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E a r t h  ( R I T E )  N I B H  B r a n c h ,  ' N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  

B i o s c i e n c e  a n d  H u m a n - T e c h n o l o g y  ( N I B H )  , H i g a s h i  1 - 1 ,  

T s u k u b a ,  I b a r a k i  3 0 5 ,  J a p a n  

3 P r e s e n t  a d d r e s s :  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  M a h i d o l  

U n i v e r s i t y ,  R a m a  6 R d . ,  B a n g k o k  1 0 4 0 0 ,  T h a i l a n d  

S U M M A R Y :  P o l y m e r i z a b l e  s u g a r  e s t e r s  i n c l u d i n g  
g l u c o b i o s e  w e r e  s y n t h e s i z e d  f r o m  m a l t o s e  o r  t r e h a l o s e  a n d  
d i v i n y l  a d i p a t e  u s i n g  e n z y m e  i n  D M F .  I 3 C  N M R  d a t a  
s h o w e d  t h a t  6 ' - p o s i t i o n  o f  m a l t o s e  a n d  m o n o - 6 - p o s i t i o n  
o f  t r e h a l o s e  w e r e  e s t e r i f i e d .  F u r t h e r ,  t h e s e  g l u c o b i o s e  
e s t e r s  w a s  p o l y m e r i z e d  w i t h  a z o - i n i t i a t o r  t o  g i v e  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  p o l y m e r s .  

I n t r o d u c t i o n  

N a t u r a l  p o l y s a c c h a r i d e s  s u c h  a s  s t a r c h  a n d  c e l l u l o s e  a r e  b i o m a s s  

e x i s t i n g  a b u n d a n t l y  o n  e a r t h .  S a c c h a r i d e  w h i c h  i s  a g o o d  s o u r c e  o f  

o r g a n i c  r a w  m a t e r i a l  w a s  u s e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h i g h  f u n c t i o n a l  

p o l y m e r s  s u c h  a s  e n v i r o n m e n t a l  p r e s e r v a t i o n  m a t e r i a l s ,  

b i o f u n c t i o n a l  m a t e r i a l s ,  p h a r m a c e u t i c a l s ,  e t c .  T o  u t i l i z e  s a c c h a r i d e ,  

s e v e r a l  r e s e a r c h e r s  h a v e  i n v e s t i g a t e d  p o l y m e r s  h a v i n g  s u g a r  b r a n c h  

s u c h  a s  p o 1 y s t y r e n e  c o n t a i n i n g  N -  a c  e t y 1 - f! - 1 a c t  o s a m  i n e  m o i e t i e s  , ' ) 
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g l u c o s y l  o x y e t h y l m e t h a c r y l a t e , * )  v i n y l  s u c r o s e   derivative^,^) 

s u c r o s e - b a s e d  p o l y a c r y l a t e 4 )  a n d  s o  T h e  m a i n  c h a i n s  o f  t h e s e  

p o l y m e r s  a r e  p o l y s t y r e n e  a n d  p o l y a c r y l a t e ,  w h i c h  a r e  k n o w n  a s  

n o n - b i o d e g r a d a b l e  p o l y m e r s .  F r o m  t h e  v i e w p o i n t  o f  t h e  p r e s e r v a t i o n  

o f  t h e  n a t u r a l  e n v i r o n m e n t ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  d e v e l o p  n e w  m a t e r i a l s  

h a v i n g  b i o d e g r a d a b i l i t y .  H e n c e ,  w e  a r e  e x a m i n i n g  s u g a r  b r a n c h e d  

p o l y m e r s  h a v i n g  p o l y ( v i n y 1  a l c o h o l )  a s  a m a i n  c h a i n ,  w h i c h  a r e  w e l l  

k n o w n  t o  h a v e  b i o d e g r a d a b i l i t y . * )  S h i b a t a n i  e t  a l .  r e p o r t e d  t h e  

e n z y m e - c a t a l y z e d  s y n t h e s i s  o f  p o l y m e r i z a b l e  s u g a r  e s t e r ,  6-0- 

v i n y l a d i p o y l - D - g l ~ c o s e , ~ )  a n d  i t s  p o l y m e r i z a t i o n  t o  g i v e  p o l y m e r  

c o n t a i n i n g  g l u c o s e  b r a n c h e s . " )  T h e  s u g a r  b r a n c h e d  p o l y m e r s  c o n s i s t  

o f  t h r e e  p a r t s :  t h e  m a i n  c h a i n ,  s p a c e r  a r m  a n d  s u g a r  

