1 Kwasowa hydroliza skrobi

1.1 Wstep

Skrobia, jako w pelni odtwarzalny material biologiczny zyskuje coraz wigksze znaczenie prze-
mystowe, i to zaréwno w szeroko rozumianej technologii zywno$ci i zywienia jak i w tzw. zasto-
sowaniach niezywnosciowych. Stosunkowo niewielkie zastosowanie (ok. 3%) ma tzw. skrobia
natywna, wydzielona z materiatu pochodznia roslinnego i nie poddana zadnym dodatkowym
modyfikacjom. Pozostala cze$é¢ otrzymywanego materiatu jest przetwarzana réznymi meto-

dami:
e fizycznymi,
e chemicznymi,
e biologicznymi
e na drodze kombinacji kilku proceséw (na przyklad hydroliza kwasowo-enzymatyczna).

Skrobia, jako biopolimer zbudowany z powtarzajacych sie jednostek glukozowych ulega, po-
dobnie jak dwucukry i inne oligosacharydy, reakcjom hydrolizy. Pod nazwa ta rozumie si¢
rozpad wigzania glikozydowego w $rodowisku wodnym w obecnosci katalizatorow kwasowych
(hydroliza kwasowa) lub enzymatycznych (hydroliza enzymatyczna), poltaczony dodatkowo
z przyltaczeniem czasteczki wody do kazdego zhydrolizowanego wiazania. Reakcja hydrolizy
kwasowej skrobi prowadzi do jej depolimeryzacji z utworzeniem D-glukozy oraz wytworzeniem
szerokiej grupy produktéw posrednich zawierajacych wiecej niz jedna czasteczke glukozy (di-
sacharydy np. maltoza, dekstryny itp.). Bardziej podatny na proces hydrolizy jest polimer
nierozgateziony, a wiec amyloza.

Proces hydrolizy jest reakcja stopniowa. W jej pierwszym etapie zachodzi rozpad wiazan wo-
dorowych pomiedzy poszczegdlnymi tancuchami polimeru potaczony ze wstepna depolimery-
zacja. Powoduje to zwickszenie rozpuszczalnosci polimeru, a co za tym idzie, znaczne obnizenie
lepkosci. Zainicjowany w ten sposob proces zaczyna przebiegaé coraz szybciej z wytworzeniem
produktéw posrednich o zréznicowanej dtugosei tancuchéw czyli dekstryn. Wielkos$é oraz mor-

fologia dekstryn wynika przede wszystkim z faktu, ze procesowi hydrolizy ulegaja zardéwno
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Rysunek 1: Reakcje chemiczne zachodzace w trakcie kwasowej hydrolizy skrobi.

czasteczki amylozy jak i amylopektyny. W miare wzrostu stezenia glukozy w mieszaninie re-
akcyjnej, pod wptywem kationéow wodorowych, zaczynaja zachodzi¢ takze réznego rodzaju
reakcje wtérne i uboczne, niekorzystnie wptywajace na proces hydrolizy. Wsrod nich niewat-
pliwie najwazniejsze to rewersja oraz tworzenie b-hydroksymetylofurfuralu wraz z produktami
jego rozktadu lub polimeryzacji (Rysunek 1). Szybko$¢ procesu hydrolizy zalezna jest przede
wszystkim od stezenia czynnika katalizujacego (kwasu) oraz temperatury procesu. Prawdopo-
dobnie czynnikiem wptywajacym na globalng szybkos$¢ hydrolizy jest tez budowa, a szczegdlnie

wielko$¢ ziarenek skrobiowych.

1.2 Mechanizm procesu hydrolizy kwasowej

W sensie samego mechanizmu reakcji chemicznej proces hydrolizy przebiega dwutorowo (Ry-

sunek 2):

o Sciezka A:
Protonowanie tlenu pierscienia glukopiranozowego (A1) powoduje jego rozpad z wytwo-
rzeniem karbokationu na weglu C-1 (A2). W takiej sytuacji do karbokationu przylacza
sie czasteczka wody (A3). Przesuniecie tadunkéw w obrebie otrzymanego kompleksu
(A4) powoduje, z jednej strony, ponowne zamkniecie pierécienia, a z drugiej odszcze-
pienie, zar6wno kationu wodorowego, jak i czasteczki glukozy (lub fragmentu tancucha

polimerowego w zaleznosci od lokalizacji procesu w czasteczce polimeru).

e Sciezka B:

