizszej temperaturze i mniejszym ci$nieniu, w srodowisku nietoksycznym w stosunku
do modyfikacji chemicznych. Ma to szczeg6lne znaczenie W przypadku stosowania produk-
tow modyfikacji skrobi w przemysle spozywczym. Skrobia modyfikowana jest bowiem
oficjalnym dodatkiem do zywnosci. Dlatego celem modyfikacji enzymatycznych skrobi jest
otrzymanie produktéw nietoksycznych, o odpowiednich wilasciwosciach reologicznych,
spetniajacych przepisy dopuszczajace je do uzycia w przygotowywaniu produktéw spo-
zywezych oraz dostosowywana do wymagan aktualnych sposobow produkcji artykutéw
spozywczych i zasad racjonalnego Zywienia.[4’27’28'30'31]

Do najwazniejszych rodzajéw modyfikacji enzymatycznych naleza: hydroliza en-
zZymatyczna oraz utlenianie enzymatyczne, ktore jest stosunkowo nowym typem przek-
sztalcen skrobi. Przyktadem enzyméw wykorzystywanych do utleniania s3 enzymy ligni-
nolityczne, a w szczegdlnosci lakazy oraz peroksydazy — ligninowa (LiP) i manganozalezna
(Mnp).[17:13-16.19222427-2931]

Celem pracy byto zbadanie wlasciwosci fizykochemicznych produktéw utleniania
enzymatycznego skrobi kukurydzianej oraz ziemniaczanej przy zastosowaniu takich metod
analizy jak: pomiar pH i przewodnictwa 1 %-owych wodnych zawiesin, badanie pochfania-
nia wody oraz rozpuszczalnosci w wodzie.

Materialy i metody

Badaniom poddano probki skrobi kukurydzianej i ziemniaczanej uprzednio pod-
dane utlenianiu enzymatycznemu. Jako odno$niki postuzyty probki natywnej skrobi kuku-
rydzianej oraz ziemniaczanej (SIGMA-ALDRICH, Poznan, Polska).

Do utleniania prébek uzyto enzymoéw takich jak: peroksydaza ligninowa (LiP)
z Phanerochaete chrysosporium (Sigma) o aktywnosci 5,3 U/mg, oraz peroksydaza man-
ganozalezna (MnP) z Nematoloma frowardii (Sigma) o0 aktywnosci 0,24 U/mg. Zestawienie
wszystkich probek wraz z dziatajagcymi na nie enzymami, ich dawka i czasem reakcji
przedstawiono w Tabeli 1.

Oznaczanie zdolnosci pochtaniania wody i rozpuszczalnoéci w wodzie™!

We weczesniej zwazonej proboéwce wirowkowej odwazono na wadze analitycznej
0,5 g skrobi utlenionej i zawieszono w 30 ml wody destylowanej. Nastepnie do probdwki
z zawiesing wrzucono mieszadetko i mieszano na mieszadle magnetycznym przez 30 mi-
nut. Po tym czasie probke odwirowano (9000 rpm, 20 minut). Supernatant zdekantowano
do wczesniej wysuszonego do suchej masy i zwazonego krystalizatora i suszono w 105 °C
przez 24 h. Nastepnie probke ochtodzono do temperatury pokojowej i zwazono. Probowke
z osadem pozostalym po zlaniu supernatantu réwniez zwazono na wadze analityczne;j.
Oznaczenie wykonywano w temperaturze 25 °C i powtorzono trzykrotnie dla kazdej z ba-
danych probek. Doktadnos$¢ oznaczania wynosita + 0,01.
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Tabela 1. Warunki utleniania enzymatycznego skrobi kukurydzianej i ziemniaczanej.

