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SLEDZENIE PROCESU ZELOWANIA Z WYKORZYSTANIEM
TECHNIKI DYNAMICZNEGO ROZPRASZANIA SWIATLA
LASEROWEGO (DLS)®

Following the gelling process using dynamic light scattering technique®

Badania zostaly sfinansowane z dotacji celowej na nauke priyznanej przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyziszego™

W pracy przedstawionej w artykule zastosowano technike
dynamicznego rozpraszania Swiatla do charakterystyki pro-
cesu zelowania w ukiadzie guma konjac — guma ksantano-
wa. W przypadku wszystkich badanych ukiadow wyznaczono
punkt zelowania. Wykazano, zZe zelowanie w badanych ukila-
dach dwuskiadnikowych zachodzito dwuetapowo, co wyni-
ka z obecnosci tancuchow o roznych masach czgsteczko-
wych. Wzrost stgzenia stosowanych polisacharydow powo-
duje wzrost temperatury zelowania. Zjawiska tego nie odno-
towano w przypadku uktadu wzorcowego w postaci zelaty-
ny wieprzowej.

WPROWADZENIE

Proces zelowania odgrywa bardzo istotng role w prze-
mysle spozywczym, gdyz wiele produktéw spozywczych to
zele lub uklady, w ktorych stosowane sg substancje zelujace
w celu uzyskania odpowiedniej lepkosci majacej bezposred-
nie przetozenie na teksture produktu i wlasciwosci senso-
ryczne [1]. Jednym z najbardziej rozpowszechnionych bio-
polimerow tworzacych zele jest zelatyna. Oprdocz niej sto-
sowane sg rowniez biatka serwatkowe, karagen, agar, a tak-
ze rozne rodzaje skrobi. Wykorzystywane sa réwniez polisa-
charydy takie jak guma konjac czy guma ksantanowa, kto-
re samodzielnie nie zelujg lub proces zelowania z ich udzia-
tem zachodzi w specyficznych warunkach, tj. w obecnosci
zasad [8,13].

Guma konjac jest roslinnym glukomannanem pozy-
skiwanym z bulw gatunku Amorphophallus konjac. Jed-
nostki D-glukozy 1 D-mannozy potaczone wigzaniem
B-1,4-glikozydowym pozostajg w stosunku 1:1.6 [19]. Na-
tomiast guma ksantanowa jest zewnatrzkoméorkowym poli-
sacharydem produkowanym przez bakterie Xanthamonas

In this work was used the dynamic light scatterig technique
to characterisation gelling process in konjac gum — xanthan
gum systems. In the case of all research systems the gelling
point was determined. It was shown that in two-component
research systems the gelling was two-step process, what was
caused by presence of chains wiht different molar mass.
Increase using polysaccharides concentration cause the
increase of gelling temperature. This phenomenon has not
been observed in the case of a standard system with porcine
gelatine.

campestris. Celulozowy tancuch gléwny utworzony z D-
glukozy jest regularnie podstawiony przez trisacharydo-
we lancuchy boczne: mannoza, kwas glukuronowy, manno-
za. Koncowe jednostki mannozy moga dodatkowo zawierac
kwas pirogronowy, natomiast poczatkowe mogg posiadac
przytaczone grupy aceltylowe [4,14].

