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Streszczenie

Naturalne polimery weglowodanowe cieszg si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu
na mozliwo$¢ ich wykorzystania jako materialdow w réznych gateziach przemystu. Jednym z
najobficiej wystgpujacych w przyrodzie polisacharydow jest skrobia. Charakter hydrofilowy,
niska odpornos¢ na wilgo¢, wysoka kruchosé¢, nickompatybilno$é z niepolarnymi polimerami
hydrofobowymi znacznie ograniczajg przemystowe zastosowanie skrobi natywnej. Jej
hydrofobizacja poprzez estryfikacje to jedna z wielu metod prowadzonych w celu poprawy
wlasciwos$ci wytrzymatosciowych i przetworczych. Zwykle, aby umozliwic reakcje estryfikacji
z kwasami, skrobi¢ najpierw rozpuszcza si¢ w tradycyjnych rozpuszczalnikach organicznych
takich jak DMSO, DMF, pirydyna lub tert-butanol. Stosowanie takich zwigzkow ma jednak
pewne ograniczenia i wady, do ktorych mozna zaliczy¢ ich lotno$¢, palnos¢ i wysoka
toksyczno$¢. Synteza estrow skrobi Katalizowana lipazg zostata uznana za metodg przyjazna
dla $rodowiska z wielu powodow, m.in. takich jak brak szkodliwych produktéw ubocznych i
bardzo tagodne warunki prowadzonej reakcji.

Celem pracy bylo uzyskanie nowych materiatbw polimerowych poprzez
biokatalizowang estryfikacje skrobi ziemniaczanej czystym kwasem oleinowym (reakcje
modelowe) lub poddanymi hydrolizie wysokooleinowymi olejami roslinnymi. Reakcje oparte
na olejach przeprowadzono w dwoch etapach. W pierwszym etapie oleje poddawano hydrolizie
w obecnosci lipazy grzybowej zawieszonej w roztworze buforowym. W kolejnym kroku
otrzymane hydrolizaty (mieszaniny wyzszych kwaséw tluszczowych, oczyszczonych z
glicerolu) uzyto jako donoréw grupy acylowej do estryfikacji skrobi ziemniaczanej. Skrobie
wstepnie kleikowano w aprotonowej, imidazoliowej cieczy jonowej, w warunkach cisnienia
atmosferycznego lub obnizonego. W roli katalizatora reakcji estryfikacji zastosowano lipaze
grzybowg w postaci immobilizowanej na nosniku polimerowym. Synteze estrow skrobi
przeprowadzono w warunkach bezwodnych, z dodatkiem lub bez dodatku niewielkiej ilo$ci
niejonowego $rodka powierzchniowo czynnego. W ostatnim etapie produkty zostaty
zidentyfikowane i scharakteryzowane przy uzyciu nastgpujacych metod: oznaczenie stopnia
podstawienia (DS) metodg obj¢tosciowsa i analizy elementarnej, spektroskopii w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR) i spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR),
dyfrakcji rentgenowskiej (XRD), obrazowania przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM), analizy termicznej (TG/DTG, DSC) i grawimetrycznego oznaczenia
olejochtonnosci. Dodatkowo, w celu okre§lenia mozliwosci wykorzystania uzyskanych

materialow w przemysle opakowaniowym, wytloczona z nich folia zostala poddana



wytrzymato$ciowym testom mechanicznym (wytrzymato$¢ na rozcigganie i rozdzieranie),
testom zwigzanym z przetwarzaniem (hydrofobowos$¢, wodoodporno$¢) 1 testom
srodowiskowym (biodegradowalnos¢, fitotoksyczno$c).

Niezaleznie od stosowanego czynnika estryfikujgcego otrzymano $redniopodstawione
estry skrobiowe z wydajnoscig w granicach 80%. Zaproponowana dwuetapowa metoda syntezy
estrow skrobiowych umozliwila otrzymanie materialdow o ulepszonych wlasciwosciach
przetworczych w poroéwnaniu ze skrobig nieestryfikowang. Dodatkowo stworzono warunki do
opracowania nowego sposobu recyklingu olejéw odpadowych przemystu spozywczego. Po
estryfikacji wzrosta nie tylko hydrofobowos¢ skrobi, ale takze wytrzymatos¢ na rozcigganie
oraz na rozdzieranie, bez utraty waznych cech srodowiskowych takich jak biodegradowalnos¢
1 nietoksyczno$¢. Materialy polimerowe otrzymane w ten sposob daja nadzieje¢ na ich
zastosowanie w produkcji nowych, ekologicznych i biodegradowalnych opakowan, w roli

gtownego sktadnika lub kompatybilizatora.



Summary

Natural carbohydrate polymers are of great interest regarding to their possible use as
materials in various industries. One of the most abundant polysaccharide in nature is starch.
Hydrophilic nature, low moisture resistance, high fragility, incompatibility with hydrophobic,
non-polar polymers significantly limit the application of native starch for industrial uses.
Hydrophobisation of starch by esterification is one of the method which is carried out in order
to improve its mechanical and processing properties. Usually, in order to enable an
esterification reaction with the acids, a starch is first dissolved in common organic solvents as
DMSO, DMF, pyridine or tert-butanol. However, the use of such solvents also has some
limitations and disadvantages - volatility, flammability and high levels of toxicity. Lipase-
catalysed synthesis of starch esters has been recognised as environmentally friendly method
due to lack of by-products and very mild reaction conditions.

The objective of the study was to obtain new polymer materials, by biocatalysed
esterification of potato starch with pure oleic acid (model reactions) or hydrolysed high oleic
vegetable oils. Reactions based on oils were carried out in two steps. Firstly, the oils were
hydrolysed with a fungal lipase in a buffer solution form. Then, hydrolysates (the mixture of
higher fatty acids, without glycerol) were used as donors of the acyl group for the esterification
of potato starch. The starch was formerly pregelatinised in an aprotic imidazolium ionic liquid,
under atmospheric or reduced pressure conditions. Esterification was catalysed also by the
fungal lipase but with the difference that it was immobilized on a polymer carrier. The synthesis
of starch esters was conducted in the anhydrous conditions, with or without addition of small
amount of non-ionic surface active agent. The products have been identified and characterized
using the following methods: degree of substitution (DS) by volumetric and elemental analysis
method, Fourier-transform infrared (FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM) and thermal
analysis (TG/DTG, DSC). Additionally, in order to determine the possibility of using the
obtained materials in the packaging industry, the film extruded from them were subjected to
mechanical (tensile and tear strength), processing (hydrophobicity, water resistance) and
environmental tests (biodegradability, phytotoxicity).

Regardless of the esterifying agent, medium substituted starch esters with a yield of 80%
were obtained . The proposed two-step method for the synthesis of starch esters made it possible
to obtain materials with improved processing properties compared to non-esterified starch.

Additionally, the conditions for developing a new way of recycling waste oils from the food



industry were created. Esterification increased not only hydrophobicity of the starch, but also
tensile and tear strength, without losing important environmental features such as
biodegradability and non-toxicity. Such obtained polymer materials give hope for their use in
the production of new eco-friendly and biodegradable packagings, as the main component or

compatibilizer.



Wprowadzenie

Redukcja zasoboéw paliw kopalnych i problemy $rodowiskowe przyczynity sie do
opracowywania zwiazkow opartych na polimerach naturalnych, ktére moga zastapic tradycyjne
polimery petrochemiczne wszedzie tam, gdzie mamy do czynienia z materialami
jednorazowymi lub o krotkim okresie uzytkowania. Poszukuje sie tanich, nietoksycznych
1 biodegradowalnych materialéw. Jednym z nich jest skrobia - gléwny magazyn energii w
roslinach i drugi po celulozie najobficiej wyst¢pujacy, odnawialny polisacharyd na §wiecie.
Skrobia od dawna cieszy si¢ zainteresowaniem jako surowiec do produkcji opakowan
ulegajacych biodegradacji. Jednakze podstawowa wadag skrobi, jako potencjalnego materiatu
opakowaniowego, jest jej silna hydrofilowo$¢, stabe wiasciwosci wytrzymatosciowe oraz
wysoka wrazliwo$¢ na wilgo¢ 1 bardzo staba mieszalno$¢ z hydrofobowymi polimerami
syntetycznymi. Olbrzymia szans¢ upatrywano w tzw. skrobiach termoplastycznych (TPS),
czyli w formach bezpostaciowych i homogenicznych otrzymywanych pod wptywem dziatania
energii termomechanicznej podczas wytlaczania. Taki sposob uplastyczniania skrobi nie
rozwigzat jednak problemu krucho$ci, wrazliwosci na czynniki zewnetrzne i stabych
wlasciwo$ci mechanicznych w porownaniu z innymi tworzywami polimerowymi. Sytuacja
poprawila si¢ z chwilg tworzenia blend (mieszanek) skrobi termoplastycznej z polimerami
syntetycznymi, zazwyczaj alifatycznymi, takimi jak np. polilaktyd (PLA) czy poli-g-
kaprolakton (PCL). Mimo wszystko pozostawal problem z kompatybilnoscig. Dodatek
zewnetrznych plastyfikatoréw lub wypetniaczy tylko w niewielkim stopniu zwigkszyt
mozliwosci przetworcze i uzytkowe folii skrobiowych. Dlatego, aby rozszerzy¢ potencjat
aplikacyjny, skrobi¢ poddaje si¢ rdéznego typu modyfikacjom, od mato skomplikowanych
obrobek hydrotermicznych (jak wspomniana plastyfikacja i wyttaczanie) po wieloetapowe
procesy i reakcje, z wykorzystaniem ztozonych technologii. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich
prowadzonych jest w celu hydrofobizacji. Jedng z najstarszych i najbardziej skutecznych metod
pozostaje estryfikacja. Estryfikowana skrobia byta jak dotad Syntetyzowana przy uzyciu
klasycznych rozpuszczalnikow organicznych/nieorganicznych, takich jak DMSO, DMF,
DMACc / LiCl lub pirydyny. Lotnos¢, palnos¢ i wysoka toksyczno$¢ tych rozpuszczalnikéw to
cechy, ktore stwarzaja powazne zagrozenie podczas procesu przemywania, odzyskiwania, a
tym samym moga by¢ sporym i ucigzliwym zanieczyszczeniem dla srodowiska naturalnego.
Dlatego tak wazne stato si¢ poszukiwanie rozpuszczalnikow nowego typu, w jak najwiekszym
stopniu zgodnych z zasadami tzw. ,,zielonej chemii”, a takze zasadami zrownowazonego

rozwoju. W ostatniej dekadzie, niekonwencjonalne media (ciecze jonowe, CO, w stanie
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nadkrytycznym) i techniki reakcji (mikrofale, ultradzwigki) staty si¢ coraz bardziej popularne
w syntezie nowych estrow skrobiowych. Ze wzgledu na tagodne warunki prowadzenia reakcji
i niegenerowanie szkodliwych produktéw ubocznych, duze znaczenie w dziedzinie produkcji
estrow organicznych zyskuje estryfikacja skrobi w obecnosci biokatalizatorow typu lipaz czy
esteraz. Skuteczna, katalizowang enzymatycznie estryfikacj¢ skrobi mozna przeprowadzi¢ w
cieczach jonowych na bazie imidazoli, w mieszaninie ro6znych cieczy jonowych lub w uktadach
wspotrozpuszczalnikowych.

Pomimo tego, ze ciecze jonowe sprawdzity si¢ w roli dobrych rozpuszczalnikéw dla
skrobi réznego pochodzenia botanicznego, to w procesach estryfikacji nieenzymatycznej i
enzymatycznej stosowane byly dotad niezwykle rzadko, gltéwnie dla skrobi kukurydzianej.
Pozatym interesujace wydaje si¢ by¢ zastosowanie nienasyconych kwasow thuszczowych jako
donoréw grupy acylowej w estryfikacji, co moze umozliwi¢ dalszg modyfikacje i
funkcjonalizacj¢. Bardziej atrakcyjng z ekonomicznego i srodowiskowego punktu widzenia,
moglaby by¢ tez estryfikacja przy uzyciu mieszaniny kwasow ttuszczowych pochodzacych z
hydrolizowanych olejéw wysokooleinowych. Dodatkowo pomoglaby ona w opracowaniu
sposobu utylizacji zuzytych technologicznie olejéw poprodukcyjnych. Wigkszos$¢ z estrow
skrobiowych, syntezowanych w rekcjach katalizowanych enzymatycznie, charakteryzuje si¢
stosunkowo niskim stopniem podstawienia (DS w przedziale 0,1-0,2). Dlatego duzym
wyzwaniem jest optymalizacja warunkéw prowadzenia estryfikacji i otrzymanie $rednio lub
wysokopodstawionych hydrofobowych pochodnych tego polimeru dla opakowalnictwa, a
takze kompleksowa ocena wlasciwosci mechanicznych, przetworczych i sSrodowiskowych folii
otrzymanych przez wytlaczanie, a nie metodg kastingowg. Realizacja tak przedstawionej
koncepcji pozwolitaby na prowadzenie syntez w duzym stopniu zgodnych z zasadami zielonej

chemii i zrbwnowazonego rozwoju.

11



Wykaz stosowanych skrotow

[BMIM]BF4— tetrafluroboran 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
[BMIM]CI — chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
[BMIM]DCA - dicyjanoamid 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
[BMIM]OAC — octan 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
[BMIM]PFs — heksaflurofosforan 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
[CsMIM]NO3 — azotan 1-oktylo-3-metyloimidazoliowy

ABS — kopolimer akryloniytrylo-butadienowo-styrenowy
DMACc- dimetyloacetamid

DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DP — stopien polimeryzacji

DS — stopien podstawienia

DSC — skaningowa kalorymetria roznicowa

FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
HDPE — polietylen wysokiej gestosci

ILs — ciecze jonowe

LLDPE — liniowy polietylen niskiej gestosci

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
PBS — polibutylobursztynian

PCL — polikaprolakton

PEAs — poliesteramidy

PHEE - eter polihydroksyestru

PLA — polilaktyd

PP — polipropylen

PS — polistyren

PU — poliuretan

PVA — alkohol poliwinylowy

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa

TG/DTG - analiza termograwimetryczna / termograwimetryczna réznicowa

XRD - dyfraktometria promieni rentgenowskich

12



I. Cze$¢ teoretyczna

1. Wystepowanie, budowa i wlasciwosci skrobi
1.1. Sklad i budowa chemiczna

Skrobia pod wzgledem chemicznym nalezy do homopolisacharydow. Zbudowana jest
z jednego rodzaju meréw — a-D-glukopiranozy, wystepujacych w postaci szescioweglowych
zamknigtych pier§cieni, wspottworzacych formy tancuchowe i rozgalezione polimeru.
Wydhizanie tancucha odbywa si¢ dzieki substytucji hemiacetalowej grupy wodorotlenowej
przy weglu C-1 jednej czasteczki glukozowej przez atom tlenu grupy wodorotlenowej przy
weglu C-4 kolejnej jednostki, z wydzieleniem czasteczki wody (dlatego czgsto zamiast terminu
jednostka glukozowa uzywa si¢ okreslenia jednostka anhydroglukozowa, AGU) (Tege, 2010).
W polaczeniach jednostek glukozowych polimeru dominuja wigzania o-1,4 1 a-1,6
glikozydowe. Wigzania takie powstaja w wyniku laczenia si¢ sgsiadujacych czasteczek a-D-
glukozy poprzez atom tlenu wspottworzacy grupe hydroksylowsa, z wydzieleniem czasteczki
wody. Wydtuzanie tancucha polimerowego w powyzszy sposob doprowadza do sytuacji, gdzie
jeden z jego koncow, z wolng grupa hydroksylowa, to koniec nieredukujacy, a drugi, z wolng
grupa aldehydowa, przyjmuje charakter redukujacy. Polimeryzacja glukozy w czasteczce
skrobi skutkuje wytworzeniem dwoch frakcji polisacharydowych: liniowej amylozy i
rozgalezionej amylopektyny. Obie frakcje sktadajg si¢ z tancuchéw ztozonych z reszt a- D-
glukopiranozy polaczonych wigzaniami o -1,4 — glikozydowymi, a z kolei tancuchy potaczone
s ze sobg wigzaniami o - 1,6 -glikozydowymi, tworzac w ten sposob rozgalezienia w
polimerach (Rys.1.1.). Cho¢ zasadniczo amyloza uwazana jest za typowa dlugotancuchows
frakcje liniowa, to udowodniono obecnos¢ w jej czasteczkach pewnych, nielicznych
rozgalezien (Hizukuri i wsp., 1981, Takeda 1 wsp., 1987). Mimo to, pozostaja nadal istotne
réznice pomiedzy glownymi sktadnikami skrobi. Amylopektyna charakteryzuje si¢ duzym
stopniem rozgalezienia (ok. 5% czasteczki) i stosunkowo krotkimi tancuchami, co prowadzi do
wystepowania wysoce ztozonej struktury molekularnej (Bertoft 1 wsp., 2008). Z kolei zar6wno
posta¢ rozgaleziona, jak 1 liniowa amylozy sklada si¢ z dtugich tancuchow (nawet do kilku
tysigcy jednostek glukozowych) (Hizukuri 1 wsp., 1989).

Stosunek ilosciowy frakcji skrobiowych nie jest wartoscig statg i r6zni si¢ znacznie w
zalezno$ci od zrodla botanicznego skrobi (Tab.1.1.). Zazwyczaj gtownym skladnikiem
polisacharydowym skrobi jest amylopektyna w stosunku 3:1 do amylozy, przy czym istnieja

wyjatki, tak jak w przypadku skrobi woskowych, gdzie amylopektyna stanowi nawet do 100%
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polimeru czy wysokoamylozowych, jak w przypadku odmiany skrobi kukurydzianej z
zawarto$cig amylozy nawet do 70%. Znane sg w literaturze réwniez skrobie kukurydziane
genetycznie modyfikowane o zawartosci amylozy powyzej 90% (Robyt, 2008; Alcazar-Alay i
Meireles, 2015).

A OH
O
HOho OH
B OH
(@) OH o OH o
Annsane () OH wigzanie 0-1.6- glikozydowe
HO 0" HO OH/o” HO OH /
m
OH
O
OH 0 o

OH
HO 0" HO OH/Ng~” HO OH /@é\

n
wigzanie 0-1.4- glikozydowe

Rys.1.1. Budowa frakcji skrobiowych: A —amyloza; B- amylopektyna.

(zmodyfikowany; https://chemistry.stackexchange.com)

Komponenty polisacharydowe skrobi r6znig si¢ takze od siebie masg czasteczkowa,
ktora z kolei rowniez zalezy od pochodzenia polimeru. Masa czasteczkowa amylozy jest o wiele
nizsza w poréwnaniu z amylopektyna, a obie frakcje utozsamiane sa z rozkladem cigzarow
czasteczkowych w polimerze, tak, ze jego masa czasteczkowa jest wyrazona jako srednia mas
frakcji. Ciezar czasteczkowy frakcji miesci si¢ w granicach 10° — 10° Da, dla amylozy i 107 —
108 Da dla amylopektyny (Hizukuri i Takagi, 1984; Aberle i wsp., 1994; Yokoyama i wsp.,
1998; Mitrus i wsp., 2009). Dla przyktadu, stopien polimeryzacji amylozy ziemniaczanej to ok.
103 reszt glukozowych, czyli $rednia masa czasteczkowa jest rowna ok. 162 x 10° Da,
natomiast dla poréwnania pszennej wynosi odpowiednio 4 x 10 reszt glukozowych i 648 x
10° Da (Robyt, 2008).

W skrobi oprécz sktadnikéw polisacharydowych moga wystgpowaé inne tzw.
niepolisacharydowe, do ktorych zaliczy¢ mozna lipidy, biatka, zwiazki fosforu, sktadniki
mineralne, glownie w postaci tlenkéw oraz wode, zwigzang lub niezwigzang chemicznie.

Zawarto$¢ tej ostatniej jest bardzo istotna z punktu widzenia wielu wtasciwosci i zastosowan
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skrobi. W skrobiach dostepnych handlowo zawarto$¢ wody waha si¢ od 12 do 21% (w tym
skrobiach zbozowych do 14%, korzeniowych do 17% i bulwiastych do 21%). Ze wzglgdu na
postac czy forme¢ w jakiej moze wystepowaé woda w ziarnach skrobiowych, klasyfikuje si¢ ja
jako zaadsorbowang, krystalizacyjng lub inkluzyjng (wypetniajacag wolne przestrzenie
wewnatrz lub miedzyczasteczkowe). W zalezno$ci od warunkéw atmosferycznych (gldwnie
temperatury i wzglednej wilgotno$ci powietrza) jej zawarto$§¢ moze ulega¢ znacznym zmianom
(Tegge, 2010).

Zaréwno amyloza jak i amylopektyna nie wystepuja w przyrodzie jako osobne zwigzki,
lecz w formie nierozpuszczalnych w wodzie, dyskretnych i semikrystalicznych agregatow
zwanych ziarnami skrobi. Ziarna te w zaleznosci od jej pochodzenia botanicznego réznig si¢
znacznie w rozumieniu morfologicznym, szczegdlnie pod wzgledem rozmiaréw (od 1 do 100
um) i ksztattow (okragle, owalne, sferyczne, kadtubowe czy nieregularne) (Alexander, 1995;
Thomas i Atwell, 1998; Juszczak, 2001; Ratuszniak i Kubas, 2007; Bajer i wsp., 2013).

Tab.1.1. Zawarto$¢ procentowa sktadnikow polisacharydowych i niepolisacharydowych w wybranych
skrobiach (Gracza, 1965; Robyt, 2008)

Skladniki polisacharydowe Skladniki niepolisacharydowe
Glicerydy
Rodzaj skrobi Amyloza Amylopektyna i kwasy Biatka Fosforany
thuszczowe
ziemniaczana 22 78 0,01 0,10 0,210
kukurydziana 25 75 0,80 0,35 0,090
pszenna 23 77 0,90 0,40 0,180
ryzowa 19 81 0,59 0,30 0,090
tapiokowa 17 83 0,02 0,10 0,009

Ziarna skrobiowe posiadajg strukture semikrystaliczng, ze stopniem skrystalizowania w
przedziale 15 — 45% i zwigzanej glownie z obecnoscig frakcji rozgalezionej, czyli
amylopektynowej. Ogolny model krystalicznych cze$ci ziarna skrobiowego opiera si¢ na
sferokrystalicznym zespole czasteczek amylopektyny, zlozonych z podwojnych helis
uktadanych promieniowo w taki sposob, ze koniec nieredukujacy tancucha polimerowego
skierowany jest ku powierzchni ziaren. Lancuchy frakcji rozgalezionej uktadajg si¢ warstwowo

jedna na drugg w ujeciu dwuwymiarowym, a wraz z tancuchami frakcji nierozgatezionej
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organizuja si¢ w tréjwymiarowe micele tworzac promieni$cie rozchodzace si¢ krystality o
wielkosci ok. 9 nm (Thomas i wsp., 1997; Tegge, 2010). Uwaza si¢, ze wigzania a- 1,6 —
glikozydowe w amylopektynie, czyli miejsca rozgalezien zlokalizowane sg w obszarach
amorficznych 1 wspottworza wraz z amyloza frakcje bezpostaciowe polimeru. Czasteczki
zarowno amylozy jak i amylopektyny poprzez tworzone wigzania wodorowe i hydrofobowe,
wewnatrz i migdzyczasteczkowe prowadza do powstawania struktur o coraz wyzszym stopniu
organizacyjnym (Rys.1.2.) tj. od lameli poprzez klastry, blocklety, pier§cienie przyrostu, az do
produktu koncowego czyli nierozpuszczalnych w wodzie ziaren z naprzemiennie
wystepujacymi warstwami krystalicznymi i amorficznymi (Buléon i wsp., 1998).

Zasadnicze roznice wystgpuja takze w stopniu krystalicznosci, co zostalo potwierdzone
badaniami rentgenowskimi z wykorzystaniem dyfraktometru proszkowego. Wyroznia si¢ trzy
gléwne typy struktur krystalograficznych: dwa podstawowe A 1 B oraz posredni C. Typ A

charakterystyczny jest dla skrobi zbozowych pszenicznej, kukurydzianej czy ryzowe;.

Rys.1.2. Poziomy organizacyjne ziarna skrobiowego: a) ziarno skrobiowe z naprzemiennie utozonymi

warstwami krystalicznymi i amorficznymi, b) pierscien przyrostu z widocznymi lamelami, ¢) utozenie

wigzan a- 1,41 a- 1,6 — glikozydowych w lamelach, d) pojedynczy klaster z widocznymi tancuchami
amylopektyny (Ball i wsp., 1996)

Struktury krystalograficzne typu B wystepuja natomiast w skrobiach otrzymywanych z
owocow, bulw i1 korzeni (np. z bananow, ziemniakow), a typ C w skrobiach ro$lin straczkowych
i tropikalnych (Bogracheva i wsp., 1998; Robyt, 2008). W typach A i B dominujg stabilizowane
wigzaniami wodorowymi lewoskretne helisy o rownoleglych utozeniach wzgledem siebie. W
skrobiach z typem strukturalnym A helisy te sa gesto upakowane, rozgalezienia amylopektyny
sa kroétkie, ze stopniem polimeryzacji (DP) 6-15. W uktadzie polimorficznym typu B wystepuja

fancuchy bardziej spolimeryzowane i dzielg si¢ w zalezno$ci od dtugos$ci na cztery grupy: Bl
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(DP 15-25), B2 (DP 40-50) oraz B3 i B4 (DP >50). W tym typie krystalicznym helisy tworza
uktady heksagonalne z koncentrycznie odktadanymi czasteczkami wody. Typ C, jak juz
wczesniej wspomniano jest typem posrednim, stanowigcym ni€jako mieszaning struktur typu
A 1 B, co mozna zobrazowac 1 przedstawi¢ w ten sposob, ze centralnie utozony rdzen o
strukturze typu B jest dodatkowo otoczony struktura typu A, a krystaliczna kombinacja ztozona
jest z amylopektyny o niezredukowanych koncach (Alcazar-Alay i Meireles, 2015; Jane, 2009).

1.2. WiasciwoSci fizyczne i chemiczne

Wystepowanie okreslonych cech fizykochemicznych skrobi zalezy w duzym stopniu od
uwarunkowan genetycznych, gatunkéw i odmian roslin z ktérych byla izolowana, a takze
warunkow upraw tych roslin. Silne zr6znicowanie w odniesieniu do whasciwosci fizycznych i
chemicznych jest podyktowane takze rdznicami w  zawartoSciach sktadnikow
niepolisacharydowych oraz w budowie i strukturze ziaren skrobiowych (Tegge, 2010).

Skrobia natywna jest nierozpuszczalna w zimnej wodzie i wigkszosci rozpuszczalnikow
organicznych, co szczegoélnie zwigzane jest z obecno$cig nierozpuszczalnej lub trudno
rozpuszczalnej frakcji amylozowej. Jak juz wspomniano w przypadku omawiania
niepolisacharydowych sktadnikow skrobi, jednym z nich jest woda. Ziarna skrobiowe moga
zwigkszac jej 1lo$¢ przez tzw. odwracalne pecznienie, objawiajace si¢ wzrostem ich objetosci
nawet do 30% (Ai i Jane, 2018). Pecznienie to proces egzotermiczny, podczas ktorego
czasteczki wody pochtaniane sg do strefy amorficznej, gdzie wigzane sa za pomocg wigzan
wodorowych z wolnymi grupami hydroksylowymi jednostek glukozowych tancuchow
polimerowych. Natomiast w przypadku jesli wodng zawiesing skrobiowg podgrzejemy
powyzej pewnej okreslonej temperatury to woéwczas ziarna skrobiowe peczniejg sferycznie i
staja si¢ amorficzne. Powyzsze przejscie termiczne okresla si¢ mianem kleikowania skrobi, a
temperature tego przejscia - temperaturg kleikowania (Jane i wsp., 1999). Jest to parametr o
réznych warto$ciach w zaleznosci od pochodzenia botanicznego skrobi. Bardziej prawidlowym
jest stosowanie terminu zakres temperatury kleikowania dlatego, ze kleikowanie ziaren
zachodzi w zalezno$ci od ich rozmiaréw, od najwigkszych do najmniejszych, a wigc stopniowo
(Hoover, 2001). Przyktadowo, dla skrobi ziemniaczanej zakres ten miesci si¢ w przedziale 50
- 70°C. Kleikowaniu towarzyszg inne zjawiska lub procesy takie jak m.in. utrata dwojlomnosci,
wzrost lepkosci 1 przewodnictwa elektrycznego. Kleik skrobiowy z czasem moze ulegac tzw.
retrogradacji czyli ponownemu upostaciowieniu (Tomasik, 1998). Jest to proces nieodwracalny

1 objawia si¢ powstawaniem nierozpuszczalnych agregatow amylozowych, wytragcanych w
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postaci dendrytow. Innymi stowy to rodzaj wtornej krystalizacji poprzez odtwarzanie wigzan
wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi, ktéremu towarzyszy synereza.

Kolejng z istotnych witasciwosci skrobi, ktorg cigzko de facto zaliczy¢ jednoznacznie do
wlasciwosci fizycznych lub chemicznych jest jej zdolno$¢ do tworzenia tzw. kompleksow
inkluzyjnych. Najbardziej znanym sposrdd nich jest kompleks amylozy z jodem w obecnosci
jondéw jodkowych, w ktorym to przestrzen wewnetrzna helisy amylozowej wypehniaja
czgsteczki jodu (na 1 skok inaczej zwany skretem helisy czyli ok. 6 jednostek glukozowych
przypada 1 atom jodu). Powstajgcy jon zespolony daje charakterystyczne ciemnogranatowe
zabarwienie, zanikajace po uprzedniej denaturacji tancucha amylozowego, zachodzacej np. po
ogrzewaniu lub hydrolizie (Tegge, 2010). Kompleksowanie jodem moze stuzy¢ jako jedna z
szybszych metod oznaczania stopnia depolimeryzacji amylozy (w krétszych tancuchach
kompleksy przybieraja barwe czerwona lub fioletowa). Amyloza moze wchodzi¢ takze w
kompleksy z innymi zwigzkami, np. organicznymi, wspottworzac charakterystyczng strukture
krystalograficzng zwang ,,V”. Sposdb skompleksowania w zaleznos$ci od budowy zwigzku
spetniajacego role tzw. ,,goscia” moze by¢ odmienny (Robyt, 2008).

