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Streszczenie

W pracy przedstawiono podzial metod pomiaru zjawiska retrogradacji skrobi z dodatkiem oraz bez
dodatku nieskrobiowych hydrokoloidéw polisacharydowych (NHP), wéréd ktorych wyrdzniono techniki
makroskopowe oraz molekularne. Scharakteryzowano metody makroskopowe, takie jak: skaningowa
kalorymetria ré6znicowa (DSC), pomiary tekstury, badania oscylacyjne, turbidymetria oraz pomiary syne-
rezy zeli, a takze podano przyktady dotychczasowego ich zastosowania. W grupie molekularnych technik
pomiaru retrogradacji szczegblng uwage zwrdcono na najczesciej stosowane metody, tzn. jadrowy rezo-
nans magnetyczny (NMR) oraz rentgenografi¢ proszkowa. Ponadto podano ograniczenia zastosowania
innych metod badania procesu retrogradacji skrobi.

Stowa kluczowe: retrogradacja, skrobia, nieskrobiowe hydrokoloidy polisacharydowe, metody pomiaru
retrogradacji skrobi, stabilno$¢ zeli skrobiowych

Wprowadzenie

Retrogradacja jest charakterystycznym procesem wodnych uktadow skrobi, pole-
gajgcym na reorganizacji jej czasteczek po skleikowaniu [8, 10, 24, 35, 38]. Uwaza si¢
ja za zjawisko krystalizacji, zardwno z udzialem amylozy, jak i amylopektyny obecnej
w ziarenkach skrobiowych, w czasie ktorego zachodzi powrot do postaci czgsciowo
uporzadkowanej [40]. Wyroznia si¢ retrogradacje krotko- 1 dtugoterminowsg [10]. Re-
trogradacja krotkoterminowa dotyczy czasteczek amylozy 1 polega na przeksztatcaniu
si¢ ich formy spiralnej w liniowg oraz porzadkowaniu wyprostowanych tancuchow
amylozowych w zwarte micele. Pozwala to na utworzenie mi¢dzy tancuchami miedzy-
czasteczkowych wigzan wodorowych, co prowadzi do krystalizacji amylozy [51]. Re-
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trogradacja amylozy konczy si¢ zwykle po kilku godzinach od przygotowania probki
[10], a najwickszym tempem retrogradacji odznaczajg si¢ czasteczki amylozy o malej
masie czasteczkowej [16, 52]. Ze wzgledu na wysoka temperaturg topnienia kryszta-
tow amylozy (powyzej 100 °C), w warunkach normalnych jest ona procesem nieod-
wracalnym [36]. Z kolei retrogradacja dtugoterminowa wigze si¢ z rekrystalizacjg ze-
wnetrznych odgalezien amylopektyny. Zachodzi znacznie wolniej niz retrogradacja
amylozy (nawet do kilku tygodni) [10, 21, 29] i jest zjawiskiem odwracalnym termicz-
nie [36]. Czasteczki amylopektyny o malej i $redniej dlugosci najbardziej zewngtrz-
nych, koncowych rozgalezien lancuchéw, biorgcych udzial w tworzeniu krysztatow
podczas retrogradacji, ulegaja temu procesowi wolniej niz te o wickszej dtugosci [38].

Zwykle retrogradacja jest procesem niepozadanym, gdyz prowadzi do pogorsze-
nia wlasciwosci produktow zawierajacych skrobig, m.in. konsystencji czy stopnia
zmetnienia kleikow 1 zeli. Ponadto tworzenie krysztalow amylozy i amylopektyny
przyczynia si¢ do stopniowego zwigkszania sztywnosci zeli oraz ich synerezy [25, 32,
40, 54]. Retrogradacja moze by¢ takze zjawiskiem korzystnym, poniewaz prowadzi do
powstania jednego z rodzajow tzw. skrobi opornej (ang. resistant starch), zaliczanej do
sktadnikow btonnika pokarmowego [9, 13]. W wyniku retrogradacji amylozy, zacho-
dzacej w trakcie schiadzania skleikowanej skrobi, tworzy si¢ bowiem frakcja skrobi
odpornej na dziatanie amylaz, nazywana skrobig oporng RS3 [9, 13].

Stabilnos¢ produktow spozywczych zawierajacych skrobig mozna zwigkszy¢, sto-
sujgc skrobie modyfikowane [51, 52]. Podejmuje si¢ tez proby poprawy trwalosci
uktadow poprzez dodatek nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych (NHP)
[2,3,4,6,7,10, 11, 12, 47, 48], gdyz zmieszanie skrobi z NHP wplywa na zelowanie
oraz na lepko$¢ wytworzonych zeli i ich podatnos$¢ na retrogradacje¢ [1, 3, 6, 10, 11, 27,
46].

Ze wzgledu na duze znaczenie retrogradacji skrobi, zarowno bez dodatku, jak
i z dodatkiem NHP, opracowano wiele metod badania tego zjawiska, a wybdr odpo-
wiedniej techniki pomiaru ma decydujgcy wptyw na uzyskanie poprawnych wynikow
(8, 21].

Podzial metod pomiaru retrogradacji skrobi

Zjawisko retrogradacji skrobi mozna bada¢ przy uzyciu wielu metod, ktorych
podstawe stanowig zmiany wihasciwosci fizycznych i chemicznych uktaddéw skrobio-
wych lub produktéw spozywczych na bazie skrobi, powstajace w trakcie ich starzenia
[21]. Wedhug Karima i wsp. [21] metody badania retrogradacji skrobi dzielg si¢ na
dwie grupy — techniki makroskopowe, analizujace zmiany wiasciwosci fizycznych
skrobi §wiadczacych o retrogradacji oraz techniki molekularne, ktore analizujg zmiany
zachodzace w konformacji skrobi, a takze mobilno$§¢ wody w utworzonych zelach
skrobiowych na poziomie czasteczkowym. Do technik makroskopowych Karim i wsp.
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[21] zaliczyli: skaningowg kalorymetri¢ roznicowg (DSC), analize tekstury, badania
reologiczne, turbidymetri¢ i pomiary synerezy zeli. Z kolei wsérdd technik molekular-
nych wyr6znili: jadrowy rezonans magnetyczny (NMR), dyfrakcje rentgenowska,
spektroskopi¢ ramanowska oraz spektroskopi¢ fourierowska (FTIR).

Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

W skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC) mierzy si¢ rdznice energii wpro-
wadzonej do probki i materiatu odniesienia, jako funkcje temperatury w czasie, pod-
czas zaprogramowanego ogrzewania lub chtodzenia obu materiatéw [20, 21]. Metode
te wykorzystuje si¢ gtownie do badania retrogradacji amylopektyny [10, 19, 39, 49,
55], ale mozna ja stosowa¢ takze w celu okre$lenia retrogradacji krotkoterminowej [17,
24,32, 35].

Do zalet DSC nalezg m.in. prosta procedura wykonywania pomiaréw, brak zmian
zawarto$ci wody w trakcie przechowywania zZeli (ze wzglgdu na stosowanie herme-
tycznych pojemnikow) oraz mozliwos¢ bezposredniego wyznaczenia energii potrzeb-
nej do stopienia zretrogradowanej skrobi. Wadami tej metody sg jednak wysokie kosz-
ty 1 problemy z pobraniem do analizy reprezentatywnych probek (z powodu ich matych
rozmiaréw) [21]. Ponadto, aby zbada¢ retrogradacjg, stezenie skrobi powinno by¢
wigksze niz 15 % (m/m) [21, 32], co uniemozliwia zastosowanie DSC do pomiaru
zjawiska retrogradacji typowych zeli skrobiowych, tzn. o mniejszej zawartosci skrobi.
Oznaczenie retrogradacji skrobi w zelach o mniejszym stezeniu jest jednak mozliwe,
gdy retrogradacje prowadzi si¢ poza urzadzeniem DSC i do badan stosuje si¢ skrobig
retrogradowang [18, 31].

Pomiary tekstury

Jednym z testow stosowanych do pomiaru retrogradacji zeli skrobi i ich miesza-
nin z NHP jest instrumentalna analiza profilu tekstury (fexture profile analysis — TPA).
Zaleta TPA jest mozliwo$¢ doboru réznych warunkéw eksperymentalnych, takich jak:
wielkos$¢ 1 ksztalt probek, stopien deformacji probki, predkos¢ gtowicy czy liczba po-
wtorzen. Istnieje tez mozliwo$¢ utworzenia programu pomiarowego oraz automatycz-
nego obliczania wynikow, co pozwala zaoszczedzi¢ czas i zmniejsza czgsto$¢ wyste-
powania btedow. Wadg tej metody jest brak normalizacji procedur i warunkow
prowadzenia badan, co utrudnia poréwnywanie wynikow otrzymanych przez réoznych
badaczy [21].

W literaturze nie ma zbyt wielu informacji na temat zastosowania analizy profilu
tekstury do badania zjawiska retrogradacji zeli skrobiowych z dodatkiem, jak rowniez
bez dodatku NHP. Prowadzone dotychczas pomiary dotyczyty przede wszystkim wia-
sciwosci teksturalnych Zeli mierzonych najpdzniej 24 h po ich wytworzeniu. Przykta-
dem mogg by¢ badania Huanga i wsp. [15], Sandhu i Singh [45] oraz Coronato i wsp.
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[7]. Huang i wsp. [15] analizowali tekstur¢ zeli roznych odmian skrobi ryzowej
(o stezeniu 35 % (m/m)) z dodatkiem gumy gellan, konjac albo karagenow po kilku
godzinach przechowywania probek w temp. 4 °C. Zaobserwowali duzg zalezno$¢ wy-
nikow twardosci, zujnosci i adhezyjnosci od odmiany ryzu i rodzaju dodanego hydro-
koloidu. Sandhu i1 Singh [45] stwierdzili wystgpowanie znacznych rdéznic pomigdzy
parametrami teksturalnymi 6-procentowych (m/m) Zeli skrobi réznych odmian kukury-
dzy. Z kolei Coronato i wsp. [7] na podstawie analizy profilu tekstury zeli zawieraja-
cych skrobie manioku oraz gume gellan, w ktorych faze rozpraszajacg stanowita woda
lub mleko, zauwazyli, ze dodatek nieskrobiowego hydrokoloidu w duzo wigkszym
stopniu zmienit wlasciwosci uktadéw na bazie mleka niz na bazie wody, potwierdzajac
koniecznos$¢ obecnosci kationow do wytworzenia zelu gumy gellan.