Prébka Cote |r[1hk]ubac1| Enzym I[Dj\(lg I:/E;irllzr%rgﬁ pH
Skrobia kukurydziana
K1 2 LiP 0,005 3,0
K2 4 LiP 0,005 3,0
K3 8 LiP 0,005 3,0
K4 16 LiP 0,005 3,0
K5 24 LiP 0,005 3,0
K6 2 MnP 0,005 4,5
K7 4 MnP 0,005 4,5
K8 8 MnP 0,005 4,5
K9 16 MnP 0,005 4,5
K10 24 MnP 0,005 4,5
Skrobia ziemniaczana
Z1 2 LiP 0,00232 3,0
Z2 4 LiP 0,00232 3,0
Z3 6 LiP 0,00232 3,0
Z4 2 MnP 0,0083 4,5
Z5 4 MnP 0,0083 4,5
Z6 6 MnP 0,0083 4,5

Zdolno$¢ pochtaniania wody (SP) obliczono ze wzoru 1, natomiast rozpuszczalno$§é
w wodzie (WSI) ze wzoru 2:

m -m
Sp=—"pP1"p0 Rown. 1
Mp2—(My1—Mgo) (Rown. 1)
wsI = Mk1=mko) 1100 (Rown. 2)
Mp2

gdzie my — masa probowki z osadem [g]; My — masa pustej probowki [g]; my, — masa
probki w przeliczeniu na suchg mase [g]; my; — masa krystalizatora z osadem, po suszeniu
[9]; myxo — masa pustego krystalizatora [g].

Oznaczanie pH

Pomiary pH przeprowadzono za pomoca pH-metru (model HI223, Calibration
Check Microprocessor pH Meter, HANNA INSTRUMENTS) dla 1 % roztworéw skrobi
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kukurydzianej (natywnej oraz utlenionej) oraz ziemniaczanej (natywnej oraz utlenionej)
w trzech powtorzeniach dla kazdej probki. Doktadno$¢ oznaczania wynosita + 0,1.

Oznaczanie przewodnictwa

Przewodnictwo zostalo zmierzone za pomoca konduktometru (laboratoryjny przy-
rzad wielofunkcyjny firmy Elmetron, model CX-505) dla 1 % roztworéw skrobi kukury-
dzianej (natywnej oraz utlenionej) oraz ziemniaczanej (natywnej oraz utlenionej) w trzech
powtorzeniach dla kazdej probki. Doktadnos¢ oznaczania wynosita + 0,1.

Wyniki badan
Zdolnos¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$¢ w wodzie

W Tabeli 2 zebrano obliczone za pomoca wzoréw 1 i 2 warto$ci zdolnosci pochta-
niania wody (SP) oraz rozpuszczalnosci w wodzie (WSI) dla probek utlenionej skrobi ku-
kurydzianej i ziemniaczanej.

Wyniki przedstawione na Rysunkach 1 i 2 pokazujg, ze zdolno$¢ pochtaniania
wody przez probki utlenionej enzymatycznie skrobi kukurydzianej nieznacznie zmniejszyta
si¢ w porownaniu ze skrobig natywng (KN). Jedynie probka K5 charakteryzowala si¢ nie-
wiele wyzszg zdolnoécig pochtaniania wody. Najmniejszg warto$¢ SP wykazywaty probki
K7 oraz K10 utlenione za pomoca enzymu MnP. Na podstawie uzyskanych wynikow zdol-
no$ci pochtaniania wody mozna stwierdzi¢, ze najwigksza zmiana zaszta w czasach odpo-
wiednio 4i 24 h.

Rozpuszczalnos¢ w wodzie preparatow utlenionej skrobi kukurydzianej byta wyz-
sza od rozpuszczalnosci natywnej skrobi kukurydzianej. Jedynie probka K2 (utleniana
enzymem LiP w czasie 4h) wykazywata mniejsza rozpuszczalno$¢, a probka K5 (utleniana
przez LiP w czasie 24 h) warto$¢ takg samg.

Najwyzszg rozpuszczalno$¢ wykazywaty probki K8 i K7 (utleniane enzymem
MnP w czasach odpowiednio 8 i 4 h) oraz probka K1 (utleniana przez LiP w czasie 2h).

Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze wzrost rozpuszczalnosci probek skrobi po utle-
nieniu enzymatycznym powodowal zmniejszenie zdolno$ci pochtaniania wody przez te
probki.

