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Streszczenie

W pracy analizowano wplyw temperatury kleikowania na wigzanie wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanej normalnej i woskowej za pomoca niskopolowego NMR. Badania prowadzono na poziomie mole-
kularnym w kleikach o stgzeniach 0,01 + 0,05 g/g. Zaproponowano empiryczny model rozkladu czaséw
korelacji okreslajacych dynamike molekularng frakcji wody wolnej i zwigzanej w zelach. Model ten po-
szerza, na poziomie molekularnym, wiedz¢ na temat oddzialywan polimer-polimer i polimer-
rozpuszczalnik w ukladach skrobiowych. Skrobia woskowa ziemniaczana w poréwnaniu z normalng
charakteryzowala si¢ przewaga oddziatywan polimer-polimer nad oddziatywaniami polimer-woda. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze molekuty wody w kleikach skrobi normalnej, przygoto-
wanej w temperaturze 95 °C, wykazywaty korzystne powinowactwo do skrobi. Kleiki skrobi woskowej
przygotowane w temperaturze 121 °C najstabiej wigzaty wodg..

Stowa kluczowe: czas korelacji, dynamika molekularna wody, niskopolowy NMR, skrobia ziemniaczana,
szybkos¢ relaksacji

Wprowadzenie

Natywna skrobia ziemniaczana zawiera zardbwno amyloze, jak i amylopektyne,
o proporcjach determinowanych pochodzeniem botanicznym. Skrobia ziemniaczana
normalna charakteryzuje si¢ przecigtnym stosunkiem zawarto$ci amylozy do amylo-
pektyny, wynoszacym okoto 1 : 4 [16]. Znana jest rowniez skrobia woskowa, uboga
w amyloze.
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Skrobia jest nierozpuszczalna w zimnej wodzie. Pod wptywem podwyzszonej
temperatury wodne zawiesiny skrobi tworzg kleiki [1], ktore z czasem retrogradujg [9],
co wynika z rekrystalizacji amylopektyny i amylozy. Proces ten zwigzany jest z istot-
nymi zmianami w wigzaniu wody w uktadzie [4]. Zmiany te mozna $ledzi¢ na pozio-
mie molekularnym za pomoca niskopolowego magnetycznego rezonansu jadrowego.

Celem pracy byto okres$lenie wptywu temperatury przygotowania kleiku skrobio-
wego na wigzanie wody poprzez zaproponowanie modelu empirycznego rozktadu cza-
sow korelacji, okreslajacych dynamike molekut wody w uktadzie.

Material i metody badan

Do badan uzyto skrobi ziemniaczanej normalnej, wyosobnionej z ziemniakéw
odmiany ‘Tajfun’, zakupionych w Stacji Oceny Odmian w Wegrzcach koto Krakowa.
Skrobia zawierata 86,92 % suchej masy, 111,9 mg/100 g s.m. fosforu catkowitego,
0,13 % thuszczu i 31,99 % amylozy. Przedmiotem badan byty kleiki skrobiowe o ste-
zeniach 0,01 + 0,05 g/g.

Zawiesiny skrobi o odpowiednim st¢zeniu umieszczano w zamknietych probow-
kach pomiarowych i ogrzewano przez 30 min w temp. 80 lub 95 °C w lazni wodne;j.
W czasie ogrzewania probki wstrzasano do czasu uzyskania struktury kleiku. Probki
przygotowywane w autoklawie wstgpnie ogrzewano w temp. 95 °C, wstrzasajgc do
uzyskania struktury kleiku. Nastgpnie umieszczane w autoklawie probki ogrzewano
przez 120 min w temp. 121 °C, przy ci$nieniu 0,1 MPa. Umozliwito to uzyskanie jed-
norodnego kleiku. Przygotowane kleiki przechowywano w zamknigtych parafilmem
probowkach w temp. 20 + 2 °C. Pomiary czas6éw relaksacji wykonywano po okoto 20 h
od chwili uzyskania przez kleiki temperatury otoczenia. Pozwolilo to na uzyskanie
w badanych probkach w miare ustabilizowanej struktury sieci polimerowej. Jednocze-
$nie uklady nie podlegaty jeszcze procesom dtugoterminowej retrogradacji fancuchow
amylopektyny [9].