Badania retrogradacji dlugoterminowej zeli poprzez pomiar tekstury prowadzito
tylko kilka grup badaczy [19, 29, 55]. Nie stosowali oni jednak metody TPA, ale tzw.
test penetracji, na podstawie ktorego wyznaczali jedynie niektore parametry tekstural-
ne. Vandeputte i wsp. [55] badali wptyw struktury skrobi ryzowych (o okreslonej bez-
wzglednej zawartosci amylozy, niezawierajacych amylozy, o znanej zawartosci kom-
pleksow amylozowo-lipidowych i rozktadzie dtugosci tancuchow amylopektyny) na
retrogradacje amylopektyny i wtasciwosci teksturalne zeli. Stwierdzili, ze Zele skrobi
woskowych po 2 dniach i po 2 tygodniach przechowywania charakteryzowaty si¢ po-
dobnymi parametrami teksturalnymi. Z kolei Zele z normalnych skrobi ryzowych prze-
chowywane przez 2 tygodnie odznaczaty si¢ wigksza twardoscig (ang. firmness) 1 silg
po relaksacji (ang. force after-relaxation) niz zele przechowywane przez 2 dni. Nie
zaobserwowano natomiast zwigzku wtasciwosci teksturalnych z zawartoscig komplek-
sow amylozowo-lipidowych i rozktadem dlugosci tancuchéw amylopektyny. Karam
1 wsp. [19], badajac retrogradacje 6-procentowych (m/v) mieszanych zeli skrobi kuku-
rydzianej, manioku i pochrzynu skrzydlastego (tac. Dioscorea alata), nie stwierdzili
istotnych zmian warto$ci parametrow tekstury zeli przechowywanych w temp. 4 °C
przez 7 dni. Zasugerowali oni, ze gtownym czynnikiem wplywajacym na wlasciwosci
zeli byta retrogradacja amylozy, wystepujaca przed rozpoczgciem pomiaréw tekstury.
Krystyjan 1 wsp. [29] prowadzili badania tekstury zeli skrobi ziemniaczanej oraz zeli
tej skrobi z dodatkiem k-karagenu oraz gum: guarowej lub ksantanowej, przechowy-
wanych w temp. 5 °C przez 30 dni. Stwierdzili, ze dodatek hydrokoloidéw wptywat
jedynie na site zelu (ang. strength) 3-procentowych (m/m) mieszanych ukltadow. Po-
nadto zaobserwowali nieznaczny wplyw stezenia i rodzaju dodanego hydrokoloidu na
kruchos¢ zeli.
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Pomiary reologiczne

Wsréd pomiaréw reologicznych, ktore mozna zastosowaé do opisu zjawiska re-
trogradacji skrobi wyrdznia si¢ m.in. jednoosiowe Sciskanie, badania oscylacyjne, test
pelzania i powrotu oraz test relaksacji naprezen [21, 40].

7 wymienionych wyzej metod najczesciej stosowane sg badania oscylacyjne.
Mozna je stosowaé¢ do pomiaru retrogradacji, zarowno krotko-, jak 1 dlugoterminowe;j
[21]. Polegaja na poddaniu probki zelu dziataniu okresowego, sinusoidalnego momen-
tu obrotowego (naprezenia) o malej amplitudzie. Przylozone napr¢zenie zmienia si¢
przy danej czestotliwosci. Jesli zachowanie materiatu lepkosprezystego jest liniowe,
w wyniku pomiaréw otrzymuje si¢ sinusoidalnie zmienne naprezenie, ktore jest prze-
sunigte w fazie o kat 8. W przypadku ciat doskonale lepkich, kat przesunigcia fazowe-
go jest rowny 90°. Z kolei, jesli kat 6 wynosi 0°, badang substancja jest ciecz doskonale
sprezysta. Natomiast gdy wartos¢ kata przesunigcia fazowego miesci si¢ pomigdzy 0
a 90°, probka wykazuje wilasciwosci lepkosprezyste [21, 37, 40]. Na podstawie kata
przesunigcia fazowego mozna wyznaczy¢ rowniez tzw. modut zespolony przy $cina-
niu. Ma on dwie sktadowe G’ i G’ [37]. G’ jest nazywany modulem spre¢zystosci,
okreslajacym energie elastyczna, ktora jest zmagazynowana w probce. Modut ten jest
wskaznikiem stalego lub elastycznego charakteru materiatu — gdy G’ jest wysoki, ma-
terial odznacza si¢ wysokim stopniem spr¢zystosci. Natomiast G jest to tzw. dyna-
miczny modul lepkosci, zwany takze modutem strat. Okres$la on energi¢ probki zamie-
niong na ciepto i jest wskaznikiem zachowania lepkiego lub ciektego [21, 35, 37].
W czasie chlodzenia probek i przechowywania zeli obserwuje si¢ zwigkszanie wartosci
obu modulow, przy czym wzrost modulu spr¢zystosci jest znacznie wigkszy [23, 29]
ito wlasnie wyniki pomiaréw G’ najczgséciej wykorzystuje si¢ w celu okreslenia ten-
dencji zeli do retrogradacji [5, 10, 11, 23, 32, 33, 35]. Zaobserwowano, ze modut spre-
zystosci zwigksza si¢ gwattowanie w czasie chlodzenia uktadow i na poczatku okresu
przechowywania probek, co jest zwigzane z tworzeniem zelu i retrogradacjg amylozy
[5, 10, 11, 23, 29, 32]. Natomiast podczas dluzszego przechowywania probek obserwu-
je si¢ powolny wzrost wartosci G’, §wiadczacy o retrogradacji amylopektyny [29, 32,
35].

Jedng z zalet pomiaréw oscylacyjnych jest mozliwo$¢ badania rozwoju struktury
zelu w czasie jego tworzenia, a takze podczas przechowywania. Badania te pozwalaja
bowiem na stalg oceng moduléw dynamicznych bez niszczenia struktury probki wy-
tworzonej w czasie starzenia. Ponadto uzyskiwane wyniki wyrazone sa w jednostkach
absolutnych, co umozliwia poréwnywanie danych otrzymanych przez r6znych badaczy
oraz przy uzyciu réznych urzadzen pomiarowych [21]. Wada badan oscylacyjnych jest
konieczno$¢ wyznaczenia zakresu liniowej lepkosprezystosci przed rozpoczeciem po-
miarow, czyli obszaru, w ktorym odksztatcenie jest mierzone bezposrednio i jest ono
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proporcjonalne do przytozonego napre¢zenia (tj. zakresu, w ktorym moduty nie zalezg
od odksztalcenia) [21, 32].

