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Rozpuszczalne w wodzie karbamoiloetylowane pochodne

skrobi ziemniaczanej

Cz.1. SYNTEZA I STRUKTURA

Streszczenie — Opisano dwie metody syntezy karbamoiloetylowanych pochodnych skrobi (CrES)
obejmujace etapy degradacji (chemicznej badz enzymatycznej pod wplywem o-amylazy) oraz etap
reakcji addycji z akryloamidem. Zbadano wplyw warunkéw degradacji enzymatycznej (biodegrada-
cji) na rozpuszczalno§é w wodzie CrES, lepkos¢ jej roztworéw wodnych, stopieft podstawienia (DS)
i ciezar czasteczkowy. Scharakteryzowano wplyw opisanej modyfikacji skrobi na zmiany struktury jej
powierzchni.

Stowa kluczowe: skrobia, karbamoiloetylowanie, stopieri podstawienia, degradacja enzymatyczna,
o-amylaza, rozpuszczalno$¢ w wodzie, ciezar czasteczkowy, struktura powierzchni.

WATER-SOLUBLE CARBAMOYLETHYLATED DERIVATIVES OF POTATO STARCH.

PART I. SYNTHESIS AND STRUCTURE

Summary — Water-soluble starch derivatives (CrES) containing carbamoylethyl groups were synthe-
sized using two methods. The first based on chemical degradation of native potato starch under the
influence of KOH or NaOH and subsequent reaction of addition with acryloamide. The other based on
carbamoylethylation of native starch in such reaction and subsequent enzymatic biodegradation of
CrES obtained using o-amylase. The effects of biodegradation conditions, namely: catalyst type and
concentration [Ca(OH)2, KOH], time and temperature of the process and o-amylase concentration on
CrES solubility in the water and viscosity of aqueous solutions obtained (Table 1 and 6) as well as on
the degree of substitution (DS, Table 2—5). The lowering of molecular weight of starch products after
degradation, either chemical or enzymatic one, positively influences the solubility of CrES in water
(results of MALDI-TOF measurements, Fig. 1, 2 and 6). The modification causes also the changes in the
surface structure of CrES facilitating its dissolution in water (results of SEM microscopic investiga-
tions, Fig. 3 and 7). Chemical structure of CrES was confirmed by FI-IR method (Fig. 4, 5 and 8).

Key words: starch, carbamoylethylation, substitution degree, enzymatic degradation, ai-amylase, wa-
ter solubility, molecular weight, surface structure.

Od wielu lat prowadzi sie na §wiecie badania doty-
czace modyfikacji skrobi; koncentruja sie one przewaz-
nie na zwiekszeniu mozliwosci jej zastosowania. Zuzy-
cie skrobi i jej pochodnych nierozpuszczalnych w wo-
dzie jest ogromne, ale ciagle wzrasta zapotrzebowanie
na pochodne rozpuszczalne w zimnej wodzie. Dlatego
tez wiele prac badawczych jest poswieconych modyfika-
cji skrobi w celu polepszenia jej rozpuszczalnoéci w wo-
dzie, a takze innych wiasciwosci. Wzrost rozpuszczal-
noéci skrobi mozna uzyskaé¢ w wyniku degradacji che-
micznej [1, 2] lub hydrolizy kwasowej [3] i enzymatycz-
nej [4—8] badz tez na drodze chemicznej modyfikacji,
takiej jak utlenianie [9, 10], estryfikacja [11], eteryfikacja
[12—14] i szczepienie [15, 16].

Dotychczasowe dzialania zmierzajace w kierunku
otrzymywania karbamoiloetylowanej skrobi byly opisane
m.in. w publikacjach [17—22] i dotyczyly modyfikacji
skrobi kukurydzianej. Prace [17, 22, 23] odnosily sie do
procesu modyfikacji skrobi akryloamidem w Srodowisku
wodno-organicznym, z duzym nadmiarem rozpuszczalni-
kéw organicznych, ktérymi byly cykloheksan, alkohol izo-
propylowy oraz dimetyloformamid — a wiec substancje
trudne do usuniecia z mieszaniny reakcyjnej. Uzyskane
karbamoiloetylowane skrobie byly stabo rozpuszczalne
w zimnej wodzie, pomimo wartosci stopnia podstawienia
(DS) zblizonego do 0,2. Wciaz aktualny jest wiec problem
otrzymywania karbamoiloetylowanych pochodnych skro-
bi ziemniaczanej latwo rozpuszczalnych w wodzie.
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Prezentowana praca obejmuje badania zwiazane
z degradacja skrobi ziemniaczanej, synteza (modyfika-
cja) i hydroliza enzymatyczna karbamoiloetylowanej
skrobi (CrES), a takze okresleniem struktury i budowy
morfologicznej otrzymywanych, rozpuszczalnych
w wodzie zwiazkéw. W kolejnych czedciach artykutu
opiszemy ich wiasciwosci i zastosowania.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materiaty

Do syntezy karbamoiloetylowanej skrobi stosowano
nastepujace substancje:

— natywna skrobie ziemniaczana, charakterystyka
wg PN-74/A-74-710, producent Zaklady Przemystu
Ziemniaczanego, Lubon;

— akryloamid czysty firmy Fluka, Szwajcaria;

— wodorotlenek wapnia, wodorotlenek sodu, wodo-
rotlenek potasu, metanol, kwas solny produkgji firmy
,CHEMPUR?”, Piekary Slaskie;

— bufor pH = 6,9 firmy Fluka, Szwajcaria;

— o-amylaza trzustkowa — Porcine Pancreatic
o-Amylase (PPA) firmy Fluka, Szwajcaria (aktywnos¢ ok.
50 U/mg, gdzie 1 U dotyczy iloéci enzymu, ktéra uwal-
nia 1 umol maltozy w ciagu 1 min w temp. 25 °C w $ro-
dowisku o pH 6,9).