Pomiary czaséw relaksacji spin-sie¢ T, i spin-spin T, prowadzono przy uzyciu
impulsowego spektrometru NMR PS 15T (Ellab Poznan, Polska) pracujacego przy
czestosci 15 MHz. Do pomiarow czasow relaksacji spin-sie¢ wykorzystano sekwencje
impulsé6w odwrocenia i odrostu [6]. Odlegtosci migdzy impulsami (77) zmieniano od
100 do 6500 ms, w zalezno$ci od stezenia skrobi w uktadzie. Czas repetycji TR wyno-
sit 20 s. Sekwencja sktadala si¢ z 32 powtdrzen. Do obliczen zbierano 119 punktow
pomiarowych z kazdego z 32 sygnatow FID. Pomiary czasow relaksacji spin-spin wy-
konywano stosujac cigg impulsow CPMG [6]. Odleglos¢ migdzy impulsami T wynosi-
ta od 10 do 15 ms w zaleznos$ci od stezenia skrobi w uktadzie. Wykonano pigciokrotne
powtorzenie kazdego ciggu ech w czasie repetycji TR wynoszacym 15 s. Kazda se-
kwencja sktadata si¢ ze 100 ech spinowych. Pomiary obu czaséw relaksacji wykonano
w kontrolowanej temp. 20 °C.
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Wartosci czaséw relaksacji spin-sie¢ T; obliczano, wykorzystujac program
CracSpin [18]. W programie tym metoda Marquardta umozliwia minimalizacj¢ przy
dopasowaniu do wicloeksponencjalnego przebiegu krzywej odrostu magnetyzacji.
Obliczenia czasow relaksacji spin-spin wykonano przy uzyciu programu wyznaczaja-
cego parametry krzywych zaniku ech spinowych metodg najmniejszych kwadratow.
Wykorzystanie programow pozwala na obliczenia czaséw relaksacji i statystycznego
opracowania kazdej wartosci czasu relaksacji. Warto$ci obu czasow relaksacji sg obar-
czone btedami mniejszymi niz 2 %.

Wyniki i dyskusja

Szybko$¢ relaksacji molekul wody w uktadzie biologicznym odzwierciedla szyb-
ko$¢ ruchow molekularnych determinowanych przez ich najblizsze otoczenie. Zalez-
nosci szybkosci relaksacji od stezenia skrobi w badanych kleikach przedstawiono na
rys. 1-3.
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Rys. 1. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 80 °C

Fig. 1. Dependencies between R; spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in potato starch pastes
prepared at 80 °C

Wraz ze wzrostem stgzenia skrobi zwigkszaty si¢ szybkos$ci relaksacji spin-sie¢
R, oraz spin-spin R,. Podobne relacje stwierdzili Choi i wsp [7] oraz Raphaelides
1 wsp. [15]. Szybkosci relaksacji spin-spin przyjmuja wigksze warto$ci niz szybkosci
relaksacji spin-sie¢. Przyczyng takich roznic jest wolniejszy transfer energii od wzbu-
dzonych spinéw do otoczenia niz do sasiednich spindw. Swiadczy to rowniez o ograni-
czonej reorientacji czasteczek wody stanowigcych rozpuszczalnik dla sieci polimero-
wej [2, 3].
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Rys. 2. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 95 °C
Fig.2.  Dependencies between R;spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in the potato starch pastes

prepared at 95 °C
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Rys. 3. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 121 °C

Fig. 3. Dependencies between R;spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in the potato starch pastes
prepared at 121 °C

Stezeniowe zaleznosci szybkosci relaksacji mozna opisa¢ roOwnaniem Zimmerma-
na i Brittina [8]:

Ry 7 = pwRiow + PuRi2H (D
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gdzie: R,, — szybkos¢ relaksacji wody wolnej, Ry — szybko$¢ relaksacji wody hydrata-
Cyjnej, pw, pu — frakcje protonéw w obu poduktadach wody: p, + p, =1.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiarow czasoéw relaksacji, korzystajac
z powyzszej formutly, okreslono szybkosci relaksacji spin-sie¢ Ryy 1 spin-spin R,y wo-
dy hydratacyjnej i wody wolnej w uktadzie (tab. 1).