I HO - CH, 

OH bOHbOH OH OH -w 0 &/& OH OH 

OH Maltox l a  
2a 

Trchalosc I b  
Zb 

S c h e m e  

m o i e t y .  V a r i o u s  t y p e s  o f  t h e  p o l y m e r  c a n  b e  o b t a i n e d  b y  c h a n g i n g  

t h e s e  t h r e e  p a r t s .  D i s a c c h a r i d e s  a r e  r e n e w a b l e  r a w  m a t e r i a l s .  I n  t h i s  

s t u d y ,  w e  e x a m i n e d  m o d i f i c a t i o n  o f  s u g a r  m o i e t y ,  t h a t  i s ,  s y n t h e s i s  
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o f  t h e  p o l y m e r i z a b l e  g l u c o b i o s e  e s t e r s  s u c h  a s  m a l t o s e  a n d  t r e h a l o s e ,  

a n d  p o l y m e r i z a t i o n  o f  r e s u l t i n g  g l u c o b i o s e  e s t e r s  w i t h  a z o - i n i t i a t o r  

t o  g i v e  p o l y m e r s  h a v i n g  m a l t o s e  o r  t r e h a l o s e  b r a n c h .  

E x p e r i m e n t a l  

M a t e r i a l s  

A l k a l i n e  p r o t e a s e  f r o m  S t r e p t o r n y c e s  s p .  a n d  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  w e r e  

f r o m  T o y o b o  C o .  L i p a s e  f r o m  A l k a l i g e n e s  s p .  w a s  f r o m  B i o c a t a l y s t s  

L t d .  L i p a s e  t y p e  I1 f r o m  p o r c i n e  p a n c r e a s  w a s  f r o m  S i g m a .  D i v i n y l  

a d i p a t e ,  azobis(2,2’-diamidinopropane)hydrochloride ( A D P C L ) ,  

m a l t o s e  m o n o h y d r a t e  a n d  t r e h a l o s e  d i h y d r a t e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

W a k o  P u r e  C h e m i c a l s .  D M F  a n d  p y r i d i n e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D o j i n  

K a g a k u .  T h e  s o l v e n t s  w e r e  d r i e d  o v e r  3 A  m o l e c u l a r  s i e v e s  ( W a k o  P u r e  

C h e m i c a l s )  b y  s h a k i n g  o v e r n i g h t .  

A n a l y t i c a l  m e t h o d s  

G l u c o b i o s e  w a s  d e t e c t e d  b y  H P L C  w i t h  r e f r a c t i v e  i n d e x  

m e a s u r e m e n t s .  A c a r b o h y d r a t e  a n a l y s i s  c o l u m n ,  T S K  g e l  A m i d e - 8 0  

( T O S O H ) ,  w a s  u s e d  w i t h  a m o b i l e  p h a s e  o f  a m i x t u r e  o f  7 5  % 

a c e t o n i t r i l e  a n d  2 5  % w a t e r  a t  a f l o w  r a t e  o f  1 . 0  m l / m i n .  T L C  w a s  

p e r f o r m e d  o n  s i l i c a  ge l  60  F p l a t e s  f r o m  M e r c k  w i t h  a s o l v e n t  

c o n s i s t i n g  o f  e t h y l  a c e t a t e - m e t h a n o l - w a t e r  (17:4:2). T h e  s p o t s  w e r e  

d e v e l o p e d  b y  s p r a y i n g  w i t h  H 2 S 0 4 ,  f o l l o w e d  b y  h e a t i n g .  T h e  

p o s i t i o n s  o f  a c y l a t i o n  i n  e n z y m a t i c a l l y  p r e p a r e d  d e r i v a t i v e s  w e r e  

e s t a b l i s h e d  b y  I 3 C  N M R  ( J E O L : J N M - E X 2 7 0 ) .  I n f r a r e d  s p e c t r a  w e r e  

m e a s u r e d  w i t h  a n  I n f r a r e d  S p e c t r o - p h o t o m e t e r  ( S h i m a d z u : F T I R -  

8 1 0 0 M ) .  M o l e c u l a r  w e i g h t  o f  p o l y m e r  w a s  d e t e r m i n e d  b y  gel  

p e r m e a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( G P C )  w i t h  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( T O S O H ) .  
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A n  a n a l y s i s  c o l u m n ,  T S K  G 5 0 0 0  P W X L  + G 4 0 0 0  P W X L + G 2 5 0 0 P W X L  

( T O S O H ) ,  w a s  u s e d  w i t h  a mob i l e  p h a s e  o f  0 . 1 M  N a C l  a t  a f l o w  r a t e  

o f  1 .0  ml /min .  