Synteza karbamoiloetylowanej skrobi

Synteze prowadzono dwiema odmiennymi dwueta-
powymi metodami. Pierwszy sposéb dotyczyt chemicz-
nej degradacji natywnej skrobi ziemniaczanej i nastepnej
modyfikacji zdegradowanej skrobi w reakcji addycji
z akryloamidem. Druga metoda polegala na modyfikacji
natywnej skrobi ziemniaczanej akryloamidem i dopiero
nastepnej realizowanej w réznych warunkach enzyma-
tycznej biodegradacji otrzymanych pochodnych skrobi
(zmienne: steZenie enzymu, temperatura oraz czas trwa-
nia procesu).

Metoda I

Do reaktora pojemnosci 2000 ml umieszczonego w
czaszy grzejnej i zaopatrzonego w mieszadto, chtodnice
zwrotna oraz termometr wlewano 600 ml wody i, mie-
szajac, wsypywano 80 g natywnej skrobi ziemniaczane;j.
Zawarto$¢ reaktora ogrzewano do temp. 40—50 °C,
w tej temperaturze wkraplano rozpuszczony w 120 ml
wody wodorotlenek sodu (lub wodorotlenek potasu), po
czym podwyzszano temperature. Po uzyskaniu temp.
90 £ 1 °C proces prowadzono jeszcze w ciagu 60—240
min, a nastepnie, stale mieszajac, zawartos¢ reaktora
schtadzano do temp. 25 °C i zobojetniano za pomoca
10-proc. HCl w celu zahamowania dalszego procesu de-
gradacji chemicznej. Produkt koficowy wytracano meta-
nolem i suszono w temp. 75—80 °C, otrzymujac z wy-
dajnoscia ok. 80% zdegradowana skrobie, ktérej roz-

puszczalnosé w wodzie w temp. 20 °C wynosita 5 g/50
ml. To postepowanie powtarzano kilkakrotnie ze wzgle-
du na konieczno$¢ uzyskania wystarczajacej ilosci
zwiazku niezbednego do optymalizacji procesu kontro-
lowanej degradaciji.

Nastepnie do kolby tréjszyjnej zaopatrzonej w mie-
szadlo, chlodnice zwrotna i termometr wlewano 50 ml
wody i, mieszajac, wsypywano 20 g zdegradowanej
skrobi. Zawarto$§¢ ogrzewano w czaszy grzejnej. W tem-
peraturze ok. 40 °C wkraplano rozpuszczony w 20 ml
wody wodorotlenek wapnia (wodorotlenek potasu)
oraz wprowadzano 50-proc. wodny roztwoér akryloami-
du. Calo$¢ podgrzewano i utrzymywano w temp. 50 °C
w ciagu 2 h. Po tym czasie produkt reakcji zobojetniano
za pomoca 10—15-proc. HCl do pH = 7, oczyszczano
wytracajac w 1000 ml metanolu i suszono osad w temp.
75—80 °C. Proces otrzymywania CrES podzielono tu na
dwa etapy (degradacji i modyfikacji) w celu okreslenia
bezposredniego wplywu stosowanego katalizatora kar-
bamoiloetylowania na stopieni podstawienia CrES.

Metoda IT

W Kkolbie tréjszyjnej pojemnosci 250 ml zaopatrzonej
w mieszadlo, chtodnice zwrotna i termometr mieszano
20 g natywnej skrobi ziemniaczanej ze 180 g wody
i uktad ogrzewano do temp. 70 °C, kiedy to nastepowato
specznienie oraz kleikowanie skrobi. Nastepnie, ener-
gicznie mieszajac, wkraplano wodny roztwér Ca(OH);
[2,8 g Ca(OH), i 6 g HyO], temperature mieszaniny reak-
cyjnej podnoszono do 90 °C, utrzymywano na tym po-
ziomie w ciagu 30—40 min, po czym zawartos¢ kolby
chtodzono do temp. 50 °C i wprowadzano do niej okres-
lona ilo$¢ 50-proc. wodnego roztworu akryloamidu. Ca-
lo$¢ utrzymywano w temp. 50 °C w ciagu 2 h i zobojet-
niano za pomoca HCl do uzyskania wartosci pH = 7.
Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej (CrES w roztworze
wodnym) dodawano buforowany roztwér o-amylazy
o roznych stezeniach; temperatura procesu biodegrada-
qji wynosita 30 °C, 40 °C lub 50 °C, a utrzymywano ja w
ciagu 60, 120, 180 badz 240 min. Otrzymane w ten spo-
s6b probki CrES oczyszczano wytracajac je w 2000 ml
metanolu (dezaktywacja enzymu). Tak oczyszczony
produkt suszono w temp. 75—80 °C.

Metody oceny produktéw
Pomiary reologiczne

Wtasciwosci reologiczne badano w reometrze ,Mett-
ler RM 180” w temp. 25 °C, stosujac r6zne szybkoSci
Scinania. Pomiary wykonywano w ukladzie cylindréw
wspotosiowych.