Z kolei wiasciwosci chemiczne skrobi, tak jak i innych zwigzkow chemicznych,
zwigzane sg Scisle z jej reaktywnos$cig. Skrobia to polimer, ktory pod wzgledem chemicznym
posiada w wigkszosci cechy charakterystyczne dla alkoholi, aldehydow lub eteréw (Tomasik i
wsp., 2004). Reaktywno$¢ natywnej skrobi jest stosunkowo niewielka i gtownie odnosi si¢ do
grup hydroksylowych jednostek glukozowych (reakcje substytucji i utleniania), a takze wigzan
glikozydowych pomiedzy poszczegdlnymi merami polisacharydu (reakcje depolimeryzacji jak
np. dekstrynizacja). Zalezy ona gtownie od takich czynnikow jak rodzaj konformacji
pier§cienia, wigzan migdzyczasteczkowych, gestosci elektronowej na atomach tlenu i reakcji
sferycznych z sgsiadujagcymi grupami chemicznymi (Tegge, 2010). Wsrdd reakeji, jakim moze
ulega¢ skrobia mozemy wyr6zni¢ ogolnie dwie grupy, tzn. reakcje wywolujace catkowita
dezintegracje strukturalng, obejmujacg rozpad wigzan glikozydowych i degradacje ziaren, oraz
reakcje skutkujace niewielkim, czgSciowym rozktadem ziaren, gtownie za sprawg rozpadu
migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych. Pod wzgledem technicznym, ze wzgledu na
skomplikowang budowe ziarnista skrobi, a tym samym utrudniong dostepnos¢ do grup
hydroksylowych i wigzan glikozydowych, stosuje si¢ w wiekszosci reakcje rozpuszczalnikowe
lub ze wstgpnym etapem kleikowania skrobi (Tomasik i Schilling, 2004). Reakcje
homogeniczne to jednak nie jedyny sposob prowadzenia reakcji jako sktadowych modyfikacji

tego polisacharydu. Znane sa w literaturze takze doniesienia o efektywnych reakcjach
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bezrozpuszczalnikowych, prowadzonych w fazie statej, ogrzewanych konwencjonalnie lub z

uzyciem pola mikrofalowego (Kapusniak i Siemion, 2007; Staroszczyk i wsp., 2007).

2. Przeglad najwazniejszych metod poprawy wlasciwosci przetworczych skrobi w
kierunku zastosowan niespozywczych

Skrobia naturalna nie wykazuje zbyt dobrych wtasciwosci przetworczych i uzytkowych.
Jej duza kruchos$¢, brak kompatybilnosci z polimerami hydrofobowymi ze wzgledu na silnie
hydrofilowy charakter, staba jako$¢ przetworcza wynikajaca z jej duzej lepkosci, niska
odporno$¢ na czynniki zewngtrzne w trakcie przechowywania, gldwnie wilgoé, to jej gldwne
wady, ktore stanowig znaczne ograniczenie w mozliwosci zastosowania w réznych galeziach
przemystu. Co jednak wydaje si¢ by¢ najwazniejsze, nieslabnagce zainteresowanie tym
polimerem wynika z tego, ze pomimo wielu wad posiada calg game bardzo istotnych zalet.
Przede wszystkim jest to polimer naturalny, odnawialny i biodegradowalny, co ma ogromne
znaczenie w dobie poszukiwania materiatbw 1 technologii przyjaznych $rodowisku
naturalnemu i redukcji wystepujacych w nim zanieczyszczen. Dlatego skrobie natywna poddaje
si¢ roznego typu modyfikacjom, zazwyczaj w celu poprawy wiasciwosci mechanicznych,
przetwoérczych czy uzytkowych. Mozna podzieli¢ je na cztery podstawowe grupy: modyfikacje
fizyczne, chemiczne, biochemiczne i genetyczne inaczej zwane biotechnologicznymi. Coraz
czesciej wymienia si¢ jednak dodatkowe sposoby modyfikacji w ktorych wykorzystuje sig
réwnolegle lub szeregowo wigcej procesow 1 reakcji. Mowa wtedy o tzw. modyfikacjach
dualnych, a nawet mieszanych (Angellier i wsp., 2006; Averous i Boquillon, 2004; Briassoulis,
2004; Junistia i wsp., 2008).

Ponizej przedstawiono metody modyfikacji skrobi w Kkierunku zastosowan
niezywnosciowych, glownie istotne dla przemyshu opakowaniowego. Skupiono si¢ na
procesach i1 obrobce zwigkszajacej jej plastyczno$¢, kompatybilno$¢ z naturalnymi i
syntetycznymi polimerami hydrofobowymi oraz zwigkszajacej odporno$¢ na czynniki

zewngtrzne, przy zachowaniu zalet nietoksycznosci 1 biodegradowalnosci.

2.1. Metody fizyczne

Modyfikacje fizyczne prowadzone s3g zazwyczaj w celu destrukcji ziaren skrobiowych
(redukcji ziarnistosci skrobi) oraz poprawy rozpuszczalno$ci w zimnej wodzie lub innych
rozpuszczalnikach chemicznych. Najczesciej w tego typu modyfikacjach wykorzystuje sie
metody oparte na kondycjonowaniu ziarnistej skrobi w réznych warunkach m.in. wilgotnosci,

cisnienia, temperatury, napromieniowania czy réznych uktadach mechanicznych (Ashogbon i
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Akintayo, 2014). Metody fizyczne powoduja zmiany strukturalne w skrobi dzigki stosowaniu
energii mechanicznej, magnetycznej, elektrycznej lub ich kombinacjom. Zmiany strukturalne
powodujg w nastepstwic zmiany we wiasciwosciach catego polimeru (Bao i wsp., 2003).
Podczas modyfikacji fizycznych integralno$¢ czgsteczek moze zosta¢ zachowana (procesy
hydrotermiczne) lub przerwana, zniszczona (utrata ziarnistoSci wraz z czg¢$ciowa
depolimeryzacja sktadnikow). Do najpopularniejszych proceséw hydrotermicznych zaliczy¢
mozna wstepne zelowanie. Prowadzi ono do zwigkszania zdolnosci absorpcji wody czy
rozpuszczalnos$ci ,,na zimno” 1 moze by¢ prowadzone z wykorzystaniem nastepujacych technik:
suszenie rozpytowe, suszenie bgbnowe czy ekstruzja (Ashogbon i Akintayo, 2014).

Opisany wczesniej, przy okazji omawiania wtasciwosci fizycznych i chemicznych
skrobi, proces kleikowania, to rowniez proces zaliczany do fizycznych modyfikacji skrobi,
ktory poprzez przegrupowanie wewnatrz i miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych
pomiedzy skrobig a woda, prowadzi do zmian zar6wno W organizacji ziarna skrobiowego oraz
do zmian wielu wlasciwosci fizycznych i chemicznych (Freitas, i wsp., 2004). Utrata
ziarnisto$ci potwierdzona jest pecznieniem ziaren, zwigkszeniem ich objetosci oraz utratg
Krystalicznosci i co za tym idzie dwojtomnosci (Olett i wsp. 1993; Rahmouni i wsp.1993).

Modyfikacje hydrotermiczne skrobi prowadzone sg gtownie w takim celu jak: obnizenie
mozliwosci lugowania amylozy, redukcji lepkosci czy pecznienia ziaren oraz podwyzszania
temperatury kleikowania, stabilno$ci termicznej, a takze podatnosci na hydrolize kwasowg i
enzymatyczng, np. a-amylazg (Chung i wsp., 2009; Chung i wsp., 2010; Hoover i Manuel,
1996, Hoover i wsp., 1996). Cechg charakterystyczng zabiegow hydrotermicznych jest zmiana
wiasciwosci fizykochemicznych skrobi normalnych bez zniszczenia jej struktury ziarnistej, jak
rowniez fakt, ze zachodza w temperaturach ponizej temperatury kleikowania i powyzej
temperatury zeszklenia. Zaroéwno, zaliczane do tego typu modyfikacji, obrobka hydrotermalna
jak i tzw. annealing przeprowadzane sa przy okreslonych poziomach wilgotnosci,
odpowiednich temperaturach i czasie. Ta pierwsza dotyczy modyfikacji skrobi przy niskich
poziomach wilgotnosci tj. < 35% wi/w, natomiast druga przy warto$ciach $rednich 40-45% w/w
lub wysokich < 65% w/w. Annealing to metoda kondycjonowania ziaren skrobiowych, ktora
nie prowadzi do zmian w ich morfologii, ale wywiera posrednio wptyw na wlasciwosci skrobi
takie jak zdolno$¢ do kleikowania, pgcznienia czy tugowania w zalezno$ci od zastosowanych
warunkow procesu i zrodta botanicznego skrobi (Jacobs i wsp., 1998; Tester i Debon, 2000).
Glownym celem annealingu jest zblizenie si¢ do temperatury przej$cia stanu szklistego, co

zwigksza mobilnos¢ czasteczek polimeru.
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Wsrod innych, obecnie coraz czgsciej stosowanych fizycznych metod modyfikacji
skrobi mozemy wskaza¢ m.in.: iterowang synereze (Lewandowicz i Soral-Smietana, 2004),
wielokrotne zamrazanie i odmrazanie (Szymonska, 2003), obrobke w pulsacyjnym polu
elektrycznym (Han i wsp., 2009), obrébke cisnieniem osmotycznym (Pkkahuta i wsp., 2007)
czy koronowe wyladowanie elektryczne (Nemtanu i Minea, 2006). Opisane zostaly w
literaturze  przyklady wuzycia oddzialtywan mechanicznych, wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego, ultradzwiekow, czy promieni elektromagnetycznych (Alcazar-Alay i
Meireles, 2015). W metodach wysokoci$nieniowych stosuje si¢ ci$nienia w przedziale 400 -
900 MPa w temperaturze pokojowej. Tak wysokie ci$nienie ogranicza zdolno$¢ pecznienia i
tym samym zmniejsza lepkosc¢ zelow skrobiowych. Dodatkowo w technologiach ci$nieniowych
stosowane sg gazy w formie zjonizowanej, czyli pod postacig tzw. plazmy. Jonizacji gtéwnie
poddawane sg argon, wodor, tlen, etylen czy metan. Do najczesciej obserwowanych efektow
obrobki cisnieniowej zaliczamy zmiany w stopniu polimeryzacji, higroskopijnosci i utlenianie
skrobi (Deeyai i wsp., 2013; Wongsagonsup i wsp., 2014).

W celu nadania skrobi hydrofobowosci metodami fizycznymi, Bastos i in. (2009)
prowadzili obrobke skrobi kukurydzianej za pomocg plazmy i heksafluorku siarki (SFe).
Efektywno$¢ hydrofobizacji powierzchni polisacharydu, mierzona w sposdb dynamiczny
poprzez oceng kata zwilzania wobec wody, byla $cisle zalezna od mocy uzytej plazmy. Dtuzszy
czas ekspozycji doprowadzit do prawie catkowitego zaniku regionu mie¢dzyfazowego, a
modyfikacje powierzchniowe doprowadzity w efekcie do powstania chropowatych pofaldowan
bliskiego zasi¢gu (Bastos i wsp., 2009).

Podczas odziatywania mikrofal na skrobi¢ najwazniejszymi parametrami sg temperatura
1 wilgotnos$¢, od ktérych to zaleza wlasciwosci dielektryczne skrobi. Zachodzace podczas
napromieniowania przegrupowanie czasteczkowe w polimerze prowadzi do zmian we
wlasciwo$ciach reologicznych, temperatury kleikowania, entalpii, zdolno$ci pgcznienia i
rozpuszczalnosci, a takze moze powodowac istotne zmiany w krystalicznosci 1 morfologii
ziaren skrobiowych (Brasoveanu i Nemtanu, 2014). Z kolei potraktowanie skrobi
ultradzwigkami prowadzi do zmian w jej obszarach amorficznych przy zachowaniu ksztattu i
rozmiaru ziaren (Yu i wsp., 2013). Dlatego zazwyczaj metodom z wykorzystaniem
ultradzwigkow poddaje si¢ skrobie uprzednio zzelowang, gdzie po modyfikacji powierzchnia
staje si¢ porowata i zdeformowana, a zmianom ulegajg takie wlasciwosci skrobi jak
rozpuszczalnos¢, pecznienie i lepkosc¢ (lida i wsp. 2008; Zuo i wsp., 2012).

Do najczesciej stosowanych zabiegéw opierajacych si¢ na oddzialywaniach glownie

mechanicznych mozna zaliczy¢ mielenie, mieszanie (blendowanie) oraz wyttaczanie
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(ekstruzjg). Mielenie kulowe polega na tarciu ziaren wzajemnie migdzy soba, Sciang mtyna i
kul co powoduje ich rozpad na mniejsze fragmenty, czyli mowigc w skrocie jest to ich
mechanicznie indukowana destrukcja. Uszkodzenie ziaren podczas mielenia skutkuje, poza ich
fragmentacja, obnizeniem entalpii kleikowania, temperatury zeszklenia i pozornej lepkosci, a
co wigcej indukuje czesciowe kleikowanie ziaren, poprzez zwigkszanie ich rozpuszczalnosci w
zimnej wodzie i jej absorpcje (Karkalas i wsp., 1992; Martinez-Bustos i wsp., 2007; Zhang i
wsp., 2003).

Temperatura rozktadu skrobi jest nizsza od temperatury jej topnienia (odpowiednio ok.
220 i 240°C). Dlatego aby obnizy¢ ta druga, stosowane sg zwigzki o wiasciwosciach
plastyfikujacych, takie jak poliole (glicerol, sorbitol, politlenck winylu), ich mieszaniny, jak
rowniez zwiazki zawierajgce azot typu mocznik, biuret, pochodne aminy i pochodne amoniowe
(Xie i wsp., 2017). Plastyfikacja to czesty zabieg poprzedzajacy wytlaczanie lub wtryskiwanie
wysokocisnieniowe. Wytlaczanie to jeden z najpowszechniej stosowanych w przetworstwie
materialowym sposobow otrzymywania produktow termoplastycznych, zarowno bazujacych
na polimerach syntetycznych, poisyntetycznych czy nawet naturalnych. W przypadku
polimeru, jakim jest skrobia, jest to proces podczas ktorego dziatajac na nig energig
termomechaniczng, doprowadza si¢ do rozpadu jej struktury ziarnistej, a takze
semikrystalicznej, w efekcie czego otrzymuje si¢ material amorficzny i homogeniczny
nazywany skrobig termoplastyczng (z ang. thermoplastic starch; TPS) (Wang i wsp., 2003).
Najczgsciej wyttaczanie jest przeprowadzane jedno lub dwuetapowo w urzadzeniach zwanych
wytlaczarkami, o roznej, mniej lub bardziej skomplikowanej budowie. W procesie
jednoetapowym zazwyczaj dwuslimakowa wytlaczarka wypelniona jest natywng skrobig, a
plastyfikator dodawany jest porcjami w trakcie wyttaczania. Gdy proces zachodzi dwuetapowo,
to najpierw przygotowywana jest sucha mieszanka, czyli wyttaczanie poprzedzone jest
plastyfikacja w mieszalniku w celu doprowadzenia do homogenicznej polidyspersji.
Wiytlaczanie polega wigc na uplastycznianiu tworzywa, a nastepnie wyciskaniu go przez kanaty
o danym profilu w glowicy wytlaczarskiej. Wyttaczarki ztozone sg z trzech podstawowych
uktadow: napgdowego, sterujacego i uplastyczniajacego, a ten ostatni z kilku stref, takich jak
strefa zasilania, sprezania i dozowania (Rys.2.1.) oraz kilku stref grzewczych lub
grzewczochtodzacych wzdhuz cylindra (Stasiek, 2007). Material ogrzewa si¢ w celu osiggni¢cia
okreslonej plastyczno$ci 1 w kolejnym etapie przetlacza z uzyciem przenosnika Srubowego
(tzw. $limaka) przez kolejne strefy az do glowicy wytlaczarskiej, a nastgpnie chlodzi,
otrzymujac wyttoczni¢ (np. ksztaltki, folie). Stosowane ogrzewanie, dziatanie plastyfikatora

czy w koncu sil $cinajacych (sity tarcia wewnetrznego w cylindrze) moga doprowadzi¢ nie
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tylko do destrukcji ziaren skrobiowych i ich fragmentacji, ale co wigcej do jej niekontrolowanej
czesciowej depolimeryzacji (Bajer, 2015).

Poprawe wlasciwosci fizykochemicznych skrobi mozna uzyskac¢ przez jej blendowanie
z innymi polimerami naturalnymi lub cze$ciej polimerami syntetycznymi. Niejednokrotnie
stosowano juz skrobi¢ w postaci ziarnistej, jako rodzaj wypelniacza umozliwiajacego
zwigkszenie podatnosci na biodegradacj¢ szeroko rozpowszechnionych tworzyw sztucznych
m.in. takich jak liniowy polietylen niskiej gestosci (LLDPE), polietylen wysokiej gestosci
(HDPE), polipropylen (PP) czy polistyren (PS) (Chiu i Solarek, 2009; Griffin, 1977, 1978a,
1978b). Aby zwickszy¢ kompatybilno§¢ skrobi z hydrofobowymi polimerami czgsto poddaje
si¢ ja wstepnym modyfikacjom fizycznym, chemicznym, enzymatycznym lub mieszanym.

Rys.2.1. Zdjecie wyttaczarki jednoslimakowej 19/25D (Brabender, Niemcy) wyposazonej w gtowice
waskoszczelinows (L — IMPIB; 2019)

Najpowszechniej stosuje si¢ mieszanki o zawartosci skrobi lub jej pochodnych od 6 do
20% w/w, gtownie aby poprawi¢ whasciwosci sktadnika o wigkszej zawartosci, czyli w tym
przypadku polimerow syntetycznych. Dodatek polisacharydu sprzyja lepszej przepuszczalnosci
pary wodnej, zwigkszonej stabilno$ci wymiarowej i wzrostowi sztywnos$ci materiatéw (Chiu i
Solarek, 2009; Doane, 1994). Do celow opakowaniowych, w produkcji folii $cidtkowych 1
geowltoknin stosuje si¢ blendy skrobi z kopolimerami etylenu i estrow akrylowych oraz
metakrylanow lub octanéw winylu). Kopolimery polarne w mieszankach ze skrobig odgrywaja
role $rodkéw homogenizujacych za sprawg obnizania energii miedzyfazowej pomiedzy
polisacharydem a poliolefinami. Aby uzy¢ skrobi w wigkszej zawarto$ci niz 20% wiw w
mieszance, poddaje si¢ ja wstepnej obrobce termicznej lub chemicznej. Za jej sprawa skrobia

traci strukturg ziarnista i w efekcie tworzy faze ciagla z resztg komponentow w wyttoczonej

23



matrycy. Przyktadem moze by¢ blenda kopolimeru etylen/kwas akrylowy (E/AA) i skrobi z
zawartoscig do 50% oraz z uzyciem mocznika w roli plastyfikatora (Fanta i wsp., 1992).

Skrobie stosowane jako wypetniacz w tradycyjnych tworzywach sztucznych, zwlaszcza
poliolefinach, pomagaja obnizy¢ koszty produkcji i zwigkszy¢ podatnosé takich materiatdéw na
rozktad biologiczny oraz sztywnos¢ . Nalezy jednak zwrdci¢ uwagg na to, ze zawarto$¢ skrobi
w blendach ogranicza si¢ do pewnego ustalonego zakresu, powyzej ktorego drastycznemu
pogorszeniu ulegaja przede wszystkim wiasciwosci uzytkowe. Catkowitg dezintegracje tego
typu blend mozna osiggngé poprzez zastosowanie zwigzkow metali przejSciowych
rozpuszczalnych w matrycy termoplastu jako dodatkow prooksydacyjnych, katalizujacych
przemiany foto i termooksydatywne (Drummond i wsp., 2000; Jagannath i wsp., 2006; Kaseem
i wsp., 2012; Lawrence i wsp., 2004; Raghavan i wsp., 2001).

W ostatnich latach coraz cz¢$ciej w blendach stosowano zamiast skrobi natywnej,
ziarnistej jej posta¢ termoplastyczng, a jako plastyfikatorow w mieszankach z polimerami
uzywano nie tylko wody (Teixeira i wsp., 2007; Wang i wsp., 2008), glicerolu (Corradini i wsp,
2006; Rodriguez-Gonzalez i wsp., 2004; Rosa i wsp., 2007; Salcido i wsp., 2008) czy sorbitolu
(Yangiwsp., 2000) ale takze innych zwigzkow takich jak kwas cytrynowy (Wang i wsp., 2007),
formamid (Wang i wsp., 2008), mocznik (Ma i wsp., 2004, 2006). Wedtug niektorych zrodet
TPS w potaczeniu z innymi polimerami tworzy jeden z trzech typéw materiatdéw w ktorych: 1)
jest niekompatybilna z polimerami syntetycznymi (poliestry alifatyczne); 2) cze$ciowo
kompatybilna i skompleksowana z niekompatybilnymi lub czgéciowo kompatybilnymi
polimerami syntetycznymi; 3) skompleksowana z syntetycznymi kopolimerami hydrofilowo-
hydrofobowymi (Kapus$niak, 2011).

Wiasciwosci kompozytéw skrobi z innymi polimerami moga ulec poprawie (lepsze
wlasciwo$ci mechaniczne, stabsza wrazliwos$¢ na czynniki zewngtrzne, gldwnie wilgotnos¢)
poprzez zastosowanie kompatybilizatora, obecno$¢ tzw. przedtuzaczy tancucha polimerowego
(epoksydy, diizocyjaniany) czy szczepienie poliestrami. Kompatybilizatory zwiekszajg adhezje
miedzy fazami polimeréw tworzacych blende, stabilizujg zdyspergowang fazg polimeru i
chronig przed rozrostem podczas relaksacji. W ostatnich latach przeprowadzano wiele prob
blendowania skrobi z polimerami i kopolimerami o r6znej budowie i wtasciwosciach, zarowno
z uzyciem, jak 1 bez uzycia kompatybilizatorow. Udato si¢ otrzymaé¢ mniej lub bardziej
kompatybilne mieszanki TPS z polietylenem r6éznych gestosci (LDPE, HDPE) (Girija 1 wsp.,
2006; Kaseem i wsp., 2012; Jang i wsp., 2001; Kalambur i Rizvi, 2006; Rodriguez-Gonzalez i
wsp., 2003; Sailaja i Chanda, 2002; Wang i wsp., 2005), blendy TPS z polipropylenem (Rosa i
wsp., 2007; Rosa i wsp., 2009), z polistyrenem (Pimentel i wsp., 2007; Schlemmer i wsp.,
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2007), z terpolimerem ABS czyli kopolimerem akrylonitrylo-butadienowo-styrenowym
(Kaseem i wsp., 2012), z alkoholem poliwinylowym (PVA), (Park i wsp., 2005; Sreedhar i
wsp., 2006; Yoon i wsp., 2006; Zhou i wsp., 2009), polilaktydem (PLA), (Huneault i Li, 2007;
Wang i Ma, 2008), poli(e-kaprolaktonem) (PCL) (Li i Favis, 2010; Sarazin i wsp., 2008; Shin
I wsp., 2004), z naturalnymi mieszankami gum (Carvalho i wsp., 2003), z poliamidem (PA)
(Landreau i wsp., 2009), z eterami polihydroksyestru (PHEE) (Walia i wsp., 2002),
polibutylobursztynianem (PBS) (Kaseem i wsp., 2012; Zeng i wsp., 2011), poliesteramidami
(PEAS) (Averous i wsp., 2000) i poliuretanem (PU) (Lu i wsp., 2005). Wig¢cej doniesien na ten
temat zostalo przedstawionych w rozdziale 3, zatytutowanym: Materialy na bazie skrobi dla
przemystu opakowaniowego.

W ostatnich latach odchodzi si¢ jednak od aczenia polimeréw biodegradowalnych z nie
biodegradowalnymi z powoddéw ekologicznych. Blendy tego typu sprawiaja duzy problem
podczas recyklingu i nie ulegaja catkowitemu biorozktadowi, a wrecz generuja wzrost ilosci

tzw. mikroplastikow w Srodowisku naturalnym.

2.2. Metody chemiczne i biochemiczne

Chemiczne modyfikacje opieraja si¢ na wprowadzaniu grupy lub grup funkcyjnych do
czasteczek skrobi, czego efektem sg wyrazne zmiany we wlasciwosciach fizykochemicznych i
wystgpowanie znacznych rdéznic w mozliwosciach aplikacyjnych. Metody chemiczne
poprzedzane sa lub taczone z metodami fizycznymi, takimi jak np. napromieniowywanie,
poddawanie ultradzwigkom czy mikrofalom, a takze metodami mechanochemicznymi, jak ma
to miejsce w przypadku tzw. reaktywnego wytlaczania (Din i wsp., 2017). Ze wzgledu na
podjeta w pracy tematyke badawcza w prezentowanym ponizej przegladzie szczeg6lng uwage
zwrocono na hydrofobizacje skrobi poprzez estryfikacje, w szczegodlnosci estryfikacje
katalizowang enzymatycznie.

W modyfikacjach chemicznych, w zaleznosci od wtasciwosci chemicznych uzytych
reagentow, mozemy wyrdzni¢ reagenty jednofunkcyjne i bifunkcyjne. Reagenty
jednofunkcyjne wprowadzaja do czasteczki polimeru hydrofobows, niejonows, kationowsg lub
reaktywna kowalencyjnie grupe podstawnikowa, a bifunkcyjne wiecej niz jedng z takich grup.
Grupy jednofunkcyjne stosowane sg np. podczas estryfikacji czy eteryfikacji, natomiast
bifunkcyjne, reagujac ze wzgledu na swoj charakter z wigcej niz jedng grupg hydroksylowa,
umozliwiajg np. sieciowanie polimeréow (Chen i wsp., 2015; Pal i wsp., 2002; Wang i Wang,
2003).
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Skrobia moze by¢ sieciowana za pomoca roznych odczynnikow takich jak
epichlorohydryna, tlenochlorek fosforu, trimetylofosforan sodu i tripolifosforan sodu. Podczas
sieciowania dochodzi do tworzenia si¢ wigzan pomiedzy grupami hydroksylowymi skrobi, a
grupg lub grupami funkcyjnymi czynnikow sieciujgcych, w efekcie czego tworzona jest
charakterystyczna struktura sieci trojwymiarowej (Jie i wsp., 2006; Kim i wsp., 2012; Lack i
wsp., 2007). Usieciowanie skrobi poprawia jej wilasciwosci przetworcze i stabilno$¢ w
srodowisku kwasnym (Koo i wsp., 2010).

Z kolei kopolimery szczepione zbudowane sg w ten sposob, ze do gtownego tancucha
polimerowego skrobi niejako doczepione sa boczne odgatezienia zbudowane z innych merow
niz tych, ktore wspottworzg tancuch glowny. Roézne grupy badawcze, z mniejszym lub
wiekszym powodzeniem, staraty si¢ si¢ wprowadzi¢ do szkieletu polimery syntetyczne lub
naturalne. Do tej pory przedstawiono jednak dowody na to, ze owa kopolimeryzacja rozpoczyna
si¢ zazwyczaj na grupach koncowych przy weglu C-1 lub C-2 (Hu i wsp., 2013; Kaewtatip i
Tanrattanakul, 2008). Wsrod opisanych i stosowanych mechanizméw tego typu modyfikacji
mozemy wyr6ézni¢ jonowe oddziatywanie kondensacyjne lub jeszcze bardziej popularny
mechanizm wolnorodnikowy. W roli efektywnych inicjatoréw kopolimeryzacji sprawdzity si¢
sole ceru takie jak azotan cerowo-amonowy, nadmanganian potasu, nadsiarczan potasu, alkohol
benzylowy, nadtlenek benzoilu, a w roli monomerow: akrylamid, akrylonitryl, metakrylamid,
alkohol winylowy, L-laktyd, , kwas akrylowy oraz p-dioksanon (Chen i wsp., 2015).

Utlenianie skrobi odbywa si¢ poprzez odzialywanie na nig w réznych warunkach
réznymi utleniaczami takimi jak manganian (VII) potasu, jodany (VII), chloran (I) sodu,
nadtlenek wodoru czy nadsiarczany. Podczas utleniania skrobia ulega znacznej depolimeryzacji
za sprawg postepujacej hydrolizy wigzan glikozydowych. Grupy hydroksylowe (w wigkszosci
grupy przy weglach C-2, C-3, C-6) utleniane sa najpierw do grup karbonylowych, a nastgpnie
do karboksylowych (Kapusniak i wsp., 2011; Sanchez-Rivera i wsp., 2005). Udato si¢ otrzymac
réwniez skrobie dialdehydowe, poprzez uzycie bardzo silnego oksydanta - kwasu jodowego
(VII), o mozliwoSciach bezposredniego utleniania sgsiadujgcych grup hydroksylowych.
Utlenianie umozliwia wzrost stabilnosci termicznej i poprawe wilasciwosci mechanicznych
skrobi, przy rownoczesnym obnizeniu jej zdolnosci do absorpcji wody, co jest zabiegiem
bardzo pozadanym dla wykorzystania tego typu materiatow w roznych gateziach przemystu,
szczegblnie opakowaniowym (Sanchez-Rivera i wsp., 2005). W ostatnich latach w wielu
osrodkach badawczych na calym $wiecie podejmowano proby zastgpienia chemicznych

utleniaczy skrobi ozonem jako ,zielonej” alternatywy umozliwiajacej ograniczanie
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generowania szkodliwych produktow ubocznych (Chen i wsp., 2015; Klein i wsp., 2014,
Sandhu i wsp., 2012).