Prowadzone dotychczas badania oscylacyjne dotyczyty gldéwnie wlasciwosci lep-
kosprezystych uktadow skrobiowych bezposrednio po przygotowaniu probek lub po
24 h od ich sporzadzenia. Pomiary takie wykonywali m.in. Singh i Singh [50] oraz
Kaur i wsp. [23], ktorzy badali wlasciwosci lepkosprezyste kleikow 1 Zeli skrobi ziem-
niaczanej. Z kolei Sandhu i wsp. [44] analizowali wiasciwosci zeli skrobi kukurydzia-
nej, a Lu 1 wsp. [33] — skrobi réznych odmian ryzu. Closs 1 wsp. [6] badali wlasciwosci
zeli skrobi kukurydzianej (natywnej, woskowej i czystej amylopektyny) z dodatkiem
gumy guarowej. Natomiast Chaisawang i Suphantharika [3, 4] zajmowali si¢ badaniem
wiasciwosci mieszanych zeli natywnej, anionowej (fosforylowanej tripolifosforanem
sodu) i kationowej skrobi tapiokowej z guma guarowa lub ksantanowa. Wtasciwosci
mieszanych zeli skrobi tapiokowej badali tez Pongsawatmanit i wsp. [42], a Choi i Yoo
[5] wykonywali pomiary wiasciwos$ci lepkosprezystych kleikow i zeli skrobi batatow
z dodatkiem gumy ksantanowe;j.

Badania krotkoterminowej retrogradacji skrobi (24 h od momentu przygotowania
probek) z zastosowaniem pomiaréw oscylacyjnych prowadzili m.in. Funami 1 wsp.
[10], ktorzy stwierdzili, ze dodatek niejonowych polisacharydow (gumy guarowej,
tara, konjac, maczki chleba $wigtojanskiego) zmieniat podatnos¢ zeli skrobi pszennej
na retrogradacj¢ we wczesnym etapie przechowywania i hamowat proces retrogradacji
amylozy. Z kolei Funami i wsp. [11] zauwazyli, ze wptyw dodatku gumy guarowej na
retrogradacje skrobi kukurydzianej zalezat od masy czasteczkowej NHP. Natomiast
dodatek gumy arabskiej przyspieszal rozwoj struktury mieszanego zelu skrobi ryzowej
[12]. Badania retrogradacji mieszanych zeli skrobi w ciagu 24 h, przy uzyciu pomia-
row oscylacyjnych, prowadzili takze Krystyjan i wsp. [30]. Stwierdzili, ze dodatek
gumy ksantanowej powodowat zmniejszenie wlasciwosci lepkosprezystych i opdznie-
nie procesu retrogradacji zeli skrobi zbozowych (kukurydzianej i owsianej), natomiast
wplywal na zwigkszenie lepkosprezystosci i przyspieszenie retrogradacji uktadow
skrobi z roslin bulwiastych (ziemniaczanej i tapiokowej). Lewen i wsp. [32] stosowali
badania oscylacyjne w celu okreslenia retrogradacji zeli skrobi kukurydzianej o st¢ze-
niu 5, 10, 15 1 25 %, w ciagu 48 h od ich wytworzenia. Zaobserwowali dwuetapowy
przebieg procesu retrogradacji skrobi jedynie w przypadku zeli o najwigkszej zawarto-
$ci skrobi (25 %). Matalanis i wsp. [35], badajac retrogradacj¢ zeli skrobi kukurydzia-
nej, ryzowej i sorgo, po 0, 1, 3, 51 7 dniach przechowywania w temp. 4 °C, stwierdzili,
ze szybko$¢ oraz stopien retrogradacji skrobi zalezaly od pochodzenia botanicznego
skrobi, a retrogradacja przebiegata w dwoch etapach: retrogradacja amylozy (krétko-
terminowa), obserwowana w §wiezych zelach i retrogradacja dlugoterminowa, wi-
doczna w czasie przechowywania. Natomiast Krystyjan i wsp. [29] zauwazyli, ze sta-
bilnos$¢ zeli skrobi ziemniaczanej z dodatkiem k-karagenu, gumy guarowej lub gumy
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ksantanowej, przechowywanych przez 30 dni, zalezata od ich stezenia oraz rodzaju
dodanego hydrokoloidu, a zmiany wartosci modutéw G’ 1 G” swiadczyly o wystepo-
waniu krotko- i dlugoterminowej retrogradacji skrobi.

Pomiary turbidymetryczne

Pomiary turbidymetryczne to kolejna metoda, na podstawie ktorej mozliwe jest
okreslenie retrogradacji zeli skrobiowych, zaréwno krotko-, jak i dtugoterminowe;.
W metodzie tej wykorzystuje si¢ zjawisko zwigkszania zmgtnienia zeli w czasie ich
starzenia, spowodowane taczeniem si¢ czasteczek skrobi i zmianami w rozktadzie ge-
sto$ci, wynikajacymi z rozdzielania si¢ faz [21, 40].