Tabela 1. Szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; 1 spin-spin R, obu frakcji wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanej normalnej i woskowej
Table 1. R, spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates for both water fractions in native and waxy
potato starch pastes
Woda wolna Woda zwigzana
Skrobia Temperatura _ Free water : : : .Bound water . .
Starch Temperature Spin-sie¢ Spin-spin Spin-sie¢ Spin-spin
[°C] Spin-lattice Spin-spin Spin-lattice Spin-spin
Ry [s] Ry, [s7] Ry [s] Roy [s7]
80 0,43 +0,01 0,59 £ 0,02 3,75+£0,24 9,20 +£0,10
N;";Ei?a 95 041002 | 048002 | 542+032 | 1348£0,10
121 0,42 +£0,01 0,64 + 0,03 4,19+0,11 11,60 £0,22
80 0,40 + 0,02 0,45+0,01 5,60 + 0,20 15,27 +0,19
W\(;:)(();va 95 0,41 0,01 0,55+ 0,01 474+0,09 | 1039+0,10
121 0,42 +£0,02 0,50 + 0,02 3,99+0,11 7,14 £ 0,08

Szybkosci relaksacji spin-sie¢ i spin-spin wody wolnej, w przypadku obu rodza-
jow skrobi, niezaleznie od temperatury przygotowania przyjmujg wartosci okoto 0,4 s,
co jest zgodne z danymi literaturowymi [3]. Wzrost szybkosci relaksacji w porownaniu
z warto§ciami czystej wody (okoto 0,33 s) $wiadczy o wzroscie uporzadkowania wy-
nikajgcego z ograniczen zwigzanych z utworzong siecig biopolimerowa [17]. W przy-
padku molekut wody hydratacyjnej szybkosci relaksacji spin-spin sg okoto 2,5 razy
wigksze niz szybkosci relaksacji spin-sie¢. Oznacza to istotne ograniczenia mobilnosci
wody. W uktadzie kleikéw skrobiowych wode hydratacyjng tworza molekuty zwigzane
rotacyjnie wigzaniem wodorowym lub jonowym z tancuchami amylozy czy amylopek-
tyny. Im wigksza jest szybkos$¢ relaksacji, tym krotszy jest jej czas. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze istotne roznice relaksacji molekut wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanych ujawniajg si¢ w oddzialywaniach spin-spin. Jest to skutkiem oddziatywan
protonow wody z protonami grup hydroksylowych jednostek glukozowych. W klei-
kach skrobi normalnej, przygotowanych w temp. 95 °C, molekuly wody hydratacyjnej
charakteryzowaty si¢ najwicksza szybkos$cig relaksacji. Moze to wskazywac na silne
wigzanie wody i1 przewage oddziatywan woda-polimer nad oddziatywaniami protonow
obu frakcji wody. Czasteczki wody stanowig istotny sktadnik weziow sieci polimero-
wej. Powyzsze wyniki moga stanowi¢ uzupekienie badan stosowanych standardowo
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w analizie struktury polimeréow w roztworze [13]. Zastosowanie metody niskopolowe-
2o NMR moze stanowic istotny przyczynek do interpretacji wynikéw uzyskanych me-
todami analizujacymi wlasciwosci makroskopowe badanych uktadow [12].

W Kkleikach skrobi woskowej stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temperatury
przygotowania nastgpowalo zmniejszenie warto$ci szybkosci relaksacji. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze im wyzsza jest temperatura, w jakiej przygotowuje si¢ kleik takiej
skrobi, tym wickszg role odgrywajg oddziatywania pomigdzy tancuchami skrobi. Wy-
musza to tworzenie klasterow wody uwi¢zionych w sieci. Wezty sieci polimerowe;j
tworzone sg w duzej mierze bez udziatu molekut wody.

Zaobserwowane roznice relaksacji wody hydratacyjnej w skrobi normalnej 1 wo-
skowej potwierdzaja istotny wplyw amylozy na tworzenie sieci polimerowej. Amylo-
pektyna, rozgaleziony polimer, tworzy w uktadzie zwarte struktury, ktore stanowia
obszar hydrofobowy. We wnetrzu klebkow polimerowych oddzialywania woda-woda
powoduja wzrost uporzagdkowania wody wolne;j.

Czasy relaksacji sg parametrami makroskopowymi. Na poziomie molekularnym,
o ruchliwo$ci molekut wody w uktadzie mozna wnioskowac¢ na podstawie wartosci
$redniego czasu korelacji T.. Jest to parametr, ktory na poziomie mikroskopowym opi-
suje czas potrzebny do obrotu molekuty wody o jeden radian. Zwigzek pomigdzy cza-
sami relaksacji a §rednim czasem korelacji opisuja rownania BPP [11] o postaci:

1 6 u3 y*n? T¢ 47,
=% ; + @
T, 2016m? 1y L1+(wto)?  1+(Qwt,)?
1 3 ud y*n? 5T 2T
—=——" 37, +——5+ . 3)
T, 20 1612 1§ 1+(@t)?2 1+Qwt,)?

gdzie: |y — przenikalno$¢ magnetyczna w prozni, y — wspotczynnik giromagnetyczny, h — stata Plancka
dzielona przez 2, 1, — odleglo$¢ oddziatujacych jader, ® — czgsto$¢ rezonansowa.

