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Wybrane wtasciwosci fizyczne
niskoacetylowanej skrobi estryfikowane;
kwasem oleimnowym *

Chosen physical properties of low acetylated starch esterificated with oleic acid

W niniejszej pracy przeprowadzono enzymatyczng estryfikacje skrobi niskoacetylowanej kwasem
thuszczowym z uzyciem enzymoéw w $rodowisku rozpuszczalnika organicznego. Analizom zostaty
poddane zaréwno substancje wyjsciowe jak i produkty powstale w reakcji estryfikacji. W wyniku
reakcji estryfikacji przy zastosowaniu lipazy z drozdzy Candida antarctica oraz dwoch wyodrebnionych
na drodze przemystowej frakcji tego enzymu (A i B) powstaly 3 estry skrobi acetylowanej i kwasu
oleinowego Ich stopien podstawienia oznaczony za pomocg analizy spektrum "THNMR wynosit od 0,07
do 0,12 i byt zalezny od frakcji zastosowanego enzymu. Analiza termiczna przy uzyciu ré6znicowego
kalorymetru skaningowego wykazata, ze ciepto wlasciwe przemiany fazowej produktow estryfikacji
bylto wyzsze niz ciepto wlasciwe przemiany fazowej skrobi acetylowanych. Istotny wptyw na zbadane
wlasciwosci fizyczne otrzymanych zwigzkow miat stopien acetylacji skrobi.

Stowa kluczowe: estryfikacja, kwas oleinowy, lipaza, skrobia

In this study, we conducted an enzymatic esterification of low acetylated starch by fatty acid using
enzymes in an organic solvent. We analyzed both the starting materials and reaction products formed
in the esterification. The reaction of esterification using lipase from Candida antarctica and two
separate enzyme fractions (A and B) formed three acetylated starch esters of oleic acid. The degree of
substitution determined by "HNMR spectrum analysis ranged from 0.07 to 0.12, and was dependent on
the applied fraction of the enzyme. Thermal analysis using differential scanning calorimeter showed
that the products’ heats of phase transition were higher than the acetylated starch heat of phase
transition. A degree of substitution of acetylated starch had a significant impact on the physical
properties of investigated compounds.

* Praca wykonana w ramach grantu MNiSW, umowa nr 2338/B/P01/2009/36 o realizacj¢ projektu badawczego nr
NN312233836
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Hydrofilowy charakter skrobi jest gtowng przyczyng ograniczen w wykorzystaniu jej w
przemys$le (Singh i in., 2004). Problem ten jest mozliwy do rozwigzania poprzez
modyfikowanie skrobi natywnej (Yan i in., 2010) nadajace jej pozadane wihasciwosci
fizykochemiczne 1 funkcjonalne (Fortuna i in., 2002).

W wyniku niektorych modyfikacji skrobi wprowadzone do niej podstawniki, np. grupy
estrowe, tworza skrobie, ktore zapewniajg trwalo$¢ przechowalnicza produktow,
szczegolnie o duzej zawartosci wody, dzigki stabilnosci zeli i kleikow skrobiowych.
W wyniku tego, obok wystepujacych wigzan wodorowych, powstaja dodatkowe wigzania
chemiczne pomigdzy sasiednimi tancuchami skrobi. Taka usieciowana skrobia staje sig¢
bardziej odporna na oddziatywania chemiczne i mechaniczne (Leszczynski, 2006).

Stosunkowo nowag grupa modyfikatow skrobiowych sg estry sacharydéw i kwasow
thuszczowych (Ward i in., 1997). Zaliczane sg one do naturalnych biosurfaktantow
niejonowych (Kotakowski i in., 2005), znajdujgcych zastosowanie zarowno w przemysle
spozywczym, chemicznym, kosmetycznym, jak i farmaceutycznym czy biomedycznym
(Degn i in., 2001). Sacharydy, nalezagc do zwigzkow polihydroksylowych, stwarzaja
mozliwo$¢ estryfikacji wolnych grup hydroksylowych obecnych w ich czasteczce. Dzigki
temu mozliwe jest otrzymanie kompleksow roznigcych si¢ diametralnie wlasciwos$ciami
fizykochemicznymi (Lortie, 1997; Kotakowski i in., 2005). Estry kwasow ttuszczowych i
sacharydow sg zwigzkami wykazujacymi wlasciwosci stabilizujace i emulgujace (Ye i in.,
2010). Wykorzystaniem estrow sacharydow i kwasow tluszczowych zainteresowal sig
rowniez przemyst kosmetyczny. Znalez¢ je mozna w kremach do ciata, pastach do zebow,
pomadkach do ust, szamponach, odzywkach do wlosow a takze w ptynach do mycia
naczyn, czy detergentach pioracych. Charakteryzuja si¢ one wlasciwos$ciami
zmickczajagcymi, niweluja problem twardej wody oraz wykazuja wiasciwosci
antybakteryjne (Ye i in., 2010). Zwigksza si¢ rowniez wykorzystanie estrow sacharydow
w przemys$le farmaceutycznym i biomedycznym. Ulatwiaja one rozpuszczanie w
tluszczach witamin i antybiotykow, nie podrazniajac §luzowki jamy ustnej podczas ich
przyjmowania. Ponadto mogg zosta¢ uzyte jako wypetniacze ubytkoéw w kosciach a nawet
jako ich catkowite zamienniki (Rajan i in., 2006, 2008).

