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Werkwijze voor de verestering van koolhydraten.

@ Beschreven wordt een werkwijze voor de enzymatische verestering van koolhydraten met een C4-C,4-vetzuur
of actief derivaat daarvan, volgens welke men het koolhydraat voorafgaande aan de enzymatische behande-
ling acyleert met een C,-C,-verzuur of actief derivaat daarvan. Bij disachariden en trisachariden, in het bijzon-
der sucrose of lactose, kan men de enzymatische verestering uitvoeren zonder oplosmiddel. Bij oligo- of poly-
sachariden voert men de enzymatische verestering uit in een organisch oplosmiddel zoals t-butylalcohol.

De inhoud van dit octrooi komt overeen met de oorspronkelijk ingediende beschrijving met conclusie(s) en
eventuele tekeningen.
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Werkwijze voor de verestering van koolhydraten

De uitvinding heeft betrekking op een werkwijze voor de enzymatische ver-
estering van koolhydraten.

Vetzuuresters van koolhydraten, zowel van mono,- di- en oligo-sachariden als
van polysachariden, hebben nuttige eigenschappen zoals oppervlakte-actieve,
emulgerende en in enkele gevallen geneeskrachtige eigenschappen. Van oudsher werden
dergelijke esters gewoonlijk langs chemische weg, in het bijzonder door base
gekatalyseerde reactie met vetzuurderivaten, bereid.

De chemische verestering van koolhydraten is echter weinig selectief. Boven-
dien zijn daarbij drastische omstandigheden vereist, waardoor het koolhydraat zelf kan
worden aangetast. Daardoor ontstaan talrijke ongedefinieerde en/of ongewenste bij—
producten. Verder zijn voor voedingstoepassingen chemische behandelingen minder
gewenst.

Enzymen zoals lipasen blijken ook in staat de verestering van koolhydraten te
katalyseren, en wel met meer selectiviteit, in hoofdzaak alleen primaire hydroxylgroepen,
en onder mildere omstandigheden. Wanneer enzym-gekatalyseerde verestering van
koolhydraten in een watermedium wordt uitgevoerd, ligt het evenwicht sterk aan de kant
van de hydrolyse, en zijn de opbrengsten aan esters bijgevolg laag. Verschillende
enzymen, zoals lipasen en proteasen, blijken echter ook in organische oplosmiddelen
werkzaam te zijn. Veel gebruikte oplosmiddelen voor enzym-gekatalyseerde
veresteringen zijn pyridine, dimethylformamide, tetrahydrofuran e.d.. Door Woudenberg
et al (Biotechn. Bioeng. 49, 328-333 (1996)) is onlangs de selectieve verestering van
disachariden met C,/C,,-acylgroepen onder invloed van lipase van Candida antarctica
in tert-butylalcohol beschreven. De esters van maltose en trehalose worden daarbij in
goede opbrengst verkregen, maar sucrose en lactose worden onder die omstandigheden
nauwelijks veresterd.

Leiden de bekende enzymatische veresteringen dus niet altijd tot de gewenste
opbrengst, een bijkomend nadeel van deze werkwijzen is het gebruik van organische
oplosmiddelen. Het gebruik van organische oplosmiddelen gaat doorgaans gepaard met
afvalproblemen en met residuen in het veresteringsproduct, hetgeen zeker voor levens-

middel-toepassingen ongewenst is. Enzymatische verestering zonder oplosmiddel lukt
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alleen voor sorbitol en fructose in enige bruikbare mate (Ducret at al. Biotechn. Bioeng.
48, 214-221 (1995); Guillardeau et al. Tenside Surf. Det. 49, 342-344 (1992)). Andere,
vooral de grotere, koolhydraten mengen onvoldoende met de vetzuurderivaten, zeker
wanneer die lange ketens hebben, zodat nauwelijks of geen resultaat wordt verkregen.

Gevonden is nu dat men koolhydraten langs enzymatische weg doelmatig met
lange acylgroepen kan veresteren, wanneer men het koolhydraat vooraf langs chemische
weg licht acyleert met een korte acylgroep. Bij koolhydraten met korte keten, met een
DP (degree of polymerisation) tot ongeveer 4-6, is hiervoor in het geheel geen
organisch oplosmiddel nodig. Deze werkwijze zonder oplosmiddel is geschikt voor de
verestering van monosachariden en vooral van di- en oligosachariden, zoals sucrose,
lactose, maltose, isomaltose, lactulose, raffinose, stachyose, verbascose, kortketenig
inuline, amylodextrinen e.d., in het bijzonder sucrose en lactose. Ook suikeralcoholen,
in het bijzonder van disachariden zoals lactitol en maltitol, kunnen langs deze weg
worden veresterd.

Bij koolhydraten met lange keten, in het bijzonder met een DP van meer dan
5, kan men de verestering langs enzymatische weg met lange acylgroepen geschikt
uitvoeren in organische oplosmiddelen, na voorafgaande acylering met een korte
acylgroep. Deze werkwijze is vooral geschikt voor de verestering van langketenig
inuline, zetmeel en zetmeelderivaten zoals amylopectine en amylose, cellulose,
hemicellulose, microbiéle koolhydraten zoals curdlan en scleroglucan, levan e.d.