Modyfikacje chemiczne, w ktorych grupy hydroksylowe skrobi ulegaja substytucji
grupa karboksymetylowa, hydroksypropylowa lub hydroksyetylowa poprzez utworzenie
wigzania eterowego przyjelo si¢ nazywac eteryfikacja. Znanych jest wiele procedur
eteryfikacji, jednak wiekszo$¢ taczy uzycie zasadowego katalizatora, zazwyczaj NaOH, w celu
inicjacji reakcji (Heinze i wsp., 2004; Masina i wsp., 2017). Karboksymetylacja, ze wzgledu
na szybkos¢ i prostot¢ reakcji to jedna z najpowszechniej stosowanych metod eteryfikacji,
podczas ktorej grupy hydroksylowe skrobi zastgpowane sg anionowymi grupami
karboksymetylowymi.  Skrobia karboksymetylowa charakteryzuje si¢ zwigkszong
hydrofilowoscig, a tym samym zdolnoscig absorpcji wody (Lawal i wsp., 2009; Massicotte i
wsp., 2008). Katalizowana zasadowo eteryfikacja skrobi tlenkiem propylenu prowadzi
analogicznie do otrzymania hydroksypropylowych pochodnych skrobi w reakcjach substytucji
nukleofilowej polimerowych grup hydroksylowych. W porownaniu z karboksymetylowymi,
hydroksylowe pochodne skrobi wykazuja bardziej zdezintegrowang strukture semikrystaliczna,
przez co pochtaniajg wigksze ilosci wody (Masina i wsp., 2017; Singh i wsp., 2007). Wysoce
rozpuszczalne w wodzie pochodne hydroksyetylowe skrobi otrzymuje si¢ w podobny sposob
jak hydroksypropylowe, z ta rdznica, ze czynnikiem eteryfikujacym jest tlenek etylenu
(Besheer i wsp., 2007).

Duza liczba grup hydroksylowych w tancuchu polimerowym skrobi, nadaje jej
charakter polialkoholu, ktory to moze ulegaé takze innej reakcji substytucji, mianowicie
estryfikacji. Na kazda jednostke anhydroglukozows przypadaja az trzy grupy OH (przy weglu
C-2, C-3, C-6) z mozliwos$cia podstawienia. Zasadniczo rozrdznia si¢ dwa rodzaje estrow
skrobi, nieorganiczne i organiczne, w zaleznosci od uzytego czynnika estryfikujacego (Chen i
wsp., 2015). Estryfikacja to jedna z najstarszych metod hydrofobizacji skrobi, nadajaca
ogromny potencjal aplikacyjny temu polimerowi. Skrobie estryfikowane otrzymywane byty
przez dziesiatki lat glownie za pomoca tradycyjnych technologii — z wykorzystaniem
ogrzewania konwekcyjnego, w fazie statej lub z uzyciem klasycznych rozpuszczalnikow
organicznych. Estryfikacja to modyfikacja kojarzona przede wszystkim z metodami
chemicznymi, cho¢ coraz cz¢s$ciej w doniesieniach publikacyjnych i patentach promuje si¢
metody dualne, a nawet mieszane. Niejednokrotnie juz zaproponowano i przedstawiono
mozliwosci  syntezy estrow skrobiowych poprzedzone fizycznymi modyfikacjami
hydrotermicznymi, wspottowarzyszaca kataliza enzymatyczng, jak rowniez nowatorskimi

sposobami i technikami prowadzenia syntez tj. poprzez uzycie nowego typu mediow
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reakcyjnych, jak ciecze jonowe, CO> w stanie nadkrytycznym oraz technik grzewczych i
wspomagajacych, takich jak synteza w warunkach mikrofalowego pola elektromagnetycznego,
z uzyciem ultradzwickow czy pulsacyjnego pola elektrycznego lub mechanochemii (Gilet i
wsp., 2018; Hong i wsp., 2016). Na efektywnos$¢ modyfikacji skrobi poprzez estryfikacje
wplywa szereg czynnikéw takich jak jej odmiana botaniczna, stezenie reagentdéw, czas i
temperatura reakcji, pH ukladu reakcyjnego, Obecno$¢ katalizatorow, aktywatorow i
inhibitoréw (Ptak i wsp., 2014). Odpowiednia kontrola warunkéw prowadzonej estryfikacji
daje mozliwo$¢ syntezy estrow skrobiowych o réznych stopniach podstawienia, tym samym
roznych  wilasciwosciach mechanicznych, przetwoérczych 1 uzytkowych, szeroko
wykorzystywanych zarowno w przemysle spozywczym jak i niespozywczym.

Grupy kwasowe moga by¢ wprowadzane zarowno do amylozy, jak 1 amylopektyny.
Estryfikacja moze zachodzi¢ bezposrednio, gdy czynnikiem estryfikujacym jest kwas
nieorganiczny lub organiczny, badz posrednio w reakcjach z bezwodnikami kwasowymi lub
pochodnymi kwasow. Na podstawie dostepnej literatury dobrze znane sg estry skrobi i kwasow
nieorganicznych, takie jak siarczany, azotany, fosforany czy borany. Poprzez ogrzewanie
skrobi z mocznikiem (lub innymi zwigzkami takimi jak formamid, dicyjanodiamid) w
reakcjach skrobi z mieszaning kwasu fosforowego (V), siarczanem (VI) magnezu i amidéw,
otrzymywane sg karbaminiany i fosforany skrobi o wlasciwosciach silnie spajajacych,
wykorzystywane w przemysle papierniczym i widkienniczym jako $rodek klejacy (Fortuna i
Roznowski, 2002). Azotany skrobi mozna otrzymac stosujac mieszaning nitrujacg lub pary
tlenku azotu (V) w strumieniu powietrza. Fosforany skrobiowe, syntezowane na drodze
kowalencyjnego wigzania reszt ortofosforowych mozna podzieli¢ na mono 1 diskrobiowe.
Fosforany monoskrobiowe powstaja przy uzyciu jako reagentow wodorofosforanow i
diwodorofosforanow (V) w temp. 120-170°C, a diskrobiowe z uzyciem czynnika sieciujacego,
jak np. POCIs (trichlorek fosforylu), gdzie ugrupowania ortofosforowe petnig role tacznika
pomiedzy sasiadujacymi tancuchami polimeru. Z kolei siarczany skrobiowe syntezowane sg w
reakcjach z siarkg, tlenkiem siarki (VI) lub kwasem siarkowym (VI), a takze z kwasem
chlorosulfonowym i jego pochodnymi (Chen i wsp., 2015; Fortuna i Roznowski, 2002). W
srodowisku zasadowym otrzymano rowniez ksantogeniany skrobi w reakcjach z disiarczkiem
wegla, a w kolejnych etapach poprzez utlenianie nadtlenkiem wodoru czy chloranem (I) sodu
otrzymano skrobi¢ ksantydowa. Zsyntezowano takze estry nieorganiczne skrobi ziemniaczanej
w reakcjach nie tylko z odpowiednimi kwasami, ale bezwodnikami, solami i hydrosolami tych
kwasow, wsrod ktorych mozna wymieni¢ siarczany, krzemiany, estry kwasu borowego (111),

seleniany, cynkany, miedziany i silikany skrobiowe (Staroszczyk i wsp. 2007a, Staroszczyk i
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wsp. 2007b; Staroszczyk, 2009a; Staroszczyk, 2009b; Staroszczyk i Janas, 2010a; Staroszczyk
I Janas, 2010b; Staroszczyk, 2011).

Otrzymano réwniez hydrofobowe pochodne skrobi poprzez benzylowanie jej chlorkiem
benzylu, przy zastosowaniu jednej z dwoch metod tj., benzylowania powierzchniowego ziaren
skrobiowych w modyfikacji heterogenicznej lub modyfikacji homogenicznej w $srodowisku
alkalicznym (Bohrisch i wsp., 2004).

Jednym z pierwszych sposobow syntezy organicznych estréw skrobiowych byty reakcje
z krotkotancuchowymi kwasami karboksylowymi (C-1-C-6). Poczgtkowo prowadzono
estryfikacj¢ nie tylko kwasami thuszczowymi, takimi jak mastowy, kapronowy, walerianowy,
ale takze bezwodnikami jak octowy czy oktylenobursztynowy, a otrzymane produkty
wykazywaty wlasciwosci materiatlow termoplastycznych (Parandoosh i Hudson, 1993; Ptak i
wsp., 2014). Syntez¢ dlugotancuchowych estrow skrobiowych zaproponowali Thiebaud i wsp.
(1997) oraz Aburto i wsp. (1999), uzywajac odpowiednich chlorkéw kwasowych i pirydyny
jako medium reakcyjnego. Dowiedli oni , ze wraz ze wzrostem dlugos$ci tancucha acylowego
oraz wraz ze wzrostem stopnia podstawienia, rosta hydrofobowo$¢ otrzymanych zwigzkow,
przy jednoczesnym spadku ich wodochtonno$ci i biodegradowalno$ci. Z czasem zaczeto
rezygnowa¢ z uzywania pirydyny i chlorkéw na rzecz nie tylko wyzszych kwaséw
karboksylowych, ale co wigcej ich estrow (Ptak i wsp., 2014). Znane sg reakcje transestryfikacji
skrobi stearynianem czy laurynianem winylu prowadzone w $rodowisku DMSO jako
rozpuszczalnika 1 soli zasadowych jako katalizatorow (octan 1 wodorofosforan sodu, weglan
potasu) (Junistia i wsp., 2008). DMSO okazat si¢ rowniez dobrym medium reakcyjnym dla
estryfikacji skrobi kwasami ttuszczowymi katalizowanej nadsiarczanem potasu (K2S20s) (Simi
I wsp., 2007) oraz przy wykorzystaniu innych czynnikow estryfikujacych takich jak chlorki
kwasowe, estry metylowe czy imidazole acylowe (Aburto i wsp, 1997; Aburto i wsp., 2005).
Rola rozpuszczalnikow podczas estryfikacji, tak jak i1 podczas innych modyfikacji skrobi
polega na rozluznieniu struktury polimeru (rozrywanie wigzan wodorowych) i tym samym
zwigkszaniu dostgpnosci reagentéw do wolnych grup OH. Jednakze stosowane do tej pory
klasyczne rozpuszczalniki organiczne jak DMSO, DMF, pirydyna czy tert-butanol majg pewne
wady 1 ograniczenia, a mianowicie toksycznos¢, lotno$¢ a tym samym negatywny wpltyw na
srodowisko naturalne. Dlatego z czasem rozpoczgto poszukiwania nowych mediow i technik
reakcyjnych, bardziej proekologicznych i zgodnych z zasadami zrownowazonego rozwojul.
Przyktadami takich mediéw moze by¢ CO> w stanie nadkrytycznym, ciecze jonowe, a
technikami biokataliza i reakcje prowadzone z wykorzystaniem promieniowania

mikrofalowego, w obecnosci ultradzwigkow oraz mechanochemia (Gilet i wsp., 2018). CO>w
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stanie nadkrytycznym, jako rozpuszczalnika uzyto po raz pierwszy w transestryfikacji skrobi
ziemniaczanej estrami winylowymi i metylowymi kwasow tluszczowych w obecnosci soli
zasadowych, jak rowniez estryfikacji bezwodnikami (mastowym, stearynowym). Co wiecej
estryfikacje skrobi prowadzono z wykorzystaniem dializy lub reaktywnej ekstruzji (Miladinov
I Hanna, 2000; Namazi i wsp., 2011). Zaproponowano rowniez bezrozpuszczalnikowg synteze
estrow skrobiowych z uzyciem chlorkow: oktanowego, oktadekanowego, dekanowego,
dodekanowego oraz tetra i heksadekanowego w obecnosci kwasu mrowkowego jako czynnika
inicjujgcego rozrywanie wigzan wodorowych i samg estryfikacj¢ (Aburto i wsp, 1999; Ptak i
wsp., 2014).

Estryfikacja  prowadzona w  warunkach  mikrofalowego  promieniowania
elektromagnetycznego umozliwia synteze hydrofobowych pochodnych skrobi w znacznie
bardziej ekonomicznych warunkach tj. krétszym czasie 1 nizszych temperaturach w poréwnaniu
z metodami opartymi na klasycznym ogrzewaniu konwencjonalnym. Po raz pierwszy tego typu
reakcje prowadzono w celu zsyntezowania bursztynianéw skrobi tapiokowej (Jyothi i wsp.,
2005; Xing i wsp., 2006). Jako inne przyktady mozna wskaza¢ estryfikacje skrobi
kukurydzianej kwasem i bezwodnikiem octowym, heterogeniczng estryfikacje skrobi
tapiokowej kwasem cytrynowym (Jyothi i wsp., 2007), katalizowang we¢glanem potasu
transestryfikacje skrobi fasolowej octanem winylu (Ptak i wsp., 2014).

Podjeto takze proby prowadzenia estryfikacji skrobi w obecno$ci biokatalizatoréw,
zardwno w metodach z uzyciem lub bez uzycia rozpuszczalnika, z wykorzystaniem ogrzewania
konwencjonalnego lub mikrofalowego. Estryfikacja skrobi z zastosowaniem enzymow jako
katalizatorow to metoda przyjazna srodowisku, ze wzgledu na tagodne warunki prowadzenia
syntezy, niegenerowanie ucigzliwych produktow ubocznych i mozliwos$¢ prowadzenia reakcji
stereo i regiospecyficznych (Rajan i wsp., 2006). Stosowanie lipaz jako katalizatoréw
estryfikacji skrobi kwasami thuszczowymi to jedna z nowszych alternatyw jej modyfikacji
poprzez hydrofobizacj¢. Lipazy to bardzo interesujgca grupa enzymow ze wzgledu na
unikatowe wiasciwosci katalityczne. Enzymy te w srodowisku wodnym katalizujg hydrolize,
rozpad triacylogliceroli do diacylogliceroli, monoacylogliceroli lub kwasow ttuszczowych i
glicerolu. Jest to reakcja odwracalna, co oznacza, ze w warunkach bezwodnych enzymy zdolne
sa do katalizowania reakcji odwrotnej czyli syntezy estrow. Komercyjnie dostepne lipazy
izoluje si¢ z bakterii takich jak np. Staphylococcus aureus, Burkholderia czy rodzaju
Pseudomonas, chociaz zdecydowanie czgséciej z grzybow z rodzajow takich jak Candida czy

Thermomyces (Ptak i wsp., 2014).
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Niekonwencjonalnym medium prowadzenia modyfikacji chemicznych, w tym gléwnie
estryfikacji skrobi jest zageszczony COz. To rozpuszczalnik niepolarny, nietoksyczny, obojetny
chemicznie 1 tatwy do usunigcia z uktadu reakcyjnego poprzez rozprezanie. Szczegolnie CO2
w stanie nadkrytycznym jest zdolny do obnizenia temp. kleikowania skrobi poprzez dyfuzje do
jej wnetrza i deformacj¢ obszarow krystalicznych. W $rodowisku tego rozpuszczalnika
prowadzono estryfikacje skrobi ziemniaczanej przy uzyciu bezwodnika octowego i
katalizatorow chemicznych takich jak K>COs lub NaOAc , a takze estryfikacje kwasami
thuszczowymi 1 transestryfikacje estrami winylowymi w obecnosci zwigzkdéw o charakterze
zasadowym (Muljana i wsp., 2009; Muljana i wsp. 2010a; Muljana i wsp., 2010b; Muljana i
wsp., 2011).

Ogrzewanie mikrofalowe nie stanowi moze optymalnej metody transferu energii do
uktadu, ale umozliwia wydajne ogrzewanie od wewnatrz, dzieki sprzeganiu energii mikrofal ze
sktadnikami mieszaniny reakcyjnej. Najczesciej przy uzyciu mikrofal otrzymywano octany
skrobiowe, gdzie czynnikiem estryfikujacym byl bezwodnik kwasowy z dodatkiem kwasu
octowego w roli rozpuszczalnika, a reakcje katalizowane bylty jodem w postaci czasteczkowej.
Wysokopodstawione pochodne skrobiowe otrzymat Diop i wsp. (2011) podczas , katalizowanej
jodem i z wykorzystaniem energii promieniowania mikrofalowego, estryfikacji skrobi
kukurydzianej mieszaning bezwodnika i kwasu octowego. Szeroka game estrow, o réznym
DS w zalezno$ci od parametrow reakcji, udato si¢ otrzymacé takze w srodowisku wodnym i z
uzyciem katalizatorow chemicznych jak K2COs, NaOH lub biokatalizatora takiego jak lipaza
bakteryjna z Staphylococcus aureus. Podjeto takze udang probe indukowanej
promieniowaniem mikrofalowym biokatalizowanej estryfikacji skrobi kukurydzianej i
tapiokowej. We wspomnianej reakcji uzyto zhydrolizowanych olejéow i wolnych kwasow
thuszczowych jako donoréw grupy acylowej oraz enzymoéw z rodzaju lipaz pochodzenia
grzybowego lub bakteryjnego jako katalizatorow, w efekcie ktorej otrzymano produkty o
réznych wilasciwosciach w zaleznosci od DS (Ptak i wsp., 2014). Skrobi¢ ziemniaczang
estryfikowano kwasem oleinowym bez uzycia rozpuszczalnika w warunkach ogrzewania
mikrofalowego i porownawczo z wykorzystaniem DMSO w tazni wodnej. W obu przypadkach
katalizatorem byta lipaza grzybowa z Candida antarctica, w postaci immobilizowanej na
nosniku polimerowym (Ptak i wsp., 2016).

Prowadzono katalizowane enzymatycznie estryfikacje skrobi w fazni wodnej bez uzycia
rozpuszczalnikdéw, z zastosowaniem klasycznych rozpuszczalnikow organicznych jak DMSO,
DMF, tert-butanol i aceton, a takze w $rodowisku zasadowym lub w obecnosci $rodka

powierzchniowo czynnego (Hong i wsp., 2016; Ptak i wsp. 2014).
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Ultradzwigki  stosowano gtéwnie podczas estryfikacji skrobi z kwasem
monochlorooctowym w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol —woda, w obecnosci NaOH jako
katalizatora oraz podczas syntezy octanu i oktenylobursztynianu skrobi katalizowanych
odpowiednio H2SO4 i K2COz. Oktenylobursztyniany woskowej skrobi ryzowej i skrobi
kukurydzianej otrzymano w katalizowanych chemicznie i prowadzonych w mtynach kulowych
reakcjach estryfikacji, zarowno w srodowisku wodnym jak i bezwodnym (Chen i wsp., 2014;
Zhang i wsp., 2012).

Ciekawym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ prowadzenie estryfikacji lub eteryfikacji w
cieczach jonowych (ILs). Sg to zwiagzki o budowie jonowej, a dokladniej ztozone z
organicznego kationu oraz organicznego badZ nieorganicznego anionu. Mimo takiej budowy
nie sg to jednak typowe sole, dlatego, ze ich temperatura topnienia jest nizsza od 100°C. Sporg
przewage w porownaniu z klasycznymi rozpuszczalnikami organicznymi daja im ich
nietypowe wlasciwosci 1 znaczne mozliwosci ich projektowania poprzez modyfikacje
strukturalne. Sa to zwiazki nielotne, o wysokiej trwalo$ci 1 obojetnosci termiczne;.
Charakteryzuja si¢ ponadto wysoka polarnoscia, przewodnos$cig elektryczng i szerokim
zakresem stabilnosci elektrochemicznej. Takze wielofunkcyjno$¢ to cecha ILs, ktora odréznia
je od innych rozpuszczalnikow (Kubisa, 2006; Pernak, 2003; Wilkes, 2002). Ciecze jonowe
zdolne s3 do rozpuszczania m.in. zwigzkow nieorganicznych, organicznych,
metaloorganicznych (katalizatorow) i polimeréw (Pernak, 2000; Wilpiszewska i Spychaj,
2011). Wigkszo$¢ doniesien na temat mozliwosci prowadzenia modyfikacji polimerow
weglowodanowych (gtownie celulozy 1 ligniny) z uzyciem ich jako medium reakcyjnego 1
rozpuszczalnika pojawito si¢ na przestrzeni ostatnich 20 lat. Jednym z pierwszych zastosowan
tego typu zwigzkow do modyfikacji skrobi byta synteza jej octanéw w srodowisku chlorku 1-
butylo-3-metyloimidazoliowym, dodatkowo katalizowana pirydyna. Wspomniany chlorek to
do tej pory najpowszechniej stosowana ciecz w niekatalizowanych lub katalizowanych
chemicznie lub enzymatycznie reakcjach estryfikacji lub transestryfikacji skrobi roéznego
pochodzenia z uzyciem bezwodnikoéw, kwasow i estrow. Jako efektywne rozpuszczalniki
skrobi sprawdzity si¢ rowniez: chlorek 1-allilo-3-metyloimidazoliowy, dicyjanoamid 1-butylo-
3-metyloimidazoliowy, octany imidazoliowe, heksafluorofosforany i tetrafluoroborany. Ciecze
jonowe, tak jak i inne rozpuszczalniki, stosowane sg w modyfikacjach skrobi w celu
rozluznienia  jej  makrostruktury  poprzez  rozrywanie = wigzan  miedzy 1
wewnatrzczasteczkowych, a tym samym zwigkszenia jej reaktywnosci (Seoud i wsp., 2007).
Aby skroci¢ czas czesciowego lub catkowitego skleikowania skrobi reakcje w ILs moga by¢

prowadzone tak jak w przypadku innych modyfikacji, w tazni lub z wykorzystaniem
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promieniowania mikrofalowego. Doniesienia literaturowe z kilku ostatnich lat pokazuja, ze w

cieczach jonowych mozna prowadzi¢ wydajng biokatalizg (Gilet i wsp., 2018; Ptak i inni 2014).

ILs z powodzeniem stosowano jako rozpuszczalniki lub media reakcyjne dla skrobi réznego

pochodzenia botanicznego. Jednakze estryfikacji i transestryfikacji w ich obecnosci poddawano

glownie skrobie kukurydziane o réznej zawartosci frakcji amylozowej 1 amylopektynowe;.

Reakcie prowadzono bez uzycia katalizatora, w obecnosci pirydyny jako katalizatora lub z

wykorzystaniem lipaz (Tab.2.1.).

Tab.2.1. Estryfikacja i transestryfikacja skrobi w cieczach jonowych

Substrat Reagent Rozpuszczalnik  Katalizator ~ Autor, rok
skrobia bezwodnik octowy, . .
kukurydziana bezwodnik bursztynowy [BMIMICI pirydyna Xie, 2010
skrobia bezwodnik octo [BMIM]CI Luo, 2012
kukurydziana Wy ’
maltodekstryna . Shogren,
kukurydziana octan winylu [BMIM]X 2010
. . Shogren,
maltodekstryna stearynian winylu [BMIM]DCA 2010
skrobia laurynian lub stearynian . .
kukurydziana metylu [BMIM]CI pirydyna Xie, 2011
wysokoamylozowa [BMIM]BF, lipaza z
skrobia palmitynian metylu Candida Lu, 2012
kukurydziana [BMIM]OAC rugosa
wysokoamylozowa lipaza z
skrobia kwas laurynowy [BMIM]BF. Candida Lu, 2013
kukurydziana rugosa
lipaza
[BMIM]PFs P
skrobia z manioku ester metylowy kwasu Novozyme Desalegn,
wernolowego DMSO 2014
435
. . ester metylowy kwasu . Desalegn,
skrobia z manioku wernolowego [BMIM]CI pirydyna 2015
. . lipaza
WOSkOWG..SkI‘ObIa bezwodnik kwasu [CsMIMINOs Novozyme Li. 2016
kukurydziana oktenylobursztynowego 435
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Hydrofobowe pochodne skrobi kukurydzianej zsyntezowano takze poprzez estryfikacje
bezwodnikiem dodecenylobursztynowym (DDSA). Chi i wsp. (2007) przeprowadzili w
srodowisku wodnym katalizowang zasadowo reakcj¢ wstgpnie zemulgowanego bezwodnika
DDSA ze skrobig ziarnistg. W innej grupie badawczej zwigkszano hydrofobowos¢ folii ze
skrobi kukurydzianej poprzez modyfikacje z bezwodnikiem z dodecylobursztynowym i
oktenylobursztynowym (Zhou i wsp., 2009a). Z powodzeniem otrzymano rowniez
hydrofobowe skrobie w postaci spienionej (pianki). Dokonali tego Tahlawy i wsp. (2008),
dzieki emulgowaniu gotowanej skrobi kukurydzianej i dimeru alkiloketenu w warunkach
silnego $cinania. Nadany piankom charakter hydrofobowy nie byt jednak wystarczajacy wobec
powolnego zwilzania porowatych powierzchni takich materiatow. Barikani i Mohammadi
(2007) otrzymali nowe poliuretanowe pochodne skrobi o zwigkszonej odporno$ci na warunki
zewnetrzne, szczegbdlnie wilgo¢. W swoich badaniach przeprowadzili reakcje dwuetapowe z
tzw. prepolimerem, sktadajacym si¢ z polikaprolaktonu zakonczonego izocyjanianem.
Zmniejszenia hydrofilowosci powtok na bazie skrobi termoplastycznej dokonali takze Carvalho
i wsp. (2005), poprzez powierzchniowag obrobke izocyjanianem fenylu (PhNCO),
poliizocyjanianem blokowanym fenolem trimetylolopropanu i diizocyjanianu toluenu (TMP-
TDI-fenol), kopolimerem styrenu i metakrylanu glicydylowego (PS-GMA) oraz chlorkiem
stearoilu (StCl). Ograniczona modyfikacja na powierzchni umozliwita poprawe wiasciwosci
uzytkowych przy zachowaniu biodegradowalnos$ci materiatu.

Zsyntezowane na rézne sposoby estry skrobiowe i inne hydrofobowe pochodne skrobi
znalazly przede wszystkim zastosowanie w produkcji ro6znego typu mieszanek z polimerami
syntetycznymi. Jednym z przyktadow takiego zastosowania sa blendy otrzymane w procesie
reaktywnego wytlaczania acetylowanej i utlenianej skrobi bananowej z LDPE. Dzigki
reaktywnej ekstruzji sporzadzono takze mieszaniny z termoplastycznego maleinianu skrobi
kukurydzianej z poli(adypinianem butylenu-ko-tereftalanem) i acetylowanej skrobi z manioku
z poliestrem alifatycznym — poliuretanem (Cunha i Gandini, 2010). Wytwarzanie mieszanek,
poprzedzone chemicznymi lub biochemicznymi modyfikacjami skrobi, ma na celu nie tylko
zwigkszanie kompatybilno$ci z pozostaltymi komponentami polimerowymi, ale przede
wszystkim ma powodowaé¢ wzrost hydrofobowosci, termoplastycznosci i mechanoodpornosci

powstatych blend.

3. Materialy na bazie skrobi dla przemystu opakowaniowego
Przez dziesiatki lat tworzywa sztuczne byty uwazane za dobrodziejstwo wspotczesnego

swiata. Dopiero od niedawna w spoleczenstwie zrodzila si¢ Swiadomos¢ jakim zagrozeniem 1i
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problemem jest ich wysoka odporno$¢ na degradacje. Wplyw trwatych odpadéw z tworzyw
sztucznych na srodowisko budzi ogdlne zaniepokojenie na caltym $wiecie, a metody usuwania
tych odpadéw sg ciggle niewystarczajace. Miejsca na wysypiskach sg ograniczone, utylizacja
poprzez spalanie moze generowaé toksyczne zanieczyszczenia powietrza, a metody recyklingu
zmieszanych odpadéw sa czesto energochtonne i tym samym mato optacalne (Mitrus i wsp.,
2009). Ponadto warto zdawac¢ sobie sprawe z tego, ze wigkszo$¢ polimerow syntetycznych to
zwiazki ropopochodne, a jak wiadomo zasoby ropy naftowej z roku na rok malejg. Ponowne
uzycie i recykling polimerdéw ropopochodnych poprzez procesy takie jak mielenie i wyttaczanie
wtorne to moze i optacalne, ale niezbyt dobre rozwigzanie ze wzgledu na utrate wlasciwosci
funkcjonalnych lub pogorszenie wtasciwosci mechanicznych o strategicznym znaczeniu. W
obliczu powyzszych problemow istotne bedzie znalezienie trwatych zamiennikow tworzyw
sztucznych, zwlaszcza do produkcji materiatow jednorazowego uzytku 1 opakowan
krotkoterminowych. Dlatego w peini zrozumiate stalo si¢ zainteresowanie nad badaniem
mozliwosci wykorzystania polimeréw biodegradowalnych i odnawialnych zamiast szeroko
rozpowszechnionych polimerow niedegradowalnych, takich jak polietylen, polistyren itp.
Aktualnie w przemysle opakowaniowym modnym staje si¢ podejscie, zgodnie z ktoérym
innowacje powinny i$¢ w kierunku nie tylko wykorzystania natywnych badz zmodyfikowanych
polimeréw naturalnych, ale rowniez nadawania im nowych cech funkcjonalnych przez
stosowanie ich w roli wypehiaczy i skladnikow innych biopolimerow lub polimerow
syntetycznych. Innym trendem jest koncentrowanie si¢ na projektowaniu opakowan
wielowarstwowych, o poprawionych wtasciwos$ciach barierowych wobec roznych czynnikow
zewnetrznych, zardwno biotycznych jak i1 abiotycznych (Bartkowiak i wsp., 2016).