Estry skrobi i kwasoéw thuszczowych mozna m.in. wytwarza¢ metodami chemicznymi,
w reakcji skrobi z kwasami tluszczowymi. Proces ten ze wzgledu na niewielkg
rozpuszczalno$¢ kwasow thuszczowych w wodzie i sacharydow w rozpuszczalnikach
hydrofobowych, musi by¢ prowadzony w §rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych jak
pirydyna, sulfotlenek dimetylu (DMSO) czy NN- dimetyloformamid (DMF).
Rozpuszczalniki te sg toksyczne dla zdrowia cztowieka i srodowiska. Poza tym proces przy
uzyciu katalizatorow chemicznych z reguly przebiega w sposdéb niekontrolowany.
Alternatywnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ prowadzenie syntezy przy udziale enzymow,
w szczegblnosci lipaz. Wlasciwy proces przebiega w nizszej temperaturze (30-60°C) a
otrzymany produkt posiada okre$long budowe¢ chemiczng, jest pozbawiony barwnych
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zanieczyszczen i co rownie wazne, jest naturalny (Dubreucq i in., 2000). Obecnie znane s3
juz mechanizmy estryfikacji sacharydow kwasami tluszczowymi, nie ma natomiast
zadnych doniesien poruszajgcych tematyke transestryfikacji estrow sacharydow i kwasow
thuszczowych. Powstaje zatem potrzeba zbadania ewentualnych mozliwos$ci syntezy tych
estrow przy zastosowaniu tego typu reakcji. Bioragc pod uwage duze mozliwosci
wykorzystania estrow sacharydéw praktycznie we wszystkich gateziach przemyshu,
zasadnym jest przeprowadzenia badan nad nowymi mozliwosciami ich syntezy z
zachowaniem nurtow proekologicznych.

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie estru skrobi ziemniaczanej niskoacetylowane;
z kwasem oleinowym na drodze enzymatycznej estryfikacji przy uzyciu réznych frakcji
immobilizowanej lipazy pochodzenia mikrobiologicznego, a takze pordwnanie wlasci-
wosci uzyskanych produktow.

MATERIALY I METODY

Materiat badawczy stanowity: skrobia niskoacetylowana, wyprodukowana w 2010
przez Lyckeby Culinar AB, MICROLYS 52, stopien podstawienia deklarowany przez
producenta wynosit 0,01-0,2; sito molekularne 4A firmy Sigma-Aldrich, kwas oleinowy
firmy Fluka Chemika, tert-Butanol firmy Riedel-de Haén, preparaty immobilizowanej na
zywicy akrylowej lipazy zewnatrzkomorkowej pochodzacej z drozdzy Candida antarctica
o nazwie handlowej Nowozym 435 oraz frakcje A i B tego enzymu, firmy Sigma-Aldrich.

Enzymatyczna estryfikacja

Przygotowano mieszaniny reakcyjne o nastgpujacym sktadzie: skrobia acetylowana,
kwas oleinowy, tert-butanol, sito molekularne oraz enzym (lipaza A i B oraz Novozyme
435). Réwnoczesnie sporzadzono proby zerowe — nie zawierajgce dodatku enzymu.

Sktad mieszanin reakcyjnych: na 1 mol rownowaznika glukozy odwazono 1 mol kwasu
oleinowego, tert-butanol stanowit podwojny ekwiwalent masowy kwasu oleinowego oraz
skrobi niskoacetylowanej, preparaty immobilizowanej lipazy (Novozyme 435 oraz jej
frakcje A i B) — 1 g, sito molekularne (absorpcja powstalej, podczas reakcji, wody) —
0,2-krotny ekwiwalent masowy skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego. Mieszaniny
byly poddawane reakcji, ktora przebiegata w systemie cigglego mieszania (350 obr./min)
przez okres 10 dni w temperaturze 60°C, po czym nadmiar kwasu tluszczowego
ekstrahowano acetonem w ilosci 150 ml w temperaturze 35°C przez 1 godzing. Otrzymany
osad przesaczano w celu oddzielenia sita molekularnego oraz przemywano acetonem w
celu usunigcia pozostatosci wolnego kwasu oleinowego. Preparaty po przemyciu suszono
w temperaturze pokojowej (20-25°C). Dodatkowo sprawdzono wptyw przetrzymywania
skrobi acetylowanej z kwasem tluszczowym w sposob identyczny, jak opisany powyzej,
jednak bez dodatku enzymu.

Analiza wigzan chemicznych obecnych w preparatach — metoda rezonansu

magnetycznego '"H NMR

Przygotowano proby zawierajagce 10mg badanych preparatow oraz 1 ml
deuterowanego dimetylosulfotlenku (DMSOQO). Mieszaning ogrzewano w tazni wodnej
w temperaturze 70°C przez 7 dni. Nastepnie pobrano 0,6 ml proby i przeniesiono do
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probowek NMR. Analiza 'HNMR zostata przeprowadzona w temperaturze 70°C za
pomocg spektrometru AVANCE AMX 300 firmy Bruker. Stopien podstawienia kwasem
octowym oraz oleinowym obliczono zgodnie z metodyka przedstawiong przez Hui i in.
(2008) oraz Kapusniaka i Siemiona (2005).