Powyzsze rownania postuzyly do obliczenia $rednich wartosci czasow korelacji
molekut wody w badanych kleikach. Stezeniowe zaleznosSci tych parametréow przed-
stawiono na rys. 4 - 6.
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Rys. 4.

Fig. 4.

Rys. 5.

Fig. 5.
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Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartoéci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 80 °C

Changes of the mean correlation times T, as a function of the starch content in native and waxy
potato starch pastes prepared at 80 °C
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Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartoéci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 95 °C

Changes in T, mean correlation times depending on starch content in native and waxy potato
starch pastes prepared at 95 °C
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Rys. 6.  Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartosci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 121 °C

Fig. 6. Changes in T, mean correlation times depending on starch content in native and waxy potato
starch pastes prepared at 121 °C

Na rysunkach mozna zauwazy¢, ze warto$ci Srednich czaséw korelacji zmieniajg
si¢ w zaleznos$ci od zawarto$ci skrobi w uktadzie. Nie jest to jednak prosta zalezno$¢
liniowa. Uwzgledniajac obecno$¢ dwoch frakcji wody w ukladzie, zaproponowano
empiryczny model rozktadu czaséw korelacji. W zatozeniach tego modelu uwzgled-
niono obecno$¢ sieci polimerowej rozproszonej w ciaglej fazie ciektej. Molekuty wody
ciektej maja ograniczong mozliwos$¢ ruchow molekularnych, co potwierdzily wartosci
szybkosci relaksacji spin-sie¢ i spin-spin, ktore obliczono z rownania (1). Frakcja wo-
dy zwigzanej w sieci polimerowej charakteryzuje si¢ zdecydowanie wigksza szybko-
$cig relaksacji niz woda wolna. Zatem obie frakcje wody charakteryzuja si¢ r6zng dy-
namikg molekularng. Zaproponowano empiryczng formut¢ w postaci rOwnania:

Hc?
(

T =Tg +—

T (Tu = 7a) @)

gdzie: T4, T, — dolna i gérna granica widma czasow korelacji, H — parametr opisujacy
ilo$¢ wody zwigzanej ze skrobig.

Podstawienie wynikdéw do$wiadczalnych do rownania (4) wykazato zgodnos¢ da-
nych eksperymentalnych z modelem. Wspotczynniki korelacji zmienialy si¢ w zakresie
0,98 +0,92.

Réwnanie (4) pozwolito okresli¢ rozktad czasow korelacji w badanych kleikach
skrobiowych. Uzyskane na drodze obliczen warto$ci parametrow okreslajacych gorng
i dolng granice rozktadu czasow korelacji zamieszczono w tab. 2.
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Tabela 2. Wartosci dolnej t4 i gérnej T, granicy rozkladu korelacji w kleikach normalnej i woskowe;j
skrobi ziemniaczanej

Table2.  Values of 14 lower and T, upper limits of correlation time distribution in native and waxy
starch pastes

Skrobia Temperatura 1 .

Temperature "

Starch [°C] [s] [s]
Normalna 80 (4,372 £ 0,026) 107 (2,009 + 0,025) 10°
Native 95 (3,482 £ 0,032) 107 (1,657 +0,043) 107
121 (5,151 £0,023) 107 (1,703 £ 0,048) 10”7
Woskowa 80 (4,063 + 0,033) 10'2 (1,268 + 0,057) 10”7
Waxy 95 (3,567 £ 0,034) 10 (0,911 +0,019) 10°
121 (3,203 £ 0,025) 10” (0,843 £ 0,018) 10”7