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR)

W metodzie FT-IR postugiwano sie spektrofotome-
trem FT-IR 165 firmy BIO-RAD, rejestrujac widma
w przedziale liczb falowych 4000—400 cm™. Prébki
miaty posta¢ blon na plytkach KBr; pomiaréw dokony-
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wano w temp. 25 °C. Widma FT-IR analizowano z zasto-
sowaniem programu , BioRad Win-IR”.

Spektrometria masowa

Ciezary czasteczkowe préobek okre§lano metoda
MALDI-TOF w spektrometrze masowym , Kompact
MALDI 4” firmy Kratos Analytical w technice liniowej,
badajac jony dodatnie. Matryca byt kwas 2,5-dihydro-
ksybenzoesowy (DHB); stosowano 0,2 M wodny roz-
twor DHB z dodatkiem 0,1 % mas. CH3COOH. Prébke
rozpuszczano w wodzie destylowanej w stezeniu ok.
25 mg/1 ml. Przed pomiarem mieszano roztwér prébki
z matryca w stosunku 1:80 i nanoszono w objetosci ok.
1—1,5 ul na ptytke pomiarowa. Do wzorcowania uzyto
sygnatu insuliny M = 5733 Da oraz sygnalu kwasu syna-
pinowego M = 207 Da (stosowano kalibracje dwupunk-
towa).

Analiza elementarna

Analize elementarna otrzymanych probek prowa-
dzono w automatycznym analizatorze spaleniowym fir-
my Perkin-Elmer, seria II CHNS/O. Oznaczano trzy
pierwiastki: azot, wegiel i wodor. Na podstawie procen-
towej zawartosci azotu okreslano stopienn podstawienia
(DS) grup karbamoiloetylowych wg wzoru (1) [24]:

. 162- %N )
1400 — (71 - %N)

Oznaczanie procentowej zawartosci grup karboksylowych

Oznaczanie procentowej zawartosci grup karboksy-
lowych w prébkach wykonywano wedlug ponizszej
procedury opisanej w literaturze [25, 26]. W 300 ml dejo-
nizowanej wody mieszano 500 mg prébki i gotowano
w ciagu 10 min ciggle mieszajac. Tak otrzymany roztwoér
miareczkowano za pomoca 0,025 M NaOH przy uzyciu
jako wskaznika roztworu fenoloftaleiny. Procentowa za-

warto$¢ grup karboksylowych obliczano ze wzoru (2):
100

COOH % =V NaOH - 0,025 - 0,045 - — 2)
mp

gdzie: V. — uzyta ilos¢ NaOH w ml, 0,045 — masa molowa
grupy COOH/1000, m,, — masa probki w g.
Elektronowa mikroskopia skaningowa (SEM)

Do pomiaréw SEM wykorzystywano mikroskop ska-
ningowy ,Tesla BS300” o powiekszeniach w zakresie
500—5000x (fotografie). Probki pochodnych skrobi
przed pomiarem rozdrabniano w mozdzierzu.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Modyfikowanie skrobi wstepnie degradowanej
chemicznie (metoda I)

Synteze karbamoiloetylowanej skrobi opisuje réwna-
nie (3) [23, 271

Sk- O~ CHy~ CHy— C- NH,

3)

Sk-OH + HyC=CH- C-NH, 9> OH

gdzie: Sk-OH — prébka wyjsciowej skrobi.

Otrzymane w tej reakcji addycji CrES opisane w pub-
likacjach [23, 28] rozpuszczaly sie¢ w wodzie w temp.
25 °C w przedziale 5—70 %, a rozpuszczalnos¢ ta zale-
zala przede wszystkim od sumarycznej zawartosci grup
karbamoilowych i karboksylowych. Wraz ze wzrostem
warto$ci DS rozpuszczalno$c zwiekszala sie. Warto pod-
kresli¢, ze w tych opisanych w literaturze przypadkach
nie prowadzono degradacji skrobi, nie byto wiec mozli-
we okreslenie wplywu degradacji na rozklad jej cieza-
row czasteczkowych. Wiadomo natomiast, ze procesy
zaréwno degradaciji, jak i biodegradacji skrobi powodu-
ja znaczne zmniejszenie ciezaru czasteczkowego, co
z kolei zwigksza rozpuszczalnosé skrobi i jej pochod-
nych w zimnej wodzie. Dlatego tez na pierwszym etapie
(metoda I) poddawano skrobie ziemniaczana opisanej
w czedci doswiadczalnej degradacji, ktérej wyniki
przedstawiono w tabeli 1. Potwierdzeniem zmniejszenia
sie ciezaru czasteczkowego jest zmiana lepkosci wodne-
go roztworu karbamoiloetylowanej skrobi.

Tabela 1. Wplyw czasu degradacji na rozpuszczalnosc w wo-
dzie w temp. 25 °C i na lepko$é wodnych roztworéw skrobi’
Table 1. Effect of degradation time on solubility and viscosity
of starch aqueous solutions

Czas, min Rozpuszczalnos¢ w wodzie | Lepkosén, Pa - s
60 nierozpuszczalna 0,971
120 czeSciowo rozpuszczalna 0,097
180 czeéciowo rozpuszczalna 0,046
240 catkowicie rozpuszczalna 0,030

) Temperatura degradacji 90 £ 1 °C, stezenie ¢ = 10 %.