Wsrod biodegradowalnych materialow polimerowych dla opakowalnictwa, najwigksza
popularnoscig, tuz po celulozie, cieszy si¢ wlasnie skrobia (Romero-Bastida i wsp., 2005).
Polimer ten wykazuje dostatecznie dobrg barierowos¢ wobec gazoéw takich jak Oz i COo.
Stosowanie w sposob bezposredni skrobi natywnej, a nawet skrobi termoplastycznej jako
surowcoOw do produkcji opakowania, ograniczone jest przez ich krucho$¢, brak
kompatybilno$ci z polimerami hydrofobowymi, wysoka wrazliwo$§¢ na wilgo¢, staba
barierowo$¢ wobec pary wodnej, a takze niskg odpornos$¢ na czynniki mechaniczne, takie jak
rozdzieranie i zrywanie (Koch, 2018). Powtoki skrobiowe maja charakter silnie hydrofilowy, a
produkty z niej wykonane szybko peczniejg i ulegaja znacznym deformacjom w warunkach
duzej wilgotnosci. Dlatego, aby poprawié¢ jej wiasciwosci, od wielu juz lat prowadzone sg
badania nie tylko nad modyfikacjami strukturalnymi skrobi, ale takze nad opracowaniem

fizycznych mieszanek z hydrofobowymi polimerami syntetycznymi, tak aby dazy¢ do
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jednoczesnego zmniejszenia ich zuzycia, jak 1 wzrostu biodegradowalnosci. Tak wigc
opakowania na bazie skrobi moga zawierac jej posta¢ natywng, termoplastyczng czy tez forme
modyfikatu. Zabiegi majace na celu poprawe jej wlasciwosci przetworczych i uzytkowych, a
tym samym wzrost konkurencyjnosci z szeroko rozpowszechnionymi polimerami
syntetycznymi Opieraja si¢ zazwyczaj na juz wczeSniej wspomnianym mieszaniu
(blendowaniu) i syntezie jej pochodnych (derywatyzacji). Opakowania na bazie polimerow
naturalnych otrzymywane s3g tymi samymi technikami co w przypadku polimerow
syntetycznych tj. metodg wylewania (cast) i termoformowania, przez wytlaczanie z
rozdmuchiwaniem, czy prasowanie lub wtryskiwanie. W latach 80-tych ubiegltego wieku
rozpoczeto proby nad trwajacym do dzisiejszego dnia tworzeniem mieszanek skrobi i
polimeréw syntetycznych w procesie wytlaczania, a w nastgpnym dziesigcioleciu
zaproponowano pierwsze procedury otrzymywania materiatow opakowaniowych bazujacych
na czystych skrobiach modyfikowanych.

Opakowania na bazie skrobi sg wytwarzane w wigkszosci przypadkoéw ze skrobi
kukurydzianej i ziemniaczanej, co moze nie dziwi¢ ze wzgledu na ich znaczne zasoby na caltym
Swiecie. Zastosowanie wysokoamylozowej skrobi  kukurydzianej jako materiatu
opakowaniowego w poréwnaniu ze skrobig normalng umozliwito opracowanie i otrzymanie
folii 0 wyzszej barierowos$ci 1 wytrzymatosci mechanicznej. Jednym z najstarszych i najczesciej
stosowanych do tej pory sposobow wykorzystania skrobi jako materiatu opakowaniowego jest
jej mieszanie z innymi polimerami naturalnymi badz syntetycznymi. Tak otrzymane mieszanki
stanowig materiat, ktory jest nie tylko biodegradowalny, ale posiada poprawione wiasciwosci
mechaniczne i co rownie wazne jest duzo tanszy. Potaczenie skrobi z polimerami
syntetycznymi w formie blend jest prowadzone w celu zniwelowania ograniczeh w jej
stosowaniu, wynikajacych z jej naturalnej kruchos$ci, wrazliwosci na wilgo¢ 1 stabych
wilasciwosci mechanicznych. Pierwsze proby mieszania skrobi normalnych i polimerow, ze
wzgledu na hydrofilowos¢ polisacharydu, a tym samym stabg mieszalnos$¢, nie przyniosty
oczekiwanych efektow — produkty po zakonczeniu mieszania charakteryzowaty sie
rozwarstwieniem i wykazywaly stabe wiasciwosci migdzyfazowe. Blendowanie skrobi z
odpornymi na wilgo¢ polimerami hydrofobowymi umozliwito otrzymanie wcigz
biodegradowalne; mieszaniny polimerowej o dostatecznie dobrych wlasciwosciach
mechanicznych. Sytuacja poprawita si¢ rowniez wtedy, gdy zastosowano skrobie
wysokoamylozowa i skrobie zzelowane (Mani i Bhattacharya, 1998). W kolejnych probach
zdecydowano si¢ na uzycie skrobi splastyfikowanej. Tak jak w przypadku przetworstwa innych

polimerdw, skrobie termoplastyczng (TPS) otrzymuje si¢ gldéwnie za pomoca wyttaczarek
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(Averous i wsp., 2000). Plastyfikatory w wysokich temp. (90 — 180 °C) przeksztatcajg skrobig
ziarnista w posta¢ jednorodng i plastyczng, umozliwiajagc tym samym jej wytlaczanie,
prasowanie lub formowanie wtryskowe, a takze rozpuszczanie i obnizenie temp. topnienia.
Rozpad ziaren skrobiowych przyczynia si¢ do zwigkszenia mobilnosci *tancucha
makroczasteczkowego, co skutkuje tym, ze materiat micknie i staje si¢ mniej kruchy. W ten
sposob semikrystaliczne, wysoce zorganizowane ziarna skrobiowe przeksztalcane sg w
amorficzny i jednorodny material zwany skrobig termoplastyczng (Liu i wsp., 2009).
Plastyfikatory mozemy podzieli¢ na zewnetrzne, niejako dodawane z zewnatrz i konkurujgce z
grupami hydroksylowymi skrobi o wspottworzenie wigzan wodorowych oraz wewnetrzne gdy
przeprowadzona derywatyzacja skrobi opiera sig na substytucji jej grup hydroksylowych, a tym
samym indukuje destrukcje iStniejacych wigzan wodorowych. Zaproponowano rdzne
mechanizmy i teorie plastyfikacji, np. teori¢ smarowania, teori¢ zelu czy swobodnej objetosci.
Teoria smarowania zaktada, ze plastyfikator przyspiesza ruchliwo$¢ czasteczek skrobi migdzy
soba. Teoria zelu sugeruje natomiast, ze plastyfikacja to wynik zaktocen wystepujacych miedzy
interakcjami polimeru, ze wzgledu na obecnos$¢ wigzan wodorowych, van der Waalsa czy
jonowych. Tymczasem trzecia ze wspomnianych teorii — teoria swobodnej objetosci zaktada,
ze wolna objetos¢ miedzy lancuchami polimeru zwigksza si¢ na wskutek dodania
plastyfikatora, powodujac obnizenie temp. zeszklenia. Skuteczny plastyfikator powinien by¢
hydrofilowy, polarny i matoczasteczkowy tak, aby efektywnie penetrowac obszary miedzy
fancuchowe polimeru. Dodatkowo powinien charakteryzowac si¢ temperaturg wrzenia wyzsza
niz przeprowadzany proces lub zabieg, tak aby nie odparowat w jego trakcie (Nafchi i wsp.,
2013). Amidowa grupa funkcyjna rowniez sprawdza si¢ W roli dobrego plastyfikatora
(mocznik, formamid, bisformamid etylenowy), jednak zgodnie z zaleceniami gtownie w
produkcji materialdbw o zastosowaniu niezywnosciowym. Wydajnos$¢ plastyfikacji zalezy
jednak nie tylko od budowy plastyfikatora i polimeru, ale takze od zawartosci wody i od
czynnikéw zewnetrznych typu wilgotno$¢ wzgledna. Czasteczki plastyfikatora zastepuja
pozycje czasteczek wody przy niskiej wilgotnosci wzglednej — powoduja spadek zawartosci
wody. Jednak gdy wilgotnos¢ wzrasta > 43%, to zawarto$¢ wody wzrasta ze wzgledu na
interakcje pomigdzy plastyfikatorem 1 woda. Przy zbyt wysokiej zawarto$ci plastyfikatora
moze doj$¢ do rozdzielenia faz migdzy tancuchami skrobi 1 plastyfikatora. Natomiast zbyt niska
zawartos$¢ plastyfikatora prowadzi do zjawiska antyplastyfikacji (Chang i wsp., 2006; Zhang i
Rempel, 2012).

Mieszanie TPS z poliestrami czy innymi tworzywami sztucznymi w zdecydowanej

wickszosci przypadkéw poprawia jej wilasciwos$ci wytrzymatosciowe 1 zmniejsza jej
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hydrofilowos¢, a takze zwigksza odpornos$¢ na czynniki biotyczne i abiotyczne. Ze wzglgdu na
fakt, ze skrobi¢ mozemy wyizolowaé z wielu zrédel botanicznych to otrzymanie skrobi
termoplastycznej jest stosunkowo niedrogim sposobem  wytwarzania produktow
biodegradowalnych i odnawialnych. Kolejng zaleta TPS jest to, ze mozna ja otrzymywac
tradycyjnymi technikami przetworczymi, co moze stanowi¢ alternatywe dla tworzyw
ropopochodnych 1 niebiodegradowalnych, zwlaszcza w aplikacjach o krotkim okresie
uzytkowania (np. naczynia jednorazowego uzytku) (Mitrus i wsp., 2009). Warto pami¢taé, ze
zdecydowang wadg plastyfikacji jest to, ze zastosowanie higroskopijnego plastyfikatora
wzmacnia wodochtonno$¢ koncowego produktu. Dlatego ze wzgledu na charakter silnie
hydrofilowy, zwigkszony przez uzycie plastyfikatora, sama TPS nie nadaje si¢ na materiat
opakowaniowy (Liu i wsp., 2009).

Laczenie polimerow w celu wytworzenia materiatu opakowaniowego moze odbywac
si¢ nie tylko przez mieszanie, ale takze tworzenie warstw. W ostatnich dekadach w celu
polaczenia dwodch lub wigcej polimeréw w powtoki wielowarstwowe, szeroko stosowano
wspotwytlaczanie (koekstruzje). Produkty wielowarstwowe ztozone z TPS 1 poliestréw mozna
takze wytwarza¢ w procesach powlekania i formowania prasowego. Badania naukowe i
przemystowe nad skrobig termoplastyczng dotyczyly glownie mieszania skrobi
splastyfikowanej z hydrofobowymi poliestrami biodegradowalnymi o duzo lepszych
wlasciwosciach mechanicznych, typu poli(kwas mlekowy), polikaprolakton PCL,
poli(adypinian etylenu) PEA, poli(3-hydroksymaslan-ko-3-hydroksyoktanian) PHBO, poli(3-
hydroksymaslan-ko-3-hydroksywalerianian) PHBYV, poli(eter hydroksyestrowy) PHEE,
poli(bursztynian-ko-adypinian butylenu) PBSA (Mani i Bhattacharya, 1998; Mani i
Bhattacharya, 2001; Park i wsp., 2002). Wang i wsp. (2003) opracowali metode¢ otrzymywania
materiatow biodegradowalnych z polimerow szczepionych skrobia, wykazujacych szerokie
spektrum aplikacyjne. Polietylen (LDPE) i skrobi¢ ziarnista mieszano w obecnosci
miedzyfazowego kompatybilizatora (bezwodnika maleinowego), ale bez zastosowania
glicerolu jako plastyfikatora. Uzyskana mieszanina wykazywala podobne wlasciwosci
mechaniczne jak czysty polimer, co wynikalo z tego, ze skrobia byta chemicznie szczepiona na
fizycznie oddzialywujacym z polimerem kompatybilizatorze. Kompatybilizacj¢ prowadzi si¢
w celu poprawy zgodnos$ci migdzyfazowej. Zazwyczaj kompatybilizator uzyskuje si¢
modyfikujac jeden ze sktadnikow polimerowych pierwotnej mieszanki. Modyfikacje te w
mieszankach na bazie skrobi najczesciej odbywaja si¢ poprzez: sieciowanie skrobi/poliestru
poliizocyjanianami lub nadtlenkami, funkcjonalizowanie poliestrow bezwodnikami lub synteze

poliestrowych fosforandéw, funkcjonalizacje skrobi pochodnymi uretanowymi lub
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metakrylanem poliglicydylowym, albo synteze kopolimeréw typu skrobia — szczepiony
poliester. W przypadkach kiedy kompatybilizatorem sg bezwodniki, a mieszaning stanowi
hydrofobowy polimer i hydrofilowa skrobia, to ich grupy bezwodnikowe beda reagowac i
kowalencyjnie wigza¢ si¢ z grupami hydroksylowymi ziarenek skrobi tworzac wigzania
estrowe (Wang i wsp., 2003). Najefektywniej zgodno§¢ miedzyfazowa w niemieszajacym si¢
uktadzie dwu lub kilkusktadnikowym otrzymuje si¢ wowczas gdy skladnik polimerowy
kompatybilizatora jest identyczny z polimerem mieszanym z ziarenkami skrobi (Ramkumar i
wsp. 1997). Przykladowo, idealnym kompatybilizatorem dla polipropylenu bedzie
polipropylen szczepiony bezwodnikiem maleinowym (PP-g-MA). Jezeli zmieszamy skrobie z
hydrofilowym biodegradowalnym polimerem - takim jak na przyktad poli(tlenkiem etylenu)
(PEG, glikol polietylenowy) - to obecno$¢ kompatybilizatora nie jest juz wymagana do
kowalencyjnego przytaczania polietylenu do skrobi ziarnistej, co zostalo opisane przez
Loercks’a i wsp. (2001). Aby przeksztalci¢ skrobi¢ natywng lub jej pochodna w postaé
termoplastyczng, wystarczy zastosowaé hydrofilowy polimer biodegradowalny, taki jak
poliester alifatyczny, amid lub uretan poliestrowy, poli(tlenek etylenu) lub ich mieszaniny.

Folie skrobiowe o zwigkszonej odpornosci na wilgo¢ mozna rowniez otrzymac poprzez
przygotowanie wielowarstwowych struktur typu ,.sandwich”, z centralng warstwa skrobi
termoplastycznej i hydrofobowymi komponentami na warstwach zewngtrznych (Mitrus i wsp.,
2009). Najpowszechniejszag metodg otrzymywania biodegradowalnych  folii  wielo-
warstwowych na bazie skrobi jest jednak wspotwyttaczanie. Mimo wielu wad takich jak
niestabilno$¢ miedzyfazowa i1 nierbwnomierny rozktad warstw jest to metoda, ktéra w sposdb
jednoetapowy i ciggly umozliwia koekstruzje skrobi z wieloma polimerami typu PLA, PCL,
PBSA, PHBV, PBAT, PEA. Martin i wsp. (2001) przeprowadzili koekstruzje i zbadali
wilasciwosci biodegradowalnych folii wielowarstwowych na bazie splastyfikowanej skrobi
pszenne;j.

Juz wiele lat temu opracowano czegsciowo biodegradowalng mieszanke skrobi z LDPE,
z czasem szczegOlnie przydatng w produkcji opakowan zywnosciowych (Griffin i wsp., 1977).
Z mieszanki tej zawierajacej nawet do 50% skrobi w formie natywnej lub splastyfikowanej oraz
nienasycone kwasy tluszczowe w roli przeciwutleniaczy, z powodzeniem otrzymano folie
poprzez wyttaczanie z rozdmuchiwaniem. W innych badaniach uformowano wtryskowo i
badano wtasciwo$ci mechaniczne skrobi ziemniaczanej lub jej ftalanow (estrow skrobi i kwasu
ftalowego) z LDPE (Thakore i wsp., 2001). Estryfikacja skrobi umozliwita otrzymanie
mieszanek wykazujacych cechy materiatu termoplastycznego, o zwigkszonej hydrofobowosci,

stabilno$ci termicznej, a po dodaniu polietylenu o lepszych wiasciwosciach mechanicznych,
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niz w przypadku skrobi nieestryfikowanej. Opracowano takze blendy i kompozyty
uszkodzonych mechanicznie ziarenek skrobi (metoda proszkowania przez $cinanie w stanie
statym) z polietylenem (Walker i wsp., 2007) czy tez kompozyty skrobi z polipropylenem (Liu
i wsp., 2004). W jeszcze innym eksperymencie Averous testowat biodegradowalne mieszanki
na bazie pszennej skrobi termoplastycznej z polikaprolaktonem, a nastgpnie wyttaczat lub
wtryskiwal gotowy produkt w celu otrzymania folii (Averous, 2004). W badaniach tych
zaobserwowano, ze dodatek nawet niewielkich ilosci PCL poprawiat wlasciwosci przetworcze
materiatu, tj. obnizat sprezystos¢, skurcz technologiczny i wrazliwo$¢ na wilgo¢. Bhattacharya
z kolei wyttaczat w ukladzie dwuslimakowym wspotbieznym trojsktadnikowe blendy o
wigkszosciowym, bo 70% udziale skrobi, 25 % zawartosci HDPE i niewielkim dodatku
polimerow funkcjonalizowanych typu EMA lub EVAMA (Bhattacharya, 1998). W badaniach
uzywano bezwodnika kwasu maleinowego jako kompatybilizatora. Wyttaczano 1 testowano
pod wzgledem wytrzymalosciowym takze folie ze skrobi kukurydzianej i LDPE (Pedroso i
wsp., 2005 ), oraz skrobi pszennej i HDPE (Petersen i wsp., 2001). Inne procedury otrzymania
mieszanek skrobi z PE opracowat Remkumar i wsp. (1997), gdzie jako dodatku utatwiajacego
oddziatywania miedzyfazowe uzywano oprocz znanych juz w przetworstwie poli(octanu
winylu) EVA, kopolimeru etylenu z kwasem metakrylowym (EMA), EVAMA, kopolimeru
etylen-octan winylu-bezwodnik maleinowy, takze wiokna celulozowe. Jedng z pierwszych,
niestety nieudanych, prob mieszania ziarnistej skrobi ziemniaczanej zar6wno z poliestrami
alifatycznymi, typu APES (siarczan allilpolietoksylowy) (APES = allilpolietoksylowany (10)
siarczan amonu, zawierajacy 10 moli tlenku etylenu) jak i poliolefinami typu LDPE
przeprowadzit Park i wsp. (2002). Przetworstwo blend na bazie skrobi pszennej i
poliesteramidow w obecnos$ci plastyfikatorow takich jak woda i glicerol, prowadzit z kolei
Averou i wsp. (2000). Bezwodnika tego kwasu uzywali takze Chandra i Rustgi (1997) w
przygotowaniu mieszanek skrobi z LLDPE. Tym razem bezwodnik maleinowy (MA) byt
szczepiony na LLDPE w obecnosci inicjatora - nadtlenku dikumylu (DCP). Zabieg ten byt
niezbgdny do zapewnienia kompatybilnosci pomigdzy syntetycznymi polimerami a skrobig, tak
aby polarne grupy funkcyjne mogly ze soba oddziatywac¢. Tego typu mieszanie umozliwito
wzrost wytrzymatosci i modut Younga, a wydluzenie procentowe zmniejszato si¢ wraz ze
wzrostem  zawartoSci ~ komponenta  polisacharydowego. W  celu  zachowania
biodegradowalnosci mieszanek ze skrobig termoplastyczng zaproponowano takze szereg
mieszanek z innymi polimerami naturalnymi takimi jak pektyny lub czg$ciej
biodegradowalnymi poliestrami jak poli(3-hydroksymaslan-ko-3-hydroksywalerian), poli(e-
kaprolakton), polilaktyd, poliesteramidy, poli(bursztynian butylenu-ko-adypinian). Otrzymane
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blendy charakteryzowaly si¢ poprawionymi wlasciwo$ciami mechanicznymi, zwigkszong
hydrofobowos$cia oraz nieprzepuszczalnosciag pary wodnej. Ich wada byla ciggle staba
kompatybilno$¢ 1 stabe wilasciwosci powierzchniowe (Chaléat 1 wsp., 2014). Stad kolejne
propozycje grup badawczych skupialty si¢ na stosowaniu dodatkbw w  postaci
kompatybilizatoréw lub wstepnej derywatyzacji skrobi (Lopez 1 wsp., 2007). Dobrym
rozwigzaniem, umozliwiajgcym poprawe wilasciwosci przetworczych, okazalo sie
zastosowanie do produkcji opakowan kompozytow na bazie skrobi i jednego z nielicznych
polimerow rozpuszczalnych w wodzie, jakim jest poli(alkohol winylowy). Tak otrzymane
tworzywa odznaczaly si¢ wysoka elastyczno$cig 1 wytrzymatoscia, co bylo wynikiem
stosunkowo dobrej kompatybilno$ci mechanicznej przy raczej niskim stopniu mieszalnos$ci i
tworzenia tzw. ciaglej fazy polimerowej (Debiagi i wsp., 2018). Wiasciwosci mechaniczne
wytworzonych przez rézne grupy badawcze mieszanek zalezaty nie tylko od ich sktadu, ale
takze od metody przetwarzania, przy czym w zdecydowanej wickszosci przedstawionych
przyktadow rezultatem zwickszania zawarto$ci sktadnika polisacharydowego byto pogorszenie
parametréw mechanicznych. Ogdlna tendencja jest taka, ze im lepsza jest dyspersja skrobi w
matrycy termoplastycznej, tym lepsze sg wiasciwo$ci mechaniczne koncowego produktu. W
rzeczywistosci dodatek skrobi generalnie powoduje wzrost sztywnosci. Odpowiada to wiasnie
mniejszej wytrzymatos$ci na rozcigganie i zmniejszajacemu si¢ wydhuzeniu przy zerwaniu.

Przeprowadzono rowniez proby wytworzenia materiatlow opakowaniowych na bazie
skrobi hybrydowych, tzn. skrobi mieszanych z réznych zrodet botanicznych. Skupiono sig¢
gléwnie na skrobiach o zwigkszonej zawartosci amylozy tj. skrobi kukurydzianej i ryzowej, do
stworzenia hybrydowego materialu polimerowego, o poprawionych wlasciwosciach
wytrzymato$ciowych i przetworczych (Marichelvam i wsp., 2019).

Innym podej$ciem w ramach wytwarzania skrobiowych materiatlow opakowaniowych
jest ekstruzja folii nanokompozytowych. Jak wiadomo, nanokompozyty dotycza materialow o
strukturze niejednorodnej, ktorych poszczegdlne komponenty, nie rozpuszczajg si¢ wzgledem
siebie i wykazujg odmienne wiasciwosci. NajczeSciej nanokompozyty w opakowaniach na
bazie skrobi majg posta¢ nanowypetniacza. Wprowadza si¢ je do uktadu nie tylko aby poprawic¢
wytrzymato$¢ mechaniczng i zwigkszy¢ barierowo$¢ wzgledem gazow i pary wodnej, ale takze
aby zredukowac koszty zwigzane z produkcja poprzez zmniejszenie zuzycia drozszego
komponentu gtownego. Znane sg juz nanokompozyty oparte na skrobi oraz glinie, stuzace jako
materiat wyjsciowy do opracowywania biodegradowalnych folii opakowaniowych (Issa i wsp.,
2016). Nanoglinki wypetniajace warstwy kompozytowe poprawiaty wtasciwosci transportowe

I wytrzymato$¢ mechaniczng. W kolejnych badaniach nanokrzemionka i popidt z tusek
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ryzowych postuzyt jako wypetniacz w nanokompozycie na bazie skrobi kukurydzianej (Lopez
I wsp., 2015). Innymi zwigzkami, ktére z powodzeniem moga stuzy¢ jako wypetniacze w
foliach skrobiowych, sg zeolity. Te mikroporowate mineraty glinokrzemianowe wplywajg na
wlasciwosci catego kompozytu przez zmniejszenie jego rozpuszczalno$ci w wodzie oraz
zwigkszenie barierowosci dla gazéw 1 wzrost modutu sprezystosci. Dodatek zaggszczacza o
strukturze krzemianu tzw. Laponitu® poprawia z kolei wlasciwosci mechaniczne i uzytkowe
opakowan na bazie skrobi i polialkoholu winylowego (PVOH), ktore ze wzgledu na duzg
kompatybilno$¢ 1 biodegradowalno$¢ moga konkurowa¢ z opakowaniami otrzymanymi z
polimerow ropopochodnych (Gadhave i wsp. 2018). Metodg castingowg otrzymano tez folie na
bazie niewielkiej ilosci skrobi kukurydzianej (do 20%), kwasu cytrynowego i
karboksymetylocelulozy. W takich kompozytach oddziatywania pomigdzy grupami
karboksylowymi kwasu 1 hydroksylowymi skrobi prowadza do zmniejszenia dostgpnosci tych
drugich, a tym samym poprawiajg odpornos$¢ na wilgoé. Z kolei widkna celulozowe, stosowane
jako biodegradowalny wypelniacz w kompozycie skrobiowym, poprawiaja dodatkowo jego
wlasciwosci mechaniczne typu wytrzymato$¢ na zrywanie i rozdzieranie. Chemiczne
podobienstwa w budowie skrobi i celulozy zapewniaja dobrg interakcje (Ghanbarzadeh i wsp.,
2011).

Kolejng réwnie popularng metoda w przetworstwie opakowaniowym skrobi jest
kopolimeryzacja. Szczepienie polimerow syntetycznych na szkielecie skrobiowym to jeden z
lepszych zabiegéw w kierunku poprawy jej wiasciwosci uzytkowych. Przyktadowo dobrym
materiatem na biodegradowalne i zréwnowazone opakowanie jest skrobia szczepiona na
emulsji winylu (Nikolic i wsp., 2014). Podatny na biodegradacj¢ materiat na bazie skrobi
otrzymano roéwniez przez zastosowanie wielosktadnikowych mieszanek polimerowych.
Mieszanke taka skladajaca si¢ ze skrobi kukurydzianej, polikaprolaktonu i
polihydroksymaslanu przygotowa¢ mozna za pomoca wyttaczarki dwuslimakowej. PCL cho¢
wykazuje dobre whasciwosci przetworcze, to jest drogi, a PHB cho¢ ma sporg wytrzymatos$¢ na
rozcigganie, to jest stosunkowo kruchy 1 slaboprzetwarzalny. Ze wzgledu na slabg
kompatybilnos¢ sktadnikow i niska przetwarzalno$§¢ w wigkszo$ci z nich, konieczne w tej
probie okazato si¢ uzycie dodatkowych zwiazkow, glownie plastyfikatoréw typu woda i
glicerol dla skrobi oraz triacetyna dla PHB, a takze $rodkéw utatwiajagcych mieszanie typu
mieszanina kwasu stearynowego i palmitynowego zwana stearyng III. W efekcie otrzymano
tanszy i biodegradowalny material opakowaniowy o dostatecznie dobrych wlasciwos$ciach
mechanicznych (Vaskova i wsp., 2008). Matzinos i in. (2002), za pomocg konwencjonalnych

technik wytlaczania, formowania wtryskowego 1 rozdmuchiwania folii, takze przetwarzali
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mieszanki trojsktadnikowe: polietylenu o niskiej gestosci LDPE/plastyfikowanej skrobi/
polikaprolaktonu. Wyniki badan potwierdzily, ze struktura i wtasciwos$ci mieszanki zalezg nie
tylko od sktadu, ale takze od uzytej metody przetwarzania. Drobna dyspersja fazy
polikaprolaktonu w matrycy polietylen/skrobia spowodowata wzrost wlasciwosci
mechanicznych folii.

Z kolei Fang i wsp. (2005) w jednej ze swoich prac skoncentrowali si¢ na wykorzystaniu
zmodyfikowanej folii skrobiowej (acylowanej skrobi ziemniaczanej) jako sktadnika laminatu
w potgczeniu z innymi polimerami, takimi jak poli(kwas mlekowy) (PLA). Na podstawie
przeprowadzonych estryfikacji skrobi kwasami oleinowym i linolowym doszli do wniosku, ze
im wigksza liczba wigzan podwojnych (nienasyconych) w estrach tym lepsze ich wtasciwosci
termoplastyczne. Badania zdolnosci przetworczych i nastgpnie wytrzymatosciowych innych
kompozytow na bazie skrobi, tym razem ryzowej, PLA i epoksydowanego kauczuku
naturalnego przeprowadzit Yew i wsp. (2005). Dodatkowo w ramach oceny wiasciwosci
otrzymanych kompozytéw oznaczano absorpcje wody 1 podatnos¢ na degradacje
enzymatyczna.

Skrobia i materiaty na bazie skrobi lub jej pochodnych w mieszankach z innymi
polimerami naturalnymi lub syntetycznymi moga stanowié przyszios¢ dla nowej generacji
opakowan tzw. zrownowazonych. Komercjalizacja i wzrost popytu na tego typu materiaty
wymaga jednak pewnych dziatan, takich jak obnizenie kosztow produkcji, glownie w
biodegradowalnych mieszankach niskoskrobiowych z poliestrami, zwigkszenie mieszalnosci,
a takze unikanie pogorszenia wlasciwosci mechanicznych i uzytkowych w mieszankach
wysokoskrobiowych, rowniez tych poddanych dziataniu kompatybilizatora lub opartych na
hydrofobowych pochodnych (Gadhave i wsp. 2018).

Estryfikacja skrobi kwasami tluszczowymi w celu zwigkszenia hydrofobowosci i
poprawy termoplastycznos$ci wydaje si¢ by¢ modyfikacja, ktéra moze zwigkszy¢ przydatnos¢
tego polisacharydu w produkcji opakowan. Przedstawiono wiele dowodow na to, ze
wprowadzane do czgsteczek skrobi tancuchy alifatyczne (poprzez substytucje), szczegdlnie
dlugotancuchowe reszty acylowe kwasow tluszczowych, petnig funkcje tzw. wewnetrznych
plastyfikatorow (Ptak i wsp., 2014).