E n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  p o l y m e r i z a b l e  g l u c o b i o s e  e s t e r s  

T h e  r e a c t i o n  o f  m a l t o s e  w a s  i n i t i a t e d  b y  add ing  4 0 0  mg ( 2  mg/ml)  o f  

p r o t e a s e  f r o m  S t r e p t o m y c e s  s p .  t o  2 0 0  ml D M F  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 8  

g ( 0 . 2 5  M )  m a l t o s e  and  7 9  g(2  M )  d i v i n y l  a d i p a t e  a n d  s t i r r e d  7 d a y s  

a t  3 5  " C .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  f i l t e r i n g  o f f  t h e  e n z y m e  and  

e v a p o r a t i n g  o f f  t h e  D M F .  P u r i f i c a t i o n  w a s  e f f e c t e d  b y  s i l i c a  gel 

c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  a n  e l u e n t  c o n s i s t i n g  o f  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  

( 8 : l ) .  6'-U-Vinyladipoyl-maltose l a  w a s  o b t a i n e d  a s  a t a n  o i l  in  a 

1 7 . 3  g ( 7 0  %) y i e l d .  IRv,, ,(neat)  cm- I :  1 7 3 0  ( C = O ) ,  1 6 5 0  ( v i n y l ) .  

A n a l .  Ca lcd  f o r  C20H32014 ( 4 9 6 . 4 6 ) :  C , 4 8 . 3 9 ;  H :  6 . 5 0 ;  0:  4 5 . 1 1 .  

F o u n d :  C,  4 8 . 0 9 ;  H :  6 . 5 3 ;  0 :  4 5 . 3 8 .  I3C N M R  d a t a  a r e  s h o w n  in  T a b . 2 .  

T h e  r e a c t i o n  o f  t r e h a l o s e  w a s  i n i t i a t e d  b y  add ing  1 2 5  mg ( 5  mg/ml)  o f  

t h e  p r o t e a s e  t o  25  ml D M F  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  2 . 3 6  g ( 0 . 2 5  M )  

t r e h a l o s e  a n d  5 g ( 1  M )  d i v i n y l  a d i p a t e .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  s t i r r e d  

7 d a y s  a t  3 5  " C .  T h e  r e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  b y  f i l t e r i n g  o f f  t h e  

e n z y m e  a n d  e v a p o r a t i n g  o f f  t h e  D M F .  M o n o - 6 - U - v i n y l a d i p o y l -  

t r e h a l o s e  l b  w a s  o b t a i n e d  a s  a t a n  o i l  i n  a 1 . 2 7  g ( 4 1  %) y i e l d .  

IRv, , , (nea t )  c m - I :  1 7 4 0  ( C = O ) ,  1 6 5 0  ( v i n y l ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 2 0 H 3 2 0 1 4  ( 4 9 6 . 4 6 ) :  C , 4 8 . 3 9 ;  H :  6 .50 ;  0:  4 5 . 1 1 .  F o u n d :  C ,  4 8 . 3 0 ;  H:  

6 . 3 3 :  0:  4 5 . 3 7 .  I3C N M R  d a t a  a r e  s h o w n  i n  T a b . 2 .  

P o l y m e r i z a t i o n  o f  g l u c o b i o s e  e s t e r  

T h e  p o l y m e r i z a t i o n  o f  6'-U-vinyladipoyl-maltose l a  w a s  c a r r i e d  o u t  
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a s  f o l l o w s :  i n  a 1 0  ml s e a l e d  p o l y m e r i z a t i o n  t u b e ,  a m i x t u r e  

c o n t a i n i n g  6’  - 0 - v i n  y l a d i p  o y 1 -ma1 t o s e  ( 0 . 5  g ) ,  A D  P CL ( 5  mg) and  

w a t e r  ( 0 . 5 g )  w a s  h e a t e d  a t  6 0  “ C  f o r  2 4  h .  T h e  r e s u l t i n g  p r o d u c t  w a s  

p r e c i p i t a t e d  i n  a c e t o n e .  T h e  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l  w a s  d r i e d  u n d e r  

r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  40°C t o  g ive  poly(6’-0-vinyladipoyl-maltose) 

2 a  a s  a p o w d e r  i n  0 .45  g ( 9 0 % )  y i e l d .  IRv,, ,(KBr) c m - I :  1 7 2 5  ( C = O ) .  

