B BIOTEKNOLOGI

Analyse og syntese af
fedtsyreestre af sukrose

En nyligt afsluttet ph.d.-afhandling havde udvikling af kvantitative

analysemetoder til vaeskekromatografi og undersgge

se af

enzymkartalyseret syntese af sukroselauratr som hovedtemaer. Her

peskrives arbejdet.

Af Aleksander Lie, postdoc, Lars Haastrup Pedersen,
lektor og ph.d.-vejleder, Sektion for Bioteknologi,
Institut for Kemi og Bioteknologi, Aalborg Universitet

Ph.d.-arbejdet blev udfert som del af et samarbejdsprojekt, stat-
tet af Det Frie Forskningsrad, mellem Sektion for Bioteknologi,
AAU, DTU Kemiteknik, Center for Bioprocess Engineering
ved professor Anne S. Meyer, og Aalborg Universitetshospital,
Mikrobiologisk Afdeling ved professor Henrik C. Schgnheyder.
Metoder til kvantitativ analyse af regioisomerer af sukro-
sekaprat of sukroselaurat ved omvendt-fase vaeskekromato-
grafi (RP-HPLC) med charged aerosol detection (CAD) blev

undersggt og udviklet. Undersggelserne analyserede en rekke

Fedisyreesire af sukrose - egenskaber og brug
Fedtsyreestre af sukrose finder udstrakt brug i fédevarer,
kosmetik og legemidler. Disse forbindelser er s@rligt interes-
sante pga. deres emulgerende, dispergerende og organoleptiske
egenskaber, kombineret med lav toksicitet, lav grad atf immuno-
stimulerende effekt og biologisk nedbrydelighed.

Fedtsyreestre af sukrose er godkendt som tils@tningsstof 1
fadevarer (E473) 1 store dele af verden, og lav-substituerede
sukrosealkanoater produceres som emulgatorer til fgdevarer og
kosmetik. Antimikrobielle egenskaber er pavist for monoestere
med fedtsyrekaedelengder pa 10-16 kulstofatomer. Iser sukro-
selaurat, kondensationsproduktet af sukrose og laurinsyre, har
vist antimikrobielle egenskaber mod en raekke bakteriefamilier.
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Figur 2. Kromatogrammer fra RP-HPLC-analyser af sukrosealkanoater.
Profil af acetonitriikoncentration i eluent -O. Toppene er markeret med regioi-

somerernes substitutionspositioner.
a) Sukroselaurat analyseret med isokratisk eluering ved 36%

Figur 1. Struktur af sukrose.
Haworth-projektion af sukrose med kulstofnum-
merering. Farverepraesentation er gennemgao-
ende i alle aktuelle figurer.
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acetonitrilkoncentration.

b) Sukrosekaprat analyseret med step-down-gradienteluering beskrevet af
variablerne A, B, C og D:

A =35%, B=4 min, C =30%, D=3 min.
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Fremstilling af sukroseestre

Sukrose er en polyfunktionel forbindelse med otte hydroxy-
grupper som kan danne mange produkter ved enkle reaktioner
(figur 1). Esterdannelse med en enkelt fedtsyre kan give ophav
til otte regioisomerer, noget der ggr selektiv esterificering aft
sukrose udfordrende, bade ved brug af kemisk og enzyma-

tisk katalyse. Kemisk katalyse udfgres sedvanligvis ved hgj
temperatur, hvilket kan medfgre lav selektivitet og mistarvede
biprodukter. Betydelig hgjere selektivitet er pavist for enzym-
katalyserede processer under mildere reaktionsbetingelser.
Enzymer er effektive katalysatorer, der fungerer 1 moderate pH-
og temperaturomrader og har lavt miljgaftryk. Estersyntese kan
katalyseres af hydrolytiske enzymer, som lipaser eller proteaser,
ved lav vandaktivitet 1 organiske solventer. Varierende grad af
selektivitet har veret rapporteret for flere substituentpositioner i
forbindelse med esterificering af sukrose. De mest favoriserede
positioner er 2-, 6- og 1-OH.

BIOTEKNOLOGI| &

RP-HPLC-analyse

RP-HPLC er en velegnet analysemetode til direkte analyse
af sukre og sukkerderivater. Kombineret med CAD - en
detektionsmetode, der er uathengig af bestemte fysisk-
kemiske egenskaber ved de analyserede forbindelser og
meget egnet til kulhydrater, fedtsyrer og lipider — kan bade
sukrose og sukroseestre separeres, detekteres og kvantifi-
ceres. Forskellige elueringsstrategier blev undersggt med
eksperimentel design og statistisk og multivariat analyse.
Strategierne inkluderede 1sokratisk eluering, step-down-
gradienteluering (figur 2b) og varieret flow-hastighed under
1sokratiske betingelser. De undersggte taktorer for disse
strategier var defineret som designvariable (tabel 1). De ud-
viklede metoder til RP-HPLC-analyse at sukrosekaprat og
sukroselaurat resulterede 1 separation af alle otte regioiso-

merer af de to forbindelser, og 1dentifikation af regioisome-
rerne vha. NMR [1,2].