Badania retrogradacji skrobi z wykorzystaniem metod turbidymetrycznych pro-
wadzili m.in. Perera i Hoover [39]. Autorzy ci badajac zmetnienie zeli skrobi ziemnia-
czanej (natywnej, odtluszczonej i modyfikowanej metoda hydrotermiczng), przecho-
wywanych przez 35 dni, stwierdzili, ze najwickszym poczatkowym zmetnieniem
charakteryzowaty si¢ zele skrobi poddanej modyfikacji hydrotermicznej, a najmniej-
szym — zele skrobi natywnej. Zmetnienie badanych zeli zwickszato si¢ w trakcie prze-
chowywania, przy czym najwigkszy wzrost zmg¢tnienia zaobserwowano po jednym
dniu, co sugerowalo, Zze najbardziej intensywnym procesem byla retrogradacja amylo-
zy (krotkoterminowa). Singh i Singh [50], stosujac pomiary turbidymetryczne w celu
okreslenia retrogradacji zeli skrobi ziemniaczanej, przechowywanych w temp. 4 °C
przez 5 dni, stwierdzili, ze mniejsze zmetnienie wykazaly zele skrobi o wickszych
rozmiarach ziarenek, a tym samym charakteryzowaty si¢ one mniejsza podatnoscig na
retrogradacje. Kaur i wsp. [23], badajac retrogradacje zeli skrobi pochodzacej z r6z-
nych odmian ziemniakdéw zaobserwowali, ze zarowno zmgtnienie, jak i procent prze-
puszczalnosci §wiatta poszczegdlnych uktadéw skrobiowych réznily si¢ w sposob
istotny. Ponadto w przypadku wszystkich zZeli odnotowali zmniejszanie si¢ przepusz-
czalno$ci $wiatta i zwickszanie zmgtnienia w trakcie ich przechowywania. Sandhu
i wsp. [44] oraz Sandhu i Singh [45] zaobserwowali roznice zmgtnienia zeli skrobi
kukurydzianej z réznych odmian kukurydzy, a takze powolne zachodzenie procesu
retrogradacji skrobi podczas przechowywania zeli. Z kolei Jambrak i wsp. [17], bada-
jac retrogradacje zeli skrobi kukurydzianej modyfikowanej dziataniem ultradzwigkow,
nie stwierdzili istotnych rdéznic pomig¢dzy zmetnieniem $wiezych Zeli skrobi modyfi-
kowanych i zelu skrobi natywnej. Zauwazyli jednak zmniejszanie si¢ zmgtnienia zeli
skrobi modyfikowanych w czasie przechowywania, przy czym spadek byt tym wigk-
szy, im wigksza byla intensywno$¢ dziatania ultradzwickow. Natomiast Pietrzyk
i1 Fortuna [41], badajac zmgtnienie zeli ze skrobi réznego pochodzenia botanicznego
(natywnych i utlenionych przy uzyciu ré6znych utleniaczy), przechowywanych przez 21
dni w temp. 8 °C, stwierdzili, ze najwigkszg podatnos$cig na retrogradacj¢ charaktery-
zowaty si¢ zele skrobi pszennej 1 kukurydzianej, a najmniejszg — uktady skrobi kuku-
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rydzianej woskowej. Podatnos$¢ na retrogradacje zeli skrobi modyfikowanych zalezata
od rodzaju zastosowanego czynnika utleniajgcego. Wyjatek stanowily zele utlenionej
skrobi kukurydzianej woskowej, ktore nie wykazywaly retrogradacji w trakcie prze-
chowywania. Zjawiska retrogradacji nie zaobserwowali takze Krysinska i wsp. [28],
ktorzy prowadzili pomiary zmetnienia zeli skrobi modyfikowanych (hydroksypropy-
lowanego fosforanu diskrobiowego, acetylowanego adypinianu diskrobiowego oraz
mieszanin tych skrobi), otrzymanych z kukurydzy woskowej, przechowywanych przez
21 dni, w temp. 6 °C. Podobne wyniki uzyskali Sitkiewicz i Denoch [51]. Badali oni
retrogradacje zeli ze skrobi kukurydzianych woskowych (natywnej i skrobi modyfiko-
wanych), przechowywanych przez 9 dni w temp. 4 °C. Zauwazyli, ze zele skrobi mo-
dyfikowanych charakteryzowaty si¢ mniejsza przejrzystoscia niz zel skrobi natywne;j.
Ponadto nie wykazywaty one zjawiska retrogradacji w trakcie przechowywania.

Pomiary synerezy

Pomiary synerezy zeli nalezg do makroskopowych technik opisu zjawiska retro-
gradacji skrobi, pozwalajacych na okreslenie krotko- i dlugoterminowej retrogradacji.
Badania te stosowano przede wszystkim do okreslania stabilnosci Zeli skrobiowych na
zamrazanie i rozmrazanie [21, 35, 43].

Badania stabilnos$ci zamrazalniczej zeli skrobiowych poprzez pomiar synerezy
polegaja na poddaniu probki wielokrotnemu zamrazaniu i rozmrazaniu do temperatury
pokojowej, a nastgpnie na oddzieleniu (zwykle przez odwirowanie) uwolnionej fazy
ciektej 1 jej zwazeniu [21, 35, 43]. Pomiary te mozna stosowac jako wskaznik tendencji
skrobi do retrogradacji, poniewaz po wymrozeniu wody zachodzi proces retrogradacji
amylopektyny. Im wicksza jest liczba cykli zamrazanie — rozmrazanie, tym wigksza
jest retrogradacja amylopektyny (wigksza synereza zeli). Zastosowanie tej metody
moze jednak prowadzi¢ do otrzymania nieprawidtowych wynikow, poniewaz pozosta-
wienie kleikow skrobiowych w temperaturze pokojowej przez 1 h powoduje, ze reab-
sorbuja one wigkszos¢ oddzielonej cieczy [21].