Reakcja rozpoczyna si¢ protonowaniem mostkowego atomu tlenu przy wigzaniu a-1,4-
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Rysunek 2: Mechanizm hydrolizy kwasowe] skrobi.



glikozydowym (B1). Przeniesienie tadunku na ten atom umozliwia rozerwanie wigzania
glikozydowego i rozszczepienie tancucha polimeru na dwa krotsze, lub odszczepienie czg-
steczki glukozy, jesli reakcja ma miejsce na koncu tancucha. Po rozpadzie tancucha na
pozostatej jego czesci odtworzony zostaje karbokation (B2) umozliwiajacy w kolejnym
etapie przytaczenie czasteczki wody (B3). Odszczepienie od tak utworzonego kationu
jonu HT umozliwia wytworzenie na weglu C-1 stabilnej i trwalej grupy hydroksylowe;

(B4).

1.3 Analityczne metody kontroli procesu hydrolizy

Proces kwasowej hydrolizy skrobi powoduje zmniejszenie masy czasteczkowej, lepkosci oraz
przede wszsytkim struktury chemicznej weglowodanow w probce poddanej tej przemianie.
Wykorzystujac zmiany tych wtasciwosci, mozna kontrolowaé¢ przebieg hydrolizy na kilka spo-

sobow:

e Badanie zmian redukcyjnosci: Zaréwno amyloza jak i amylopektyna zawieraja nie-
wielkie ilogci wolnych grup hydroksylowych o charakterze pdtacetalowym (jedna wolna
grupa na pojedyncza makroczasteczke). Produkty catkowitej hydrolizy czasteczki skrobi
sktadajg sie tylko i wytacznie z czasteczek glukozy, z ktorych kazda posiada wolng grupe
potacetalowa podatnag na reakcje redoks.

Jesli wiec, na przyktad, czasteczka skrobi wykazuje stopienn polimeryzacji 500 (sklada sie
z 500 jednostek anhydroglukozowych) to po catkowitej hydrolizie w §rodowisku reakcyj-
nym znajdzie si¢ 500 wolnych czasteczek glukozy, a wiec 500 wolnych grup hydroksylo-
wych o charakterze potacetalowym. W przypadku hydrolizy niecatkowitej zachodzacej
do stadium dekstryn liczba grup pétacetalowych bedzie miesci¢ sie w zakresie 1-500, w
zaleznosci od stopnia hydrolizy (scukrzenia).

W celu ujednolicenia pomiaru redukcyjnosci wprowadza si¢ tzw. réwnowaznik glukozowy
(ang. Dextrose Equivalent; DE) jako ilos¢ wiazan glikozydowych, ktére ulegly hydroli-
zie (oznaczonych na drodze okreslenia zmian redukcyjnosci) do catkowitej ilosci wiazan
glikozydowych obecnych w 100g materiatu (skrobi) wyjsciowego, co ilustruje Réwnanie

1. Dla uproszczenia zaleznosé ta oblicza si¢ najczesciej korzystajac z Réwnania 2.

h.
DE =" 100% (1)
w.c
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gdzie:

— w.h. - ilo$¢ zhydrolizowanych wiazan glikozydowych,
— w.c. - catkowita ilo$¢ wigzan glikozydowych obecna w skrobi wyjsciowej,
— m.g. - masa glukozy okreslona na podstawie redukcyjnosci hydrolizatu,

— s.m.s. - masa skrobi poddana hydrolizie w przeliczeniu na suchg mase.

Oznaczenie ilosci substancji redukujacych z reguty bazuje na zastosowaniu zasadowego
roztworu soli miedzi (II) jako $rodka utleniajacego. R6znice pomiedzy poszczegblnymi

metodami wynikaja zas gléwnie z ilosciowego oznaczenia wytraconego po reakcji CuyO.

Préba jodowa: Oznaczenie z zastosowaniem proby jodowej wynika ze zdolnmosci do
tworzenia przez skrobie roznobarwnych komplekséw z jodem, w zaleznoéci od stopnia jej
polimeryzacji. W poczatkowej fazie hydrolizy zwiazki wysokoczasteczkowe (tzw. amy-
lodekstryny) barwia roztwor jodu na niebieskofioletowo. Glebsza hydroliza, a wiec wy-
tworzenie produktow o nizszej masie czasteczkowej (tzw. erytrodekstryny), daje kom-
pleksy barwy czerwonej. Koncowe produkty hydrolizy, tzw. achrodekstryny oraz malto-

dekstryny, nie daja barwnych reakcji z jodem podobnie jak sama glukoza.