Jezeli nawet sama skrobia natywna lub splastyfikowana nie wykazuje takich
wlasciwosci przetworczych 1 uzytkowych aby konkurowaé z szeroko rozpowszechnionymi
polimerami syntetycznymi, to warto jednak podkresli¢ fakt, ze ich modyfikacja, przede
wszystkim przez hydrofobizacj¢, umozliwi nie tylko otrzymanie materialu termoplastycznego,

ale co wazne materiatu o zwiekszonej dyspersyjnosci w innych hydrofobowych materiatach

43



termoplastycznych. Przez co mozna projektowaé materiaty o zwigkszonej biodegradowalnosci
przy zachowaniu dostatecznie dobrych witasciwosciach przetworczych i mechanicznych, a
stosujgc przy tym proekologiczne warunki modyfikacji, takze materiaty otrzymane zgodnie z

zasadami zrbwnowazonego rozwoju.
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Il. Teza i Cel pracy

Teza:

Biokatalizowana estryfikacja skrobi ziemniaczanej nienasyconymi kwasami
tuszczowymi  w  srodowisku  imidazoliowej cieczy jonowej umozliwia synteze |ej
hydrofobowych pochodnych o poprawionych witasciwosciach przetworczych z punktu widzenia

ich zastosowania w przemysle opakowaniowym.

Cel pracy:

Otrzymanie nowych funkcjonalnych materiatow na bazie skrobi ziemniaczanej, o
poprawionych wiasciwosciach mechanicznych, zwigkszonej hydrofobowosci i stabilnos$ci
termicznej, a wiec wlasciwosciach korzystniejszych dla zastosowania w produkcji opakowan

biodegradowalnych.

Cel szczegolowy I - estryfikacja skrobi ziemniaczanej poprzez zastosowanie czystego
kwasu oleinowego lub hydrolizowanych enzymatycznie olejow z upraw ekologicznych (oleju
rzepakowego i wysokooleinowego oleju stonecznikowego), prowadzona w $rodowisku
imidazoliowej cieczy jonowej — chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego. Reakcje

katalizowane lipazami pochodzenia grzybowego w roztworze lub postaci immobilizowanej.

Cel szczegotowy IT — badania strukturalne, charakterystyka fizyczna i chemiczna nowo
otrzymanych estrow skrobiowych, ich zastosowanie do otrzymywania materiatdéw
polimerowych oraz okreslenie mozliwosci wykorzystania materialdéw polimerowych na bazie

skrobi modytikowanej w przemysle opakowaniowym.
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I11. Czes¢ eksperymentalna

1. Materialy i metody badawcze

1.1. Wykaz uzytych materialéw i odczynnikéw chemicznych

W prezentowanych badaniach uzyto nastepujacych materiatow i odczynnikow chemicznych:

>

>
>
>

YV V.V V V V VYV V V VY

vV V V V V

skrobia ziemniaczana cz.d.a. Sigma-Aldrich, Niemcy
kwas oleinowy, cz.d.a, Chempur, Polska
98% chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy ([BMIM]CI), Sigma-Aldrich, Niemcy
lipazy grzybowe z Thermomyces lanuginosus:
e w roztworze buforowym, Lipolase 100L (aktywno$¢ enzymatyczna >100 000
TBU/g), Sigma-Aldrich, Niemcy
¢ immobilizowana na no$niku polimerowym przez adsorpcj¢, Immozyme TLL-
T1-350 (aktywnos$¢ enzymatyczna 10 000 TBU/g), Chiral Vision, Holandia
monooleinian polioksyetylenosorbitolu, Polysorbate 80, Chempur, Polska
99.8% deuterowany diemtylosulfotlenek DMSO-d6, Armar AG, Szwajcaria
99.9% argon, STP & DIN Chemicals, Polska
bromek potasu cz.d.a,, Chempur, Polska
chlorek wapnia, bezwodny, Chempur, Polska
siarczan sodu, bezwodny, Chempur, Polska
aceton, Avantor Performance Materials S.A., Polska
99,5% eter dietylowy, Avantor Performance Materials S.A., Polska
99,8% etanol, bezwodny, Avantor Performance Materials S.A., Polska
mieszanina rozpuszczalnikowa zlozona z 96% etanolu, 3% acetonu 1 1% eteru
dietylowego, Line ETOH acetonéwka, Linegal Chemicals, Polska
olej rzepakowy, Bio Planéte Olmiihle Moog GmbH, Niemcy
wysokooleinowy olej stonecznikowy, Bio Planéte Olmiihle Moog GmbH, Niemcy
glicerol, cz.d.a., bezwodny, Chempur, Polska
ziarna owsa, Avena sativa L.

nasiona rzodkiewki zwyczajnej, Raphanus sativus L.
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1.2. Wykaz uzytej aparatury i drobnego sprzetu

W prezentowanych badaniach uzyto nastepujacej aparatury i drobnego sprzgtu laboratoryjnego:

>

A\ YV V.V V V V V V V VY

V V.V V V V VYV V

vV V VYV V

wagosuszarka AGS50, Axis, Polska

waga analityczna AS 220, Radwag, Polska

pH-metr HI 2221, Hanna, Polska

uniwersalny dezintegrator (mtynek) wysokoobrotowy FW80-1, Chemland, Polska
homogenizator T25 Digital Ultra-Turrax, lka, Niemcy

mieszadta magnetyczne z grzaniem H3760-HS, Benchmark Scientific, USA
mieszadla mechaniczne OS20-Pro, Chemland, Polska

rolkowa wytrzasarka orbitalna SK-0330.3-Pro, Chemland, Polska

faZnia wodna z wytrzasaniem SW22, Julabo, Szwajcaria

wyparka prézniowa Rotavapor RIII, Buchi, Szwajcaria

chromatograf gazowy z detekcja plomieniowo-jonizacyjng GC-FID (Instytut
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie)

mikroanalizator CHNS, Vario Micro Cube, Elementar Analysensysteme GmbH,
Niemcy

spektrofotometr FT-IR z przystawka ATR, Nexus Nicolet, USA

spektrometr 'H NMR Avance 11, Bruker, USA

dyfraktometr proszkowy D8 Advance, Bruker, USA

skaningowy mikroskop elektronowy VEGA 3SBU, Tescan, Czechy

optyczny mikroskop stereoskopowy ZEISS SteREO Discovery.V12, Niemcy
analizator termiczny STA 409C Netzsch, Niemcy

mieszalnik planetarny P600, Brabender, Niemcy

wytlaczarka jednoslimakowa 19/25D z glowica ptaskoszczelinowa o szerokosci 100
mm i kalandrem trojwalcowym, Brabender, Niemcy

grubosciomierz cyfrowy ID-C112BS, Mitutoyo Corp., Japonia

zrywarka 27025 , Tira, Niemcy

aparat EImendorf Pro Tear TAP 3295A, Twing-Albert Instrument Corp., USA

goniometr Contact Angle Measuring System G10, Kruss, Niemcy
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1.3. Metodyka badawcza
1.3.1. Oznaczenie aktywnos$ci enzymatycznej lipaz

Aktywnos¢ lipaz byta mierzona poprzez oznaczenie kwasu mastowego uwalnianego
podczas hydrolizy trybutyryny (trimaslanu glicerolu), zgodnie z metodyka opracowang przez
Chiral Vision (Stoytcheva i wsp., 2012; Zarski i wsp., 2016). Reakcje prowadzono w
standardowych warunkach, tj. przy pH 7,5 i w temperaturze 40°C, a ilo$¢ powstajacego podczas
hydrolizy kwasu oznaczano wolumetrycznie, poprzez miareczkowanie kwasu 0,1 mol/Il
roztworem NaOH, z detekcja pH-metryczng. Aktywnos$¢ enzymatyczna lipazy wyrazona byta
w jednostkach trybutyryny na gram enzymu (TBU/g). 1 TBU/g (jedna jednostka enzymu) to
ilos¢ enzymu, ktora uwalnia 1 pmol zmiareczkowanego kwasu maslowego na minute w

podanych warunkach standardowych.

1.3.2. Enzymatyczna hydroliza olejow roslinnych

Olej rzepakowy i wysokooleinowy olej stonecznikowy hydrolizowano w reakcjach
katalizowanych lipaza w roztworze buforowym w celu uwolnienia wolnych kwasow
thuszczowych jako pdzniejszych donoréw grupy acylowej w reakcji estryfikacji. Reakcje
prowadzono w $rodowisku wodnym w stechiometrycznym stosunku oleju (triglicerolu) do
wody oraz z niewielkim dodatkiem czynnika powierzchniowo czynnego — monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu wynoszacym 1% (v/v). Nastgpnie tak przygotowang mieszaning
reakcyjng poddano homogenizacji przy 10 000 rpm przez 5 min. W kolejnym kroku do
homogenizatu dodano katalizatora na poziomie 0,5% (v/v) 1 calo$¢ inkubowano w 50°C w tazni
wodnej z wytrzasaniem przy 130 rpm, w czasie od 2 do 12h. Aby okresli¢ postep 1 stopien
hydrolizy uzyto techniki spektroskopowej ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
(ATR FTIR). W celu usunigcia produktu ubocznego reakcji, jakim byt glicerol,
przeprowadzono ekstrakcje eterem dietylowym z uzyciem rozdzielacza. Otrzymane ekstrakty
byly suszone w obecnosci siarczanu (V1) sodu. Nastepnie $rodek suszgcy zostal usuniety w
procesie filtracji, a rozpuszczalnik oddestylowany pod zmniejszonym cisnieniem. Analizg
jakosciowa 1 ilosciowa produktow hydrolizy enzymatycznej olejéw wykonano metoda
chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowa jonizacyjng (GC-FID) w akredytowanym
laboratorium badawczym Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno- Spozywczego z siedzibg

w Warszawie.
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1.3.3. Kleikowanie skrobi w cieczy jonowej

Skrobi¢ ziemniaczang wstepnie suszono w 105°C przez ok. 4h, do zawartosci H20 <
2%. W kolejnym kroku dodawano jg do wczesniej przedmuchanej argonem Kolby
okragglodennej zawierajgcej chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy. Stezenie skrobi w
stosunku do IL bylo rézne 1 wynosito odpowiednio 10, 20 lub 30% (w/w). Dalej postepowano
zgodnie z jednym ze schematow:

1) w metodzie tzw. bezposredniej, skrobi¢ z chlorkiem ogrzewano w tazni olejowej w
temp. 90-100°C, przy normalnym ci$nieniu atm. tj. >1000 hPa (mbar) mieszajac
mechanicznie (Voor 75-125 rpm), az do momentu Stopienia IL i otrzymania
transparentnego kleiku skrobiowego, czyli przez ok. 1h. Otrzymany Kleik
skrobiowy postuzyt bezposrednio jako substrat do dalszej modyfikacji poprzez
estryfikacje (Zarski i wsp., 2016),

i) w metodzie tzw. posredniej, skrobi¢ z chlorkiem ogrzewano w tazni wodnej wyparki
prozniowej w temp. 60°C, przy obnizonym ci$nieniu do 20 hPa (mbar), mieszajac
rotacyjnie (Mobr 75-125 rpm), az do momentu stopienia IL i otrzymania
transparentnego kleiku skrobiowego, tj. przez ok. 30 min. W kolejnym etapie,
skleikowang skrobi¢ = wytragcano za pomocg technicznej mieszaniny
rozpuszczalnikowe] zawierajacej etanol, aceton i eter dietylowy, a powstaty osad
poddawano sgczeniu pod zmniejszonym ci$nieniem, suszeniu w piecu
konwekcyjnym w 50°C przez 24h i mieleniu. Otrzymana tzw. suszona skrobia
wstepnie  skleikowana byla poddawana wlasciwe; estryfikacji  kwasami

thuszczowymi (Zarski i wsp., 2019).

1.3.4. Otrzymywanie estrow skrobi z wyzszymi kwasami karboksylowymi

Wstepnie skleikowang skrobig¢ ziemniaczang, w postaci Kleiku lub suchego ekstraktu,
poddawano estryfikacji kwasami tluszczowymi, uzywajgc immobilizowanej lipazy grzybowej
z T. lanuginosus jako katalizatora (1,5% w/w s. m. skrobi). W przypadku uzycia ekstraktu jako
substratu do reakcji zastosowano kolejng porcje IL. Estry skrobiowe syntezowano przy r6znym
stosunku molowym jednostki anhydroglukozowej (AGU) do kwasow (1:1, 1:2 lub 1:3),
réznym zakresie temperaturowym (40-80°C) i czasie (2-8h). Modelowe reakcje estryfikacji
prowadzono z uzyciem czystego kwasu oleinowego z dodatkiem lub bez dodatku zwigzku
powierzchniowo czynnego — monooleinianu polioksyetylenosorbitolu, zwanego rowniez
Polisorbatem 80 (P 80; 5% v/v w stosunku do kwasu tluszczowego). Uktad reakcyjny mieszano

mechanicznie przy 200 rpm, z kontrolg temperatury w termostatowanej tazni olejowe;.
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Najefektywniejszg z metod (pod wzgledem wydajnosci i DS) wybrano do estryfikacji
skrobi przy uzyciu mieszaniny kwaséw thuszczowych otrzymanych podczas enzymatycznej
hydrolizy oleju rzepakowego i wysokooleinowego oleju stonecznikowego.

Estry skrobiowe wytragcono przez dodanie 50 ml bezwodnego etanolu. Otrzymano
osady, ktore odwirowano, ponownie przemywano (3 x 30 ml etanolu) i saczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, tak aby oddzieli¢ estry skrobi od produktow ubocznych i
nieprzereagowanych odczynnikéw. Na koniec produkty suszono w piecu konwekcyjnym w
temperaturze 50°C przez 24h do stalej masy, po czym je zmielono. Wydajnos¢ syntezy
produktu zdefiniowano jako procent estru skrobi uzyskanego na podstawie wyjsciowego

substratu w przeliczeniu na suchg masg.

1.3.5. Oznaczenie stopnia podstawienia (DS) z uzyciem metody miareczkowej i analizy

elementarnej

Stopien podstawienia estryfikowanej skrobi okresla si¢ jako $rednig liczbe
podstawionych grup hydroksylowych przypadajacych na 1 jednostke AGU polisacharydu. DS
estrow skrobi i kwasow tluszczowych w pierwszej kolejno$ci 0znaczono za pomocg
nieznacznie zmodyfikowanej metody miareczkowej (Lin i wsp., 2014). Na poczatku odwazono
0,5 g wysuszonego estru skrobiowego i zdyspergowano go w 25 ml wody destylowanej z
dodatkiem 5 ml 0,5 mol/l roztworu NaOH. Tak przygotowana mieszaning kondycjonowano W
tazni wodnej przez 1 h w temperaturze pokojowej z mieszaniem magnetycznym przy 250 rpm.
Nadmiar NaOH zmiareczkowano nastepnie za pomocg 0,5 mol/l roztworu HCl w obecnosci
fenoloftaleiny jako wskaznika. Do zmiareczkowania proby odniesienia uzyto skrobi natywnej
zamiast modyfikowanej. Dla kazdej probki oznaczenie przeprowadzono trzykrotnie, a z
otrzymanych powtdrzen obliczono $rednig arytmetyczng i odchylenie standardowe. DS estru

skrobi obliczono korzystajac z nastepujacego wzoru:

Mwyey X (Vo — V) X Cyer

DS =
W—[Mwyx Vy—V)XCyel

gdzie:

Mwiacu - masa czgsteczkowa jednostki anhydroglukozowej skrobi, Mwa - masa czgsteczkowa
grupy acylowej kwasu ttuszczowego, Vo - objetos¢ HCI zuzyta do zmiareczkowania Skrobi
natywnej, probki odniesienia [ml], V- objetos¢ HCl zuzyta do zmiareczkowania estru
skrobiowego [ml], Chci — stg¢zenie molowe HCI uzywanego w miareczkowaniu [mol/l], W -

sucha masa probki [g]
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Wartosci DS skrobi estryfikowanej obliczono dodatkowo przy zastosowaniu metody
opracowanej przez Vaca-Garcia, i wsp. (2001), poprzedzonej przeprowadzeniem analizy
elementarnej. Wyniki tej analizy daja mozliwos¢ weryfikacji DS wyznaczonego za pomocag
przedstawionej wcze$niej metody miareczkowej, dzigki porownywaniu warto$ci teoretycznych
z warto$ciami eksperymentalnymi zawartosci procentowej podstawowych pierwiastkow (% C,
% H) wchodzacych w sktad uzyskanych estrow skrobi, pod katem stopnia podstawienia w
pelnym zakresie tj. od 0 do 3. Pomiary przeprowadzono dwukrotnie dla kazdej z probek, za
pomoca mikroanalizatora, w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej
Akademii Nauk, z siedzibg w Lodzi (CBMiM PAN, Lo6dz). Z otrzymanych powtdrzen

obliczono $rednig arytmetyczng i odchylenie standardowe.

1.3.6. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR)

W celu identyfikacji i okreSlenia struktury chemicznej skrobi natywnej i
zmodyfikowanej rejestrowano widma za pomocg spektrofotometru FT-IR. Najpierw probki w
postaci sproszkowanej zostaty dodatkowo utarte w mozdzierzu agatowym. W nastepnym etapie
kazdg z nich zmieszano z bromkiem potasu (KBr) w stosunku 1:50 (w/w), po czym sprasowano
na pastylki z uzyciem recznej prasy hydraulicznej. Widma rejestrowano w zakresie falowym
od 4000 do 400 cm™, przy zdolnosci rozdzielczej 4 cm™ i liczbie skanow réwnej 32.

Widma absorpcji w obszarze podczerwieni probek cieczy tj. olei, hydrolizatow
olejowych i kwasow thuszczowych rejestrowano przy uzyciu tego samego spektrofotometru
FT-IR, z ta rdznica, ze wyposazonego w przystawke ATR z krysztatem selenku cynku
stuzagcego do pomiaru probek cieklych. Za kazdym razem probke nanoszono w jednakowe;j
objetosci tj. 0,5 ml przy uzyciu pipety potautomatycznej. Krysztal ATR starannie oczyszczano
acetonem i suszono za pomocg gazu obojetnego po kazdym doswiadczeniu, tak aby zapewnic

mozliwie jak najczystsze widma probek.

1.3.7. Protonowa spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (*H NMR)
Pomiary widm *H NMR wykonano w CBMiM PAN w Lodzi, za pomoca spektrometru
z czestotliwoscia 500 MHz. Wstepne przygotowanie probek polegato na ich rozpuszczeniu w
DMSO-d6 i ogrzewaniu w temperaturze 343 K w tazni wodnej przez 12 h. Wiasciwe
eksperymenty przeprowadzono w temperaturze 295 K (przy uzyciu sondy BBI, Z-gradient, 5

mm). Wszystkie przesunig¢cia chemiczne grup funkcyjnych podano w czgéciach na milion

(Ppm).
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1.3.8. Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (XRD)

Dyfraktogramy rejestrowano przy uzyciu dyfraktometru proszkowego zaopatrzonego w
monochromator Johansson’a i detektor paskowy typu LynxEye przy zastosowaniu lampy
miedziowej jako zrodta promieniowania rentgenowskiego i filtru niklowego (ACu Kal =
15406A). Pomiary przeprowadzono w zakresie katowym od 4 ° do 45 ° (20) przy 1-sekundowej
wielkosci kroku rownym 0,02° (20). Badania wykonano na Wydziale Chemii Uniwersytetu im.

Adama Mickiewicza w Poznaniu.

1.3.9. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Cechy morfologiczne naturalnej skrobi ziemniaczanej oraz ewentualne zmiany
nastepujace po jej skleikowaniu i estryfikacji, badano za pomocg skaningowego mikroskopu
elektronowego. Probki w postaci proszku zostaly umieszczone na stolikach za pomoca
dwustronnej tasmy samoprzylepnej, bez pokrywania ich jakimkolwiek materiatem
przewodzacym (Zarski i wsp. 2016; Zarski i wsp., 2019). Obserwacje mikroskopowe

prowadzono w warunkach wysokiej prozni i przy napieciu przyspieszajacym rownym 3 kV.

1.3.10. Analiza termograwimetryczna (TG), termograwimetryczna roznicowa (DTG) i
skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Analize stabilnosci termicznej skrobi przed i po modyfikacjach przeprowadzono za
pomocg analizatora termicznego z zastosowaniem dwoch metod: termograwimetrycznej (TG)
I termograwimetrycznej réznicowej (DTG). Pomiary wykonywano w s$rodowisku gazu
obojetnego - argonu. Odwazone probki (po 10 mg) umieszczono w tygielkach korundowych i
ogrzewano w zakresie temperaturowym od 25 do 500°C, przy statym wzroscie temperatury
wynoszacym 10°C/min.

Analiza temp. zeszklenia i innych przemian fazowych skrobi przed i po modyfikacji
zostala wykonana przy uzyciu skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC). Pomiary
przeprowadzono na skaningowym kalorymetrze roznicowym DSC 822¢/ 700 firmy Mettler —
Toledo stosujac zakres temp. pomiaru 0 — 300°C, z szybkoscig wzrostu temperatury 10°C/min.,
w atmosferze azotu przy przeptywie 60 ml/min. Badania zostaly przeprowadzone w Sieci
Badawczej tukasiewicz — Instytucie Inzynierii Materiatow Polimerowych 1 Barwnikow w

Toruniu (L-IMPIB, Torun).
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1.3.11. Zdolno$¢ wigzania oleju (olejochlonnosé, OBC)

Zdolno$¢ wigzania oleju przez natywne i zestryfikowane probki skrobi oznaczono
metodg grawimetryczng opisang przez Yousif i wsp. (2012), wprowadzajac niewielkie
modyfikacje. W pierwszym etapie probki zostaly zmiclone za pomocg dezintegratora
wysokoobrotowego i mechanicznie przesiane na sitach laboratoryjnych o $rednicy oczek
réwnej 250 um, umieszczonych w rolkowej wytrzasarce orbitalnej przy 300 rpm przez 10 min.
Z tak przygotowanych proszkéw odwazono po 0,5 g i zdyspergowano w 25 ml oleju
(rzepakowego lub wysokooleinowego oleju stonecznikowego) w probéwkach wiréwkowych 0
znanej masie. Otrzymang zawiesing mieszano wytrzasajac przez 30 minut, a nastepnie
odwirowano przy 9000 rpm w czasie 5 min. Supernatant zdekantowano i ponownie wazono
proboéwke wirdwkowa. Badanie dla kazdej z probek wykonano w trzech powtdérzeniach, z
obliczeniem $redniej arytmetycznej i odchylenia standardowego. Zdolno$¢ wigzania oleju
wyrazono w ujeciu procentowym i obliczono za pomocg nastepujacego réwnania:

W, - W
OBC(%) = —"5—x 100 %
d

gdzie: Wy — masa probki po kondycjonowaniu z olejem [g] ; Wa — poczatkowa masa probki

wysuszonej do s.m. [g]

1.3.12. Wytwarzanie folii ze skrobi natywnej lub estrow skrobiowych

W celu sprawdzenia mozliwosci wykorzystania uzyskanych estrow skrobi w przemysle
opakowaniowym, w pierwszej kolejnosci przeprowadzono ich plastyfikacje z uzyciem
mieszalnika planetarnego, a nastepnie wyttaczano z nich folie za pomoca wyttaczarki. Badania
prowadzono w L-IMPIB w Toruniu. Do plastyfikacji stosowano czysty glicerol (w stosunku
wagowym plastyfikatora do estru wynoszgcym 20:80), a proces prowadzono przy 70 rpm przez
10 min., z momentem obrotowym réwnym 5 Nm. Folie wytlaczano przy uzyciu wyttaczarki
jednoslimakowej ($limak trojstrefowy o stopniu sprezania 3:1 i L/D = 25), wyposazonej w
czterostrefowy system grzewczy i ptaska glowice waskoszczelinowa o szerokosci 100 mm.
Predkos¢ obrotowg §limaka podczas wyttaczania utrzymywano na poziomie 30-40 rpm, a profil
temperaturowy, Kierujac si¢ od strefy zasilania do gtowicy przedstawiat si¢ nastepujgco: 85°C,
110°C, 130°C, 110°C. Mierzona podczas wyttaczania warto$¢ momentu obrotowego na koncu

slimaka miescita si¢ w przedziale 40-60 Nm.
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1.3.13. Oznaczanie wlasciwo$ci mechanicznych i przetwérczych otrzymanych folii

W celu okreslenia podstawowych wlasciwosci mechanicznych 1 przetworczych
przeprowadzono pomiary wytrzymatosci na zrywanie, na rozdzieranie oraz pomiary absorpcji
wody, zwilzalnosci 1 energii powierzchniowej. Wszystkie opisane ponizej pomiary
przeprowadzono pigciokrotnie dla kazdej z probek folii. Z otrzymanych powtorzen obliczono
$rednig arytmetyczng i odchylenie standardowe. Wszystkie probki poddane oznaczeniom, na
24 h przed wlasciwym badaniem przechowywano w standardowych warunkach pomiaru tj.

temp. 23°C 1 wilgotnosci 50%.

1.3.13.1. Pomiary grubosci folii
Grubos¢ folii mierzono wedtug normy PN-1SO 4593:1999 Tworzywa sztuczne. Folie i
phty. Oznaczanie grubosci metodq skaningu mechanicznego. Badania przeprowadzono przy

uzyciu grubos$ciomierza Mahr Extramess 2000, Hildebrand z naciskiem stopki 0,298 N.

1.3.13.2. Pomiary wytrzymatosci folii na zerwanie

Wilasciwosci mechaniczne przy statycznym rozcigganiu folii 0znaczano wedtug polskiej
normy PN-EN ISO 527-1:1998 Oznaczanie wiasciwosci mechanicznych przy statycznym
rozcigganiu. Czes¢ 1: Zasady ogolne oraz PN-EN ISO 527-3:1998 Oznaczanie wiasciwosci
mechanicznych przy statycznym rozcigganiu. Czes¢ 3: Warunki badan folii i plyt. Badania
wykonano na ksztattkach folii wycietych przy uzyciu szablonu i prasy hydraulicznej. Dtugosé¢
catkowita ksztaltek to 115 mm, szeroko$¢ uchwytow 25 mm=0,25, szerokos¢ odcinka
pomiarowego 6mm=0,4 i dlugos¢ 25 mm=0,25. Pomiary przeprowadzono na zrywarce TIRA
test 27025, na ksztattkach z kazdej probki folii, wycigtej zarowno w kierunku maszynowym
(wzdluznym) jak i poprzecznym. W trakcie proby ksztaltke rozciggano wzdluz jej osi glownej
przy statej predkosci (100 mm/min), az do jej zerwania. Wytrzymalo$¢ na rozcigganie to
maksymalne naprgzenie rozciagajace, przenoszone przez ksztattke w czasie badania
rozciggania. Dodatkowo podczas pomiardw zostaty zarejestrowane inne wilasciwosci
mechaniczne takie jak wydluzenie wzgledne i modul sprezystosci przy rozcigganiu zwany

inaczej modutem odksztatcalnos$ci liniowej lub tzw. modutem Younga.

1.3.13.3. Pomiary wytrzymatosci folii na rozdzieranie
Wytrzymatos¢ folii na rozdzieranie okreslano przy zastosowaniu metody Elmendorfa,
wedlug normy PN-EN I1SO 6383-2:2005 Tworzywa sztuczne. Folie i plyty. Oznaczanie

wytrzymaltosci na rozdzieranie. Czegs¢ 2: Metoda Elmendorfa. Probki do pomiarow miaty postac
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ksztattek wycietych z badanej folii za pomocg szablonu o statym promieniu z okreslonym
wstepnym nacig¢ciem (20 mm=+0,5). Ksztattki wycigte w kierunku maszynowym i poprzecznym
byly poddawane dziataniom sity rozdzierajgcej, wywotanej energia zmagazynowang w
wahadle (6400g). Badanie prowadzono na testerze Pro Tear Tearing, Twing-Albert Instrument
Co. w temperaturze 23°C i przy wilgotnosci 50%. Do obliczania wytrzymatosci na
rozdzieranie wykorzystano energi¢ zuzyta do rozdzierania probki. Site potrzebng do rozdarcia

odczytywano w niutonach [N].

1.3.13.4. Oznaczanie absorpcji wody

W celu oznaczenia absorpcji wody potocznie zwanej wodochtonnoscig zastosowano
metod¢ zanurzeniowa (imersyjng), wedlug standardowej metody PN-EN 1SO 62:2008.
Ksztattki w postaci kwadratow o wymiarach 6x6x1,5[cm], wcze$niej wysuszone w temp. 80°C,
zwazono z doktadnoscig +£0,0001g, a nastgpnie zanurzono W wodzie destylowanej. Pomiaru
absorpcji dokonano po 24h. Po tym czasie ksztaltki wytowiono i ponownie zwazono. Ilosé¢
pochtonigtej przez ksztattke wody oznaczono mierzac zmiany jej masy, tj. réznic¢ pomiedzy
masg po poddaniu dziataniu woda, a masa poczatkowa. Dlatego wodochtonno$¢ byta wyrazona

W procentach masy poczatkowej probki:
m, —m
C=——"1x100%
m,
gdzie:
M1- masa poczatkowa ksztattki po wysuszeniu [mg]

M2- masa ksztattki po zanurzeniu [mg]

1.3.13.5. Oznaczanie zwilzalnosci i energii powierzchniowej

Dla scharakteryzowania hydrofobowosci, folie poddano badaniom zwilzalnosci
powierzchni folii wedtug metody I1SO 8296:2003 Tworzywa sztuczne. Folie i ptyty. Oznaczanie
zwilzalnosci oraz porownawczo swobodng energie powierzchniowgq, metodg Owensa — Wendta.
Pomiar kata zwilzania powierzchni folii przeprowadzono za pomocg goniometru firmy KRUSS
GmbH. Zastosowano metodg ,,siedzacej kropli”, uzywajac dwie wzorcowe ciecze pomiarowe:

wodg¢ (polarng) 1 dijodometan (niepolarng).