Otrzymane wyniki wskazuja, ze 14 odzwierciedla dynamike molekut wody two-
rzacych faze ciggla w zelu. O obecnosci tej frakcji wody $wiadczg wartosci szybkosci
relaksacji Ry, 1 Ryy. Obecno$c¢ sieci polimerowej powoduje lokalne uporzadkowanie
struktury wody wolnej. Stad dolna granica widma czasow korelacji przyjmuje wartosci
rzedu 107 s, odpowiadajace ruchliwosci molekut wody wolnej w uktadach biologicz-
nych [14]. Goérna granica rozkladu czaséw korelacji przyjmuje wartosci mniejsze
o dwa rzedy wielkos$ci, co upowaznia do stwierdzenia, ze odzwierciedla to mobilnos¢
molekul wody zwigzanej trwale z siecig polimerows. Przedstawione wyniki znajduja
potwierdzenie w badaniach metodami optycznymi [5, 10]. W przypadku, gdy w proce-
sie kleikowania nie uzyskuje si¢ pelnego molekularnego rozproszenia skrobi, oddzia-
tywania polimer-polimer przewazajg nad oddziatywaniami polimer-rozpuszczalnik.
Kleikowanie w temperaturze powyzej 100 °C moze poprawi¢ rozproszenie molekular-
ne skrobi. Jednocze$nie obserwuje si¢ jednak hydrolityczng degradacje skrobi. Stad
zmniejszenie, w poréwnaniu z kleikowaniem w temp. 95 °C, szybkos$ci relaksacji wody
hydratacyjnej. W kleikach wytworzonych w procesie kleikowania obydwu skrobi po-
nizej 100 °C, dynamika wody jest podobna. Wskutek sterylizacji dynamika wody
w kleikach skrobi woskowej jest mniejsza niz w kleikach skrobi normalnej. Zblizone
do idealnie molekularnego, rozproszenie czasteczek amylopektyny silniej unierucha-
mia czasteczki wody. Efekt ten wywoluje tez zwigckszenie stezenia kleikow. Zapropo-
nowany model rozktadu czaséw korelacji i interpretacja uzyskanych parametrow bar-
dziej szczegdtowo opisujg dynamike czgsteczek wody w kleikach. W przypadku skrobi
normalnej dynamika wody jest najnizsza w kleikach sporzadzanych w temp. 95 °C
(z powodow opisanych juz wyzej). W przypadku skrobi woskowej dynamika wody
maleje wraz ze wzrostem temperatury sporzadzania kleiku. Zwracaja rowniez uwagg
znaczgco nizsze wartosci dynamiki wody zwigzanej skrobi woskowej, w poréwnaniu
ze skrobig normalng. Oznacza to, ze o zmniejszeniu dynamiki wody decyduje gtdéwnie
obecno$¢ amylopektyny.
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Whioski

1.

Ze wzgledu na dynamike molekularng wody najkorzystniejsza temperaturg przygo-
towania kleikow normalnej skrobi ziemniaczanej jest 95 °C. Molekuty wody w tych
kleikach wykazujg korzystne powinowactwo do skrobi.

. Dynamika molekularna wody hydratacyjnej jest tym bardziej ograniczona, im wyz-

sza jest temperatura przygotowania kleiku skrobi woskowej. Zaréwno gorna, jak
i dolna granica czasow korelacji przyjmujg mniejsze wartosci wraz ze wzrostem
temperatury przygotowania kleiku. Swiadczy to o stabszym wiazaniu w nim wody.
Mozna wnioskowac¢, ze skrobia woskowa ziemniaczana w poréwnaniu z normalng
charakteryzuje si¢ przewaga oddziatywan polimer-polimer nad oddziatywaniami
polimer-woda.

. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kleiki ziemniaczanej skrobi woskowej przygotowa-

ne w warunkach bardzo wysokiej temperatury wigzg wode najstabiej. Moze to by¢
spowodowane obecnoscig rozgatgzionych molekut amylopektyny.

. Zaproponowany w pracy model empiryczny rozktadu czasow korelacji poszerza, na

poziomie molekularnym, wiedzg na temat oddziatywan polimer-polimer i polimer-
rozpuszczalnik w uktadach skrobiowych.

Projekt zrealizowano ze srodkéow Narodowego Centrum Nauki, umowa nr UMO

2011/03/B/NZ9/00152.
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APPLICATION OF NMR METHOD TO ANALYSE WATER BINDING IN STARCH PASTES
Summary

In the research study, the effect was analysed of gelatinization temperature on water binding in native
and waxy potato starch pastes using a low-field NMR field. The study was conducted at a molecular level
in the pastes at concentrations between 0.01 and 0.05 g/g. An empirical distribution model was suggested
of correlation times that determined the molecular dynamics of free and bound water fractions in pastes.
That model broadens knowledge about the polymer-polymer and polymer-solvent interactions in starch
systems. [Compared to the native potato starch, the waxy potato starch was characterized by a clear lead of
polymer-polymer interactions over the polymer-water interactions. Based on the results obtained, it was
concluded that the water molecules had an advantageous affinity to the starch in the native starch pastes
prepared at 95 °C. The pastes of waxy potato starch pasted at 121 °C bound the least water.

Key words: correlation time, molecular dynamics of water , low-field NMR, potato starch, relaxation rate
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