Temperatura pomiaru 25 °C, szybkoé¢ §cinania 100 s .

Widmo masowe MALDI-TOF zdegradowanej skrobi
ziemniaczanej otrzymanej w wyniku degradacji w $ro-
dowisku zasadowym w temp. 90 °C przedstawia rys. 1.
Obecna jest w nim jedynie seria sygnaléw pochodzacych
od skrobi, a jej ciezary czasteczkowe po 240 min degra-
dacji mieszcza sie w przedziale 800—5500 Da, podczas
gdy ciezar czasteczkowy natywnej skrobi moze osiagac
warto$¢ kilku milionéw Da [29].

Nastepnie zdegradowanga skrobie poddawano mo-
dyfikacji wg réwnania (3) i okreslano na podstawie ana-
lizy elementarnej stopieni podstawienia wyjsciowej skro-
bi grupami karbamoiloetylowymi obecnymi w CrES.
Analizie elementarnej poddano takze skrobie natywna,
w przypadku ktérej uzyskano nastepujace dane:
38,30 % C 16,23 % H. Okreslono wplyw ilosci Ca(OH),
i KOH na stopienn podstawienia CrES oraz zawartos¢
grup karboksylowych (tabele 2 i 3).

Tak wiec najwyzszy stopienn podstawienia grupami
karbamoiloetylowymi uzyskano stosujac ilos¢ Ca(OH),
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Rys. 1. Widmo masowe MALDI-TOF skrobi po 240 min degradacji chemicznej; Sk1;Na™ — addukt skrobi z jonem sodowym,

Skq,K* — addukt skrobi z jonem potasowym (Sk = C4H19O5)

Fig. 1. MALDI-TOF spectrum of a starch after 240 min of chemical degradation; Sk;;Na* — starch adduct with sodium ion,

Skq,K* — starch adduct with potassium ion (Sk = C4H19O5)

Tabela 2. Wplyw ilosci Ca(OH)2 na okreslony metoda analizy
elementarnej sto;:uen podstawienia (DS) CrES i na zawarto$¢ grup
karboksy]owych

Table 2. Effect of Ca(OH); amount on substitution degree (DS)
of CrES (determined by elemental analysis) and on carboxyl
groups’ content

Tabela 3. Wplyw iloéci KOH na okre$lony metoda analizy
elementarnej stoylen podstawienia (DS) CrES i na zawarto$¢ grup
karboksylowych

Table 3. Effect of KOH amount on substitution degree (DS) of
CrES (determined by elemental analysis) and on carboxyl groups’
content

Lp. |Ca(OH)2, g | N,% | H, % C % DS | COOH, % Lp. | KOH,g | N, % H, % C % DS | COOH, %

1 1,38 0,82 5,25 36,27 0,10 0,09 1 1,04 1,10 6,15 40,11 0,13 0,10

2 1,84 1,12 6,12 40,20 0,14 0,10 2 1,39 1,37 6,26 41,36 0,17 0,11

3 2,29 1,42 6,44 40,18 0,18 0,11 3 1,73 1,51 6,18 41,51 0,19 0,13

4 2,76 1,28 6,10 42,72 0,16 0,12 4 2,10 1,70 6,15 40,11 0,22 0,15

5 3,20 1,28 6,17 41,87 0,16 0,15 5 2,43 1,83 5,96 41,22 0,23 0,17

6 3,68 1,19 6,44 41,15 0,15 0,16 6 2,80 2,17 6,27 41,35 0,28 0,19

7 4,60 1,12 6,18 41,02 0,14 0,17 7 3,50 2,16 6,18 41,51 0,28 0,22

? Warunki reakcji karbamoiloetylowania skrobi: akryloamid 10 g, czas 8 4,20 2,14 6,08 42,02 0,27 0,23
2 h, temp. 50 °C. 9 4,90 2,13 5,98 43,20 0,27 0,25
10 5,60 1,65 5,78 43,50 0,21 0,28

wynoszaca 2,29 g (0,18; probka 3 w tabeli 2), a w przy-
padku KOH — 2,80 g (0,28; probka 6 w tabeli 3). Przy
uzyciu ilosci Ca(OH), przekraczajacej 2,70 g oraz ilosci
KOH przekraczajacej 3,50 g, nastepuje hydroliza grup
karbamoilowych z wydzieleniem NHj3 [réwnanie (4)];

Sk- O~ CHy~ CHy— C-NH; + H;0 NaOH_

——> Sk-0-CHy~ CHy~ C-ONa + NH; (4)

? Warunki reakcji jak w tabeli 2.

maleje woéwczas procentowa zawartos¢ azotu w CrES,
a wiec i warto$¢ DS (probki 4—7 w tabeli 21 7—10 w ta-
beli 3).