Analiza grup funkcyjnych wystepujacych w preparatach przy pomocy absorpcyjnej

spektroskopii FTIR

Odwazono po 0,2 g badanych préb, ktore sprasowano w pastylke KBr. W celu
okreslenia grup funkcyjnych wykonano analiz¢ na spektrometrze Mattson FTIR-300.

Wyznaczenie charakterystyk termicznych substancji przy uzyciu réznicowego
kalorymetru skaningowego DSC — Mettler-Toledo model 822e.

Do aluminiowego naczynka o pojemnosci 100 ul nawazono 5 mg badanej substancji, w
przeliczeniu na sucha mas¢ oraz uzupeliano woda do masy 15mg. Probe
kondycjonowano w czasie 30 minut w temperaturze 20—25°C a nast¢gpnie umieszczono w
komorze roznicowego kalorymetru skaningowego. Probe ogrzewano od temperatury 25 do
100°C z predkoscig 4°C/minute. W oparciu o otrzymane wyniki wyznaczono ciepto
wlasciwe przemian fazowych, temperatury poczatkowe i koncowe przemian fazowych
oraz temperatury ekstrapolowanych §rodkow pikow.

Uzyskane wyniki badan poddano interpretacji statystycznej za pomocg jednokierun-
kowej dwuczynnikowej analizy wariancji. Grupy jednorodne wyznaczono testem Duncana
dla poziomu istotnosci o = 0,05 w programie Statistica 9.1.

OMOWIENIE WYNIKOW

W tabeli 1 przedstawiony zostal stopien podstawienia kwasem oleinowym oraz kwasem
octowym skrobi niskoacetylowanej i jej pochodnych otrzymanych w trakcie reakcji
trwajacej dziesie¢ dni. W tym wypadku, najwyzszg aktywnoscig w prowadzeniu reakcji
estryfikacji wykazala si¢ frakcja B stosowanego enzymu. Warto$¢ stopnia podstawienia
kwasem oleinowym wyniosta DS. = 0,12 natomiast kwasem octowym — DS. = 0,07.
Najnizszg skutecznos$cig estryfikacji wykazata si¢ frakcja A enzymu, pozwalajac na
uzyskanie stopnia podstawienia DS. = 0,1 — kwasem oleinowym oraz DS. = 0,08 —
kwasem octowym.

Zastosowanie enzymu N poskutkowato jednoczesnym przylaczeniem do tancucha
skrobiowego kwasu oleinowego w ilosci DS. = 0,11 oraz cze¢sciowym odtaczeniem,
obecnych w nim juz, grup pochodzacych od kwasu octowego (deacetylacja). Stopien
podstawienia czystej skrobi niskoacetylowanej kwasem octowym wynosi DS. = 0,11 1
potwierdza dane producenta. Na widmach HNMR znalez¢ mozna sygnaty od protonéow
grupy CHj; kwasu tluszczowego w zakresie 0,79-0,87 ppm, sygnaty od grupy CH; kwasu
octowego w przedziale od 2,01 do 2,10 ppm oraz piki pochodzace od pierscienia
glukozowego w zakresie 5,0-5,5 ppm.
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Tabela 1
Stopnie podstawienia (DS) skrobi niskoacetylowanej i jej pochodnych, otrzymanych w reakcji
prowadzonej przez 10 dni
The degrees of substitution (DS) of low acetylated starch and its derivatives, obtained by the reaction
conducted for 10 days

Stopien podstawienia (DS)
Preparat The degree of substitution
Preparation kwas octowy kwas oleinowy
acetic acid oleic acid

Skrobia niskoacetylowana

Low acetylated starch

Kompleks skrobi niskoacetylowanej i kwasu
oleinowego 0,11 0,02
Complex of low acetylated starch and oleic acid
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i
kwasu oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu A
Product of transesterification of low acetylated starch
by oleic acid obtained with use of enzyme A

Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i
kwasu oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu B
Product of transesterification of low acetylated starch
by oleic acid obtained with use of enzyme B

Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i
kwasu oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu N
Product of transesterification of low acetylated starch
by oleic acid obtained with use of enzyme N

0,11 -

0,08 0,10

0,07 0,12

0,07 0,11

Analiz¢ grup funkcyjnych obecnych w badanych preparatach wykonano za pomocg
spektroskopii FTIR. Skrobia niskoacetylowana, skrobia niskoacetylowana przetrzy-
mywana z kwasem oleinowym a takze produkty estryfikacji skrobi niskoacetylowanej
kwasem oleinowym z zastosowaniem enzymoOw, wykazaly drgania rozciggajace
pochodzace od reszt kwasu octowego oraz oleinowego.