W celu otrzymania charakterystyki zelowania roztwo-
réow biopolimeréw najczesciej wykorzystuje si¢ roznico-
wa kalorymetri¢ skaningowa (DSC) [3,11]. W tym przy-
padku analiza badanego uktadu odbywa si¢ wobec ukta-
du kontrolnego o zdefiniowanej pojemnosci cieplnej w ba-
danym zakresie temperaturowym. Wielkoscia mierzona
jest roznica ilosci ciepta niezbgdna do zapewnienia linio-
wych zmian (wzrost lub spadek) temperatury badanego ukta-
du w funkcji temperatury. Do tego celu mozna rowniez za-
stosowac reometri¢ rotacyjng. Na podstawie zmian lepko-
$ci pozornej badanego uktadu zachodzacych na skutek pod-
wyzszania, a nastgpnie obnizania temperatury mozliwe jest
okreslenie temperatury zelowania. Uzyskanie tego typu in-
formacji mozliwe jest rowniez przy wykorzystaniu badan
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oscylacyjnych, w ktérych procedura pomiarowa sktada si¢
z dwoch etapow. Pierwszy polega na wyznaczeniu obsza-
ru liniowej lepkosprezystoséci dla badanego uktadu i wybo-
rze nieniszczacej wartosci oscylacji $cinajagcych. W drugim
etapie badang probke poddaje si¢ dziataniu wybranej czesto-
tliwoéci w warunkach obnizania temperatury w odpowied-
nio dobranym zakresie. Na podstawie punktu przecigcia G’
i G” wyznacza si¢ temperatur¢ zelowania badanego ukta-
du [3,10,12,18]. Interesujaca technika, ktdra mozna zasto-
sowaé¢ do monitorowania przebiegu procesu zelowania jest
dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS). Technika ta stan-
dardowo jest stosowana w celu okreslenia wielkoSci czaste-
czek znajdujacych si¢ w roztworze na podstawie parametrow
funkcji autokorelacji [15,16]. W przypadku niniejszych ba-
dan wyznaczenie punktu zelowania nastgpuje na podstawie
obserwacji zmian liczby fotonéw rozpraszanych przez tan-
cuchy obecne w badanym roztworze przy zapewnieniu linio-
wego spadku temperatury uktadu [17].

Celem artykulu jest przedstawienie mozliwosci wy-
korzystania techniki dynamicznego rozpraszania Swiatla
(DLS) do wyznaczania punktu Zelowania hydrokoloidéw
spozywczych oraz analiza wynikow badan dotyczacych
zdolnosci zelowania gumy konjac i gumy ksantanowej.

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy stanowily handlowe preparaty gumy
konjac (AGRO-SMAK, Dgbe—Kolonia, Polska) — $red-
nia wagowo masa czasteczkowa M =9.9-10° g-mol”, $red-
nia liczbowo masa czasteczkowa M =6.2-10° g-mol”, poli-
dyspersja=1,6 1 preparat gumy ksantanowe]j (Regis, Boch-
nia, Polska) — MW:19,6-105 g'mol”, M =0,022 g-mol", po-
lidyspresja=871. Srednie masy molowe zostaly wyznaczone
z wykorzystaniem chromatografii zelowej, zgodnie z meto-
dyka zaproponowana przez Lukasiewicza i Kowalskiego [7].
Zelatyne wieprzowa (Gellwe, Zabierzow, Polska) wykorzy-
stano jako materiat odniesienia.

Wodne roztwory badanych hydrokoloidéw przygotowy-
wano przy wykorzystaniu obydwu hydrokoloidéw w stosun-
ku 1:1, przy catkowitym ich st¢zeniu wynoszacym 0,0025;
0,005; 0,01 g/100 mL. Prébki wytrzasano w temperaturze
60°C przez 4 godziny. Stezenia roztworow zelatyny wieprzo-
wej byly analogiczne jak w przypadku prob wiasciwych.

Charakterystyke procesu zelowania i wyznaczenie punk-
tu zelowania badanych roztwordéw (temperatury przemia-
ny typu sol-zel) przeprowadzono z wykorzystaniem zesta-
wu do dynamicznego rozpraszania $wiatla. Zestaw zlozo-
ny byl z goniometru Brookhaven DLS/SLS BI-160 z cyfro-
wym autokorelatorem BI-9000AT (Brookhaven, New York,
USA). Jako zrodto $wiatta zastosowano laser na ciele statym
(JDSU, CDPS532M-050) o mocy wyjsciowej wynoszacej
50 mW i dhugosci fali A=532 nm. Wszystkie pomiary byty
prowadzone przy kacie pomigdzy wigzka swiatta laserowego
a ramieniem goniometru ze zintegrowanym detektorem, kto-
ry wynosit 90°. Tlo$¢ zliczen fotonéw w czasie monitorowa-
no w sposob ciagly przy spadku temperatury o 0,83K/minu-
te od poczatkowej temperatury probki wynoszacej 60°C do
10°C. Po uptywie tego czasu i osiggnieciu temperatury 10°C
pomiar kontynuowano utrzymujac temperature probki na po-
ziomie 10°C przez 30 minut.