Variabel Beskrivelse Sukrosekaprat Sukroselaurat
A (%) Initial acetonitrilkoncentration 30.0-40.0 38.0-46.0

B (min) Varighed af 4 2.0-6.0 0.0-6.0

C (%) Pafalgende acetonitrilkoncentration 20.0-40.0 24.0-38.0

D (min) Varighed af C 1.0-5.0 2.0-6.0

F (mL/min)  Flow-hastighed af eluent - 1.0-2.0

[ (%) [sokratisk acetonitrilkoncentration - 35.0-41.0

Tabel 1. Symboler, definitioner og vcerdier for designvariabler.
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a) v b) Figur 3. General resolu-
0.25- 0.25 - fion deviation (RD_) og
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B strategier for sukrosekaprat
0.2 027 (a) og sukroselaurat (b).
Eluering: Isokratisk (LJ);
cendret flowhastighed
g 0.157 e 0.151 under isokratiske betingel-
E n E ser (©), step-down-gradient
(V) step-up-gradient (A).
0.11 = 0.11 For isokratiske elueringer
angiver symbolstarrelse
stigende flowhastighed
0.05 - 0.05 - O 8 (600) og symbolemes far-
vetcethed angiver stigende
2 ; acetonifrilikoncentration
15 20 25 30 35 40 45 20 30 40 50 60 70 ( |
analysetid (min) analysetid (min)
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Separation af komponenter ved S 15- } =
RP-HPLC-analyse bliver typisk E =
vurderet fra beregnede vardier for £ i 1
resolution (R ), som angiver grad S 10
af overlap mellem to narliggende @ »
toppe. I dette arbejde, hvor sepa- S
ration af otte komponenter var af 5 - T
interesse, opstod der et behov for ﬂ
at vurdere de resulterende syv R - ﬂ ﬁ IEE‘
veerdier samlet. Til dette formal blev 0 0 o= H%-ﬂ ﬁﬂ e =] ;@.-FEl FﬁE'.—FE‘
der udviklet en matematisk funk- Termolysin ALP-901 Alcalase Subtilisin Kasein Uden protein

tion til beregning af et maltal for
total separation, ben@®vnt general
resolution deviation for multiple
peaks (RD ). Denne funktion var
baseret pa standardafvigelse for stikprgve, som giver ngjagtig-
heden af et s®t verdier sammenlignet med deres gennemsnit,
dvs. malvardien. Vardien for optimal resolution (R_= 1.5) blev
brugt som malvardi, og funktionen blev gjort prgveuafhangig
ved at beregne topbredder for alle toppe fra toppen med stgrst
areal, og sadan udligne toppenes stgrrelser. Ligning 1 viser den
fuldstendige funktion:

RD, (tg) = a X - 1.5,0)

\

hvor 7, er retentionstid, ® er haldningstal for topbredde, n

er antal komponenter vurderet, i € [2,n], eftersom antallet
resolution-vardier altid er n-1, og a er en skaleringskonstant.
Ved at skalere med a=1/1.5 far funktionen en verdimangde
fra O til 1, og vardien er omvendt proportional med summen af
resolution-vardierne [2].
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Effektivitet af elueringsstrategier

De undersggte elueringsstrategier blev sammenlignet mht. total
separation udtrykt ved RD_ og total analysetid (figur 3), og ef-
fektiviteten blev optimeret ved minimering af de to vaerdier. Den
mest effektive elueringsmetode til analyse af sukrosekaprat var
step-down-gradienteluering, mens 1sokratisk eluering med @get
flowhastighed gav bedre effektivitet for sukroselaurat [2].

Enzymkatalyseret syntese af sukroselaurat

En rekke enzympraeparater af proteaser blev anvendst til este-
rificering af sukrose med vinyllaurat 1 DMF. Reaktioner blev
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Figur 4. Effekt af reaktionsbetingelser pd koncentration af sukroselauratregioisomerer efter 48
timer. Regioisomerer: 2,
| spormcengder i reaktfion uden protein. Standardafvigelser bestemt ud fra reaktioner udfert i fre
gentagelser (n = 3), bortset fra reaktion med termolysin (n = 2).

1", B 3'. Regioisomererne 4' og 6' blev kun detekteret

udfgrt med praparaterne termolysin, ALP-901, subtilisin A

og Alcalase 3.0T samt kontrolreaktioner med proteinet kasein
og uden protein, for at undersgge praparaternes selektivitet og
aktivitet. Alle udfgrte reaktioner gav dannelse at sukroselaurat,
med 2-0O-lauroylsukrose dannet 1 hgjest mangde. Udbytter af
produkt varierede tra 12% til 53%. Hgjest aktivitet blev obser-
veret for termolysin, efterfulgt af ALP-901, og kontrolreaktion
uden protein. Regioisomerfordeling for reaktionerne efter 48
timer viste sma variationer for alle reaktioner, bortset fra reak-
tionen med termolysin, der resulterede 1 en unik regioisomer-
fordeling (figur 4). Resultaterne viste, at solventen 1 hg) grad
inducerede selektiviteten 1 de undersggte reaktioner [3].
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