Wartos¢ stopnia podstawienia skrobi zalezy tez od
ilosci dodawanego akryloamidu i wzrasta wraz ze
zwiekszaniem tej ilosci (tabela 4). Im wyzszy stopien
podstawienia, tym wieksze prawdopodobiefistwo, ze na
jednostke powtarzalna skrobi przypada wiecej niz jedna
grupa karbamoiloetylowa. Maksymalny stopien podsta-
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Tabela 4. Wplyw iloéci akryloamidu na okreslony metoda ana-
lizy elementarnej stopienn podstawienia (DS) CtES”

Table 4. Effect of acryloamide amount on substitution degree
(DS) of CrES, determined by elemental analysis

. Akrylo- Ca(OH)2 KOH

Pl amid, g N,%|H,% | C % | DS |N,%|H %|C, %| DS
1 50 | 063|621 |3964] 0,08 | 1,06 | 628 |40,80 | 0,13
2 75 | 1,06 | 6,19 |42,60| 0,14 | 1,40 | 6,27 |41,08| 0,17
3| 100 | 1,42 | 6,44 |40,18| 0,18 | 2,17 | 6,27 |41,35/| 0,28
4| 150 | 1,68 | 650 40,70 | 0,21 | 3,95 | 6,26 | 41,60| 0,57

? Warunki reakcji: skrobia 20 g, czas reakcji 2 h, temperatura reakcji
50 °C, Ca(OH)22,7 g, KOH 2,8 g.

wienia jaki mozna uzyska¢ podczas modyfikacji skrobi
akryloamidem jest réowny 3. Wéwczas na 3 grupy -OH
skrobi przypadaja 3 grupy -CH,CH,;CONHj;. Jednakze
aby uzyskaé¢ tak duza wartos¢ DS nalezaloby uzy¢
znacznego nadmiaru akryloamidu. Ze wzgledéw eko-
nomicznych nie jest to jednak korzystne, a technologicz-
nie trudne do zrealizowania, poniewaz cze$¢ zaréwno
podstawionych, jak i pochodzacych z monomeru grup
karbamoilowych mogtaby ulec hydrolizie [26]:

Wszystkie karbamoiloetylowane skrobie o réznych
stopniach podstawienia dobrze rozpuszczaly sie w wo-
dzie w temp. 25 °C.

Poza analiza elementarna, potwierdzeniem otrzyma-
nia CrES byla analiza jej widma masowego. Widoczne
na rys. 2 serie sygnatéw pochodza od skrobi i karbamo-
iloetylowanej skrobi o réznej zawartosci jednostek kar-
bamoiloetylowych (-CH,CH,CONHy). Przewazaja tan-
cuchy, w ktérych na mer skrobi przypada <1 jednostek
karbamoiloetylowych, a pojawiaja sie réwniez tanicuchy,
w ktérych na jeden mer skrobi przypadaja dwie takie
grupy, ale ich udzial jest niewielki.

W przypadku polisacharydéw o duzych ciezarach
czasteczkowych rozpatrywane widma sa skompliko-
wane, a poszczegOlne sygnaly trudne do zinterpreto-
wania. Mozliwe jest natomiast okreélenie rozrzutu
ciezarow czasteczkowych, ktére w przypadku CrES
otrzymywanej tu wobec Ca(OH), lub KOH mieszcza si¢
w przedziale 500—3700 Da, podobnie jak w przypadku
CrES uzyskanej przy uzyciu NaOH jako katalizatora
[1]. Widma masowe zdegradowanej skrobi oraz CrES
wskazuja réwniez na degradacje taficuchéw skrobi
podczas 120 min procesu modyfikacji akryloamidem.

NaOH
HyC=CH- C NH, + Hy0 ——— H,(=CH- C ONa + NH; Jednocze$nie zweza sie rozklad ciezaréw czasteczko-
(3 wych.
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Rys. 2. Widmo masowe MALDI-TOF degradowanej chemicznie skrobi; SkigNa* — addukt jonu sodowego ze zdegradowang
chemicznie skrobig, ktéra nie ulegta karbamoiloetylowaniu, SkgAsNa* — addukt karbamoiloetylowanej skrobi z jonem sodowym

(Sk = CgH19Os5, A = C3H5NO)

Fig. 2. MALDI-TOF spectrum of chemically degraded starch; SkigNa™ — adduct of sodium ion with chemically degraded starch,
which did not undergo carbamoylethylation, SksAsNa* — adduct of carbamoylethylated starch with sodium ion (Sk = C¢Hi9Os,

A= C3H5;NO)
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Wraz ze zmniejszaniem sie ciezaru czasteczkowego,
zmienia si¢ réwniez struktura powierzchni zaréwno
zdegradowanej, jak i karbamoiloetylowanej skrobi. Pod-
czas degradacji i modyfikacji ziaren skrobi natywnej
zostaje zaburzony charakter hydrofobowy, na ktérego
zmiane wptywaja nie tylko zmiany powierzchni czaste-
czek skrobi, ale r6wniez zmniejszenie cigzaréw czastecz-
kowych zmodyfikowanej skrobi. Jak juz wspominalis-
my, ziarna skrobi przed degradacja i modyfikacja sa nie-
rozpuszczalne w zimnej wodzie, a podczas degradacji,
po przekroczeniu temperatury kleikowania, zostaje
zniszczona struktura ziaren skrobi, co prowadzi do
powstawania roztworu koloidalnego ze wzgledu na
obecno$¢ w taficuchach grup hydroksylowych zdolnych
do tworzenia wiazann wodorowych z czasteczkami wo-
dy; skrobia w tym stanie jest typowym przykladem ko-
loidu hydrofilowego. Dodatkowy czynnik, ktéry wply-
wa na zmiane charakteru czasteczek skrobi z hydrofobo-
wego na hydrofilowy, stanowi proces modyfikacji. Pod-
czas eteryfikacji czasteczek skrobi wprowadza sie do jej
taficuchéw grupy karbamoiloetylowe. Ich obecnos¢
w zdegradowanej skrobi wptywa na zwigkszenie odleg-
losci pomiedzy taricuchami zmodyfikowanej skrobi oraz
na zmniejszenie liczby wiazan wodorowych pomiedzy
poszczegb6lnymi tancuchami CrES. Ograniczony udziat
wigzan wodorowych, a takze mniejszy ciezar czastecz-
kowy utatwiaja wnikanie czasteczek wody do wnetrza