WYNIKI | DYSKUSJA

Na rysunku 1 przedstawiono zalezno$¢ liczby zliczen
fotonow trafiajacych do detektora w czasie, dla roztworu zela-
tyny wieprzowej o stezeniu 0,01 g/100mL (uktad wzorcowy),
przy obnizaniu temperatury rozpoczgtym od 60°C. Poczat-
kowo pomimo zmniejszajacej si¢ temperatury liczba zliczen
utrzymywata si¢ na poziomie wynoszacym okoto 18-10° na
sekunde. Ponizej temperatury 25°C zaobserwowano stopnio-
wy przyrost liczby zliczen w czasie. Po osiggnigciu tempera-
tury 20°C nastapit gwattowny wzrost liczby zliczen fotonow.
Przy dalszym obnizaniu temperatury wartosci tego parame-
tru rosty, a maksymalng warto$¢ (31,22-10°) zarejestrowano
w temperaturze 10,2°C (tab. 1). Po przekroczeniu tego punktu
nastgpuje gwattowny spadek liczby zliczen. Opisany wzrost
i pozniejszy spadek liczby zliczen mozna zaobserwowaé w
postaci wyraznego piku (rys.1). Po pewnym czasie w tempera-
turze 10°C zaobserwowano plateau utrzymujace si¢ na pozio-
mie ilo$ci zliczen wynoszacym okoto 20-10° na sekunde. Ba-
dania wykonano rowniez dla stezen 0,0025 1 0,005 g/100mL
uzyskujac w obydwu przypadkach maksimum zliczen
w temperaturze 10,1°C (tab. 1). Opisane obserwacje sa zgod-
ne z mechanizmem zaproponowanym przez Shibayama i No-
risuye [15]. Idea pomiaru z wykorzystaniem metody dyna-
micznego rozpraszania §wiatla i charakterystyka zmian za-
chodzacych podczas zelowania zostala przedstawiona na ry-
sunku 2. W pierwszym etapie (I) istniejg tancuchy polime-
ru luzno rozproszone w roztworze. Oddziatywania pomiedzy
nimi s niewielkie.
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Rys. 1. Zaleznos¢ ilosci zliczen fotonéw w funkeji czasu
przy spadku temperatury — Zelatyna wieprzowa
stezenie 0,005g/100mL.

Fig. 1. Dependence of amount of photon count rate as
a function of time with decreasing temperature
— porcine gelatine concentration 0,005g/100mL.

Zrédlo: Badania whasne

Source: The own study

Intensywnos$¢ fluktuacji i warto$¢ liczby zliczen zwia-
zana jest ze stopniem polidyspersji i rozmiarem czasteczek
obecnych w roztworze. W drugim etapie (II) wraz ze spad-
kiem temperatury czasteczki zaczynajg agregowac, co obja-
wia si¢ zwigkszeniem intensywnosci zliczen. Wytworzenie
uporzadkowanej sieci powoduje znaczne ograniczenie ru-
chomosci czgsteczek, a liczba zliczen ulega zmniejszeniu.

W trzecim etapie (III) liczba zliczen stabilizuje si¢ — sie¢

jest w petni uformowana. Liczba zliczen jest wigksza niz
w pierwszym etapie, a fluktuacje mniejsze. Spowodowane
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jest to wytworzeniem uporzadkowanej sieci polaczen, kto-
ra mocniej rozprasza $wiatto niz pojedyncze czasteczki. Na-
tomiast ograniczona mozliwo$¢ przemieszczania si¢ czaste-
czek wzgledem siebie ma odzwierciedlenie w stabilnej licz-
bie zliczen.