I3C N M R  ( D M S O - d 6 ) :  6 2 4 . 4 1 ,  3 3 . 9 5 ,  3 4 . 1 6  ( - C H 2 - ) ,  6 1 . 3 5  ( C - 6 a , P ) ,  

6 4 . 2 8  ( C - 6 ’ ) ,  7 0 . 5 3  ( C - 4 ’ ) ,  7 0 . 8 6  ( C - 5 a ) ,  7 1 . 1 4  ( C - 5 ’ ) ,  7 2 . 3 7  ( C - 2 a ) ,  

7 2 . 9 6  ( C - 2 ’ ) ,  7 3 . 5 7  ( C - 3 ’ ) ,  7 4 . 8 3  ( C - 3 a ) ,  7 4 . 9 7  ( C - 2 p ) ,  7 5 . 7 3  ( C - 5 p ) ,  

7 7 . 0 9  ( C - 3 P ) ,  8 1 . 2 8  ( C - 4 P ) ,  8 1 . 7 6  ( C - 4 a ) ,  9 2 . 6 9  ( C - l a ) ,  9 7 . 3 6  ( C -  

I @ ) ,  1 0 1 . 7 1  ( C - l ’ ) ,  1 7 2 . 8 7 ,  1 7 3 . 3 5  ( C = O ) .  M n = 2 4 , 6 0 0 ,  

M w I M n = 2 . 1 2 .  

T h e  p o l y m e r i z a t i o n  o f  mono-6-0-vinyladipoyl-trehalose 1 b w a s  

c a r r i e d  o u t  b y  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  t o  g ive  p o l y ( m o n o - 6 - 0 -  

v i n y l a d i p o y l - t r e h a l o s e )  2b. T h e  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l  w a s  o b t a i n e d  

in  a y i e ld  o f  0 . 4 6  g o f  p o w d e r  ( 9 2 % ) .  IRv,, ,(KBr) c m - ’ :  1 7 2 5  ( C = O ) .  

I3C N M R  ( D M S O - d 6 ) :  6 2 3 . 8 1 ,  2 4 . 0 8 ,  3 3 . 0 4 ,  3 3 . 4 0  ( - C H 2 - ) ,  6 0 . 6 6  

( C - 6 ) ,  6 2 . 9 4  ( C - 6 ’ ) ,  6 9 . 4 4  ( C - 5 ’ ) ,  6 9 . 9 2  ( C - 4 , 4 ’ ) ,  7 1 . 3 4  ( C - 2 ) ,  7 1 . 5 7  

( C - 2 ’ ) ,  7 2 . 2 5  ( C - 5 ) ,  72 .68  ( C - 3 , 3 ’ ) ,  9 3 . 3 1  ( C - l ’ ) ,  9 3 . 4 2  ( C - l ) ,  

1 7 1 . 8 0 ,  1 7 2 . 5 9  ( C = O ) .  M n = 2 2 , 0 0 0 ,  M w / M n = 2 . 1 9 .  

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

T a b . 1  s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  e n z y m e s ,  w h i c h  w e r e  r e p o r t e d  t o  h a v e  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e  i n  t h e  p r e v i o u s  p a p e r ,  o n  

m a l t o s e  e s t e r  s y n t h e s i s  in  D M F  o r  p y r i d i n e .  I n  p y r i d i n e ,  l i p a s e  f r o m  

A l c a l i g e n e s  s p .  a n d  p r o t e a s e  f r o m  S t r e p t o m y c e s  s p .  w e r e  f o u n d  t o  be  
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e f f e c t i v e  ( c o n v e r s i o n  r a t e  6 9 . 6  % and  58 .6  % r e s p e c t i v e l y ) .  A l t h o u g h  

A l c a l i g e n e s  l i p a s e  s h o w e d  l o w e r  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  a c t i v i t y  in  D M F  

t h a n  in  p y r i d i n e ,  o n  t h e  m a l t o s e  e s t e r  s y n t h e s i s ,  t h e  p r o t e a s e  s h o w e d  

h ighe r  a c t i v i t y  ( c o n v e r s i o n  > 9 9  %) in  D M F .  T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  S t r e p t o m y c e s  p r o t e a s e  i s  u s e f u l  f o r  s u g a r  e s t e r  

s y n t h e s i s  i n  D M F ,  w h e t h e r  m o n o - s a c c h a r i d e  o r  d i - s a c c h a r i d e .  M o s t  

s u g a r s  a re  h a r d  t o  d i s s o l v e  i n  n o n - p o l a r  o rgan ic  s o l v e n t s .  D M F  h a s  

b e t t e r  s o l u b i l i t y  a g a i n s t  s u g a r s .  H e n c e  t h e  p r o t e a s e  hav ing  h igh  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  a c t i v i t y  in  D M F  w o u l d  be  u s e f u l  f o r  e n z y m a t i c  

s y n t h e s i s  o f  suga r  e s t e r s .  