Badania zmian rozpuszczalnosci w alkoholu: Badania tego typu opieraja sie na
wzrastajacej, wraz z postepem hydrolizy, rozpuszczalnosci produktow rozpadu. Podczas
gdy skrobia niezhydrolizowana wykazuje w roztworach alkoholowych zmetnienie oraz wy-
padanie z roztworu, to produkty jej rozktadu sa lepiej rozpuszczalne w alkoholu (mniejsze
zmetnienie) lub tak, jak to jest w przypadku glukozy i wiekszosci oligosacharydow, sa w

tym rozpuszczalniku catkowicie rozpuszczalne.

Badania skecalnosci wlasciwej: Rozpuszczona skrobia wykazuje skrecalnos¢ wlasciwg
+200°, podczas gdy czysta glukoza w roztworze skreca plaszczyzne swiatta spolaryzowa-
nego o kat +52,5°. Powstajace w trakcie hydrolizy posrednie produkty rozktadu skrobi
wykazuja réwniez posrednia warto$é¢ skrecalnosci, co umozliwia polarymetryczne moni-

torowanie procesu hydrolizy.



1.4 Produkty uboczne

W toku reakcji hydrolizy powstaja czasteczki o coraz nizszym stopniu polimeryzacji (ma-
sie czasteczkowej). Hydroliza tych potaczen zachodzi szybciej niz dla wyjSciowego materiatu
skrobiowego, tak wiec po stosunkowo niedtugim czasie w mieszaninie reakcyjnej obecne s
juz znaczne ilodci trimeréw, dimeréw a przede wszystkim glukozy. Fakt ten, implikuje nie-
stety zainicjowanie, juz na wstepnym stadium hydrolizy, niepozadanych proceséw ubocznych

z udziatem glukozy:

e Rozpad glukozy: Pod wptywem kationéw wodorowych, a wiec w sSrodowisku kwasnym,
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Rysunek 3: Mechanizm reakcji z udziatem 5-hydroksymetylofurfuralu.

podobnie jak ma to miejsce przy gtownej reakcji hydrolizy, glukoza ulega przegrupowa-
niu do 5-hydroksymetylofurfuralu (Rysunek 3). W warunkach reakcji, zwigzek ten moze,
badz to ulegaé¢ procesom polimeryzacji (z wytworzeniem smolistych trudno usuwalnych
zwiazkéw makroczasteczkowych) lub dalszej degradacji z wytworzeniem kwasu 4-okso-
pentanowego (kwas lewulinowy) oraz toksycznego kwasu mréwkowego. Reakeji powsta-
wania 5-hydroksymetylofurfuralu sprzyja wysoka temperatura (ok. 130°C), niskie pH (a

wiec posrednio wysokie stezenie kwasu) oraz wysokie stezenie glukozy.
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e Rewersja glukozy: Jony wodorowe katalizowa¢ moga takze reakcje kondensacji dwoch
(Rysunek 4) lub kilku (Rysunek 5) czasteczek glukozy. Zjawisko to znane pod nazwa re-
wersji zachodzi gléwnie przy wiekszych stezeniach glukozy i w przypadku otrzymywania
syropow wysokoscukrzonych jest wysoce niekorzystne. Rewersja moze spowodowaé, ze w
czasie hydrolizy, prowadzonej na skale techniczna, wydajnosé¢ glukozy spada z wartosci
teoretycznej 110kg ze 100kg skrobi do wartosci 90kg. Gloéwnymi oligosacharydami po-
wstajacymi w trakcie rewersji sa: izomaltoza, gencjobioza, soforoza, trehaloza i celebioza.
Dodatkowo w procesie tym powstaja bardziej odporne na proces hydrolizy wigzania a- i
(- 1,6-glikozydowe. W trakcie reweresji powstawac¢ moga takze oligosacharydy, w ktorych

jednostki glukozowe potaczone sa wiazaniami 1,1-, 1,2-, 1,3- glikozydowymi.

e Reakcja Maillarda: Procesowi hydrolizy moze towarzyszy¢ tzw. reakcja Maillarda pro-
wadzaca poprzez stadium zasad Schiff’a do barwnych produktéw nazywanych melano-
idami. Reakcja Maillarda przebiega miedzy czasteczka cukru (np. glukoza) oraz amino-
kwasu. Zwiekszona zawarto$¢ aminokwasoéw wynikajaca, na przyktad z niedoktadnego,
wstepnego oczyszczenia skrobi, sprzyja temu procesowi, niekorzystnie wptywajac na efek-
tywnos¢ hydrolizy ze wzgledu na straty glukozy oraz powstawanie trudno usuwalnych

barwnych produktéw.
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Rysunek 5: Rewersja glukozy, trimeryzacja