Wyniki przedstawione na Rysunkach 3 i 4 pokazujg, ze zdolno$¢ pochtaniania
wody przez probki utlenionej enzymatycznie skrobi ziemniaczanej zwigkszyla si¢ w sto-
sunku do natywnej skrobi ziemniaczanej (ZN). Jedynie probka Z4 (utleniana przez MnP
przez 2 h) charakteryzowata si¢ niewiele nizsza zdolno$cia pochtaniania wody. Najwieksza
SP wykazywata probka Z5 (utleniana przez MnP w czasie 4 h).

Rozpuszczalno$¢ w wodzie preparatow utlenionej skrobi ziemniaczanej (Rys. 3
i 4) byla nizsza w poréwnaniu ze skrobig natywna. Jedynie probka K1 (utleniana enzymem
LiP w czasie 2 h) byla nieco lepiej rozpuszczalna w wodzie.

Rozpuszczalno$é skrobi utlenionych za pomocg enzymu LiP byta wyzsza niz pro-
bek skrobi utlenionych za pomocg enzymu MnP.
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Tabela 2. Zdolnoé¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$é w wodzie utlenionych skrobi kukurydziane;j

i ziemniaczanej.

) Czas inkubacji Zdo.lno.éc' po- Rozpusz.czalnoéc'
Préobka Enzym Ih] chlaniania wody | w wodzie — WSI
—SP [g/g] [%0]
krobia kukurydziana
(nag/\’zl/na) - - 2,29 0,52
K1 LiP 2,04 1,57
K2 LiP 4 2,18 0,18
K3 LiP 2,12 0,69
K4 LiP 16 2,20 0,86
K5 LiP 24 2,32 0,52
K6 MnP 2,19 0,83
K7 MnP 4 1,92 1,58
K8 MnP 2,17 1,99
K9 MnP 16 2,05 1,13
K10 MnP 24 1,87 1,26
Skrobia ziemniaczana

(naé'\)'vna) . . 2,07 0,76
Z1 LiP 2 2,09 0,79
Z2 LiP 4 2,09 0,58
Z3 LiP 6 2,14 0,38
Z4 MnP 2 2,04 0,37
Z5 MnP 4 2,42 0,10
Z6 MnP 6 2,17 0,14

Na podstawie uzyskanych wynikéw (Rys. 3 i 4) mozna doj$¢ do wniosku, ze im
wigksza byta zdoIno$¢ pochtaniania wody przez probki, tym ich rozpuszczalno$¢ w wodzie
byla nizsza. Podobna zalezno$¢ wystepowata w przypadku skrobi kukurydzianej, z tym ze
pochtanianie wody malato, a rozpuszczalno$é rosta.

Analiza wynikéw pomiaréw pH i przewodnictwa

W Tabeli 3 zebrano wyniki pomiarow przewodnictwa i pH dla 1 %-owych wod-
nych zawiesin probek utlenionych skrobi kukurydzianej i ziemniaczane;.
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Rysunek 1. Zdolno$¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$¢ w wodzie utlenionych za pomocg enzy-
mu LiP skrobi kukurydzianych.

pH probek utlenionej skrobi kukurydzianej bylo nizsze od pH skrobi natywnej
(KN). Najnizszg warto$¢ pH wérod preparatow utlenionej skrobi kukurydzianej wykazywa-
fa probka K2 (utleniana przez LiP w czasie 4 h).

Probki utleniane za pomoca enzymu LiP wykazywaly nizsze wartosci pH
w stosunku do probek utlenianych za pomocg enzymu MnP. Wykazywaly wyzszy stopien
utlenienia.
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Rysunek 2. Zdolno$¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$§é w wodzie utlenionych za pomoca enzy-
mu MnP skrobi kukurydzianych.
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Rysunek 3. Zdolno$¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$é w wodzie utlenionych za pomoca enzy-
mu LiP skrobi ziemniaczanych.