1.3.14. Oznaczanie podatnosci folii na biodegradacje
W celu oceny biodegradowalnosci wytloczonych folii skorzystano z metody pomiaru

ubytku masy w trakcie biodegradacji w glebie (Rychter i wsp., 2010; Rychter i wsp., 2016) z
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niewielka modyfikacja. Glebe uzyta w doswiadczeniu zakwalifikowano do gleby piaszczystej,
ze wzgledu na zawarto$¢ jej poszczegdlnych frakcji granulometrycznych, ktore wygladaty
nastepujaco: 77% piasku, 16% pytu i ok. 7% itu. Dla doktadniejszego jej scharakteryzowania
oznaczono takze inne parametry, takie jak zawarto$¢ wegla organicznego (ok.1,6%),
kwasowo$¢ (pH ke 6,6) 1 zawartos¢ wilgoci (16%). Aby przetestowaé biodegradowalnos¢
otrzymanych folii najpierw wycigto z nich dyski o srednicy ok. 30 mm i umieszczono je w
doniczkach polipropylenowych wypelionych ok. 300 g wyzej opisanej gleby, tak aby
znajdowatly sie na glebokosci 2 cm i byly rozstawione w rownych odlegtosciach od siebie.
Przygotowane w ten sposob doniczki pozostawiono w hali wegetacyjnej w Scisle
kontrolowanych warunkach, przy statej zawartosci wilgoci (70%), statej temperaturze (20°C +
2) i statym natgzeniu $wiatta (7000 lux), odpowiednio przez 3, 6, 9 lub 12 tygodni. Po uptywie
okreslonego czasu probki folii lub jej pozostato$ci zebrano i ostroznie przemywano woda
destylowang. W kolejnym kroku suszono je w temperaturze pokojowej przez 7 dni. Kazda
probke wazono przed i po okresie degradacji za pomoca wagi analitycznej (z doktadnoscia
+0,0001g) w celu obliczania ewentualnych ubytkow masy, zgodnie z zaprezentowanym nizej
réwnaniem. Zmiany morfologiczne folii, takie jak wszelkie deformacje powierzchniowe lub
wglebne obserwowano i zarejestrowano przy uzyciu technik mikroskopowych - optycznej
mikroskopii stereoskopowej i skaningowej mikroskopii elektronowej.

gdzie:
Wo - poczatkowa masa probki, przed degradacja,

W: - masa probki po okreslonym czasie degradacji

1.3.15. Oznaczanie fitotoksycznos$ci

Badania fitotoksyczno$ci wyttoczonych folii zostaty oparte o przewodnik OECD 208
(Guideline for the Testing of Chemicals. Terrestrial Plant Test: 208: Seedling Emergence and
Seedling Growth Test) oraz normeg 1SO 11269-2 (Rychter i wsp., 2010; Rychter i wsp., 2016).
Analiza dotyczyta oceny wptywu roznych stezen (0, 250, 500, 750, 1000 mg/kg suchej masy
gleby) badanego tworzywa na wschody i wczesne stadia wzrostu roslin: jednolisciennego owsa
zwyczajnego (Avena sativa L.) i dwulisciennej rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus sativus L.).
Zmielone na drobny proszek folie implikowano w réznym st¢zeniu do gleby jako $rodowiska

wzrostu roslin. Badania przeprowadzono w hali wegetacyjnej nalezacej do Katedry Biochemii,
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Biotechnologii i Ekotoksykologii Uniwersytetu im. Jana Dlugosza w Czgstochowie, w $cisle
kontrolowanych warunkach (intensywnos¢ swiatta ok 7000 lux, 16h dzien/ 8h noc, temp. 22 +
2°C). W ramach oceny ewentualnej fitotoksyczno$ci dokonano obserwacji makroskopowej

probek, rejestrowano ich ubytek suchej masy oraz zmiany w zawarto$ci podstawowych

barwnikoéw roslinnych.
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2. Wyniki 1 dyskusja
2.1. Wyboér metody otrzymywania hydrofobowych pochodnych skrobi

W prezentowanych badaniach zdecydowano, aby prowadzi¢ estryfikacje poprzedzong
hydroliza, a nie bezposrednig transestryfikacje. Transestryfikacja enzymatyczna jest czgsto
spotykana w modyfikacjach réznego typu zwiazkéw. Jednakze zazwyczaj sprawdza si¢ w
odniesieniu do reagentow matoczasteczkowych, np. w produkcji biodiesla wykorzystuje si¢
transestryfikacje chemiczng lub enzymatyczng etanolu lub metanolu olejem rzepakowym (Ma
i Hanna, 1999) (Rys.2.1.). W przypadku transestryfikacji skrobi olejami (estrami wyzszych
kwasow tluszczowych 1 glicerolu) zadanie jest utrudnione. Zespoty badawcze z réznych
osrodkow badawczych na $wiecie, przeprowadzaly juz takie proby i za kazdym razem mimo,
ze w dyskusji wynikoéw twierdzono inaczej lub nie przedstawiono wystarczajacych dowodow,
otrzymano mieszaniny skrobi z olejami, a nie jej estry (Ptak i wsp., 2014). Swiadczy to 0 tym,
ze w przypadku polimeréw wielkoczasteczkowych z wieloma grupami hydroksylowymi
(polialkohole) transestryfikacja olejami jest wrgcz niemozliwa. Ze wzgledu na wystgpowanie
mniejszej zawady przestrzennej bardziej prawdopodobna jest ponowna substytucja grup
hydroksylowych alkoholu triwodorotlenowego, czyli glicerolu, niz polialkoholu jakim jest
skrobia. Poza tym w skrobi na jedng jednostke AGU przypada tylko jedna pierwszorzedowa
grupa hydroksylowa, a w przypadku glicerolu na jedng czasteczke przypadaja az dwie takie

grupy, ktore jak wiadomo sg najbardziej podatne na substytucjeg.

o OH N
P CH,
R‘] O R2 O
(NaOH, KOH)
o o o) 0 3 e . katalizator OH i
+ 3 HC—OH ————»
Y \( 5 " \CHS
R2 R3 OH R3 \Ko
(0]
CH,
triacyloglicerol metanol glicerol estry metylowe

Rys.2.1. Transestryfikacja triacyloglicerolu przy uzyciu alkoholu jednowodorotlenowego
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2.2. Kleikowanie skrobi w cieczy jonowej

Polkrystaliczna struktura ziarenek skrobi ogranicza jej efektywna estryfikacje przy
prowadzeniu jej w warunkach heterogenicznych (Lu i wsp., 2012). Chociaz czgsto stosowana
do tej pory woda byta dobrym czynnikiem kleikujacym dla skrobi, to jest ona wysoce
niepozadana w reakcjach estryfikacji katalizowanych przez lipazy. Wynika to z faktu, ze nawet
niewielka jej ilo§¢ moze przesunac¢ réwnowage w kierunku hydrolizy, a nie syntezy (Villeneuve
i wsp., 2000). Jej grupa hydroksylowa podczas reakcji enzymatycznej moze przyjaé role
czynnika nukleofilowego i doprowadzi¢ w efekcie do rozszczepienia kompleksu przejSciowego
enzym-acyl i przerwania syntezy estru. Moze zatem stanowi¢ silng konkurencje wobec grupy
hydroksylowej polialkoholu. Z tego powodu w zaprezentowanych badaniach, w reakcjach
bezposrednich i posrednich, zamiast wody zastosowano aprotonowag ciecz jonowag do
wstepnego kleikowania skrobi oraz jako medium do przeprowadzenia jej modyfikacji
biochemicznej. Chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy ([BMIM]CI) jest zwigzkiem mnie;j
polarnym niz H20. Jego polarno$¢ jest zblizona do etanolu. Jest stabszym czynnikiem
kleikujacym niz wspomniana woda, ale nie jest efektywnym czynnikiem nukleofilowym i
dlatego nie zaktoca estryfikacji ani nie sprzyja hydrolizie.

Mechanizm kleikowania polimeréow weglowodanowych, zarowno w przypadku uzycia
klasycznych hydrofilowych zwiazkéw organicznych jak i hydrofilowych cieczy jonowych
polega na rozerwaniu wewnatrzczasteczkowych i miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych
(Lappalainen i wsp., 2013; Wilpiszewska i Spychaj, 2011). Przy stosowaniu imidazolowych
cieczy jonowych podczas kleikowania powstajg nowe wigzania wodorowe gldwnie pomig¢dzy
anionem chlorkowym oraz w mniejszym stopniu kationem imidazolu, a protonem grupy
hydroksylowej polisacharydu (Rys.2.2.). Skuteczno$¢ rozpuszczania i inne wiasciwosci IL
zaleza Scisle od ich budowy (Hunt i wsp.,2015; Ueno i wsp., 2010). Uzyta w badaniach ciecz
jonowa zbudowana z kationu z niewielka liczbg podstawnikow 1 krétkim tancuchem
alifatycznym, a takze prostym anionem pierwiastka silnie elektroujemnego, wykazuje wigksza
biegunowos¢ w poréwnaniu z innymi ILs, a tym samym wigksza zdolnos¢ do rozpuszczania

zwiazkow hydrofilowych (Zhang i wsp., 2005).
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AT AP

3-metyloimidazoliowym

butylo

(zmodyfikowany; Tako i wsp., 2014)

Rys.2.2. Mechanizm kleikowania skrobi w chlorku 1
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Wysoka polarno$¢ zwigzkéw stosowanych w modyfikacji skrobi lub innych
biopolimerow jest pozadana cecha podczas ich rozpuszczania lub zelowania, ale niepozadang
w reakcjach bezwodnych 1 biokatalizowanych. Higroskopijno$¢ rozpuszczalnikéw powoduje
problemy zwigzane z usuwaniem wody jako produktu ubocznego reakcji. Ponadto moze by¢
glownym powodem inaktywacji enzymu poprzez interakcje z wigzaniami wodorowymi triady
katalitycznej aminokwasow i zmiany konformacyjne w obrebie centrum aktywnego enzymow
(Kaar, Jesionowski, Berberich, Moulton i Russell, 2003).

Solwatowanie anionowych nukleofili jest stabsze w rozpuszczalnikach polarnych
aprotonowych niz w polarnych protonowych. W rozpuszczalnikach polarnych aprotonowych
brak wigzan wodorowych pomigdzy nukleofilem a rozpuszczalnikiem powoduje wzrost
charakteru nukleofilowego odczynnika. Solwatowaniu kationow sprzyjaja gtownie
rozpuszczalniki polarne aprotonowe - stabilizujg karbokation. Stad zasadno$¢ zastosowania
jako medium reakcyjnego w estryfikacji skrobi prostej aprotonowej cieczy jonowej na bazie
chlorku imidazoliowego z krotkim podstawnikiem alifatycznym.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano dwie r6zne metody kleikowania skrobi
w cieczy jonowej tj. standardowe Kkleikowanie przy normalnym ci$nieniu atmosferycznym
(=1000 hPa) oraz w warunkach ci$nienia znacznie obnizonego (>20 hPa) (Zarski i wsp., 2016;
Zarski i wsp., 2019). W pierwszej metodzie, prowadzonej w do$¢ wysokiej temperaturze bo ok.
100°C w czasie 1h, otrzymano skrobi¢ czgsciowo skleikowana, tzn. wykazujaca wcigz w
pewnym stopniu cechy semikrystalicznosci 1 ziarnistosci. W drugim przypadku, zastosowanie
obnizonego ci$nienia pozwolito otrzymac skrobig¢ catkowicie skleikowang, czyli amorficzng, w
zdecydowanie nizszej temperaturze (60°C) i duzo krotszym czasie (30 min.). Analize
strukturalng i zmiany morfologiczne w skrobi przed i po skleikowaniu omowiono Szerzej w
kolejnych podrozdziatach, dotyczacych glownie badan XRD i SEM. Na co jednak warto jeszcze
zwréci¢ uwage i co $wiadczy o wydajnos$ci procesu, w metodzie standardowej otrzymano kleik
skrobi o max. stgzeniu do 10%, co zgodne jest z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi
(Ptak i wsp., 2014). Druga z opracowanych metod pozwolita na skleikowanie trzykrotnie
wigkszej ilosci skrobi, dodatkowo w warunkach bardziej ekonomicznych (max. stezenie skrobi
przy catkowitym skleikowaniu wyniosto az 30% w/w, w stosunku do chlorku 1-butylo-3-
metyloimidazoliowego). Tak wigc nowo opracowana metoda kleikowania okazata si¢ by¢

metodg szybsza i wydajniejszg (Rys.2.3.).
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Rys.2.3. Skrobia skleikowana przy uzyciu chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego (posta¢ mokra i

wstepnie wysuszona)

2.3. Analiza jakoSciowa i iloSciowa produktéw hydrolizy olejow roslinnych

Warunki przeprowadzonej hydrolizy enzymatycznej i ogdlny mechanizm reakcji
katalizowanej lipazg przedstawiono schematycznie odpowiednio na Rys.2.4. i Rys.2.6.
Zarejestrowane widma ATR-FTIR olejow i ich produktéw po hydrolizie potwierdzity, ze petna
hydroliza katalizowana lipazg z T. lanuginosus, prowadzona w temperaturze 50°C, jest
mozliwa do osiagniecia juz po 12h prowadzenia reakcji (Rys.2.5). W widmach czystych,
niezhydrolizowanych olejow najbardziej charakterystyczne pasmo - typowe dla triglicerydow
- bylo widoczne przy liczbie falowej w zakresie 1746-1744 cm™. Mozna je przypisaé drganiom
rozciggajacym wigzan wspottworzacych grupe karbonylowa. W zalezno$ci od czasu
prowadzonej reakcji (3, 6, 12h, Rys.2.7.-2.8.), zarejestrowano mniej lub bardziej intensywne
wspotwystepujace pasma przypisywane rowniez drganiom rozciagajacym C=0, z t3 roznica,
7e z maksimum absorpcyjnym przy zdecydowanie innej liczbie falowej tj. 1711-1708 cm™.
Opisane wyzej pasma pochodzg od innych zwigzkow zawierajacych grupe karbonylowg tzn.

nasyconych badz nienasyconych czystych kwasow tluszczowych.
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Rys.2.4. Schemat hydrolizy enzymatycznej triacyloglicerolu

Rys.2.5. Otrzymane hydrolizaty olejow roslinnych (po 12h) i rozdzielanie mieszaniny kwasow

thuszczowych od produktow ubocznych
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Rys.2.7. Widma ATR-FTIR a) oleju rzepakowego oraz jego hydrolizatow: b) po 3h, ¢) po 6h,
d) po 12h hydrolizy enzymatycznej
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Rys.2.8. Widma ATR-FTIR a) wysokooleinowego oleju slonecznikowego oraz jego hydrolizatow:
b) po 3h, c) po 6h, d) po 12h hydrolizy enzymatycznej
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Rys.2.9. Widmo ATR-FTIR czystego glicerolu
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Rys.2.10. Widmo ATR-FTIR czystego kwasu oleinowego

Wystepowanie tylko jednego pasma karbonylowego czystego kwasu w widmach
hydrolizatow po 12h prowadzonej reakcji, a takze obecno$¢ szerokiego pasma przy ok. 3300
cm pochodzacego od drgan rozciggajacych grup hydroksylowych glicerolu (Rys.2.9.), jako
produktu ubocznego hydrolizy, dalo podstawy do zakonczenia hydrolizy. Inne silne pasma,
ktore zarejestrowano w widmach, wystepujace przy liczbach falowych w zakresie 3006-3004

cm? (drgania rozciagajace C=C) oraz przy 2922 i 2853 cm™ (drgania rozciagajace wiazan
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C-H, zwiazkow alifatycznych), sa charakterystyczne zardwno dla czystych wyzszych kwasow
thuszczowych (Rys.2.10.) jak rowniez ich estrow (Spectral Database for Organic Compounds,
SDBS, 2019).

O ile analiza widm ATR-FTIR umozliwita wstepng ocene i identyfikacje produktow
hydrolizy, o tyle analiza GC-FID pozwolita na okreslenie sktadu jakosciowego i ilo§ciowego
tych produktow (Tab.2.1.).

Tab.2.1. Sktad jakosciowy i ilosciowy hydrolizatow otrzymanych w wyniku hydrolizy oleju

rzepakowego (HR) i wysokooleinowego oleju stonecznikowego (HS)

Zawartos¢
Nazwa kwasu ] ] Symbol kwasow tl.
tluszczowego Wzor polstrukturalny kwasu [% m/m]
| kwasu
(zwyczajowa)
HR HS
laurynowy CH3(CH_2)10COOH C12:0 0,1 0,1
mirystynowy CH3(CH_)12COOH C14:0 0,1 0,1
palmitynowy CH3(CH2)14COOH C16:0 4,6 4,5
oleopalmityn. CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH Cle6:1 0,3 0,3
margarynowy CH3(CH_)1sCOOH C17:0 0,1 0,1
elaidynowy CH3(CH2)6CH=CH(CH,);COOH Cl7:1 0,1 0,1
stearynowy CH3(CH.)16COOH C18:0 1,8 2,2
i C18:1
trans oleinowy CHs3(CH,);CH=CH(CH,);COOH trans 0,1 0,1
. . C18:1
cis9 oleinowy CHs;(CH_);CH=CH(CH,);COOH ciso 58,7 74,0
. . C18:1
cis1l oleinowy CHs;(CH_);CH=CH(CH,);COOH cis11 3,2 2,0
. C18:2
trans linolowy CH3(CH,)4,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH rans 0,1 0,1
linolowy CH3(CH;),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH C18:2 185 10,8
trans linolenowy  CH3CH2(CH2-CH=CH)3(CH,)sCOOH 5;:83 0,2 0,2
linolenowy CH3;CH2(CH2-CH=CH)3(CH,)¢COOH Cc18:3 8,7 34
arachidowy CH3(CH,)1sCOOH C20:0 0,6 0,4
eikozenowy CH3(CH3)sCH=CH(CH,);COOH C20:1 1,7 0,7
behenowy CH3(CH_2)20COOH C22:0 0,3 0,6
erukowy CH3(CH2);CH=CH(CH,)1:COCH Cc22:1 0,7 0,1
lignocerynowy CH3(CH_)22COOH C24:0 0,1 0,2
nerwonowy CH3(CH_);CH=CH(CH,)13COOH C24:1 0,1 0,1
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Rys.2.11. Udziat procentowy kwasow nasyconych (KN), jednonienasyconych (K1N) i

wielonienasyconych (KWN) w mieszaninach po hydrolizie oleju rzepakowego (HR) i

wysokooleinowego oleju stonecznikowego (HS)

Otrzymane wyniki pozwolily na niezwykle precyzyjne ustalenie sktadu otrzymanych

hydrolizatow olejow ro$linnych. Byly to mieszaniny, ktore skladaly si¢ w zdecydowanej

wigkszo$ci z wolnych kwasow tluszczowych: nasyconych (7,7-8,2 % m/m) i nienasyconych,

zarowno jednonienasyconych (64,9-77,4 % m/m) jak i wielonienasyconych (14,5-27,5% m/m).
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Wyniki te potwierdzily znaczng przewage ilosciowa kwaséw nienasyconych nad nasyconymi
(Rys.2.11.). Ponadto hydrolizat oleju rzepakowego sktadat si¢ gldwnie z kwasu oleinowego
(18:1; 61,9%), kwasu linolowego (18:2; 18,5%), kwasu linolenowego (18:3; 8,7%), kwasu
palmitynowego (16:0; 4,6%) i kwasu stearynowego (18:0; 1,8%). Druga z analizowanych
mieszanin, czyli hydrolizat wysokooleinowego oleju stonecznikowego charakteryzowat sie
nieco odmienng zawarto$cig kwasow thuszczowych, szczegdlnie w odniesieniu do kwasow
nienasyconych. Sktad i udziat procentowy przedstawiat si¢ nastepujaco: kwas oleinowy (18:1;
76%), kwas linolowy (18:2; 10,8%), kwas linolenowy (18:3; 3,4%), kwas palmitynowy (16:0;
4,5%) 1 kwas stearynowy (18:0; 1,2 %).

2.4. Stopien podstawienia
2.4.1. Wyniki uzyskane na podstawie metody miareczkowej

Dla reakcji prowadzonych przy stosunkach molowych 1:1 i 1:2 (jednostka
anhydroglukozowa skrobi : kwas oleinowy; AGU:KO) metoda wolumetryczna i analiza
elementarna, stosowane do Wwyznaczenia stopnia podstawienia, wykluczyly mozliwos¢
powstania hydrofobowych estrow skrobi z wyzszymi kwasami ttuszczowymi. Wyznaczony z
uzyciem obydwu metod DS wyniost ponizej 0,01. Takze zarejestrowane widma FT-IR
praktycznie wykluczyly mozliwos$¢ zajscia reakcji estryfikacji. Pierwsze istotne zmiany w
strukturze skrobi zaobserwowano przy stosunku molowym AGU do KO réwnym 1:3 i to
niezaleznie od stosowanej metody prowadzenia reakcji tj. w sposob jednoetapowy
(bezposredni) lub dwuetapowy (posredni).

Tak jak wspomniano na wstepie, reakcjami modelowymi w pracy byly reakcje
prowadzone z uzyciem czystego kwasu oleinowego. Poczatkowo estryfikowano skrobig
czesciowo skleikowang w ILs (10% kleik; Tab.2.2.). W pierwszej fazie badan syntezy
prowadzono w zakresie temperatur 60-80°C. Nie stosowano temperatur wyzszych z uwagi na
ryzyko denaturacji bialek enzymatycznych lipazy, a temperatur nizszych ze wzglgdu na fakt,
ze temperatura topnienia chlorku imidazoliowego miesci si¢ w granicach od 60 do 70°C. Przy
temperaturze ponizej 60°C dochodzi do jego rekrystalizacji i prowadzenie reakcji nie jest
mozliwe. Waski zakres temperatur, w ktorym mozna bylo prowadzi¢ reakcje pozwolit na

uzyskanie tylko niskopodstawionych estrow skrobiowych (Tab.2.2.).

69



Lipaza z Thermomyces
lanuginosus

Rys.2.12. Schemat katalizowanej lipaza estryfikacji skrobi w srodowisku cieczy jonowej

i polisorbatu P80

Estry o DS ponizej 0,05 to pochodne skrobi o na tyle stabych wlasciwosciach
hydrofobowych, ze ze wzgledu na gtdéwny cel pracy nie zostaly uwzglednione w dalszych
badaniach doswiadczalnych. Najwyzszy stopien podstawienia oznaczono dla reakcji
prowadzonej w 60°C przez 4h i wyniost on 0,22 1 0,20, odpowiednio w przypadku zastosowania
metody bezposredniej i posredniej (Tab.2.2.; Tab.2.3). Wraz ze wzrostem temperatury i
wydtuzaniem czasu estryfikacji enzymatycznej osiggano coraz nizszy stopien podstawienia
produktow. Mozna to ttumaczy¢ tym, ze wzrost temperatury powodowat powolng inaktywacje
enzymu, a im dluzszy byt czas modyfikacji tym pojawiato si¢ wigcej wody w srodowisku
reakcyjnym. W konsekwencji moglto dojs¢ do przesunigcia rownowagi reakcji w kierunku
hydrolizy kosztem reakcji syntezy estrow skrobiowych (Eckstein i wsp., 2002; Fernandes i
wsp., 2004; Villeneuve i wsp., 2000) .
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Tab.2.2. Wartosci DS dla estryfikacji kwasem oleinowym skrobi czg¢$ciowo skleikowanej (metoda

bezposrednia)
Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
60 - 0,224+0,01 0,19+0,01 0,15+0,03
70 - 0,21+£0,01 0,18+0,01 0,14+0,02
80 - 0,14+0,02 0,11+0,02 0,09+0,02

Tab.2.3. Warto$ci DS dla estryfikacji kwasem oleinowym skrobi czgsciowo skleikowanej (metoda

posrednia)
Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
60 - 0,20+0,01 0,17+0,03 0,13+0,04
70 - 0,18+0,01 0,13+0,02 0,13+0,02
80 - 0,13+0,01 0,11+0,02 0,07+0,03

W nastgpnym kroku przeprowadzono reakcje poprzedzone wydajniejszym sposobem

kleikowania (pod zmniejszonym ci$nieniem) w celu pordwnania czy wzrost stezenia substratu

poddawanego reakcji substytucji spowoduje istotne zmiany w odniesieniu do stopnia

podstawienia i wydajnosci reakcji. W tym przypadku catkowite skleikowanie skrobi pozwolito

na osiggnigcie nieco wyzszych stopni podstawienia estrow skrobiowych. Najbardziej

efektywnymi warunkami byty, tak jak w przypadku poprzednich reakcji — temperatura 60°C i

czas 4h. Poza tym utrzymata si¢ tendencja zmniejszenia DS wraz ze wzrostem temperatury i

czasu modyfikacji (Tab.2.4.; Tab.2.5.).

Tab.2.4. Warto$ci DS dla estryfikacji kwasem oleinowym skrobi catkowicie skleikowanej (metoda

bezposrednia)
Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
60 0,05+0,02 0,35+0,02 0,22+0,03 0,15+0,02
70 - 0,32+0,04 0,2040,02 0,13+0,01
80 - 0,24+0,02 0,16+0,02 0,11+0,02
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Tab.2.5. Wartosci DS dla estryfikacji kwasem oleinowym skrobi catkowicie skleikowanej (metoda
posrednia)

Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
60 0,03+0,02 0,30+0,02 0,19+0,02 0,16+0,02
70 - 0,27+0,03 0,16+0,02 0,13+0,03
80 - 0,19+0,03 0,13+0,02 0,10+0,02

Aby poprawi¢ wydajnos¢ reakcji i zwigkszy¢ DS, przez co tym samym otrzymac bardziej
hydrofobowe pochodne skrobi zdecydowano si¢ na uzycie zwigzku powierzchniowo czynnego,
ktorym byta mieszanina polioksyetylenowych pochodnych sorbitanu i kwasu oleinowego
(Polisorbatu 80, monooleinianu polioksoetylenosorbitolu). Przebieg reakcji i wyniki
estryfikacji enzymatycznej przy jego uzyciu okazaty si¢ skuteczne. Dodatek niewielkich ilosci
Polisorbatu 80 zapobiegal przede wszystkim rekrystalizacji IL ponizej 60°C, a tym samym
umozliwil prowadzenie estryfikacji w temperaturach bardziej zblizonych do optymalnych dla
lipazy tj. 40-50°C (Maheshwari i wsp., 2000). Dodatkowo ze wzgledu na swoj amfifilowy
charakter zwigkszyt dostepno$¢ reagentow, zwigkszyt  kontakt fazy hydrofilowej z
hydrofobowa, a takze byt czynnikiem utrudniajacym dostep cieczy jonowej do centrum
aktywnego enzymu i tym samym ograniczyt jego dezaktywacje jako efekt wymuszonych zmian
konformacyjnych w obrebie triady katalitycznej (Fernandez-Lafuente, 2010). Wszystkie wyzej
wskazane czynniki doprowadzity do otrzymania estréw skrobi 1 wyzszych kwasoéw
thuszczowych o stopniu podstawienia nawet kilkukrotnie wyzszym niz w przypadku reakcji
prowadzonych bez §rodka powierzchniowo czynnego, zarowno w reakcji modelowej z czystym
kwasem oleinowym jak i reakcji z wykorzystaniem zhydrolizowanych olejow (Tab.2.6. - 2.8.).

Podsumowujac przebieg i rezultaty zastosowanych metod syntezy, mozna stwierdzic,
ze najbardziej efektywna metoda estryfikacji byla metoda bezposrednia prowadzona w
obecnosci P80. Poza tym byta to metoda prostsza i bardziej ekonomiczna. W metodzie
posredniej, konieczne jest uzycie dodatkowej porcji cieczy jonowej jako medium reakcyjnego.
Wiynika to z faktu, ze po wysuszeniu skleikowanej skrobi nastgpuje spontaniczna retrogradacja,
czyli ponowne, czesciowe odtworzenie wewnatrz 1 migdzyczgsteczkowych wigzan
wodorowych. Retrogradacja powoduje utrudniony dostep do reaktywnych grup
hydroksylowych i tym samym obniza podatno$¢ polialkoholu na modyfikacje, co mozna byto

zaobserwowacé przy pordwnaniu wyznaczonych wartosci DS.
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Tab.2.6. Wartosci DS dla estryfikacji kwasem oleinowym skrobi catkowicie skleikowanej - reakcje

prowadzone z uzyciem P80 (metoda bezposrednia)

Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
40 0,18+0,03 0,16+0,01 0,15+0,04
50 1,51+0,04 1,42+0,06 1,36+0,02
60 0,74+0,05 0,67+0,04 0,62+0,03

Tab.2.7. Wartosci DS dla estryfikacji hydrolizatem oleju rzepakowego skrobi catkowicie skleikowanej

- reakcje prowadzone z uzyciem P80 (metoda bezposrednia)

Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
40 0,15+0,02 0,12+0,03 0,10+0,03
50 1,46+0,02 1,39+0,01 1,30+0,02
60 0,69+0,02 0,63+0,03 0,58+0,01

Tab.2.8. Wartosci DS dla estryfikacji hydrolizatem wysokooleinowego oleju stonecznikowego skrobi

catkowicie skleikowanej - reakcje prowadzone z uzyciem P80 (metoda bezposrednia)

Czas [h]
Temperatura [°C]
4 6 8
40 0,17+0,02 0,15+0,03 0,14+0,03
50 1,49+0,02 1,41+0,01 1,34+0,02
60 0,72+0,02 0,61+0,03 0,56+0,01
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2.4.2. Wyniki uzyskane na podstawie analizy elementarnej

Dla reakcji, ktore przebiegaty z najwigkszg wydajnoscig DS dodatkowo zweryfikowano
z wykorzystaniem analizy elementarnej, poréwnujac procentowe zawarto$ci teoretyczne
i eksperymentalne poszczegélnych pierwiastkow (Zarski i wsp. 2019). Wyniki zestawiono w
tabeli, wraz z wyznaczonymi wzorami czasteczkowymi i obliczong wydajnoscia reakcji
estryfikacji (Tab.2.9.). Porownujgc DS oznaczone przy wykorzystaniu dwoch réznych metod,

mozna stwierdzi¢, ze sg one zblizone (rdznice oscylujg w granicach £0,05).