1.5 Przemyslowy proces hydrolizy skrobi

W praktyce przemystowej proces hydrolizy kwasowej stosuje sie gtownie do produkcji syropow
skrobiowych i dekstryn (Rysunek 6). Znacznie rzadziej metoda ta stuzy do produkeji glukozy
gdzie wyparta zostata przez hydrolize enzymatyczng. Podstawowym surowcem do produkeji
syropéw jest tzw. krochmal zielony czyli skrobia zawierajaca ok. 50% wody. Ze wzgledu na
dtuzszy okres przechowywania surowca i mozliwo$¢ zachodzenia proceséw gnilnych i fermen-
tacyjnych surowiec oczyszcza si¢ i dezynfekuje. Oczyszczony surowiec poddaje sie nastepnie
konwersji w srodowisku kwasnym oraz podwyzszonej temperaturze. Po osiggnieciu wymaga-
nej wielkosci réwnowaznika glukozowego proces hydrolizy przerywa sie przez zobojetnienie,
a mieszaning reakcyjne oczyszcza, filtruje i zageszcza. W zaleznosci od stopnia scukrzenia,
a wiec wartodci rownowaznika glukozowego, rozréznia sie syropy: niskoscukrzony (DE 30-38),
normalnie scukrzony (DE 38-45), §rednioscukrzony (DE 45-50) i wysokoscukrzony (DE 50-55).
Podobna metode mozna stosowa¢ do produkceji glukozy krystalicznej. Reakcje hydrolizy pro-
wadzi sie wtedy przy nizszym stezeniu mleczka skrobiowego. W przypadku produkeji glukozy
reakcje prowadzi si¢ az do osiagniecia wartosci DE na poziomie 92. W opisywanym procesie,

oprocz tzw. glukozy zestalonej oraz glukozy krystalicznej, uzyskuje sie takze, jako produkt
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Rysunek 6: Przemystowy proces hydrolizy skrobi

odpadowy, hydrol. Wariacja metody kwasowej otrzymywania glukozy jest proces kwasowo-
enzymatyczny, w ktérym po poczatkowej hydrolizie surowca obniza sie temperature procesu,
zobojetnia mieszanine reakcyjng oraz dodaje enzym glukoamylaze w celu jej scukrzenia me-

toda enzymatyczna.

1.6 Cwiczenia laboratoryjne
1.6.1 Przygotowanie odczynnikéw

e roztwér HCI: roztwory o stezeniu 5%, 10%, 15% i 20% (w zaleznosci od grupy) przy-
gotowa¢ w ilodci po 250ml na grupe uzywajac stezony kwas solny (35%) o gestosci ppoy

= 1.18g/ml. Obliczenia dotyczace rozcieniczania umiesci¢ w sprawozdaniu!

e roztwor NaOH: Roztwor sporzadzi¢ w ilosci 250ml przy uzyciu statego NaOH. Obli-

czenia dotyczgce rozcienczania umiesci¢é w sprawozdaniu!

e roztwér Fehlinga 1: Odwazy¢ 7g uwodnionego siarczanu (VI) miedzi (IT). Rozpuscié
w niewielkiej ilosci wody destylowanej. Przeniesé ilociowo do kolby miarowej na 100ml

i dopeli¢ woda destylowana do kreski

e roztwoér Fehlinga 2: Odwazy¢ 35g winianu sodowo potasowego. Rozpusci¢ w niewielkiej
ilosci wody destylowanej (maksymalnie 25ml). Przeniesé ilosciowo do kolby miarowej

na 100ml. Nastepnie odwazy¢ 10g NaOH, rozpusci¢ w okoto 50ml wody destylowane;j.



Przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej na 100ml. Catos¢ dopetni¢ woda destylowana do

kreski

e roztwor glukozy: Roztwér sporzadzi¢ z odpowiedniej nawazki w ilosci 100ml przy uzy-

ciu glukozy krystalicznej. Obliczenia dotyczace rozcieniczania umieéci¢é w sprawozdaniu!