W tabeli 2 zamieszczono warto$ci ciepta wlasciwego przemiany fazowej (Qw),
oznaczonego w trakcie ogrzewania do 100°C w §rodowisku wody. W przypadku skrobi
niskoacetylowanej  najwigkszym  cieptem  przemiany fazowej  (-8,46]/g)
charakteryzowata si¢ skrobia niskoacetylowana, ktora stanowi odrgbng grupe
jednorodna. Najmniejszym cieplem wilasciwym przemiany fazowej (-3,85J/g)
charakteryzuje si¢ produkt estryfikacji skrobi niskoacetylowanej z kwasem oleinowym
powstaly w wyniku przeprowadzonej reakcji z uzyciem enzymu N. Wartosci ciepla
wlasciwego przemiany fazowej produktéw estryfikacji skrobi niskoacetylowanej z
kwasem oleinowym powstatych w wyniku przeprowadzonej reakcji z uzyciem enzymu
A oraz B nie ro6znig si¢ statystycznie

W tabeli nr 3 przedstawiono poczatkowe temperatury przemian fazowych
oznaczone w trakcie ogrzewania preparatow do 100°C w srodowisku wody. Podobnie
jak w przypadku ciepta wlasciwego najwyzsza temperaturg poczatkowa przemiany
fazowej (46,4°C) charakteryzowala si¢ skrobia niskoacetylowana.
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Tabela 2
Cieplo wlasciwe przemiany fazowej (Qw) skrobi niskoacetylowanej i jej pochodnych oznaczone w
trakcie ogrzewania w Srodowisku wody do 100°C
The heat of phase transition of low acetylated starch and its derivatives measured in water during
heating to 100°C

Ciepto wlasciwe przemiany fazowej Qw (Jg!)
Preparat "{hlrlte ?Zeeegi(;f phase transition NIR
Preparation pr(::pe(t)i tions $rednia LSD
I I m average
Skrobia niskoacetylowana
Low acetylated starch 8,74 8,18 -8,46
Kompleks skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego
Complex of low acetylated starch and oleic acid 4,07 4,44 4,26
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu A 486 5.65 526
Product of transesterification of low acetylated starch by oleic ’ ’ ’
acid obtained with use of enzyme A 1.08
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu ’
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu B 536 5.6 5.49
Product of transesterification of low acetylated starch by oleic ’ ’ ’
acid obtained with use of enzyme B
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu N 404 3.45 385
Product of transesterification of low acetylated starch by oleic ’ ’ ’
acid obtained with use of enzyme N
Tabela 3

Temperatura poczatkowa przemiany fazowej skrobi niskoacetylowanej i jej pochodnych oznaczona w
trakcie ogrzewania w Srodowisku wody do 100°C
Initial temperature of phase transition of low acetylated starch and its derivatives measured in water
during heating to 100°C

Temperatura poczatkowa przemiany fazowej (°C)
Preparat Initial te'rnpertdture of phase transition NIR
Preparation p r?g:;égﬁ;a Srednia LSD
I | m average
Skrobia niskoacetylowana
Low acetylated starch 46,1 46,6 464
Kompleks skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego 415 395 405
Complex of low acetylated starch and oleic acid i ’ i
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu A 404 1.6 45
Product of transesterification of low acetylated starch by oleic ’ ’ ’
acid obtained with use of enzyme A 1.79
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu ’
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu B 95 .0 98
Product of transesterification of low acetylated starch by oleic ’ ’ ’
acid obtained with use of enzyme B
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu N 40,4 40,7 40,5

Product of transesterification of low acetylated starch by oleic
acid obtained with use of enzyme N
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Najnizsza (40,5°C) charakteryzowata si¢ skrobia niskoacetylowana przetrzymywana
zkwasem oleinowym, ktéra z produktem transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej
z kwasem oleinowym powstalym w wyniku przeprowadzonej reakcji z uzyciem enzymu N
stanowi grupe jednorodng. Drugg grupe jednorodng stanowia produkty estryfikacji skrobi
niskoacetylowanej z kwasem oleinowym powstatym w wyniku przeprowadzonej reakcji z
uzyciem enzymu A i B.

Kolejnym parametrem opisujgcym charakterystyke termiczng badanych preparatow jest
temperatura koncowa przemiany fazowej, ktorej wartosci zebrano w tabeli 4.

Tabela 4
Temperatura koncowa przemiany fazowej skrobi niskoacetylowanej i jej pochodnych oznaczona w
trakcie ogrzewania w Srodowisku wody do 100°C
Ending temperature of phase transition of low acetylated starch and its derivatives measured in water
during heating to 100°C

Temperatura koncowa przemiany fazowej (°C)
Preparat Endir(l;v tte(:')r;lziirie;ture of phase transition NIR
Preparation p o, $rednia LSD
repetitions average
I [ i &
Skrobia niskoacetylowana
Low acetylated starch 294 39,6 39,3
Kompleks skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego 541 527 534
Complex of low acetylated starch and oleic acid ’ ’ i
Skrobia niskoacetylowana z kwasem oleinowym i enzymem A
Low acetylated starch with oleic acid and the enzyme A 33,7 33,7 33,7 1,54
Skrobia niskoacetylowana z kwasem oleinowym i enzymem B 559 560 561
Low acetylated starch with oleic acid and the enzyme B ’ i i
Skrobia niskoacetylowana z kwasem oleinowym i enzymem N 554 541 548

Low acetylated starch with oleic acid and the enzyme N

Najwyzsza temperaturag konicowa przemiany fazowej charakteryzowala si¢ skrobia
niskoacetylowana (59,5°C), najnizsza skrobia niskoacetylowana przetrzymywana z
kwasem oleinowym (53,4°C). Warto$ci temperatury koncowej przemiany fazowej
produktow transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej z kwasem oleinowym powstatych w
wyniku przeprowadzonej reakcji z uzyciem enzymu A i B, nie r6znig si¢ statystycznie.