Rys. 3. Obrazy uzyskane metodq SEM: a) ziarna skrobi na-
tywnej (x1000), b) skrobia po degradacji (x500), c) CrES
(x5000)

Fig. 3. SEM 1images of: a) native starch grains (magnification
1000 times), b) starch after degradation (magnification 500
times), ¢) CrES (magnification 5000 times)

ziaren zmodyfikowanej skrobi i jednoczesnie zwiekszaja
ich rozpuszczalnosé.

Rysunek 3a przedstawia strukture kulistych ziaren
natywnej skrobi ziemniaczanej przed degradacja, cha-
rakteryzujacych sie gtadka powierzchnia. W wiekszosci
ziaren widoczny jest osrodek wzrostu lezacy zazwyczaj
w wezszej czesci ziarna (ciemniejsze zabarwienie). Taka
budowa powoduje, ze ziarna skrobiowe sa nierozpusz-
czalne w zimnej wodzie.
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Rys. 4. Widmo FT-IR CrES (linia ciggta — DS = 0,18; linia przerywana — DS = 0 27): a) zawierajqcy pasma charakterystyczne
dla grup NH, NH oraz OH fragment wtdma FT-IR w zakresie 3600—3000 cm™; b) zawierajqcy 111l pasma amidowe fragment

widma FT-IR w zakresie 1680—1600 cm™.

Fig. 4. FT-IR spectrum of CrES (full line — DS = 0.18; dashed line — DS = 0.27): a) FT-IR spectrum fragment in the range

3600 —3000 cm

range 1680—1600 cm L, containing 1 and Il amide bands

contummg the bands characteristic for NH, NH and OH groups; b) — FT-IR spectrum fragment in the
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Rys. 5. Widmo FT-IR skrobi natywnej
Fig. 5. FT-IR spectrum of native starch

Przedstawione na rys. 3b ziarna skrobi po 240 min
degradacji znacznie r6znia sie struktura od ziaren skrobi
natywnej, ktérych nie obserwuje si¢ juz w badanej préb-
ce. Wyraznie widoczne sa natomiast zmiany na po-
wierzchni skrobi zdegradowanej. Po degradacji skrobia
ma gladka, warstwowa strukture, nie wykazujaca cha-
rakteru ziarnistego. Rozwinieta w ten sposéb powierz-
chnia styku czastek skrobi z woda zwigksza zdolnosé
wnikania wody do ich wnetrza i zwieksza rozpuszczal-
no$¢ w zimnej wodzie.

Na rysunku 3c przedstawiono karbamoiloetylowana
skrobie o jeszcze bardziej rozwinietej pofaldowanej po-
wierzchni, nie wykazujacej ani ziaren, ani plaskiej, badz
warstwowej powierzchni.

Budowe chemiczng CrES otrzymanych metoda I
scharakteryzowano za pomoca FT-IR. Widmo FT-IR kar-
bamoiloetylowanej skrobi w zakresie 3000—3600 cm!
obejmuje charakterystyczne dla amidéw pasma V,g
(-NHy)iv (NH) (rys. 4a). Przesloniete sa one wprawdzie
przez drgania grupy v (OH) pochodzace od natywnej
skrobi (rys. 5), lecz charakteryzuja si¢ duza absorbancja,
wieksza niz odpowiednie pasma na rys. 5. Deformacyj-
ne drgania wachlarzowe grupy NH wystepujace w ob-
szarze 850 cm™ sa takze przestonigte przez walencyjne
drgania asymetryczne C-C pochodzace od pierscienia
skrobiowego.

W widmach FT-IR CrES wystepuja charakterystycz-
ne drgania wiazan pochodzace od grup C-O-
(1420—1340 cm™), -OH (932 em™) oraz -CH, (2930 cm™).
Wystepuja takze stabe sygnaly grup -COOH (1414 cm™)
pochodzace z hydrolizy amidéw. Budowe chemiczna
karbamoiloetylowanej skrobi, podobnie jak w przypad-
ku karbamoiloetylowanego fosforanu diskrobiowego
[30], mozna potwierdzi¢ na podstawie silnego sygnatu

w zakresie 1680—1600 cm™ pochodzacego od 11 II pas-
ma amidowego (rys. 4b).

Modyfikowanie skrobi nie poddawanej wstepnej
degradacji chemicznej (metoda II)

Na kolejnym etapie pracy przeprowadziliémy mody-
fikacje skrobi ziemniaczanej natywnej (nie poddanej de-
gradagcji), takze wg réwnania (3). Otrzymana w opisany
w czeéci doswiadczalnej sposéb karbamoiloetylowana
niedegradowana skrobia o DS = 0,28, nie rozpuszczalta
sie¢ w zimnej wodzie, poddano ja wiec degradacyjnej
hydrolizie enzymatycznej stosujac jako enzym o-amyla-
ze. Tabela 5 zawiera wyniki badania wplywu czasu hyd-
rolizy na warto$¢ DS.