Pomiary synerezy stosowano takze do badania retrogradacji zeli skrobiowych
przechowywanych w warunkach chtodniczych, niepoddanych zamrazaniu. Pomiary
takie wykonywali m.in. Kaur i wsp. [23]. Badali oni retrogradacj¢ zeli skrobi ziemnia-
czanej z réznych odmian ziemniakéw, przechowywanych przez 24, 48 i 120 h w temp.
4 °C. Zaobserwowali, ze podatnos¢ zeli miata zwigzek z zawarto$cig amylozy i struktu-
ra ziarenek skrobiowych. Najwigksza synereze stwierdzili w przypadku zeli skrobi
z odmian ziemniakdéw, z ktorych skrobia charakteryzowala si¢ mniejsza zawartoscia
amylozy 1 wigkszym udziatem matych ziarenek. Ponadto zaobserwowali, ze wigksza
podatnoscig na retrogradacje odznaczaty si¢ zele skrobi wyizolowanej ze skrobiowych
odmian ziemniakéw. Podobne badania wykonywali Sandhu i wsp. [44]. Badali retro-
gradacje zeli skrobi roznych odmian kukurydzy, przechowywanych przez 24, 48
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1 120 h w temp. 4 °C. Stwierdzili, ze retrogradacja wszystkich badanych zeli zwigksza-
ta si¢ wraz ze wzrostem okresu przechowywania, a najwigkszg podatno$cig na retro-
gradacje¢ odznaczaty si¢ Zele skrobi z odmian kukurydzy zawierajacych skrobi¢ o du-
zych oraz podtuznych ziarenkach. Funami i wsp. [10, 11, 12] stosowali pomiary
synerezy do badania stabilno$ci mieszanych zeli przechowywanych w warunkach
chlodniczych. Stwierdzili, ze dodatek niejonowych polisacharydow (gum guarowe;j,
tara, konjac i maczki chleba $wigtojanskiego) zmniejszat podatno$¢ na retrogradacje
zeli skrobi pszennej, przechowywanych przez 7 i 14 dni w temp. 4 °C [10]. Zauwazyli
takze, ze wptyw dodatku gumy guarowej na retrogradacj¢ zeli skrobi kukurydziane;j,
przechowywanych przez 7 i 14 dni w temp. 4 °C, zalezal od masy czasteczkowej nie-
skrobiowego hydrokoloidu (im masa czasteczkowa gumy guarowej byla wigksza, tym
wolniej zachodzita dlugoterminowa retrogradacja) [11]. Z kolei obecno$¢ gumy gua-
rowej powodowata zwickszenie synerezy mieszanych Zeli skrobi pszennej, przecho-
wywanych przez 24 h w temp. 4 °C [12]. Natomiast Krysinska i wsp. [28] wykorzy-
stywali pomiary synerezy do badania dlugoterminowej retrogradacji zeli skrobi
modyfikowanych (hydroksypropylowanego fosforanu diskrobiowego, acetylowanego
adypinianu diskrobiowego oraz mieszanin tych skrobi), z kukurydzy woskowej, prze-
chowywanych przez 1 + 9 dni, w temp. 6 °C. Nie zaobserwowali oni zjawiska synerezy
zeli badanych skrobi, a odpornos$¢ skrobi na retrogradacje thumaczyli wptywem obec-
nos$ci grup acetylowych i hydroksypropylowych na zatrzymywanie wody w czastecz-
kach skrobi i opdznianie krystalizacji amylopektyny.

Rentgenografia proszkowa

Dyfrakcja rentgenowska jest jedng z molekularnych technik pomiaru retrogradacji
skrobi, ktorg mozna zastosowa¢ do badania wtasciwosci zeli przechowywanych przez
dhuzszy czas. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zmiang¢ stopnia krystaliczno$ci skrobi
w czasie kleikowania i zelowania. Skrobie natywne wystepuja bowiem w formie ziare-
nek, ktore mozna traktowac jako czgsciowo krystaliczne, a czgsciowo amorficzne
uktady. Obszary krystaliczne zbudowane sg gtoéwnie z uporzadkowanych promieniscie
w ziarenku skrobiowym liniowych fragmentow amylopektyny. Sa one poprzedzielane
warstwami amorficznymi, ktore sktadajg si¢ z czasteczek amylozy i miejsc rozgalezien
amylopektyny [21, 24, 53]. W wyniku ogrzewania zawiesin, ziarenka skrobi pecznieja
lub nawet dochodzi do ich rozpadu (w zaleznosci od stezenia skrobi i zastosowanej
obrobki), na skutek czego traca one swodj semikrystaliczny charakter [21, 24, 35]. Czg-
sciowo uporzadkowana struktura skrobi odtwarza si¢ w czasie przechowywania zeli,
tzn. w trakcie ich retrogradacji [21, 24]. Zastosowanie dyfrakcji rentgenowskiej, po
uwzglednieniu wynikow pomiaru retrogradacji przy uzyciu innych technik, pozwala
stwierdzi¢, ze krystalizacja starzejacych si¢ zeli skrobiowych jest procesem dwufazo-
wym [21].
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W wyniku pomiaréw krystalicznosci skrobi za pomoca proszkowych widm rent-
genowskich uzyskuje si¢ dyfraktogramy, ktorych wyglad jest charakterystyczny dla
danej postaci skrobi. Na podstawie przebiegu widm rentgenograficznych skrobie dzieli
si¢ na typy: A, B, C oraz V [54]. Typ A wykazuja natywne skrobie zbozowe (pszenna,
ryzowa, kukurydziana). Typ B jest charakterystyczny dla skrobi z roslin bulwiastych,
a takze owocow, skrobi wysokoamylozowej i niektdrych skrobi zretrogradowanych.
Z kolei typ C jest typem posrednim pomiedzy typem A i B, wykazywanym przez skro-
bie nasion roslin stragczkowych, a typ V jest przypisany kompleksom amylozowo-
lipidowym, wystepujagcym w starych zelach skrobi zbozowych o duzej zawarto$ci
thuszezow [21, 38, 54].