Temperatury ekstrapolowanego $rodka piku przemiany fazowej skrobi niskoacetylo-
wanej, skrobi niskoacetylowanej przetrzymywanej z kwasem oleinowym oraz powstatych
estrow przedstawiono w tabeli 5. Najwyzsza temperatura ekstrapolowanego $rodka piku
(52,6°C) zostata zarejestrowana w analizie termicznej skrobi niskoacetylowanej. Warto$¢
tej temperatury stanowi osobng grup¢ jednorodng. Skrobi¢ niskoacetylowang przetrzy-
mywang z kwasem oleinowym cechowata najnizsza warto$¢ (46,3°C) temperatury
ekstrapolowanego $rodka piku. Stanowi ona wraz ze skrobig niskoacetylowang
estryfikowang z uzyciem enzymu N grupe jednorodna. Sposréd powstalych estréw
najwyzszg temperaturg ekstrapolowanego srodka piku przemiany fazowej charakteryzowat
si¢ produkt estryfikacji skrobi niskoacetylowanej z kwasem oleinowym powstaty w
wyniku przeprowadzonej reakcji z zastosowaniem enzymu B (48,8°C).
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Tabela 5
Temperatura ekstrapolowanego Srodka piku przemiany fazowej skrobi niskoacetylowanej i jej
pochodnych oznaczona w trakcie ogrzewania w §rodowisku wody do 100°C
Temperature of extrapolated peak of phase transition of low acetylated starch and its derivatives
measured in water during heating to 100°C

Temperatura ekstrapolowanego srodka piku
przemiany fazowej (°C)
Preparat Temperature of extrapolated peak of phase transition | NIR
Preparation powtorzenia , . LSD
. $rednia
repetitions average
i [ il g
Skrobia niskoacetylowana
Low acetylated starch 52,3 52,7 52,6
Kompleks skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego 472 454 46,3

Complex of low acetylated starch and oleic acid
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu

oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu A

Product of transesterification of low acetylated starch by 419 484 48,2

oleic acid obtained with use of enzyme A 157
Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu ?
oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu B 485 490 488

Product of transesterification of low acetylated starch by

oleic acid obtained with use of enzyme B

Produkt transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu

oleinowego otrzymany przy uzyciu enzymu N

Product of transesterification of low acetylated starch by 46,4 46,9 46,7
oleic acid obtained with use of enzyme N

DYSKUSJA WYNIKOW

Skrobia stanowi niezastgpiony surowiec niemal we wszystkich galeziach gospodarki.
Uniwersalno$¢ zastosowania tego materiatu jest glowna przyczyna ciaglego wzrostu
zapotrzebowania na ten surowiec. Gtownym powodem niepelnego wykorzystania skrobi
w przemysle jest jej hydrofilowy charakter (Singh i in., 2004; Kapus$niak i in., 2007).
W celu uzyskania odpowiednich wtasciwosci, takich jak rozpuszczalno$¢, tekstura,
konsystencja czy tez wysoka odpornos¢ na dzialanie r6znych czynnikéw zewnetrznych,
poddaje si¢ ja modyfikacjom (Fortuna i in., 2002). Skrobia jako zwigzek polisacharydowy
posiada trzy wolne grupy hydroksylowe, przy czym podstawieniu moze ulegac jedna, dwie
lub wszystkie z grup. Stwarza to dogodne warunki do estryfikowania sacharydow na
przyktad kwasami thuszczowymi.

Obecnie wigkszo$¢ syntetyzowanych estrow sacharydow otrzymywana jest przy uzyciu
katalizator6w chemicznych. Metoda ta zastala opisana juz w 1956 roku przez Osipowa i
in. (1956). Jej zaletg jest fakt, iz przeprowadzona w odpowiednich warunkach nie skutkuje
zniszczeniem galeczek skrobiowych a zmiany w obrgbie czasteczki skrobi sg niewielkie.
Niestety bardzo niewielka rozpuszczalno$¢ sacharydow w  rozpuszczalnikach
hydrofobowych wymusza stosowanie podczas reakcji organicznych rozpuszczalnikow
polarnych, szkodliwych dla zdrowia cztowieka. Sg nimi sulfotlenek dimetylu (DMSO),
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toluen, pirydyna. Dodatkowo, proces ten jest egzotermiczny co skutkuje powstawaniem
barwnych zanieczyszczen (Kotakowski i in., 2005).