Przewodnictwo 1 %-owych wodnych zawiesin probek utlenionej skrobi kukury-
dzianej bylo wyzsze od przewodnictwa zmierzonego dla skrobi natywnej. Najwickszym
przewodnictwem charakteryzowaty si¢ probki utleniane przy uzyciu enzymu LiP.

pH probek utlenionej skrobi ziemniaczanej bylo nizsze od pH natywnej skrobi
ziemniaczane;j.
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Rysunek 4. Zdolno$¢ pochtaniania wody i rozpuszczalno$¢ w wodzie utlenionych za pomoca enzy-
mu MnP skrobi ziemniaczanych.
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Tabela 3. Wartosci pH i przewodnictwa 1 %-owych wodnych zawiesin utlenionych skrobi kukury-
dzianej i ziemniaczanej.

. Czas inkubacji Przewodnictwo

Probka Enzym Ih] 1 pH [S]
Skrobia kukurydziana
(nat};\'rlvna) i i 53 81
K1 LiP 2 49 11,6
K2 LiP 4 4.4 13,2
K3 LiP 8 4,5 13,3
K4 LiP 16 4,6 14,2
K5 LiP 24 4,6 11,6
K6 MnP 2 51 9,5
K7 MnP 4 49 9,6
K8 MnP 8 51 9,8
K9 MnP 16 49 9,5
K10 MnP 24 51 9,7
Woda (W) 6,5 2,2
Skrobia ziemniaczana

(natf/tlvna) i i 6.3 6,02
Z1 LiP 2 55 6,0
Z2 LiP 4 4,4 6,8
Z3 LiP 6 55 57
Z4 MnP 2 43 6,18
Z5 MnP 4 4,4 55
Z6 MnP 6 4.4 7,1
Woda (W) 6,5 2,2

Wartosci przewodnictwa potwierdzity, ze w probkach Z6, Z2 oraz Z4 zaszto utle-
nianie. Przewodnictwo tych probek bylo wyzsze od przewodnictwa zmierzonego dla na-
tywnej skrobi ziemniaczanej.

Z poréwnania wynikow pH i przewodnictwa mozna wywnioskowaé, ze obnizeniu
pH 1 % wodnych roztworéw probek skrobi utlenionych towarzyszylo zwigkszenie prze-
wodnictwa elektrolitycznego.

WhioskKi

1. Analizy potwierdzily, ze zmiany struktury skrobi kukurydzianej towarzyszace pro-
cesami utleniania doprowadzity do zmniejszenia stopnia pochlaniania przez nig wo-
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dy oraz do zwickszenia jej rozpuszczalnosci w wodzie. W przypadku skrobi ziem-
niaczanej zaszedl proces odwrotny. Rozpuszczalnosci utlenionych produktow ulegly
pogorszeniu, a warto$ci pochtaniania wody — zwickszyly sig.

2. pH badanych probek zmniejszyto si¢ w porownaniu do ich natywnych odpowiedni-
koéw, natomiast wartosci przewodnictwa zwigkszyly sie, co potwierdza zaj$cie pro-
cesu utleniania skrobi i towarzyszace temu procesowi zmiany strukturalne i fizyko-
chemiczne.
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Physicochemical properties of products of enzymatic oxida-
tion of starch

Abstract

The enzymatic reactions increasingly replace and complement any chemical reactions.
They are highly selective and precise, because the enzymes act on specific groups or
chemical bonds. The examples of enzymes applied in the oxidation processes are
laccases, lignin (LiP) and manganese (MnP) peroxidases.

This work has been devoted to the studies on physicochemical properties of the enzy-
matically oxidized starches using lignin (LiP) and manganese (MnP) peroxidases. The
studies were performed on oxidized corn and potato starches.

The studies have shown that the enzymatic oxidation had occurred in all of the analyzed
samples. The products of modification showed different physicochemical properties in
comparison to native starch samples of the same species. The water absorption capacity,
water solubility and stability at high temperatures have been altered.

Keywords: starch; oxidized starch; enzymatic oxidation; lignin peroxidase (LiP); manga-
nese peroxidase (MnP)