1.6.2 Oznaczenie suchej masy

Do wysuszonych do statej masy i zwazonych naczynek wagowych odwazy¢ ok. 0,1g skrobi z
doktadnoscia do 0,0001g. Naczynka z probkami suszy¢ w temperaturze 130°C przez 1godz.
Nastepnie przenies¢ probke do eksykatora i po ostygnigciu ponownie zwazy¢. Z réznicy mas
probki przed i po suszeniu obliczy¢ zawartosé suchej substancji. Wynik przedstawié¢ z doktad-

noscig do 0,1% wraz z analizg statystyczng.

1.6.3 Przeprowadzenie hydrolizy

Na wadze analitycznej odwazy¢ 2,5¢ skrobi w przeliczeniu na sucha mase (zatozy¢ poczatkows
zawartos¢ wody réwna 20%, a po okresleniu suchej masy uwzgledni¢ odpowiednia poprawke).
Skrobie przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 250cm?® i uzupetnié do kreski
wodg destylowang. Zawiesing dobrze wymiesza¢ i pobraé¢ z niej 10 probek po 25cm?® kazda.
Probki umiescié w kolbkach Erlenmayera o pojemnoéci 100cm?. Do 9 prébek dodaé¢ 12,5¢m?
przygotowanego roztworu kwasu solnego (stezenia 5%, 10%, 15% lub 20% w zaleznosci od
grupy). Prébka 10 stanowi prébe zerowa. Kolbki kolejno umiesci¢ w tazni wodnej o tempera-
turze 90°C na czas: 2, 3, 4, 6, 8, 15, 20, 30 i 40min. Po wyjeciu z tazni, w celu zatrzymania
reakcji hydrolizy, kolbki umieszcza¢ w tazni wodnej wypetnionej zimng woda. Probke zerowa
(nie zawierajaca kwasu) ogrzewaé przez okres 40min, schtodzi¢ a po oziebieniu dodaé¢ do niej
12,5cm?® kwasu. Ochlodzone prébki natychmiast zobojetni¢ 30% NaOH (wobec papierka uni-
wersalnego) i umiesci¢ w kolbach miarowych o pojemnogci 100cm?®. Zawartos$é kolbek uzupetnié

do kreski woda destylowana, wymieszac.
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1.6.4 Oznaczenie redukcyjnosci hydrolizatu
1.6.5 Wykonanie krzywej wzorcowej

W 10 probéwkach odmierzy¢ 5cm? mieszaniny ptynéw Fehlinga Ii I, po czym dodaé od 1 do
10cm? roztworu glukozy o stezeniu 2,78-1073mol/dm? i uzupelié¢ woda do 25cm3. Po wymie-
szaniu zawartos¢ ogrzewa¢ na wrzacej tazni wodnej przez 5min i przela¢ do probéwek wirow-
kowych i odwirowaé¢ (2min, 5000rpm). Przeprowadzi¢ pomiar spektrofotometryczny, stosujac
swiatto o dtugosci fali A=640nm, uzywajac jako odniesienia wody destylowanej. Wykresli¢
krzywa wzorcowa, obliczy¢ metoda regresji liniowej réwnanie tej krzywej (Corukozy = f(Abs.))

oraz podstawowe parametry statystyczne.

1.6.6 Wykonanie oznaczenia

Z prébek otrzymanych hydrolizatéw pobra¢ do kolbek po 10cm?, dodaé¢ 5cm® mieszaniny
plynéw Fehlinga I i II i uzupetnié¢ wodg destylowang do 25cm?. Po wymieszaniu zawartosé
ogrzewaC na wrzacej tazni wodnej przez czas Smin, przenies¢ do probéwek wiréwkowych i
odwirowa¢ (2min, 5000rpm). Przeprowadzi¢ pomiar spektrofotometryczny jak opisano to dla
krzywej wzorcowej. Okresli¢ zawartosé glukozy i na jej podstawie wartos¢ DE dla kolejnych

probek i sporzadzi¢ wykres jego wartosci w zaleznosci od czasu.

1.6.7 Sprawozdanie

Sprawozdanie powinno zawiera¢ zwiezty opis wykonania ¢wiczenia wraz z uwagami, wyniki
badan, obliczenia, krzywa wzorcowa, wykres zalezno$ci DE od czasu. Wszystkie otrzymane
dane nalezy skomentowac i wyciagna¢ wnioski. Porowna¢ takze dynamike zmian DE w zalez-

nosci od stezenia uzytego kwasu.
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