Tabela 1. Temperatury zelowania badanych ukladow
biopolimerowych w zalezno$ci od stezenia

Table 1. Gelling temperature of research biopolymer
systems depending on

. Punkt zelowania
Cz:lk.ow.lte Zelatyna .
stezenie wieprzowa Guma konjac + guma ksantanowa
probki
T T T2
9/100 mL °C °C °C
0,0025 10,1 18,5 13,0
0,005 10,1 20,1 14,6
0,01 10,2 21,5 16,0

Zrodlo: Badania wlasne

Source: The own study
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Rys. 2. Schemat przemian zachodzacych w procesie ze-
lowania przy $ledzeniu zmian z wykorzystaniem
dynamicznego rozpraszania Swiatla.

Fig. 2. Diagram of transformations occurring in the gel-
ling process with tracking changes using dynamic
light scattering.

Zrédlo: Na podstawie badan Shibayama i Norisuye (2002) [15]
Source: Based on Shibayama and Norisuye (2002) reasearch [15]

W przypadku roztworu gumy ksantanowej przeprowa-
dzone doswiadczenie wykazalo, Ze proces zelowania nie za-
chodzi. Uzyskana liczba zliczen fotonow oscylowata w za-
kresie od 50-10° do 200-10° na sekund¢ (Rys. 3). Nie zaob-
serwowano piku $wiadczacego o przemianie typu zol-zel.
W trakcie trwania eksperymentu wraz ze spadkiem tempera-
tury probki zaobserwowano stopniowe, powolne zmniejsze-
nie liczby zliczen. Zjawisko to spowodowane jest ogranicze-
niem ruchomosci czasteczek obecnych w roztworze wynika-
jacym z obnizenia temperatury, a co za tym idzie spadkiem
ich energii kinetycznej. Duze fluktuacje liczby zliczen w cza-
sie zwigzane sg z duza polidyspersja czasteczek gumy ksan-
tanowej. Zmiana st¢zenia badanego roztworu hydrokoloidu
nie wpltywa na zmiang obserwowanego zachowania.
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Rys. 3. Zaleznos$¢ ilosci zliczen fotonéw w funkcji cza-
su przy spadku temperatury —guma ksnatanowa
stezenie 0,005¢/100mL.

Fig. 3. Dependence of amount of photon count rate as
a function of time with decrease of temperature
—xanthan gum concentration 0,005g/100mL.

Zrédlo: Badania whasne

Source: The own study

Analiza przeprowadzona dla roztworu gumy konjac wy-
kazata, ze podobnie jak w przypadku gumy ksantanowej nie
zaobserwowano procesu zelowania. Otrzymany wykres za-
leznos$ci zmian liczby zliczen fotondw w czasie nie zawie-
ra wyraznych maksimow. I1os¢ zliczen ksztaltuje si¢ na niz-
szym poziomie niz w przypadku roztworu gumy ksantano-
wej 1 zwigzane jest to z mniejsza masa czasteczkowa tancu-
chow gumy konjac. Obserwowane fluktuacje w obrebie ilosci
zliczen sa mniejsze niz w przypadku gumy ksantanowej, co
wynika ze znacznie mniejszej polidyspersji czasteczek tego
hydrokoloidu. Podobnie jak w przypadku gumy ksantano-
wej zmniejszenie lub zwigkszenie zawartosci hydrokoloidu
w roztworze nie indukuje procesu zelowania.
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Rys. 4. Zaleznos$¢ ilosci zliczen fotonéow w funkeji czasu
przy spadku temperatury — guma konjac stezenie
0,005g/100mL.

Fig. 4. Dependence of amount of photon count rate as a
function of time with decrease of temperature —
konjac gum concentration 0,005g/100mL.