Tabela 5 Wplyw czasu hydrolizy enzymatycznej na okreslony
metoda analizy elementarnej stopiei podstawienia (DS) CrES
otrzymanej wg metody n’

T able 5. Effect of enzymatic hydrolysis time on substitution
degree (DS) (determined by elemental analysis) of CrES, obtained
according to method II

Czashydrolizy o0 | mH9% | c% DS
enzymatycznej, min

0 2,13 6,28 42,20 0,28

60 1,95 6,24 42,29 0,25

120 1,75 6,04 40,21 0,22

180 1,58 6,09 39,91 0,20

240 1,16 6,08 39,72 0,14

K Temperatura hydrolizy 40 °C, stezenie o-amylazy = 9 - 10° g/ dm®.

Tak wiec, wraz z przedluzaniem czasu dzialania
o-amylazy maleje stopiefi podstawienia; po uplywie
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240 min warto$¢ DS zmniejsza si¢ dwukrotnie. Mozna
przypuszczaé, ze po tak dlugim czasie dzialania enzy-
mu czes¢ tancuchéw skrobi podstawionej grupami kar-
bamoiloetylowymi ulega daleko posunietej degradacji
do karbamoiloetylowanej glukozy, ktéra oddziela si¢ od
CrES w wyniku rozpuszczenia w metanolu.

Podobnie jak w przypadku skrobi wstepnie degrado-
wanej, podstawienie grupami karbamoiloetylowymi po-
lepsza rozpuszczalno$é polimeru w zimnej wodzie.
Przyczyny tego zjawiska oméwiliSmy juz poprzednio.

Zbadaliémy zalezno$¢ rozpuszczalnosci w wodzie
w temp. 25 °C biodegradowanej CrES od temperatury
biodegradacji (30—50 °C), stezenia oi-amylazy (2 - 10°—
9-10° g/dm?®) oraz czasu trwania reakcji (60—240 min).

Tabela 6. Zaleznosé rozpuszczalnosci w wodzie w temp. 25 °c”
biodegradowanej CrES od temperatury i czasu biodegradacji oraz
stezenia oi-amylazy

Table 6. Dependence of water solubility at temp. 25 °C of bio-
degradated CrES on temperature and time of biodegradation and
on o-amylase concentration

) . Rozpuszczalnoé¢ w wodzie
Czas b1od'egradac]1 po biodegradacji w temperaturze:
min
30°C 40°C 50 °C

stezenie o-amylazy =2 - 10° g/dm’

60 — — —

120 — — -

180 — + +

240 — + +
stezenie o-amylazy = 4 - 10° g/dm’®

60 — — —

120 — + +

180 — + +

240 — + +
stezenie c-amylazy = 9 - 10° g/dm’

60 — + +

120 — + +

180 — + +

240 + + +

)+ = C1ES rozpuszczalna, — = CrES nierozpuszczalna.

Jak wynika z tabeli 6, wzrost stezenia enzymu w bu-
forowanym wodnym Srodowisku biodegradacji i prze-
dluzenie czasu trwania tego procesu do 3 h powoduje
zwiekszenie rozpuszczalnosci CrES w wodzie. Zbyt wy-
soka temperatura hydrolizy enzymatycznej sprzyija frag-
mentaryzacji tafiicuchéw skrobiowych. W przypadku
o-amylazy optymalna temperatura dziatania enzymu
miesci si¢ w przedziale 40—50 °C. Takiemu wlasnie za-
kresowi odpowiadaja najlepsze wyniki rozpuszczalnos-
ci CrES.

W poréwnaniu z CrES uzyskana po chemicznej de-
gradacji skrobi natywnej, CrES po biodegradacji roz-
puszcza sie w wodzie w temperaturze pokojowej z
mniejsza szybkoscia. Przyczyna tego moze by¢ fakt, ze

o-amylaza jest enzymem hydrolizujacym wigzania
o-1,4-glikozydowe wewnatrz czasteczki skrobi a nie na-
ruszajacym wiazan o-1,6-glikozydowych odpowiadaja-
cych za rozgalezienia taficuchéw skrobi, utrudniajacych
rozpuszczalnosé.

ZaobserwowaliSmy réwniez znaczny spadek lepkos-
ci CrES pod wplywem biodegradacji. Lepkos¢ 10-proc.
roztworu wodnego CrES po 240 min hydrolizy w zalez-
nosci od stezenia enzymu miata nastepujace wartosci:
0,047 Pa-s/2-10°g- dm®0,035Pa- s/4-10°g- dm™
oraz 0,021 Pa - s/9 - 10° g - dm™. Spadek lepkosci to
oczywiscie skutek zmniejszania sie ciezaru czasteczko-
wego CrES.

Oznaczone metoda MALDI-TOF wartos$ci ciezaréw
czasteczkowych CrES otrzymanej po hydrolizie enzy-
matycznej (rys. 6) miescily sie w przedziale 500—3800,
czyli podobnym jak w przypadku CrES uzyskanej po
240 min degradacji w wysokiej temperaturze (90 °C).
Réwniez podobnie jak tam, wraz ze zmniejszaniem sie
ciezaru czasteczkowego zmienia sie struktura powierz-
chni karbamoiloetylowanej skrobi. Pod wplywem
o-amylazy, w wyniku procesu hydrolizy wiazan o-1,4-
-glikozydowych skrobi podstawionej grupami karba-
moiloetylowymi, charakter hydrofobowy tego produktu
przeksztalca sie w hydrofilowy.