De uitgangsstoffen voor de werkwijze kunnen natuurlijke koolhydraten zijn,
zoals sucrose, lactose, raffinose, zetmeel, inuline, cellulose e.d., of voorbewerkte
natuurlijke koolhydraten. De eventuele voorbewerking kan bij voorbeeld een hydrolyse,
in het bijzonder een enzymatische hydrolyse zijn, zoals een ketenverkorting van zetmeel
(amylase), cellulose (cellulase), hemicellulose (xylanase) en inuline (inulinase). Ook
(semi)synthetische koolhydraten kunnen worden gebruikt.

Onder verestering zonder oplosmiddel wordt verstaan een verestering waarbij
geen noemenswaardige hoeveelheden van een niet reagerend oplosmiddel - dit ter
onderscheiding van het vetzuur of derivaat daarvan — wordt toegepast.

In het algemeen volstaat het als gemiddeld per monosacharide-eenheid van het
te acyleren koolhydraat 0,1 hydroxylgroep vooraf met een korte acylgroep wordt

veresterd. De voorkeur heeft het echter wanneer ten minste 0,2 en liever nog ten minste
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0,5 hydroxylgroepen per monosacharide-eenheid wordt geacyleerd. Het is minder
gewenst, indien bij de voorafgaande acylering alle hydroxylgroepen worden veresterd,
en derhalve voert men bij voorkeur niet meer dan 3 acylgroepen en in het bijzonder niet
meer dan 2 acylgroepen per monosacharide-eenheid in. De acylgroepen zijn korte
groepen, d.w.z. met ten hoogste 4 koolstofatomen, zoals acetyl, propionyl, (iso)butyryl
en (meth)acryloyl. De acylering geschiedt met een reactief derivaat van het zuur, zoals
een anhydride, een chloride of een ester, in het bijzonder een vinylester.

De voorafgaande acylering kan zonder oplosmiddel of met oplosmiddel worden
uitgevoerd. Een geschikt oplosmiddel is water, of het zuur van het acylderivaat waarmee
men acyleent, in het bijzonder azijnzuur. In het algemeen voegt men ongeveer 1 equi-
valent van een base zoals natriumacetaat, triethylamine o.i.d., ten opzichte van de
verwachte of gewenste graad van acylering, toe. Ook kan een basisch oplosmiddel zoals
pyridine worden toegepast.

Bij wijze van voorbeeld kan de volgende algemene werkwijze voor de vooraf—-
gaande acylering worden gegeven. Aan 10 tot 100 mmol (monosacharide—eenheden)
koolhydraat in 100 ml water wordt 10 tot 300 mmol C,~C,-carbonzuurester (bij
voorbeeld vinylacetaat) toegevoegd. De pH wordt op 9,4 ingesteld en gehouden door
toevoeging van 1 N NaOH. Na enige uren (gewoonlijk 3 a 4 uur) is de acylering klaar
en wordt het reactiemengsel met 1 N HCI aangezuurd tot pH 6. Het mengsel wordt
ingedampt en is gereed voor enzymatische verestering.

De uiteindelijke enzymatische verestering geschiedt met een lang vetzuur of
derivaat daarvan, zoals een ester. De ethylester heeft daarbij voorkeur, omdat deze,
anders dan bij voorbeeld de methylester, niet storend werkt op het veresteringsenzym.
In het algemeen is de werkwijze geschikt voor het invoeren van acylgroepen met ten
minste 6 koolstofatomen, waarbij de voorkeur gaat naar acylgroepen met ten minste 10
koolstofatomen, tot ongeveer 24 koolstofatomen. Een product met bruikbare eigen-
schappen wordt al verkregen met gemiddeld 0,2 lange acylgroepen per monosacharide—
eenheid of met ten minste 1 lange acylgroep per molecule. In het bijzonder bereidt men
een product met 0,5-1,0 C4,—C, ~acylgroepen per monosacharide~eenheid. Bij de
disachariden bij voorbeeld bereidt men bij voorkeur een mono-C¢~C,,-acyl- of een di-
Cg—C,4—acyl-derivaat of een mengsel daarvan. De lange acylgroepen worden in hoofd-

zaak op de primaire posities ingevoerd, bij sucrose het eerst of de 6-positie van de

1003375



10

15

20

30

fructose—eenheid. In het uiteindelijke product kunnen ook nog de aanvankelijk inge-
voerde korte acylgroepen geheel of gedeeltelijk aanwezig zijn.

Bij de enzymatische verestering wordt een geschikt enzym toegepast, in het bij-
zonder een lipase. Een voorbeeld van een brujkbare lipase is die van Candida antarctica,
die in de handel onder de naam Novozym 435 verkrijgbaar is. Ook andere enzymen,
waaronder bepaalde proteasen zoals subtilisine, kunnen voor de enzymatische verestering
worden toegepast.