Kim i wsp. [25] badali wptyw stezenia (10 1 50 % (m/m)) i temperatury (-18, 2
i 18 °C) na retrogradacje zeli normalnej i woskowej skrobi ryzowej, przechowywanych
przez 6 dni. Zauwazyli, ze stezone zele przechowywane w wyzszych temperaturach
(21 18 °C) odznaczaty si¢ wystepowaniem piku charakterystycznego dla skrobi typu B.
Natomiast dyfraktogramy pozostalych zeli wskazywaty na ich amorficzny charakter.
Retrogradacj¢ zeli skrobiowych z zastosowaniem dyfrakcji rentgenograficznej badali
tez Perera i Hoover [39]. Stwierdzili, ze Swieze zele natywnej, odtluszczonej oraz mo-
dyfikowanej metoda termiczna skrobi ziemniaczanej miaty charakter amorficzny.
Z kolei uktady tych skrobi pod koniec okresu przechowywania (30 dni) charakteryzo-
waty si¢ wystepowaniem piku, obserwowanego w przypadku natywnych skrobi z ro-
slin bulwiastych.

Krystyjan 1 wsp. [30] zaobserwowali, ze kleiki skrobi ziemniaczanej i tapiokowej,
bezposrednio po skleikowaniu, a takze zele skrobi tapiokowej (z dodatkiem i bez do-
datku gumy ksantanowej) przechowywane przez 72 h nie wykazywaly obecnosci
struktur uporzadkowanych. Niewielkim uporzadkowaniem struktury charakteryzowaty
si¢ natomiast mieszane zele skrobi ziemniaczanej po 12 h przechowywania, co suge-
rowato, ze obecno$s¢ NHP mogla przyspiesza¢ retrogradacj¢. Z kolei zele skrobi zbo-
zowych odznaczaly si¢ wystepowaniem uporzadkowanej struktury juz bezposrednio po
ich wytworzeniu, a dodatek gumy ksantanowej miat znaczenie jedynie w odniesieniu
do skrobi owsianej.

Jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Inng molekularng technikg, ktérg mozna wykorzysta¢ do pomiaru krotko- i dtugo-
terminowej retrogradacji skrobi, jest jadrowy rezonans magnetyczny (NMR) [2, 21].
W metodzie tej bada si¢ struktury molekularne poprzez pomiary interakcji oscylujace-
go pola elektromagnetycznego o czestotliwosci radiowej ze zbiorem jader atomowych,
bedacych czegscig atomow tworzacych czasteczki, zanurzonych w silnym zewngtrznym
polu magnetycznym [34]. Najczesciej stosowang technika badania systemow zywno-
sciowych, pozwalajgcg okreslic¢ ich strukturg fizyczng poprzez analizg zaniku sygnatu
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NMR, jest technika niskiej rozdzielczosci (‘"H NMR) [21]. W badaniu retrogradacji
skrobi przy uzyciu 'H NMR wykorzystuje si¢ tendencje, ze wraz z postepem tego pro-
cesu zmniejsza si¢ sygnal pochodzacy od fazy ptynnej i rownocze$nie zwigksza sig¢
sygnal przypisywany protonom fazy stalej [2]. Podstawe do rozroznienia pomig¢dzy
czgsteczkami skrobi w stanie ciektym 1 w stanie statym (zretrogradowanym) stanowi
roznica czasu relaksacji spin-spin (T), ktora jest szczegdlnie wrazliwa na zmiany mo-
lekularnej mobilnosci [21].

Zastosowanie NMR do badania dlugoterminowej retrogradacji skrobi ma wiele
zalet, m.in. nieinwazyjny i nieniszczacy charakter metody, pozwalajgcy na prowadze-
nie pomiarO6w przy uzyciu tej samej probki, przez caty czas trwania doswiadczenia [2,
21]. Ponadto pomiary mozna prowadzi¢ w szerokim zakresie temperatur i stezen zeli
skrobiowych [21].

Dotychczas pomiary z zastosowaniem niskiej rozdzielczosci 'H NMR stosowano
glownie w celu okreslania stabilno$ci zeli skrobiowych na zamrazanie i rozmrazanie
[22, 26] lub pomiarow czasu relaksacji spin-sie¢ (T;) oraz spin-spin (T,) w trakcie
kleikowania i zelowania uktadow skrobi pszennej [14] oraz ziemniaczanej z dodatkiem
NHP [1].

Badania stabilno$ci mieszanych zeli prowadzili Baranowska i wsp. [2]. Badali
mobilno$¢ czasteczek wody w trakcie 94 h przechowywania mieszanych Zeli skrobi
ziemniaczanej, manioku, kukurydzianej i owsianej z dodatkiem lub bez dodatku gumy
ksantanowej, guarowej i k-karagenu. Zaobserwowali, ze skrobie zbozowe tworzyly
sztywniejsze zele niz skrobie z roslin bulwiastych, a stabilnos¢ dwusktadnikowych zZeli
zalezata od rodzaju dodanego NHP, rodzaju skrobi oraz temperatury przechowywania.
Najwigksza stabilno$cig odznaczaly si¢ zele skrobi ziemniaczanej z dodatkiem gumy
ksantanowej, przechowywane w temperaturze pokojowej oraz mieszane zele skrobi
manioku z gumg guarowg, zarowno w trakcie przechowywania w temp. otoczenia, jak
iw4°C.

Inne metody pomiaru zjawiska retrogradacji

W literaturze opisywane sg takze inne metody pomiaru retrogradacji skrobi. Nale-
73 do nich m.in. spektroskopia w podczerwieni, ktérej odmiang jest spektroskopia fou-
rierowska (FTIR) oraz spektroskopia ramanowska [8, 21, 40]. Chociaz ich uzycie
umozliwia ciggly pomiar retrogradacji na poziomie molekularnym, to jednak nie zna-
lazty one powszechnego zastosowania do badania tego zjawiska [21].