Reakcje estryfikacji prowadzi¢ mozna z powodzeniem na drodze biotechnologicznej,
wykorzystujac do tego celu enzymy pochodzenia mikrobiologicznego (Saxena i in., 2003;
Adamczak i in., 2004). Zastosowanie znalazly tutaj gtéwnie lipazy, ktore uzyskuje si¢ z
drozdzy Candida antarctica, Candida cylindracea, Candida rugosa, plesni Rhizomucor
miehei oraz bakterii Bacillus subtilis (Kennedy i in., 2006). Moga by¢ one wykorzystywane
w reakcji estryfikacji, transestryfikacji i1 interestryfikacji (Bornscheuer, 1999), a ich
podstawowym zadaniem jest katalizowanie reakcji hydrolizy tluszczéw do wolnych
kwasow thuszczowych (Debreucq i in., 2000).

Wymienione lipazy drobnoustrojowe zostaty ,,przetestowane” przez Seino i in. (1984)
pod katem przydatnosci do syntezy estrow sacharydéw. Prowadzili oni szereg reakcji, w
ktorych udziat braty: sacharoza, glukoza, fruktoza i1 sorbitol oraz kwasy thuszczowe:
oleinowy, stearynowy i linolowy. Srodowiskiem reakcji byt bufor fosforanowy. Najwyzsza
aktywnoS$cig w syntezie estrow wykazat si¢ enzym z Candida cylindracea.

W niniejszej pracy, jako biokatalizator reakcji estryfikacji skrobi naturalnej oraz reakcji
transestryfikacji skrobi niskoacetylowanej kwasem oleinowym, wykorzystano enzym z
Candida antarctica, a takze frakcje A 1 B tego enzymu. Ward i in. (1997) w swoich
badaniach, jako czynnik katalizujacy reakcje syntezy estrow sacharydow kwasem
arachidonowym, zastosowali osiem r6znych enzymow, w tym réwniez ten pochodzacy z
Candida antarctica. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzili, iz najlepsze
rezultaty uzyskano w przypadku lipazy pochodzacej wtasnie z Candida antarctica (Ward
i in., 1997). Obserwacje te potwierdzit Tsitsimpikou i in. (1997). Zastosowali oni lipaze z
Candida antarctica, a takze z Candida rugosa w trakcie syntezy estrow sacharydow.
Przeprowadzona acylacja arabinozy, mannozy, fruktozy oraz glukozy kwasem
laurynowym w §rodowisku heksanu pozwolita stwierdzi¢, iz Candida antarctica wykazata
si¢ wyzsza aktywnos$cig w syntezie estrow sacharydow niz Candida rugosa (Tsitsimpikou
iin., 1997).

W niniejszej pracy okreslono wiasciwosci: produktow otrzymanych w wyniku
estryfikacji, estrow sacharydow przetrzymywanych z kwasem oleinowym, a takze
zwiazkow wyjsciowych. Razem przebadano 5 preparatow.

Pierwsza analiza jakosciowa wykonana zostala z wykorzystaniem magnetycznego
rezonansu jagdrowego. Widma 'HNMR, oprocz potwierdzenia zaj$cia reakcji estryfikacji
kwasem oleinowym, postuzyly do obliczenia wartosci stopnia podstawienia (DS). Stopien
podstawienia kwasem octowym zostal obliczony jako stosunek powierzchni protonow
metylowej reszty kwasowej estru — od 1,97 do 2,10 ppm do powierzchni sygnatow
protonow pierscienia glukozy w tancuchu skrobi w zakresie od 5,0 do 5,5 ppm. W
przypadku podstawienia kwasem oleinowym szukano sygnatu w zakresie od 0,80 do 0,87
ppm nalezacego do koncowej grupy metylowej kwasu oleinowego (w niektorych
przypadkach sygnat ten przesunat si¢ w kierunku wyzszych wartosci -1,09 ppm 1 miescit
si¢ w granicach standardowych przesuni¢¢), a takze sygnatlow protonow pierscienia
glukozy w tancuchu skrobi w zakresie od 5,0 do 5,5 ppm.
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W przypadku skrobi niskoacetylowanej analiza rezonansu magnetycznego potwierdzila
zgodnos$¢ stopnia podstawienia kwasem octowym (DS. = 0,01-0,2) podanym przez
producenta Lyckeby Culinar AB, MICROLYS 52 — Szwecja. W literaturze mozna
znalez¢ zrodla, w ktorych okreslane sa konkretne granice stopnia podstawienia skrobi
niskoacetylowanej; wedlug Bello-Perez i in. (2010) skrobia niskoacetylowana ma stopien
podstawienia DS<O0,1, jest ona uzywana w przemysle spozywczym do nadania produktom
odpowiedniej konsystencji, stabilno$ci oraz tekstury Natomiast Elomaa i in. (2004) podaja,
ze zakres stopnia podstawienia tej skrobi miesci si¢ w granicach 0,01-0,2. Warto$ci stopnia
podstawienia produktow estryfikacji skrobi niskoacetylowanej kwasem oleinowym,
uzyskanych na drodze syntezy dziesigciodniowej wynosily odpowiednio: skroba
niskoacetylowana przetrzymywana z kwasem oleinowym (0,02 — kwas oleinowy, 0,11 —
kwas octowy); produkt estryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego z
wykorzystaniem frakcji A enzymu (0,10 — kwas oleinowy, 0,08 — kwas octowy); produkt
estryfikacji skrobi niskoacetylowanej i kwasu oleinowego z wykorzystaniem frakcji B
enzymu (0,12 — kwas oleinowy, 0,07 — kwas octowy) oraz produkt estryfikacji skrobi
niskoacetylowanej i kwasu oleinowego z wykorzystaniem enzymu N (0,11 — kwas
oleinowy, 0,07 — kwas octowy). Uzyskany wynik stopnia podstawienia skrobi
niskoacetylowanej kwasem oleinowym po 10 dniach przetrzymywania substratow w
srodowisku rozpuszczalnika organicznego bez dodatku enzymu moze $wiadczy¢ o
utworzeniu kompleksu skrobia — kwas thuszczowy. Swiadczy o tym tez niemozno$é
wyplukania kwasu ttuszczowego acetonem z tak powstatego kompleksu. Kapusniak i in.
(2007)prowadzac reakcje termicznej estryfikacji skrobi ziemniaczanej kwasem linolowym,
uzyskali stopien podstawienia w zakresie od 0,09 do 0,68. Rajan i in. (2006) w
przedstawiaja stopien podstawienia skrobi z kassawy i kukurydzy, uzyskany w réznych
warunkach prowadzenia reakcji. Najwyzszy stopien podstawienia uzyskali w trakcie
syntezy skrobi kukurydzianej kwasami ttuszczowymi pochodzacymi z oleju kokosowego
przy udziale lipazy z Themomyces lanuginosa w $rodowisku mikrofal (DS. = 1,55).
Najnizszy stopien podstawienia (DS. = 0,07) uzyskali w przypadku 36 godzinnej reakcji
skrobi z kassawy z kwasem ttuszczowym. W publikacji z 2008 roku donoszg natomiast, iz
mozliwym jest uzyskanie estrow skrobi z kassawy z kwasem palmitynowym z udziatem
lipazy AYS i dimetylosulfotlenkiem w roli $rodowiska reakcji. Powstaly zwiazek
charakteryzowat si¢ stopniem podstawienia rownym 1,05 (Rayan i in., 2006, 2008).