Indien men voor de enzymatische verestering een oplosmiddel gebruikt, kan dat
een polair organisch oplosmiddel zijn, zoals een alcohol, ether, keton, amide, nitril,
chloride, sulfon, sulfoxide, nitril of nitroverbinding. Bij voorkeur gebruikt men een
tertiaire alcohol, zoals t-butylalcohol, of bij voorbeeld dichloormethaan of dimethyl-
formamide. Bij voorkeur is weinig of geen water aanwezig.

De uitvinding heeft ook betrekking op veresterde koolhydraten die gemiddeld
met dan 0,2, in het bijzonder 0,5-2,0 CZ—C4-acylgrocpcn en 0,2-1,5, in het bijzonder
0,5-1,0 C¢—C,4~acylgroepen per monosacharide—eenheid bevatten, waarbij bij voorkeur
per molecule gemiddeld ten minste 1 C,-C,4-acylgroepen en ten minste 1 Cg—C,4—acyl-

groep aanwezig is.

Voorbeelden
Voorbeeld 1
Voorverestering van sucrose

Aan 34 g (100 mmol) fijngewreven sucrose, opgelost in 70 ml water, wordt
25,5 g (300 mmol) vinylacetaat in een keer toegevoegd. De pH van het reactiemengsel
wordt met 1 M NaOH op 9,4 gebracht. Vervolgens wordt 3,5 uur geroerd bij kamer-
temperatuur, waarbij de pH van het reactiemengsel met een pH-stat op 9,4 wordt
gehouden. Hierna wordt het mengsel aangezuurd tot pH 6. Opbrengst 55,7 g. Acetyle-
ringsgraad: gemiddeld 2,0 acetylgroepen per sucrosemolecuul (DS = 1,0).

Voorbeeld 2
Verestering van sucrose met ethyloctanoaat
Aan een suspensie van geacetyleerde sucrose (500 mg, gemiddeld acetylgehalte

2,0) en ethyloctanoaat (5 ml) wordt 50 mg Novozym 435 toegevoegd. De verestering
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wordt uitgevoerd bij 80°C. Na 48 uur blijkt uit GC en TLC dat een omzetting van meer
dan 50% (van de monosacharide-eenheden) is bereikt. Het blijkt dat niet alleen de

geacetyleerde sucrose, maar ook sucrose zelf heeft gereageerd.

Voorbeeld 3
Verestering van sucrose met methylstearaat

Aan een suspensie van geacetyleerde sucrose (500 mg, gemiddeld acetylgehalte
2,0) en methylstearaat (2,5 g) wordt 100 mg Novozym 435 toegevoegd. De verestering
wordt uitgevoerd bij 90°C en onder verminderde druk. Na 48 uur blijkt uit GC en TLC
dat een omzetting van meer dan 50% (van de monosacharide-eenheden) is bereikt. Het

blijkt dat niet alleen de geacetyleerde sucrose, maar ook sucrose zelf heeft gereageerd.
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Conclusies

1. Werkwijze voor de enzymatische verestering van koolhydraten met een
C¢—Cy4-vetzuur of actief derivaat daarvan, met het kenmerk dat men het koolhydraat
voorafgaande aan de enzymatische behandeling acyleert met een Cy-Cy~vetzuur of

actief derivaat daarvan.

2. Werkwijze volgens conclusie 1, waarbij men bij de voorafgaande acylering 0,1-
3,0 C,-C,~acylgroepen per monosacharide-eenheid, in het bijzonder 0,5-2,0 C,-C4-

acylgroepen per monosacharide-eenheid, invoert.

3. Werkwijze volgens conclusie 1 of 2, waarbij men de voorafgaande acylering

uitvoert met een vinylester.

4, Werkwijze volgens een der conclusies 1-3, waarbij men bij de enzymatische

verestering 0,5-1,0 C¢—C,4-acylgroepen per monosacharide-eenheid invoert.

5. Werkwijze volgens een der conclusies 1-4, waarbij men de enzymatische

verestering uitvoert met een ethylester van het C4—C,—vetzuur.

6. Werkwijze volgens een der conclusies 1-5, waarbij het koolhydraat een mono-,

di- of oligo-sacharide is.

7. Werkwijze volgens de conclusie 6, waarbij het koolhydraat een disacharide of

trisacharide, in het bijzonder sucrose of lactose is.

8. Werkwijze volgens conclusie 6 of 7, waarbij men de enzymatische verestering

uitvoert zonder oplosmiddel.

9. Werkwijze volgens een der conclusies 1-5, met het kenmerk dat het kool-
hydraat een oligo- of poly-sacharide is en men de enzymatische verestering uitvoert in

een organisch oplosmiddel.
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10. Werkwijze volgens conclusie 8, waarbij het koolhydraat zetmeel, cellulose,
hemicellulose, een microbieel polysacharide, levan of inuline, of een derivaat daarvan

is.

11. Werkwijze volgens conclusie 9 of 10, waarbij het organische oplosmiddel wordt
gekozen uit dimethylformamide, dichloormethaan en in het bijzonder t-butyl- of t-

amyl-alcohol.

12. Geacyleerd koolhydraat, met het kenmerk dat het koolhydraat 0,5-2,0 C,—-C,-

acylgroepen en 0,5-1,0 C,-C,4-acylgroepen per monosacharide-eenheid bevat.
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