Duza grupe metod, ktére mozna stosowac¢ do pomiaru procesu retrogradacji skro-
bi, stanowig takze techniki wykorzystujace barwng reakcje skrobi z jodem [21]. Zaob-
serwowano bowiem, ze amyloza w czasie retrogradacji traci zdolno$¢ do tworzenia
niebieskiego kompleksu z jodem, co jest spowodowane tworzeniem przez ten polimer
podwojnych helis, ktore nie mogg pomiesci¢ jonow polijodkowych [21, 24]. Zastoso-
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wanie tych metod jest jednak ograniczone, gdyz odzwierciedlajg one tylko retrograda-
cje krotkoterminows (retrogradacj¢ amylozy) [21].

Retrogradacje, a szczegdlnie jej szybko$¢ we wezesnych etapach procesu, mozna
okresli¢ takze poprzez pomiar odpornosci skrobi na hydrolize [21, 53]. W metodzie tej
wykorzystuje si¢ zjawisko, ze retrogradacja w duzym stopniu ogranicza dostgpnosé
skrobi dla enzyméw amylolitycznych, a tym samym zmniejsza stopien hydrolizy [53].
Nie znalazta ona jednak szerszego zastosowania z uwagi na konieczno$¢ zapewnienia
odpowiednich warunkéw ogrzewania i przechowywania probek, w celu wywotania
krystalizacji amylozy lub amylopektyny, a jednoczesnie optymalnych warunkoéw dzia-
fania enzymow. Wykorzystanie tej metody utrudnia réwniez obecnos¢ innych sktadni-
kéw zywnoscei [21].

Podsumowanie

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze retrogradacje skrobi z dodat-
kiem i bez dodatku NHP bada si¢ przede wszystkim poprzez zastosowanie makrosko-
powych metod pomiaru tego zjawiska. Natomiast wykorzystanie metod molekularnych
jest niewielkie. Wyjatek stanowig rentgenografia proszkowa oraz jadrowy rezonans
magnetyczny, przy czym jak dotad NMR stosowano gtownie do okreslenia stabilno$ci
zeli skrobiowych na zamrazanie oraz rozmrazanie.

Dotychczas prowadzono przewaznie badania retrogradacji krotkoterminowej zeli
skrobiowych bez dodatkow nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych lub do
badan stosowano tylko jedng technike pomiaréw. Wigkszo$¢ badan dotyczyta retrogra-
dacji zeli skrobi ryzowej oraz mieszanych uktadow tej skrobi, z uwzglednieniem takich
NHP, jak gumy: gellanowa, konjac i arabska oraz karageny. Do$¢ czgsto badano takze
krotkoterminowa retrogradacje naturalnej i modyfikowanej skrobi kukurydzianej, ta-
piokowej oraz batatow, z/lub bez dodatku gum: guarowej i ksantanowej. Badania te
wykonywano do 24 h od momentu wytworzenia zeli, z zastosowaniem pomiarOw oscy-
lacyjnych oraz pomiarow tekstury. Natomiast dlugoterminowg retrogradacj¢ badano
przede wszystkim w odniesieniu do zeli skrobi: ryzowej — z zastosowaniem pomiaréw
tekstury, badan oscylacyjnych oraz rentgenografii proszkowej, kukurydzianej — po-
przez pomiar zmetnienia zeli, pomiary synerezy, analiz¢ tekstury i1 badania oscylacyj-
ne, a takze pomiar '"H NMR, ziemniaczanej — przy uzyciu badan turbidymetrycznych,
pomiardéw oscylacyjnych, analizy tekstury i rentgenografii proszkowej, pomiarow sy-
nerezy oraz 'H NMR, pszennej — poprzez pomiar zmetnienia zeli, pomiary synerezy
i dyfrakcje rentgenowska, owsianej — z wykorzystaniem techniki '"H NMR i pomiarow
rentgenograficznych, oraz maniokowej — z zastosowaniem analizy tekstury i '"H NMR.
Z kolei wptyw dodatku NHP na dtugoterminowa retrogradacje mieszanych uktadow
dotyczyt jedynie skrobi: ziemniaczanej z dodatkiem k-karagenu, gumy guarowej
lub gumy ksantanowej — poprzez pomiar tekstury 1 badania oscylacyjne,
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'H NMR oraz pomiary rentgenograficzne (tylko z guma ksantanowa); a takze skrobi
maniokowej, kukurydzianej i owsianej, zawierajagcych wyzej wymienione hydrokoloi-
dy — technika 'H NMR. Badano réwniez dlugoterminowa retrogradacje poprzez po-
miary synerezy zeli skrobi pszennej z dodatkiem gum: guarowej, konjac i tara, a takze
maczki chleba $wigtojanskiego.

Projekt zrealizowano ze srodkow Narodowego Centrum Nauki, umowa nr UMO-

2013/11/B/NZ9/01951.
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RETROGRADATION OF STARCH WITH AND WITHOUT NON-STARCH
POLYSACCHARIDE HYDROCOLLOIDS ADDED - MEASUREMENT METHODS
AND APPLICATION THEREOF

Summary

In the paper, the classification of those measurement methods was presented, which were applied to
measure a retrogradation phenomenon of starch with and without non-starch polysaccharide hydrocolloids
(NHP) added;, among those methods, some macroscopic and molecular techniques were highlighted. The
following macroscopic methods were characterised: differential scanning calorimetry (DSC), texture
profile analysis, oscillatory measurements, turbidimetry, and measurements of gel syneresis; also, some
examples of their current applications were given. Of all the molecular techniques used to study the retro-
gradation, the most frequently used methods were specifically pointed out: a nuclear magnetic resonance
(NMR) and an X-ray diffractometry. Furthermore, there were specified limitations of applying other
methods to study the process of starch retrogradation.

Key words: retrogradation, starch, non-starch polysaccharide hydrocolloids, methods to study starch
retrogradation, starch gel stability
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