W dalszej czeSci prezentacji wynikow i ich dyskusji w celu usystematyzowania

i tatwiejszej identyfikacji probek przed i po modyfikacjach, wprowadzono nastgpujace skroty:
SN- skrobia natywna

SKL — skrobia skleikowana

KO — kwas oleinowy

HR — hydrolizat oleju rzepakowego

HS — hydrolizat wysokooleinowego oleju stonecznikowego

B — metoda bezposrednia estryfikacji

P —metoda po$rednia estryfikacji

P80 — dodatek surfaktanta (monoleinianu polioksyetylenosorbitolu)

Dodatkowo w oznaczeniach préb podano warunki reakcji, przyktadowo:

KO 4/60/10/B — ester skrobi otrzymany w reakcji modelowej z kwasem oleinowym w 60°C

przez 4h, przy stezeniu 10% skrobi do IL, w metodzie bezposredniej (jednoetapowej)

HR 4/50/30/B/P80 — ester skrobi otrzymany w reakcji z hydrolizatem oleju rzepakowego w
50°C przez 4h, przy stezeniu 30% skrobi do IL, w metodzie bezposredniej (jednoetapowej) z
dodatkiem surfaktantu P80
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Tabh.2.9. Wzory czasteczkowe, stopnie podstawienia estrow skrobiowych obliczone z wynikoéw analizy

elementarnej oraz wydajno$¢ reakcji estryfikacji

. Wzor Wydajnos$é
Wartosci teoretyczne  Analiza elementarna DS
Prébka czasteczkowy [90]
%C %H %0 %C %H %O
Skrobia natywna 44.44 6.17 4939 43.05 7.19 49.76 - -
CeH1005
KO 4/60/10/B 53,63 7,64 38,73 5382 7,41 38,77 Co4Ha11610506 0,20 81
KO 4/60/10/P 5255 7,46 3999 5230 6,70 41,00 Cg77H1490s504 0,17 79
KO 4/60/30/B 5751 825 3424 5764 79 3446 Ci14H1070s506 0,33 80
KO 4/60/30/P 56,72 813 3515 56,85 8,15 3507 Ci1,3H19470504 0,30 77
KO 4/50/30/B/P80 70,84 10,38 18,78 70,91 9,99 19,10 Coz54Ha60503 1,48 85
HR 4/50/30/B/P80 70,65 10,34 19,01 70,62 10,24 19,14 CygHs360500 1,44 88
HS 4/50/30/B/P80 70,97 10,39 18,64 70,94 10,01 19,05 Coz541H1460500 1,50 86

2.5. Analiza widm FT-IR

W celu potwierdzenia zaj$cia reakcji estryfikacji skrobi ziemniaczanej lub stwierdzenia
jej braku zarejestrowano szereg widm w podczerwieni oraz przeprowadzono ich szczegbtowa
interpretacj¢ majaca na celu znalezienie pasm typowych dla reakcji estryfikacji. Biorac pod
uwage zatozone cele pracy zdecydowano si¢ zaprezentowac, zinterpretowac 1 porownac tylko
wybrane widma FT-IR. Poréwnano nast¢pujace widma: a) widma skrobi natywnej z widmami
skrobi skleikowanej w cieczy jonowej przy réoznych stezeniach polisacharydu i zastosowanych
metodach kleikowania (Rys.2.13), b) widma skrobi niemodyfikowanej z widmami produktow
o najnizszym DS, otrzymanych w najmniej efektywnych reakcjach modelowych z uzyciem
czystego kwasu oleinowego (Rys.2.14.); ¢) widma skrobi niemodyfikowanej z widmami estrow
o najwyzszym DS, otrzymanych w reakcjach modelowych prowadzonych pomigdzy skrobig
cze$ciowo lub catkowicie skleikowang z czystym kwasem oleinowym metodg bezposrednia lub
posrednig, bez uzycia P80 (Rys.2.15.-2.16.); d) widma skrobi niemodyfikowanej z widmami
estrow o najwyzszym DS, otrzymanych w reakcjach modelowych prowadzonych pomigdzy
skrobig calkowicie skleikowang z czystym kwasem oleinowym oraz w reakcjach z

hydrolizatami olejéw metoda bezposrednia, z uzyciem P80 (Rys.2.17.).
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3000 2000 1000

Liczba falowa [cm™]

Rys.2.13. Widma FT-IR: skrobi natywnej (a), skrobi skleikowanej w cieczy jonowej w warunkach

cisnienia zredukowanego (b) i normalnego (c)

W widmach niemodyfikowanej skrobi ziemniaczanej mozna zaobserwowac najbardziej
charakterystyczne dla polisacharydow, szerokie pasmo w obszarze daktyloskopowym
odpowiadajace drganiom szkieletowym pierscienia glukopiranozowego przy liczbie falowej w
zakresie 720-420 cm™, szerokie pasmo skladajace sic z trzech maksiméw o rozZnej
intensywnosci, przy odpowiednio 985, 1081 i 1161 cm™, ktére mozna przypisa¢ drganiom
rozciggajacym wigzan glikozydowych (C-O-C). Kolejnym charakterystycznym dla skrobi
pasmem jest wystepujace przy liczbie falowej 1648 cm™ przypisane drganiom zginajacym
wigzan H-O-H zaabsorbowanych przez polimer czasteczek wody oraz przy 2929 cm’
pochodzace od drgan rozciagajacych wigzania C-H. Roéwnie dobrze widoczne w widmach
skrobi natywnej jest bardzo szerokie pasmo w zakresie 3500 - 3000 cm™, z maksimum

absorpcyjnym przy okoto 3420 cm

, odpowiadajace drganiom rozciggajacym miedzy- I
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych grup hydroksylowych (Zarski i wsp., 2016;
Zarski i wsp., 2019). Poréwnujac widma skrobi przed i po skleikowaniu w cieczy jonowe;,
niezaleznie od zastosowanej metody 1 warunkow kleikowania, nie obserwowano istotnych

zmian w ich wygladzie (Lu 1 wsp., 2013). Oprocz zmian w intensywnosci, nie zarejestrowano
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znaczacych przesunig¢ pasm pochodzacych zarowno od drgan rozciggajacych jak i
zginajacych, a drobne roéznice obserwowane w ich maksimach absorpcyjnych miescilty si¢ w
granicach btedu pomiarowego zastosowanej metody badawczej (uwzgledniajac rozdzielczos¢
spektrometru FT-IR, czyli £4 cm™). W widmach produktéw o najnizszym DS, otrzymanych w
reakcjach modelowych z czystym kwasem oleinowym nie zaobserowano zmian §wiadczacych
o przeprowadzonej modyfikacji polisacharydu. Mogto to by¢ spowodowane zbyt krétki czasem
(2h) prowadzenia reakcji (Rys.2.14.). Poza zmiang intensywno$ci i nieznacznymi
przesunigciami pasm pochodzacych od drgan rozciggajacych wigzan C-H lancuchow
alifatycznych, dodatkowa istotng zmiang jest pojawienie si¢ bardzo stabych pasm przy 1732
cm? oraz 1710 cm™ zwigzanych z drganiami rozciagajacymi wiazan w grupie karbonylowej
C=0, odpowiednio od estru i nieprzereagowanego kwasu oleinowego, co dodatkowo

potwierdza zbyt krotki czas prowadzenia reakcji estryfikacji.

N
C
3000 2000 1000
Liczba falowa [cm™]

Rys.2.14. Widma FT-IR: skrobi niemodyfikowanej (a), catkowicie skleikowanej (b) i jej estrow o
najnizszym DS, otrzymanych w reakcjach modelowych, tj. KO 2/60/30/B (c) oraz KO 2/60/30/P (d)

Zwigkszenie DS produktow estryfikacji znajdowato coraz bardziej wyrazne
odzwierciedlenie w widmach FT-IR produktéw, a w szczegdlnosci w intensywno$ci pasm

przypisywanych tworzacym si¢ estrom. ( Rys.2.15. — 2.17.). W widmach estrow 0 najwyzszym
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DS, zsyntezowanych niezaleznie od uzytego schematu estryfikacji, w reakcjach modelowych z
czystym kwasem oraz w reakcjach z hydrolizatami, mozemy zaobserwowa¢ wystepowanie
nowych pasm charakterystycznych dla estrow oraz zmian w wygladzie juz istniejacych,
specyficznych dla reakcji podstawienia w polialkoholu jakim jest skrobia. Pasma
charakterystyczne dla estrow to silne pasma pochodzace od drgan rozciagajacych C=0 (grupy
karbonylowej estrow) przy liczbach falowych w zakresie 1735-1733 cm™ oraz od drgan
rozciagajacych C-H (z dlugotancuchowych estrow alifatycznych) przy liczbie falowej w
zakresie 2855-2853 cm™ (Fang i wsp., 2002; Mathew i Abraham, 2007). Co do zmian w
wygladzie pasm charakterystycznych dla reakcji podstawienia, poréwnujac widma skrobi po
estryfikacji, szerokie pasmo w zakresie 3500 - 3000 cm?, odpowiadajace drganiom
rozciggajacym  miedzy- 1 wewnatrzczasteczkowych — wigzanh  wodorowych  grup
hydroksylowych, jest duzo mniej intensywne. Zmiany w intensywnos$ci tego pasma mozna
tltumaczy¢ redukcja liczby wolnych, niepodstawionych grup hydroksylowych polisacharydu,
co tym samym dodatkowo potwierdzatoby estryfikacje skrobi (Zarski i wsp., 2016; Zarski i
wsp., 2019) (Tab.2.10.).

3000 2000 1000
Liczba falowa [cm™]

Rys.2.15. Widma FT-IR: skrobi niemodyfikowanej (a), estréw o najwyzszym DS otrzymanych w
reakcjach modelowych prowadzonych ze skrobia czgsciowo skleikowang bez uzycia P80, tj. KO
4/60/10/B (b) oraz KO 4/60/10/P (c)
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Rys.2.16. Widma FT-IR: skrobi niemodyfikowanej (a), estrow o najwyzszym DS otrzymanych w

reakcjach modelowych prowadzonych ze skrobig catkowicie skleikowang bez uzycia P80, tj. KO
4/60/30/B (b) oraz KO 4/60/30/P (c)

Tab. 2.10. Wybrane pasma (W cm™) wraz z przypisanymi typami drgan w widmach FT-IR skrobi
natywnej i estrow skrobiowych

SN KO 4/50/30/B  HS 4/50/30/B  HR 4/50/30/B Typ drgania
3420 3419 3418 3422 v (OH)
2929 2925 2925 2927 v (C-H)

- 2855 2853 2854 v (C-H)

- 1733 1735 1734 v (C=0)
1648 1652 1650 1653 6 (OH)
1463 1463 1459 1465 3 (CHy)
1373 1374 1375 1374 3 (C-H)
1240 1245 1242 1243 v (C-0)
1161 1165 1162 1164 v (C-C), v (C-0), 6 (C-OH)
1081 1082 1082 1084 v (C-0-C) w.gl
985 1025 1027 1023 v (C-C), v (CO), & (C-OH)
929 930 929 931 d (C-O-C) w.gl.
855 854 860 855 v (C-O-C) w.gl.
765 761 760 763 v (C-C)

720-420 szkieletowe pierscienia glukopiranozy

v — drgania rozciagajace; 6 — drgania zginajace (deformacyjne); w.gl. — wigzan glikozydowych
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Rys.2.17. Widma FT-IR: skrobi niemodyfikowanej (a), estrow o najwyzszym DS otrzymanych w

reakcjach modelowych i w reakcjach z hydrolizatami prowadzonych ze skrobia catkowicie

skleikowana, z uzyciem P80, tj. KO 4/50/30/B/P80 (b), KO 4/50/30/B/P80 (c), KO 4/50/30/B/P80 (d)
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2.6. Analiza widm *H NMR

Analiza widm zarejestrowanych przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego 'H NMR pozwolita na dalsza identyfikacje chemiczna produktéow estryfikacji
skrobi. W celach porownawczych w pracy zestawiono tylko najbardziej istotne widma, tj.
skrobi natywnej, skrobi skleikowanej w IL pod zmniejszonym ci$nieniem oraz jej estréw o
najwyzszym stopniu modyfikacji otrzymanych w metodzie bezposredniej przy zastosowaniu
roznych czynnikéw estryfikujagcych. We wszystkich widmach mozna zaobserwowac silny
sygnal od uzytego w metodzie rozpuszczalnika tj. deuterowanego dimetylosulfotlenku
(DMSO-d6) przy 2,5 ppm. Widmo protonowe skrobi niemodyfikowanej ilustruje najbardziej
charakterystyczne przesunigcia chemiczne w zakresie 3,2— 5,6 ppm pochodzace od protonow
pierscienia glukopiranozowego (Rys.2.18.). Poszczegblne sygnaty z tego zakresu odpowiadaja
okreslonym protonom AGU: przy 3,3 ppm H-C2; przy 3,65 ppm H-C3, a przy 3,55 ppm H-C5.
Z kolei w zakresie 4,6-5,6 ppm stwierdzono przesunigcia protonow grup hydroksylowych
skrobi (OH-C2, OH-C3, OH-C6) (Kapusniak i Siemion, 2007; Namazi i wsp., 2011). W widmie
skrobi skleikowanej w chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowym nie zarejestrowano zadnych
nowych przesuni¢¢ chemicznych poza tymi, ktore przypisano skrobi natywnej (Rys.2.19.).
Swiadczy to o tym, ze kleikowanie to proces fizyczny, podczas ktérego nie dochodzi do

powstania nowego zwigzku chemicznego.

oy . oy . . o . B gy . . . . . . B . . e vy
6.0 58 56 54 52 5.0 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 28 26 24 2.2 20 18 16 14 1.2 1.0 0.8 0.6 04 0.2 0.0
1 (ppm

Rys.2.18. Widmo *H NMR skrobi natywnej
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Rys.2.19. Widmo *H NMR skrobi catkowicie skleikowanej w IL

Poréwnujac natomiast widma *H NMR skrobi natywnej oraz skleikowanej z widmami
skrobi zestryfikowanej, mozna dostrzec istotne réznice w ich wygladzie, w tym obecno$¢
catkiem nowych przesuni¢¢ chemicznych. Potwierdza to powodzenie przeprowadzonej
estryfikacji biochemicznej polisacharydu. Zmiany w rezonansach protonowych jednostek
anhydroglukozy wynikaja z faktu substytucji w wolnych grupach hydroksylowych. Podczas
estryfikacji atomy wodoru grup hydroksylowych natywnej skrobi ziemniaczanej zostaly
zastapione grupa acylowa (pochodzaca z wyzszych kwasow thuszczowych jako czynnikow
estryfikujgcych). Do nowo zarejestrowanych sygnatow chemicznych w widmach protonowych,
a tym samym charakterystycznych dla estrow skrobi 1 wyzszych kwaséw tluszczowych,
szczegoOlnie nienasyconych, mozna przypisa¢ przesuniecia chemiczne z bardzo szerokiego
zakresu spektralnego, bo od 0,8 az do 5,5 ppm. Mowa tu o sygnatach chemicznych protonéw
grupy metylowej, poszczegdlnych grup metylenowych czy protondw zwigzanych z atomami
wegla wspottworzacych wigzanie podwodjne w estrach nienasyconych (Luo i Zhou, 2012;
Zarski 1 wsp., 2016). Widma estrow skrobi o najwyzszym DS, otrzymanych w reakcji
modelowej i z hydrolizatami, przedstawiono na rysunkach 2.20 - 2.22.
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Rys.2.20. Widmo *H NMR estru skrobiowego KO 4/50/30/B

Tryplet w zakresie 0,8-0,9 ppm to sygnat trzech protondéw terminalnej grupy metylowe;j
w lancuchu acylowym (t, 3H, C18). Przesunigcie chemiczne przy 2,3 ppm przypisano protonom
grupy metylenowej, pierwszej od strony grupy karbonylowej w estrze (m, 2H, C2), a przy 1,63
ppm — od kolejnej, czyli drugiej grupy metylenowej w tancuchu (m, 2H, C3). Kolejne z
charakterystycznych sygnaléw chemicznych dla tego typu zwigzkéw mozna zaobserwowac
przy ok 1,95 ppm, 1,25 ppm oraz 5,3 ppm, a pochodzg one odpowiednio od protonéw grup
metylenowych potozonych w sasiedztwie wigzania podwojnego (m, 2H, C8; m, 2H, C11),
pozostaltych grup metylenowych w lancuchu alifatycznym estru (m, 20H) oraz protonéw
zwigzanych z atomami wegla wspottworzacymi wigzanie podwdjne w alifatycznym estrze
nienasyconym (m, 2H, C9-C10). W widmach estrow zaobserowano réwniez zmniejszenie
intensywnosci sygnatow chemicznych protonéw grup hydroksylowych nalezacych do skrobi
(OH-C2, OH-C3, OH-C6), co potwierdzatoby, ze cz¢s¢ z nich ulegla podstawieniu. W widmach
estrow skrobi 1 kwasow tluszczowych dodatkowo nie zarejestrowano przesunigcia
chemicznego od protonu grupy karboksylowej przy 11 ppm (s, 1H, OH-C1) co dodatkowo
moze $wiadczy¢ o otrzymaniu estrow, a nie np. mieszanek z kwasami, gdyz podczas estryfikacji

taki proton wspottworzy czasteczke wody, stanowigcg produkt uboczny reakcji.
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Rys.2.21. Widmo *H NMR estru skrobiowego HR 4/50/30/B
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Rys.2.22. Widmo *H NMR estru skrobiowego HS 4/50/30/B
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2.7. Analiza rentgenowska

W celu zbadania rdéznic w krystalicznosci migdzy skrobig niemodyfikowana,
skleikowang w cieczy jonowej oraz modyfikowang biochemicznie zostata przeprowadzona
analiza dyfrakcji rentgenowskiej. Ogo6lny wyglad dyfraktogramu natywnej skrobi
ziemniaczanej oraz rejestracja kilku silniejszych refleksow przy okoto 5,6 ° i 17 © (20) oraz
stabszych przy okoto 15 ©, 20 °, 22 °, 24 ° (20), $wiadczy o budowie semikrystalicznej 1 typie
krystalicznym B — charakterystycznym dla tej odmiany botanicznej skrobi (Mathew i
Abraham, 2007; Zobel, 1988). Na dyfraktogramie skrobi tzw. wstepnie skleikowanej w chlorku
1-butylo-3-metyloimidazoliowym metodg standardowa (w 90°C przez 1h przy ok. 1000 mbar)
mozna zaobserwowac pierwsze, cho¢ stosunkowo niewielkie zmiany potwierdzajace cz¢sciowq
utrate tej krystalicznodci tj. redukcje intensywno$ci lub calkowity zanik refleksow
dyfrakcyjnych specyficznych dla formy natywnej. Obszar postaci krystalicznej skrobi po
wstepnym skleikowaniu zostal nieznacznie zniszczony, co mozna ttumaczy¢ tym, ze ciecz
jonowa w zadanych warunkach cze¢sciowo zakldcita wewnatrz- i miedzyczasteczkowe wigzania
wodorowe w czasteczkach skrobi, ktére sa odpowiedzialne za wysoce uporzadkowang strukture
Krystaliczng (Xu i wsp., 2004). Kleikowanie drugg z zastosowanych metod czyli w 60°C przez
30 min. w warunkach obnizonego ci$nienia — 20 mbar, okazato si¢ sposobem zdecydowanie
bardziej efektywnym. Dyfraktogram skrobi skleikowanej w tych warunkach wskazuje
jednoznacznie na otrzymanie zwigzku bezpostaciowego (Gao i wsp., 2012) (Rys.2.23). Takie
same wyniki analizy rentgenowskiej uzyskano dla estrow o najwyzszych stopniach
podstawienia, niezaleznie od metody ich syntezy 1 uzytych czynnikow estryfikujacych. Brak
obecno$ci jakichkolwiek wyraznych refleksow dyfrakcyjnych, a tym samym obszaréw
krystalicznych dowodzi, Zze otrzymane produkty byly zwigzkami amorficznymi. Wynika to z
faktu, ze wigzania wodorowe odpowiedzialne za potkrystaliczno$¢ zostaly rozerwane przez
zastosowanie hydrofilowej cieczy jonowej. Ponadto podczas estryfikacji skrobi jej grupy
hydroksylowe, ktore wczesniej wspottworzyly te wigzania, zostalty podstawione. Podczas
estryfikacji reszty acylowe zastgpuja niektore lub wszystkie grupy hydroksylowe w skrobi
ziemniaczanej (w zaleznos$ci od wielko$ci stopnia postawienia), co skutkuje zmniejszeniem
potencjatu tworzenia wewnatrz 1 migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych, a tym samym
destrukcja uporzadkowania strukturalnego w kierunku amorficznosci (Desalegn i wsp., 2014;
Zhang i wsp., 2014).
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Rys.2.23. Dyfraktogramy skrobi natywnej (a), czesciowo skleikowane;j (b) i catkowicie
skleikowanej (c)
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Rys.2.24. Dyfraktogramy skrobi natywnej (a) i estrow skrobiowych o najwyzszym DS, tj. KO
4/50/30/B (b), HR 4/50/30/B (c) i HS 4/50/30/B (d)



2.8. Analiza SEM

W celu zaobserwowania i opisania ewentualnych zmian morfologicznych skrobi
ziemniaczanej natywnej, czeSciowo i calkowicie skleikowanej oraz zmodyfikowanej
biochemicznie poprzez estryfikacje enzymatyczng, zastosowano skaningowa mikroskopi¢
elektronowa. Dodatkowo w celach porownawczych zobrazowano przy jej uzyciu powierzchnie
ziaren skrobiowych w przypadku niepowodzenia estryfikacji i otrzymania mieszanin
fizycznych (adduktow) skrobi z kwasami thuszczowymi (Rys.2.27.). Co do samych ziaren
niemodyfikowanej skrobi ziemniaczanej, to zgodnie z tym co przedstawiono na rysunku 2.25,
ziarna miaty w wigkszosci przypadkow owalny lub kulisty ksztatt z wyraznymi krawedziami i
bardzo gtadka powierzchnig, czyli ksztalt wysoce zdefiniowany (Molenda i wsp., 2006).
Wielkos¢ wigkszosci ziarenek skrobiowych byta takze roézna i miescita si¢ w szerokim

przedziale od 10 do 70 pum.

) )

{8 el i
SEMMAG: 1.04 kx | SEMHV:3.0kV || (||| VEGA3 TESCAN SEM/MAG:210kx | SEMHV:3.0kV.
Det: SE Hivac 50 pm Det: SE

SEMMAG: 6.80kx | SEMHV:3.0kV | | | | | [ ||| VEGA3 TESCAN SEMMAG:6.71kx | SEMHV:3.0kV | | | | | || ||| VEGA3 TESCAN

Det: SE Hivac 10 ym Det: SE Hivac 10 pm

Rys.2.25. Zdjecia SEM natywnej skrobi ziemniaczanej
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W skrobi czgéciowo skleikowanej w [BMIM]Cl (Rys.2.26.a,b) obok produktu
bezpostaciowego wystepowaly mniej lub bardziej zdeformowane ziarna skrobiowe. Nie
znaleziono zorganizowanych 1 uporzadkowanych struktur ziarnistych w skrobi catkowicie
skleikowanej i skrobi zestryfikowanej (Rys.2.26.c,d; Rys.2.28.). W obu przypadkach
zaobserwowano produkty o nieregularnych powierzchniach, ksztalcie, a wigc produkty
amorficzne, ktore dodatkowo wykazywaty tendencj¢ do aglutynacji. Zmiany morfologiczne w
otrzymanych estrach mozna przypisa¢ efektowi procesu kleikowania w cieczy jonowe;j.
Chlorek imidazoliowy jako medium reakcyjne i czynnik kleikujacy doprowadzit do rozerwania
istniejacych wewnatrz i migdzyczasteczkowych wigzan wodorowych odpowiedzialnych za
utrzymywanie semikrystalicznej struktury ziaren skrobi (Lu i wsp., 2013). Ponadto zmiany
mozna przypisywa¢ efektowi podstawienia grup hydroksylowych jaki nast¢puje podczas
estryfikacji (Xie i Wang, 2011).

s
52

SEMMAG: 861X VEGAS SBU VEGA3TESCAN SEM MAG: 2.18 kx il VEGAS3 SBU
Det: SE HiVac Det: SE HiVac

SEM MAG: 348 x IWEGAS'SEU | | VEGA3 TESCAN SEM MAG: 876 X i VEGA3 SBU il VEGAS TESCAN

HiVac vd Det: SE HiVac 50 ym

Rys.2.26. Zdjecia SEM skrobi czg¢sciowo skleikowanej (a, b) oraz catkowicie skleikowanej (c, d)
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SEM MAG: 2.10 kx SEM HV: 3.0 kV.

Det: SE HiVac
“ o

C

SEM HV: 3.0 kV
HiVac

— A (¢
VEGA3 TESCAN SEM MAG: 879 x VEGA3 SBU

Det: SE HiVac

Rys.2.28. Zdjecia SEM skrobi natywnej (a) 1 estrow skrobiowych o najwyzszym DS, tj. KO 4/50/30/B

(b), HR 4/50/30/B (c) i HS 4/50/30/B (d)
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2.9. Analiza zdolnosci wiazania oleju (OBC)

Skrobia, ktora jest powszechnie uwazana za zwigzek hydrofilowy dzigki swojej
specyficznej budowie ma zdolno$¢ oddziatywania takze ze zwigzkami hydrofobowymi.
Przyktadem takiego oddzialywania moze by¢ tworzenie komplekséw inkluzyjnych pomigdzy
amylozg a lipidami, w ktorych alifatyczne tancuchy thuszczéw zajmujg hydrofobowe wnetrze
pojedynczej helisy amylozy. Zdolnos¢ skrobi do wigzania oleju zalezy od wielu czynnikow, z
ktorych najwazniejszymi sg rozmiar, ksztalt, struktura i sktad ziaren, a takze ewentualny stopien
jego deformacji. Wysoka olejochtonno$¢ to wilasciwosé, ktora moze by¢ w pewnym sensie
potwierdzeniem zwigkszonej hydrofobowosci skrobi, poniewaz wraz z jej wzrostem, ros$nie
takze zdolnos$¢ polimeru do wigzania innych substancji lipofilowych (Ikegwu, i wsp., 2010).
Analiz¢ zdolnoéci wigzania oleju przeprowadzono na skrobi natywnej, skleikowanej oraz
estrach skrobiowych z najwyzszym stopniem podstawienia. Warto$ci OBC dla poszczegdlnych
probek wyrazono wagowo (g/g) oraz procentowo w stosunku do probki wyjsciowej. OBC dla
skrobi natywnej wynosita 0,71 + 0,02 g/g, co odpowiadato pochtanianiu oleju na poziomie 71%
jej wagi. Po skleikowaniu skrobi jej olejochtonnos¢ zmalata do 0,53 + 0,01 g/g (53%). Mozna
to thumaczy¢ tym, ze zdolnos¢ wigzania oleju maleje wraz ze wzrostem amorficzno$ci materiatu
(destrukcja helis uniemozliwia tworzenie kompleksow, a zacie$nienie przestrzeni
miedzyczasteczkowej jako efekt kleikowania przyczynia si¢ do zwigkszenia zawady
przestrzennej i utrudnia absorpcje). Natomiast po przeprowadzeniu estryfikacji skrobi, jej
zdolno$¢ do wigzania oleju zdecydowanie wzrosta, powyzej 100% wagi probki. I tak
odpowiednio dla KO 4/50/30/B (DS 1,51) wynosita 1,35 + 0,02 g/g (135%), dla HR 4/50/30/B
(DS 1,46) wyniosta 1,27 + 0,01 g/g, a dla HS 4/50/30/B (DS 1,49) 1,32 + 0,03 g/g (132%).
Oznacza to wzrost zdolno$ci wigzania oleju odpowiednio o 78, 851 90% w stosunku do probek
przed modyfikacja. Im wyzszy byl DS estrow, tym wigksza ich hydrofobowos¢, a tym samym
wyzsza olejochtonnosé. Im wyzsza z kolei byla olejochtonnos$¢, tym polimer byt bardziej
odporny na dziatanie wilgoci, czyli wykazywal ulepszone wilasciwosci przetworcze W

poréwnaniu do formy natywnej (Adak i Banerjee, 2016).
2.10. Analiza wlasciwosci termicznych

W celu analizy stabilnosci termicznej i przej$¢ fazowych charakterystycznych dla
przeprowadzonej modyfikacji biochemicznej skrobi ziemniaczanej, przeprowadzono analizg
termiczng w okreSlonym przedziale temperaturowym tj. od temp. pokojowej do 500°C.