Budowe morfologiczna nierozpuszczalnej w wodzie
w temp. 25 °C CrES o DS = 0,28 zar6wno przed, jak i po
biodegradacji przedstawiaja, odpowiednio, rys. 7a i 7b.
Obydwa te obrazy pokazuja nieregularnie pofaldowane
powierzchnie CrES. Jednak powierzchnia na rys. 7a jest
mniej porowata, zatem mniej rozwinieta, co moze ogra-
nicza¢ zdolno$¢ takiej CrES do rozpuszczania sie¢ w wo-
dzie w temperaturze pokojowej. Natomiast dobrze roz-
winieta, porowata powierzchnia CrES po biodegradacji
(rys. 7b) umozliwia latwiejszy dostep wody do wnetrza
ziarna, co potwierdza wyniki badafi rozpuszczalnosci.
Warto podkresli¢, ze obydwa typy CrES po degradacji
badz chemicznej (rys. 3c), badz tez enzymatycznej (rys.
7b) maja podobna budowe morfologiczng, charaktery-
Zujacq sie znaczng porowatoscia.

Widma FT-IR uzyskanej metoda II CrES po jej degra-
dacji enzymatycznej (rys. 8) nie réznia sie¢ w istotnym
stopniu pod wzgledem polozenia charakterystycznych
sygnaléow od widm opisanych juz w odniesieniu do
CrES z metody I. Pewne réznice mozna zaobserwowacé
w pasmach charakterystycznych dla grup amidowych
(karbamoilowych), lecz jest to uzaleznione przede
wszystkim od wartosci DS.

PODSUMOWANIE

Skrobia natywna zaréwno przed, jak i po degradacji
chemicznej reaguje z akryloamidem na drodze reakcji
addycji, co potwierdzila analiza elementarna, FT-IR oraz
analiza widm masowych. Dodanie w tej reakcji wiek-
szych niz katalityczne ilosci KOH lub Ca(OH); powodu-
je hydrolize grup karbamoilowych do grup karboksylo-
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Rys. 6. Widmo masowe MALDI-TOF karbamoiloetylowanej skrobi po trwajgcej 240 min biodegradacji; SkoNa* — addukt jonu
sodowego z biodegradowanq skrobig, ktéra nie ulegta karbamoiloetylenowaniu, SkgA;Na* — addukt biodegradowanej karbamo-
iloetylowanej skrobi z jonem sodowym (Sk = C¢H19O5, A = C3H5NO)
Fig. 6. MALDI-TOF spectrum of carbamoylethylated starch after 240 min of biodegradation; SkoNa* — adduct of sodium ion
with biodegraded starch, which did not undergo carbamoylethylation, SkgA,Na™ — adduct of biodegraded carbamoylethylated

starch with sodium ion (Sk = C¢gH19O5, A = C3H5;NO)

Rys. 7. Obrazy uzyskane metodq SEM: a) CrES nierozpusz-
czalna przed hydrolizq enzymatyczng (x5000), b) CrES roz-
puszczalna po hydrolizie enzymatycznej (x5000)
Fig. 7. SEM images of: a) insoluble CrES before enzymatic
hydrolysis (magnification 5000 times), b) soluble CrES after
enzymatic hydrolysis (magnification 5000 times)

wych ulegajacych zobojetnieniu katalizatorem addycji.
Proces hydrolizy potwierdzono wynikami analizy ele-

mentarnej. KOH jest bardziej skutecznym katalizatorem
podstawienia CrES (DS = 0,28), niz Ca(OH), (DS = 0,18).
Stosowanie KOH jako katalizatora daje podobne wyniki
jak w przypadku prowadzonych przez nas w ostatnich
latach reakcji modyfikacji skrobi wobec NaOH [1]. Kar-
bamoiloetylowane pochodne degradowanej chemicznie
skrobi dobrze rozpuszczaja si¢ w zimnej wodzie (temp.
25 °C), a ich roztwory wodne charakteryzuja si¢ mala
lepkoscia. Pochodne CrES pod wplywem o-amylazy
ulegaja enzymatycznej degradacji, tworzac produkty
rozpuszczalne w wodzie w temp. 40—50 °C. Optymalne
warunki biodegradacji prowadzace do polimeréw
o dobrej rozpuszczalnosci w wodzie sa nastepujace:
temperatura 40 °C, stezenie o-amylazy =9 - 10” g/ m?,
czas 60 min. W miare uplywu czasu biodegradacji CrES
nastepuje wyrazne zmniejszenie jej ciezaru czasteczko-
wego. Karbamoiloetylowane skrobie o malym ciezarze
czasteczkowym (po degradacji chemicznej lub enzyma-
tycznej) charakteryzuja sie dobrze rozwinieta, porowata
powierzchnia, ulatwiajaca rozpuszczanie w wodzie
w temp. 25 °C. Rozpuszczalne w wodzie CrES moga
znalez¢ zastosowanie np. jako zwiazki wychwytujace
wolny formaldehyd z wodnych roztworéw zywic feno-
lowo-formaldehydowych oraz wychwytujace metale
ciezkie z zanieczyszczonych akwenéw wodnych.
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Rys. 8. Widmo FT-IR karbamoiloetylowanej skrobi po degradacji enzymatycznej (DS = 0,14)
Fig. 8. FT-IR spectrum of carbamoylethylated starch after enzymatic degradation (DS = 0.14)
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