Boruczkowska i in. (2008) prowadzac reakcje enzymatycznej estryfikacji skrobi i jej
pochodnych kwasem laurynowym, uzyskali stopnie podstawienia od 0,22 do 1,00.
Wskazali oni, iz r6znice w ilo$ci przytaczonych grup kwasu tluszczowego zwigzane sa z
rodzajem produktu wyjsciowego i zastosowanym rozpuszczalnikiem.

Najnizszym stopniem podstawienia odznaczata si¢ skrobia niskoacetylowana
przetrzymywana z kwasem oleinowym (DS 0,02), za§ najwyzszym stopniem podstawienia
czynnikiem estryfikujgcym charakteryzowal si¢ produkt reakcji estryfikacji skrobi
niskoacetylowanej z kwasem oleinowym przy zastosowaniu frakcji B enzymu (DS. =
0,12). Oznacza to, ze co najmniej 1 grupa hydroksylowa w co 8 czasteczce glukozy w
skrobi niskoacetylowanej zostata zestryfikowana kwasem oleinowym (Leszczynski, 2006).
Zastosowanie enzymow w reakcji estryfikacji kwasem thuszczowym, przeprowadzonej w
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niniejszej pracy wptyneto na wydajnos¢ uzyskanych produktow, ktore charakteryzowaty
si¢ wyzszym stopniem podstawienia kwasem oleinowym, niz skrobia niskoacetylowana
przetrzymywana z kwasem oleinowym. Prawdopodobnym moze by¢ réwniez, ze wigksze
ilosci enzymu zastosowanego w reakcji estryfikacji zwigkszytyby wydajnos¢ uzyskanych
produktow. Na aktywno$¢ enzymu w S$rodowisku reakcji moglta wptynaé rowniez
zawarto§¢ wody. Cze$ciowo rozdrobnione sito molekularne moglo bowiem nie wigzaé
dostatecznie powstale] w wyniku reakcji syntezy estrow wody 1 rOwnowaga reakcji mogta
przesung¢ si¢ w kierunku rozpadu powstatych produktow. Zdolnos¢ szybkiego
prowadzenia reakcji jest wielce pozadana ze strony przemyshlu, jednak nalezy by¢
swiadomym tego, iz otrzymywanie enzymow na skale przemystowsa jest wcigz bardzo
kosztowe.

Wszelkie modyfikacje dokonywane na skrobi i jej pochodnych bardzo czesto powoduja
zmiany w ich wlasciwosciach fizykochemicznych. Analiza termiczna skrobi naturalnej,
skrobi niskoacetylowanej i ich pochodnych, wykonana zostata przy uzyciu réznicowego
kalorymetru skaningowego (DSC). Pomimo, iz publikowane przez réznych autorow,
rezultaty oznaczen wykonanych na DSC nie zawsze si¢ ze soba pokrywaja, postanowiono
wyznaczy¢ temperatury: poczatkowe, koncowe, ekstrapolowanego $rodka piku i piku
przemiany fazowej, a takze ciepla wlasciwe przemian fazowych, otrzymanych preparatow.