Zarejestrowane krzywe TG postuzyly do okreslenia ubytkow masy probek i temperatur
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poczatkowych, przy ktorych te ubytki wystgpowaty. Z kolei analiza przy uzyciu skaningowej
kalorymetrii réznicowej (DSC) umozliwita wyznaczenie temperatur zeszklenia. Pierwsze
ubytki masy, nie przekraczajace 10% zaobserowano juz w temperaturze ponizej 100°C. Byt to
prawdopodobnie efekt odparowywania zaabsorbowanej wczesniej wody. Temperatury
poczatkowe dla tego etapu byty nizsze dla skrobi niemodyfikowanej (36,6°C) i skleikowanej
(42,7°C), niz w przypadku estrow o najwyzszym DS (46,7 — 55,4°C). Kolejny, tym razem
znaczny juz ubytek masy, bo powyze] 40%, zwigzany z termiczng degradacja, rozktadem
tancucha polisacharydowego, zarejestrowano przy duzo wyzszych poczatkowych
temperaturach rozktadu tj. 252,1°C dla skrobi natywnej, 266,7°C dla skleikowanej i w zakresie
186 — 192,1°C dla estryfikowanej. Na podstawie analizy krzywych TG i DTG, mozna
stwierdzi¢ jednoznacznie, ze estryfikacja skrobi doprowadzila do obnizenia poczatkowych
temperatur rozktadu polimeru, a tym samym do zmniejszenia jego stabilno$ci termiczne;j. Jest
to zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi (Desalegn i wsp., 2014; Horchani i
wsp. 2010; Shogren, 1996, Zarski i wsp., 2016). Zmiany te mozna ttumaczy¢ tym, ze podczas
estryfikacji poprzedzonej skleikowaniem skrobi dochodzi do catkowitej lub czeSciowej
destrukcji wigzan wodorowych, ktore jak wiadomo sa odpowiedzialne za semikrystalicznos¢
tego polimeru. Im zwigzek jest mniej uporzadkowany wewngtrznie, im jest mniej krystaliczny,
tym mniej odporny na dziatanie wysokich temperatur i tym samym latwiej ulega przejsciom
fazowym. Podstawienie grup hydroksylowych, do ktorego doszto w estrach skrobiowych
uniemozliwia odtworzenie sieci potkrystalicznej, ktora grupy te wspottworzyty w ramach
oddziatywan wodorowych. Pomiar temperatury przejscia w stan plastyczny dla skrobi i jej
pochodnych jest trudny ze wzgledu na to, Zze zmiana pojemnosci cieplnej jest stabsza niz w
przypadku innych polimeréw. Dodatkowo pomiary utrudnia glownie zawarto$¢ wody,
niestabilno$¢ przez jej odparowanie lub wielokrotne przemiany fazowe (Zeleznak i Hoseney,
1987). Dlatego badania przejs¢ fazowych w skrobi przed i po modyfikacjach, poprzedzono
oznaczeniem zawarto$ci procentowej wody w warunkach standardowych, tj. 23°C, 50%
wilgotnosci powietrza. %H20 dla skrobi natywnej wynosit ok. 12%, a w przypadku estrow
skrobiowych zmalat prawie trzykrotnie. Z tego powodu, majac na uwadze wptyw wody jako
plastyfikatora, zdecydowano si¢ na poréwnanie estrow ze skrobig natywna, ale z
zastosowaniem wstepnego suszenia, do poziomu < 2 % H»O. Im wyzsza jest zawarto$¢ wody
w polisacharydzie, tym nizsza jest jego temperatura zeszklenia (Liu i wsp., 2009). Wynika to
z faktu, ze woda jest dla skrobi dobrym plastyfikatorem zewng¢trznym. Badania DSC pozwolity
na zarejestrowanie przemian fazowych estru skrobiowego. Analizujgc temperatury zeszklenia,

przedstawione w tabeli 2.11. nalezy zwroci¢ uwage na duzy spadek Tg estrow, w porownaniu
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ze skrobia nieestryfikowana (zmniejszenie temperatury z 250 do ok. 150°C). Swiadczy to
prawdopodobnie o tym, ze przeprowadzona estryfikacja skrobi dtugotancuchowymi kwasami
thuszczowymi doprowadzita do zwigkszenia plastycznosci polimeru. To efekt wzrostu
amorficzno$ci w wyniku rozerwania wewnatrz i mi¢dzyczasteczkowych wigzan wodorowych
oraz substytucji grup hydroksylowych. Wprowadzenie nowych grup do struktury polimeru
przyczynito si¢ do wzrostu wolnej objetosci w jego czasteczkach i zwigkszenia mobilnosci
molekularnej, mobilnos$ci tancuchéw polisacharydowych, a tym samym ,,plynnosci” polimeru.
Skoro temp. zeszklenia ulega obnizeniu wraz ze wzrostem amorficzno$ci, t0 Tq skrobi
skleikowanej powinna by¢ duzo nizsza od Tq skrobi nieskleikowanej i bardziej zblizona do Tg
jej estrow. Tymczasem roznica nie byta wyrazna. Mozna to thumaczy¢ tym, ze na skutek
procesu retrogradacji cz¢$¢ semikrystalicznej struktury skrobi moze zosta¢ po pewnym czasie
odbudowana. Przej$ciu polimeru w stan szklisty niejako przeszkadza jego hydrofilowos$c¢.
Redukujac liczbe wolnych grup hydroksylowych, poprzez chociazby estryfikacje, obnizamy
potencjal do retrogradacji. Dlatego nawet po pewnym okresie przechowywania estrow
skrobiowych ich retrogradacja jest duzo bardziej utrudniona niz w przypadku nieestryfikowane;j

skrobi skleikowanej. Stad roznice we wlasciwosciach termicznych tych zwigzkow.

16 [%]
100

90
80
70
60
50
40

30

2 (b)
(a)i

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura [°C]

Rys.2.29. Krzywe TG skrobi natywnej (a) i skleikowanej (b)
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Tab.2.11. Poréwnanie wlasciwosci termicznych skrobi natywne;j, skleikowanej i estrow skrobiowych o
najwyzszym DS

TG DTG DSC
Prébka

Ti [OC] Am [%] Tmax [OC] Tg [OC]

SN 36,6 8,61 87,3
258,16

252,1 51,62 305,8

SKL 30 42,7 7,63 74,4
225,65

266,7 56,29 287,5

KO 4/50/30/B 46,7 2,03 67,6
152,38

186 40,03 2472

HR 4/50/30/B 52,3 2,62 66,2
157,17

192,1 40,17 240,1

HS 4/50/30/B 55,4 2,96 65,1
164,02

190,2 47,21 244,4

Ti— temp. poczatkowa rozktadu; Tmax - temp. maksymalna rozkladu; Tg — temp. zeszklenia; Am — ubytek masy

2.11. Wytlaczanie folii ze skrobi ziemniaczanej i jej estrow. Wlasciwosci mechaniczne
| przetworcze

Skrobia wysuszona, nie zawierajaca wody jako wewngtrznego plastyfikatora jest
polimerem bardzo kruchym nie wykazujacym plastycznosci, a wigc materiatem o niewielkim
znaczeniu dla przetworstwa. Z kolei materialy otrzymane na bazie skrobi modyfikowanej, bez
wzgledu na stopien modyfikacji, wykazuja granice plastycznosci. Z samej skrobi, nie
wykazujacej cech materiatu termoplastycznego, nie jest mozliwe zatem otrzymanie folii i to
niezaleznie od tego czy zastosuje si¢ metod¢ wylewania czy wyttaczania (Dias i1 wsp., 2010).
Dodatkowo przy stosowaniu wyzszych temperatur obrobki a takze na wskutek dzialania sit
$cinajacych (tarcia wewngtrznego), dochodzi do przyspieszonego rozktadu skrobi, czyli
depolimeryzacji. Proby wyttoczenia folii z czystych estrow skrobiowych zakonczyly sig¢
niepowodzeniem, nie ulegaly termoplastyfikacji. Zdecydowano si¢ uzy¢ glicerolu jako
zewnetrznego plastyfikatora dlatego, ze jest to produkt uboczny reakcji przeprowadzonej
hydrolizy olejow ro$linnych, ktéory mozna ponownie uzy¢ w otrzymaniu materialu bardzie;
termoplastycznego. Stosujac ten sam zewnetrzny plastyfikator i w tym samym stosunku
wagowym zaréwno dla skrobi natywnej jak 1 zestryfikowanej, bylo mozliwe poréwnywanie
wlasciwosci mechanicznych, przetwoérczych 1 wptywu na srodowisko oraz koncowa ocena w
celu okreslenia, ktory =z materialdbw bylby bardziej atrakcyjny dla zastosowan

opakowaniowych.
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Majac na uwadze zdolno$¢ wody do plastyfikacji skrobi, zmierzono jej zawarto$¢ w
probach przed rozpoczgciem ekstruzji (Chocyk i wsp. 2015). Pomiar przeprowadzono po ich
24 godzinnej inkubacji w warunkach standardowych, tj. w 23°C i przy 50% wilgotnosci
powietrza. Wyniki przedstawialy si¢ nast¢pujgco: procentowa zawarto$¢ wody dla skrobi
wyniosta 12%, dla estrow KO 4/50/30/B - 4,12%, HR 4/50/30/B - 4,08%, a dla HS 4/50/30/B
- 3,97%. W kolejnym kroku w celu zapewnienia jednakowych warunkow wyttaczania folii,
wszystkie proby skrobi natywnej 1 zestryfikowanej wysuszono do statej zawartosci wody < 2%.

Wiytloczano folie z natywnej skrobi splastyfikowanej i splastyfikowanych estrow
skrobi o najwyzszym stopniu podstawienia, tj. KO 4/50/30B, HR 4/50/30/B oraz HS 4/50/30/B.
Otrzymane probki mialy grubosé¢ 1,5 + 0,2 mm i szerokos¢ 10 £ 0,1 mm. Folie na bazie
splastyfikowanych estrow skrobiowych charakteryzowaty si¢ lepszymi wlasciwosciami
mechanicznymi w poréwnaniu z folig otrzymang ze splastyfikowanej skrobi nieestryfikowanej,
t]. wyzsza wytrzymalo$ciag na zerwanie i wytrzymaloscig na rozrywanie, niezaleznie od
kierunku badania, czyli maszynowym i poprzecznym. Wytrzymato$¢ na zerwanie wzrosta w
wiekszosci przypadkéw ponad dwukrotnie, a wytrzymato$¢ na rozdzieranie ponad trzykrotnie.
Dwa dodatkowe wazne parametry wyznaczane podczas prob statycznego rozciggania
jednoosiowego to wydtuzanie wzgledne przy zerwaniu (Ag lub €g) i modul sprezystosci
wzdhluznej, inaczej zwany modutem Younga (Et). Wspomniane wydtuzenie to innymi stowami
wyrazony w procentach stosunek zmiany dlugosci probki w momencie zerwania do jej dtugos$ci
poczatkowej. Drugi z parametrow, Et charakteryzuje material pod wzgledem odksztatcenia, a
doktadniej okresla zaleznos¢ wzglednego odksztatcenia liniowego polimeru od wystepujacego
w nim naprezenia. Im wigksza jego wartos¢ tym materiat sztywniejszy 1 bardziej odporny na
odksztalcenia, zardwno rozcigganie jak 1 S$ciskanie. Wzrost temperatury prowadzi do
stopniowego migknienia polimeréw, a tym samym spadku modutu Young’a (Combrzynski i
wsp., 2013). Z punktu widzenia realizacji zatozonego celu pracy istotna byta ocena czy
wlasciwosci mechaniczne folii wyttoczonej ze skrobi przed i po jej hydrofobizacji si¢ zmienity,
a jezeli tak, to w jakim kierunku. Przeprowadzajac badania mechaniczne probek folii
wyttoczonych z estrow skrobiowych oraz folii otrzymanych ze skrobi niemodyfikowanej, w
przypadku tych pierwszych obserwowano zachowanie typowe dla materiatdw bardziej
plastycznych, a drugich bardziej sztywnych i kruchych. Gtownie §wiadczyt o tym fakt, ze
materialy na bazie skrobi estryfikowanej charakteryzowaly si¢ zwiekszonym wydtuzeniem
wzglednym, nawet o 50% oraz nawet kilkukrotnym spadkiem warto$ci modutu sprezystosci

wzdhuznej (Tab.2.12.).
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Tab.2.12. Wiasciwosci mechaniczne folii ze splastyfikowanej skrobi przed i po estryfikacji

Wilasciwos$ci mechaniczne

) Wt losé Wydluzenie
rzymaiosc ¢
Folia Klerl.Jnek ytrzymalc wzgl. przy Moodul’ . Wytrzyl_nalos-c
pomiaru na zerwanie iy g sprezystosci  na rozdzieranie
ou[MPa] Zerwaniues g 1Mpa] [N/mm]
[%0]
SN KM 2,33+0,21 22,4+3,05 51,36+3,58 7,21+0,31
KP 2,1+0,15 19,26=1,1 48,23+5,11 9,96+0,1
SKL 30 KM 2,1+0,17 25,16+2,3 34,12+1,33 6,59+0,22
KP 2,25+0,3 21,89+3,2 35,31+1,48 9,32+0,18
KO 4/50/30/B KM 6,2+0,11 56,39+1,4 11,16+2,01 26,22+0,27
KP 5,41+0,27 52,54+2,7 14,21+1,76 33,01+0,12
HR 4/50/30/B KM 5,52+0,05 51,01+0,5 12,12+1,05 22,18+0,15
KP 4,22+40,11 49,24+0,72 10,88+1,55 29,23+0,34
HS 4/50/30/B KM 5,9+0,31 55,52+2,51 11,36+0,48 24,01+0,43
KP 4,72+0,13 53,742,12 12,66+2,73 32,07+0,33
KM- kierunek maszynowy (wzdtuzny) ; KP —kierunek poprzeczny
Tab.2.13. Inne wlasciwosci folii ze splastyfikowanej skrobi przed i po estryfikacji
) Energia
) Absorpcja wody Kat zwilzania ) .
Folia powierzchniowa
[ m] (woda/dijodometan) [°]
[MmJ/m?]
SN 35,4+0,3 32,5+0,5/42,2+0,4 62,57+0,2
SKL 30 30,1+0,4 30,4+0,3/47,2+0,3 59,19+0,2
KO 4/50/30/B 15,8+0,2 91,2+0,2/15,2+0,1 50,39+0,4
HR 4/50/30/B 18,1+0,3 78,1£0,1/25,01+0,2 46,31+0,2
HS 4/50/30/B 17,7+0,5 85,9+0,5/20,7+0,3 48,07+0,1

96



Trudno porownywaé otrzymane materialy na bazie skrobi estryfikowanej z innymi
polimerami ze wzglgedu na dos¢ istotne roznice w budowie i strukturze, a co za tym idzie we
wilasciwo$ciach fizykochemicznych i mechanicznych. Otrzymane $redniopodstawione estry
skrobi ziemniaczanej wykazywaly duzo lepsze wlasciwosci mechaniczne w poréwnaniu ze
skrobig niemodyfikowang, jednak wcigz mato konkurencyjne wobec wickszosci polimerow
syntetycznych. Wytrzymato$¢ na rozcigganie byla praktycznie o potowe nizsza niz w
przypadku polietylenu (LDPE) czy elastomerow i trzykrotnie nizsza niz w przypadku
polikaprolaktonu. Podobnie wyglada sytuacja, gdy poréwnamy wartosci modutu sprezystosci.
Nie tylko pochodzenie botaniczne, sktad ilosciowy i jako$ciowy skrobi ma znaczenie, ale takze
inne czynniki, takie jak metoda otrzymania folii (wyttaczanie proste, wyttaczanie reaktywne,
wspotwytlaczanie, rozdmuchiwanie itd.), stopien modyfikacji, uzyte komponenty,
plastyfikatory zewnetrzne czy w koncu warunki procesu i samego otoczenia (Chocyk i wsp.,
2015; Graaf i wsp., 2003). Zazwyczaj w kazdym z przeprowadzonych eksperymentow
otrzymywano materiaty termoplastyczne, o obnizonej temperaturze przemiany szklistej, jednak
o znaczacych roéznicach w module sprezystosci oraz odporno$ci na zrywanie i rozcigganie.
Nastapit takze znaczny wzrost wzglednego wydtuzenia przy maksymalnym naprezeniu, z ok.
20% do powyzej 50% dla poszczegdlnych estrow. Bylo to zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami literaturowymi, w ktorych dodanie plastyfikatora skutkowato elastycznos$cia folii
(Sagar i Merrill, 1995). Podstawienie grup hydroksylowych w skrobi réwniez zwigkszyto
hydrofobowos¢, co byto jednym z gtownych celow przedstawionych badan (Cyras i wsp.,
2006). Kat zwilzania powierzchni folii w uktadzie woda/dijodometan zmierzony goniometrem
wynosit dla natywnej skrobi 32,5°/42,2°, a w przypadku estrow nawet do 91,2°/15,2°. Wyniki
zwilzalnoséci 1 spadek swobodnej energii powierzchniowej folii skrobi zestryfikowanej
$wiadcza, ze otrzymano materiat duzo bardziej hydrofobowy. Dodatkowo, na co warto zwrocié
uwage, ponad dwukrotnie zmalata zdolno$¢ pochtaniania wody, co ma pozytywne znaczenie w
kontekscie wptywu wilgoci w trakcie przechowywania otrzymanych estrow skrobiowych.
Absorpcja wody wynosita 35,4% dla folii skrobi natywnej oraz 15,8% - 18,1% dla folii z estrow
skrobi. Skrobia estryfikowana na poziomie ok. 50% umozliwia wigc otrzymanie folii o
zwigkszonej hydrofobowosci oraz poprawionych wlasciwosciach mechanicznych |

przetworczych w poréwnaniu ze skrobia nieestryfikowang.
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Rys.2.32. Ester skrobiowy HR/4/50/30/B w formie proszku (a) i w formie folii wyttoczonej na
wytlaczarce jednoslimakowe;j (b, c), (L-IIMPiB, Torun, 2018)
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2.12. Ocena biodegradowalnosci folii

Folie polimerowe moga by¢ wykorzystywane przez mikroorganizmy jako zrodto wegla
1 innych pierwiastkow niezbednych do ich istnienia. Dzieje si¢ tak, za sprawg tego, ze sg w
stanie przeprowadza¢ biofragmentacj¢, depolimeryzacje, a nastgpnie asymilacje powstatych w
jej wyniku produktéw matoczasteczkowych. W zaleznosci od struktury chemicznej
poszczegolne sktadniki materialu, poddanego dziataniu biotycznych i abiotycznych czynnikow
srodowiskowych, rozktadajg si¢ i mineralizujg w zréznicowanym czasie. Amorficzne frakcje
polimerowe s3 bardziej podatne na biodegradacje niz frakcje wykazujace czesciowa lub
catkowitg strukture krystaliczng (Gu, 2003). Tak dzieje si¢ w przypadku materiatow na bazie
skrobi. Fragmentacja rozgalezionych frakcji bezpostaciowych zachodzi szybciej niz w
przypadku frakcji potkrystalicznych (Leja i Lewandowicz, 2010). Poczatkowo, po pierwszych
3 tygodniach utrzymywania probek folii w glebie, z wyjatkiem erozji powierzchniowej i utraty
masy ponizej 20%, nie zaobserwowano makro i mikroskopowo zadnych innych dodatkowych
zmian i procesow. Po kolejnych 3 tygodniach oprocz postepujacej erozji powierzchni i utraty
masy w granicach 30,2-37,2%, folie wytloczone z estrow skrobiowych dodatkowo
charakteryzowaty si¢ obecnoscia znacznych peknig¢ i1 réznokierunkowych rozwarstwien.
Zarejestrowane zmiany moga wynika¢ z degradacji hydrolitycznej (kwasowej) poprzedzonej
degradacjg enzymatyczng. W 7-8 tygodniu prowadzenia eksperymentu wyczuwalny byt
nieprzyjemny zapach zjetczatego masta. Mozna to tlumaczy¢é zachodzeniem fermentacji
mastowej, prowadzonej przez bakterie anacrobowe, nalezace do mikroflory autochtonicznej
gleby (Lavelle i Spain, 2005). Mikroskopowa ocena jakosciowa poptuczyn z uzytej gleby w
warstwach  powierzchniowych potwierdzita obecno$¢ promieniowcow z rodzaju
Actinomycetes, a w glebszych warstwach innych bakterii o formie morfologicznej pateczek. W
glebszych warstwach dominowaty bakterie beztlenowe, gtownie z rodzaju Clostridium, ktore
to prowadza fermentacj¢ beztlenowg i mineralizacj¢ weglowodanéw do CO., H20, ale takze
C4H10. Enzymy pozakomoérkowe mikroorganizmoéw najpierw atakujg powierzchni¢ polimerow,
a zatem zjawisko erozji powierzchni wystgpuje w poczatkowych stadiach biodegradacji (Ali i
wsp., 2008). Enzymatyczna hydroliza wigzan estrowych prowadzi do postgpujacej utraty
wlasciwosci hydrofobowych degradowanego materiatu polimerowego, a tym samym do
przywrocenia dostepnosci grup hydroksylowych, ktére determinujg dalsze etapy reakcji
hydrolitycznych, prowadzacych do depolimeryzacji tancuchéw polisacharydowych.
Makroskopowa i mikroskopowa ocena oraz okreslenie ubytku masy w foliach na bazie estrow
skrobiowych, przeprowadzona po 12 tygodniach degradacji w glebie potwierdzita, ze badane

poliestry skrobiowe nadal byly zwigzkami biodegradowalnymi. Zgodnie z definicja polimer
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kwalifikowa¢ si¢ moze jako biodegradowalny, gdy ulega rozktadowi przez mikroorganizmy w
ciggu 6 miesiecy (lub ulegnie rozkladowi w ponad 50% przez potowe tego okresu czyli 3
miesigce). Po dwunastotygodniowym okresie prowadzenia eksperymentu zarejestrowano silne
odksztatcenia i wyrazng defragmentacje folii, a takze znaczng utrat¢ masy, bo powyzej 50%
(52,9-58,1%). W przypadku folii na bazie skrobi natywnej ubytek masy po 3 miesigcach
degradacji byt nieco wyzszy, bo wyniost 61,3%. Mozna zatem stwierdzi¢, ze estryfikacja w
fancuchu  polisacharydowym skrobi  dlugotancuchowymi nienasyconymi kwasami
thuszczowymi skutecznie umozliwita otrzymanie materialu o nowych wlasciwosciach
uzytkowych, bez zmniejszonej podatnosci na degradacje w srodowisku naturalnym. Spadek
biodegradowalnosci skrobi po estryfikacji zostat potwierdzony we wczesniejszych
doniesieniach literaturowych, z ta rdznica, ze w prezentowanych badaniach byt on stosunkowo

nieznaczny (Rivard i wsp., 1995).

Rys.2.33. Biodegradacja w glebie folii otrzymanych ze splastyfikowanej skrobi natywnej i

estryfikowanej
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Czas
biodegradacji

J 12,4+1,4 e
9
:

Zdjecia SOM Zdjecia SEM

30,2+1,8

36,5+2,7

529+2,1

Rys.2.34. Procentowy ubytek masy probek folii wyttoczonej z estru skrobiowego KO/4/50/30/B po 3,

6,91 12 tygodniach biodegradacji w glebie oraz zdjecia folii wykonane przy uzyciu stereoskopowego

mikroskopu optycznego SOM (pow. ok. 100x) oraz skaningowego mikroskopu elektronowego SEM
(pow. ok. 200x) po okreslonym czasie biodegradacji
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Czas Ubytek
biodegradacji | masy (%)

Zdjecia SOM Zdjecia SEM

Rys.2.35. Procentowy ubytek masy probek folii wytloczonej z estru skrobiowego HR/4/50/30/B po 3,
6,91 12 tygodniach biodegradacji w glebie oraz zdjecia folii wykonane przy uzyciu stereoskopowego
mikroskopu optycznego (pow. ok. 100x) oraz skaningowego mikroskopu elektronowego (pow. ok.

200x) po okre$lonym czasie biodegradacji
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Czas Ubytek
biodegradacji masy (%)

Zdjecia SOM Zdjecia SEM

Rys.2.36. Procentowy ubytek masy probek folii wytloczonej z estru skrobiowego HS/4/50/30/B po 3,
6,91 12 tygodniach biodegradacji w glebie oraz zdjecia folii wykonane przy uzyciu stereoskopowego
mikroskopu optycznego (pow. ok. 100x) oraz skaningowego mikroskopu elektronowego (pow. ok.

200x) po okreslonym czasie biodegradacji

2.13. Ocena fitotoksycznosci folii

Oceng fitotoksycznosci wyttoczonych folii prowadzono poprzez obserwacje wzrostu
wegetacyjnego roslin w glebie zawierajacej rozne stezenia badanego materiatu, tzn. folie
wyttoczone ze skrobi natywnej i jej estrow, W postaci zmielonego proszku. W celach

poréwnawczych prowadzono rowniez hodowle kontrolne roslin w glebie — bez badanych
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probek (Rys.2.40). Podczas oceny makroskopowej nie odnotowano zmian, ktére moglyby
$wiadczy¢ o inhibicji wzrostu zarowno jednoli§ciennego owsa, jak i sadzonek dwuli§ciennej
rzodkiewki. Niezaleznie od stezenia sproszkowanej folii z estréw skrobi i okresu wzrostu ro$lin,
wszystkie warto$ci suchej 1 §wiezej masy sadzonek, a takze liczba kietkujacych roslin byly
wigksze niz 90% roslin uprawianych w probkach kontrolnych (Rys.2.47.). W zwiazku z tym
stwierdzono, ze badany material byt nietoksyczny dla roslin jedno- i dwulisciennych (Rychter
i wsp., 2010; Rychter i wsp., 2016). Ponadto przez caly czas trwania eksperymentu nie
zarejestrowano zmian morfologicznych, takich jak martwica lub deformacja pedoéw 1 korzeni
(Rys.2.41 - 2.44.). Nie zaobserwowano takze istotnych zmian pod wzglgdem anatomicznym t;.
w zawarto$ci gtownych barwnikoéw roslinnych takich jak chlorofil czy z barwnikéw z grupy
karotenoidow (Rys.2.45. — 2.46.). To potwierdza brak toksycznego wplywu na organelle
wewnatrzkomorkowe, m.in. brak uszkodzenia plastydow roslinnych, w ktorych barwniki te sg
syntezowane i przechowywane. Podsumowujac, otrzymane folie estrow skrobiowych nie
wykazywaly istotnego dziatania fitotoksycznego i nie hamowaty wzrostu zarowno roslin jedno,
jak 1 dwuliSciennych. Dlatego mozna je zaklasyfikowa¢ jako zwigzki bezpieczne dla

srodowiska.

Rys.2.37. Badanie fitotoksycznosci folii w hali wegetacyjnej Katedry Biochemii,
Biotechnologii i Ekotoksykologii (UJD Czestochowa, 2019)
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Rys.2.42. Wptyw folii wyttoczonej ze skrobi natywnej i jej estrow o najwyzszym DS na zawartosé

chlorofilu catkowitego (a) i karotenoidoéw (b), w sadzonkach owsa. Dane wyrazono jako $rednig z

trzech powtorzen dla kazdego stezenia
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Rys.2.43. Wptyw folii wytloczonej ze skrobi natywnej i jej estrow o najwyzszym DS na zawartosc¢
chlorofilu catkowitego (c) i karotenoidow (d) w lisciach rzodkiewki. Dane wyrazono jako $rednig z

trzech powtorzen dla kazdego stezenia
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Rys.2.44. Zmiany suchej masy roslin poddanych dziataniu badanych folii wyrazone jako procent
warto$ci w ro$linach kontrolnych (rosliny kontrolne = 100% suchej masy). Linie ciagle przedstawiaja
zmiany suchej masy owsa, a kropkowane, zmiany suchej masy rzodkiewki. Dane wyrazono jako

srednia z trzech powtorzen dla kazdego stezenia
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3. Whioski

Na podstawie dyskusji wynikoéw z przeprowadzonych badan sformulowano nastepujgce

whnioski:

% Pomyslnie przeprowadzono dwuetapowsg synteze Sredniopodstawionych estrow skrobi

z czystym kwasem oleinowym i hydrolizatami wysokooleinowych olejéw roslinnych,

% Lipazy grzybowe z T. lanuginosus okazaty si¢ odpowiednim katalizatorem zaréwno dla
reakcji hydrolizy olejow bogatych w nienasycone kwasy tluszczowe, jak i do

estryfikacji z wykorzystaniem tych kwaséw jako donoréw grup acylowych,

¢ Dzigki zastosowaniu niejonowego surfaktanta jako czynnika obnizajacego napiecie
powierzchniowe i czynnika ochraniajacego centrum aktywne enzymu uzyskano wysoka

wydajno$¢ i efektywno$¢ reakeji estryfikacji,

¢ Przeprowadzenie enzymatycznej estryfikacji skrobi w uktadzie trdjsktadnikowym
(hydrofilowa ciecz jonowa [BMIM]CI - surfaktant P80 - kwasy tluszczowe) pozwolito
na uzyskanie jej hydrofobowych pochodnych o wyzszym DS w poréwnaniu z innymi

metodami z zastosowaniem uktadoéw jedno- lub wspdtrozpuszcezalnikowych,

¢ Folie wytlaczane z plastyfikowanych estrow skrobi charakteryzowaty si¢ lepszymi
wlasciwo$ciami mechanicznymi, wyzsza hydrofobowoscia 1 nizszg absorpcja wody w

porownaniu do folii wyttaczanych ze splastyfikowanej skrobi natywnej,

%+ Zastosowanie estrow skrobi z wyzszymi kwasami thuszczowymi do otrzymywania folii
nie wptynelo negatywnie na biodegradowalno$¢ i wplyw tych materiatdéw na rosliny

jedno- i dwuliscienne,

¢ Materialy polimerowe, takie jak estry skrobi z wyzszymi kwasami thuszczowymi o
poprawionych wiasciwosciach przetworczych, daja nadziej¢ na ich zastosowanie jako
glownych komponentéw lub kompatybilizatorow w produkeji nowych, ekologicznych

1 biodegradowalnych opakowan.
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