Zrédlo: Badania wasne

Source: The own study

Badania prowadzone z wykorzystaniem dynamicznego
rozpraszania $§wiatta ujawnity, ze proces zelowania zacho-
dzi w roztworach bgdacych mieszaning gumy konjac i gumy
ksantanowej (rys. 5). Jest to zgodne z doniesieniami badaczy,
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ktorzy wykazali istnienie interakcji, wystepujacych pomigdzy
fancuchami tych hydrokoloidow, umozliwiajacych tworzenie
termoodwracalnych zeli [2,5,9]. Ksztaltowanie uporzadko-
wanej struktury zelu odbywa si¢ przy udziale fragmentow tan-
cucha gtéwnego gumy konjac zawierajacego reszty glukozy,
ktore wiaza sie z tancuchem celulozowym gumy ksantano-
wej [5,9]. W przypadku mieszaniny tych gum zaobserwowa-
no, ze poczatkowo liczba zliczen fluktuuje, co zwigzane jest
z obecnos$cig dwoch hydrokoloidow o roznych masach cza-
steczkowych. W temperaturze okoto 27°C nastgpuje wyraz-
ne ograniczenie fluktuacji, jak rowniez spadek liczby zliczen.
Podczas dalszego obnizania temperatury probki zarejestro-
wano pierwsze minimum w temperaturze okoto 24°C. Zwia-
zane jest to z ograniczeniem ruchomosci czasteczek w wy-
niku czego zostato zapoczatkowane tworzenie uporzadko-
wanej struktury zwigzane ze wzmocnieniem interakcji po-
miedzy tancuchami tych dwoch hydrokoloidow. Nastepnie
na skutek niewielkiego obnizenia temperatury zaobserwo-
wano intensywny wzrost ilosci zliczen fotonow do poziomu
pierwszego maksimum wynoszacego okoto 217-10° na se-
kunde (20,1°C — tab. 1). Wraz z dalszym obnizaniem tem-
peratury nastgpuje spadek ilosci zliczen do poziomu drugie-
go minimum, a zaraz potem ponowny gwaltowny wzrost do
warto$ci drugiego maksimum — okoto 307-10° na sekunde
(14,6°C). Dalsze obnizanie temperatury powoduje podob-
nie jak w przypadku roztworu zelatyny spadek ilosci zliczen
i ustalenie si¢ plateau w zakresie od 100-10° do 130-10? zli-
czen na sekunde. Wystgpowanie dwoch maksimoéw wskazu-
je, ze proces zelowania przebiega dwuetapowo. Zjawisko to
jest zwigzane z wystgpowaniem dwoch frakeji gumy kon-
jac o réznych masach czasteczkowych. Zaobserwowane za-
chowanie potwierdzajg wczesniejsze badania dotyczace ko-
ligatywnych wtasciwosci wodnych roztworow gumy kon-
jac [6], w ktorych wykazano istnienie dwoch glownych cza-
sow relaksacji tancuchow gumy konjac (szybkie i wolne pro-
cesy relaksacyjne). Dalsze badania wykazaly, ze dwukrot-
ne zmniejszenie stezenia roztworu (do 0,0025g/100mL) po-
woduje obnizenie I i II temperatury Zelowania do wartosci
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Rys. 5. Zaleznos$¢ iloSci zliczen fotonow w funkcji czasu
przy spadku temperatury — guma konjac + guma
ksnatanowa stezenie 0,005g/100mL.

Fig.S. Dependence of amount of photon count rate as
a function of time with decreasing temperature
— konjac gum + xanthan gum concentration
0,005¢/100mL.

Zrédlo: Badania wlasne

Source: The own study

odpowiednio 18,5°C i 13,0°C. Zwigkszenie stg¢zenie roztwo-
ru (do 0,01g/100mL) powoduje podwyzszenie I i II tempe-
ratury zelowania do warto$ci odpowiednio 21,5°C i 16,0°C.

WNIOSKI

1. Technika dynamicznego rozpraszania $wiatta moze by¢ z
powodzeniem wykorzystywana do okreslania zdolno$ci
zelowania hydrokoloidow spozywczych.

2. Analiza zmian liczby zliczen fotonow w czasie umozli-
wia otrzymanie charakterystyki procesu zelowania, a tak-
ze wyznaczenie punktu zelowania (temperatury przemia-
ny zol-zel).

*Badania Mtodych 2015 pn. ,, Wiasciwosci koligatywne i hy-
drodynamiczne roztworow wybranych hydrokoloidow i bia-
tek”
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