Acetylacja skrobi a nastepnie poddanie jej reakcji estryfikacji z kwasem tluszczowym,
moze powodowac zmiany temperatury poczatkowej, koncowej i ekstrapolowanego srodka
piku przej$¢ fazowych a takze réznice w entalpii przemiany fazowej (Bello-Perez i in.,
2010). W badaniach wlasnych prowadzonych przy uzyciu kalorymetru skaningowego,
podczas ogrzewania prob do 100°C w srodowisku wody uzyskano wyniki, ktére moga
wskazywacé, iz stopien podstawienia skrobi acetylowanej wptynal na jej wihasciwosci
termiczne. Ciepto wlasciwe przemiany fazowej skrobi niskoacetylowanej (-8,46 J/g) w
trakcie ogrzewania do 100°C bylo nizsze od produktow reakcji jej estryfikacji z kwasem
oleinowym katalizowanej przez enzymy (A, B lub N). Zaobserwowany spadek ciepta
wlasciwego przemiany fazowej w przypadku powstalych produktow moze $wiadczy¢, iz
rozerwanie powstatego wigzania estrowego (z kwasem oleinowym) wymagato mniejszego
naktadu energii w poréwnaniu do naktadu energetycznego potrzebnego do zniszczenia
struktury produktu wyjSciowego. Moze to wynika¢ ze zwiekszonej termostabilnosci
powstatych produktow reakcji estryfikacji skrobi niskoacetylowanej z kwasem oleinowym
katalizowanej przez enzymy (A, B lub N).Temperatury poczatkowe, koncowe oraz
ekstrapolowanego s$rodka piku réznity si¢ pomiedzy badanymi zwigzkami, najwyzsze
charakteryzowaty produkt wyjsciowy — skrobie niskoacetylowana, a najnizsze skrobig
niskoacetylowang przetrzymywang z kwasem oleinowym. W literaturze znalez¢é mozna
doniesienia, iz w przypadku skrobi ryzowej, dodatek kwasow oleinowego i linolenowego,
nie wptynat znaczaco na temperaturg kleikowania, temperature piku przemiany fazowej,
ani na ciepto wlasciwe przemiany fazowej (Zhou i in., 2007). Cze$ciej jednak publikowane
sa prace zaprzeczajace wnioskom Zhou i in. Rajan i wspotautorzy (2006, 2008)
przeprowadzili szereg badan na preparatach zestryfikowanej skrobi z kassawy i kukurydzy.
Twierdzili oni, iz stopien podstawienia skrobi kwasem thuszczowym ma znaczacy wplyw
na temperatury przemian fazowych. Estryfikacja kwasami ttuszczowymi, wedtug nich,
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powoduje wzrost termoplastycznosci skrobi. Rozklad termiczny skrobi zwigzany jest z
reakcja jej dehydratacji, w ktorej gtdwnym produktem dekompozycji jest woda. Wyzszy
stopien podstawienia to mniej wolnych grup hydroksylowych. Tak wigc, zjawisko to
skorelowane jest ze stopniem podstawienia skrobi. Nastgpnie zmianom ulegaja
wlasciwosci mechaniczne i termoplastyczne skrobi, dzigki czemu niemozliwym jest
utworzenie wigzan pomiedzy jej grupami hydroksylowymi a wodg. Stwarza to mozliwosé
wykorzystywania skrobi w produktach, gdzie absorpcja wody musi by¢ minimalna (Rayan
iin., 2006, 2008).

Metody enzymatycznej estryfikacji sacharydow sg tematem nieustannych badan. Dosé¢
wyraznie kre§lg si¢ nowe nurty w sposobach modyfikowania sktadnikow zywnosci.
Predzej czy pdzniej, metody biotechnologiczne (nastawione na ochrong srodowiska) wypra
te wykorzystujace jako katalizatory czynniki chemiczne. Na podstawie wynikow badan
przeprowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono, iz mozliwym jest uzyskanie estrow
skrobi na drodze syntezy z wykorzystaniem lipaz. Otrzymane produkty wymagajg jeszcze
bardziej doktadnych badan jednak juz teraz stwierdzi¢ mozna, ze charakteryzuja si¢
zupehie odmiennymi wlasciwosciami w stosunku do substancji wyjSciowych

WNIOSKI

1. Mozliwe jest przeprowadzenie reakcji enzymatycznej estryfikacji  skrobi
niskoacetylowanej kwasem oleinowym z uzyciem lipazy pochodzacej z drozdzy
Candida antarctica oraz frakcji A i B tego enzymu.

2. Reakcja enzymatycznej estryfikacji skrobi niskoacetylowanej kwasem oleinowym w
obecnosci rozpuszczalnika organicznego tert-butanolu przy zastosowaniu lipazy z
Candida antarctica oraz frakcji A i B tego enzymu, doprowadzita do powstania 3
estrow o roznym stopniu podstawienia

3. Temperatury przemian fazowych uzyskanych estroéw skrobiowych rdéznily si¢ od
temperatur przemian fazowych prob wyjsciowych, co $wiadczy o uzyskaniu zupetnie
nowych produktow.

4. Przetrzymywanie skrobi niskoacetylowanej w mieszaninie kwasu oleinowego i
rozpuszczalnika prawdopodobnie spowodowato powstanie kompleksu skrobia
acetylowana — kwas thuszczowy.
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