Tab.1. Effect of enzymes on the transesterification of maltose 

Enzymes Solvents Conversion (%) 
Lipase type I1 from porcine pancreas P yridine 29.6 

Lipoprotein lipase from Pseudomonas sp. P yridine 1.3 
Lipase from Alcaligenes sp. P yridine 69.6 
Lipase from Alcaligenes sp. DMF 41.0 

Alkaline protease from Streptomyces sp. P yridine 58.6 
Alkaline protease from Streptomyces sp. DMF 99.9 

The reactions were initiated by adding 100 mg/ml of lipases from Alicaligenes sp., porcine 
pancreas and Pseudomonas sp. or 5 mg/ml of alkaline protease fromstreptomyces sp. to a 
solution containing 0.25 M maltose and 1 M divinyl adipate. The suspension was stirred for 
24 hours at 35 "C. The reactions were terminated by filtering off the enzyme and the 
remaining glucobiose was detected by HPLC. 

T h e  e n z y m a t i c  t r a n s e s t e r i f i c a t i o n s  o f  m a l t o s e  and  t r e h a l o s e  w e r e  

c a r r i e d  o u t  b y  us ing  p r o t e a s e  f r o m  S t r e p t o m y c e s  s p .  i n  D M F  o n  a 

p r e p a r a t i v e  s c a l e .  O n  t h e  e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  p o l y m e r i z a b l e  

g l u c o b i o s e ,  0 . 2 5  M m a l t o s e  and  2 M d i v i n y l  a d i p a t e  w e r e  d i s s o l v e d  
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i n  D M F  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  u s e  o f  2 mg/ml p r o t e a s e  a s  

d e s c r i b e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e c t i o n .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  0 . 2 5  M 

t r e h a l o s e  a n d  2 M d i v i n y l  a d i p a t e  c o u l d  n o t  be  d i s s o l v e d  u n d e r  t h e  

r e a c t i o n  c o n d i t i o n s .  T h e r e f o r e  0 . 2 5  M t r e h a l o s e  a n d  1 M d i v i n y l  

a d i p a t e  w a s  u s e d  in  D M F  i n s t e a d .  T h e  t i m e  c o u r s e s  o f  t h e s e  r e a c t i o n s  

a r e  s h o w n  i n  F ig .1 .  I n  t h e  s y n t h e s i s  o f  m a l t o s e  e s t e r  a h igh  c o n v e r s i o n  

r a t e  o f  m o r e  t h a n  9 0  % w a s  o b s e r v e d  a n d  r e a c h e d  a p l a t e a u  i n  2 d a y s .  

I n  t h e  c a s e  o f  t r e h a l o s e ,  t h e  c o n v e r s i o n  r a t e  s h o w e d  a g r a d u a l  i n c r e a s e  

a f t e r  1 d a y  a n d  r e a c h e d  a p l a t e a u  ( 6 0  %) i n  7 d a y s .  M a l t o s e  a n d  

t r e h a l o s e  h a v e  t w o  p r i m a r y  a l c o h o l s  a n d  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h igh  

Tab. 2. I3C NMR data of mono-vinyladipate ester of maltose and trehalose 

Position Maltosea Maltose-estera (la) Position Trehaloseb Trehalose-esterb (lb) 
la 92.98 92.93 1 93.19 93.43 

96.86 
72.39 

1P 
2 a  

75.10 
74.33 

28 
3 a  

77.29 
78.08 

3P 
4 a  

77.87 
71.06 

4P 
5 a  

75.66 
61.70 

5P 
6 a  
68 61.87 

96.85 
72.30 
74.98 
74.28 
77.25 
78.93 
78.74 
71.08 
75.68 
61.79 
61.90 

1; 100.76 100.98 
2’ 72.76 72.70 
3’ 73.97 73.80 
4’ 70.45 70.63 
5’ 73.77 71.51 
6’ 61.60 64.65 

2 71.70 71.50 

3 72.99 72.89 

4 70.23 70.14 

5 72.55 72.62 

6 60.88 60.81 

1’ 
2’ 
3’ 
4’ 
5’ 
6’ 

93.31 
71.59 
72.89 
70.14 
69.71 
63.24 

a Expressed in ppm relative to 3-(trimethylsily1)propionic acid as an internal standard on D20. 
bExpressed in ppm relative to tetramethylsilane as an internal standard on DMSO-d6. 

c o n c e n t r a t i o n  o f  d i v i n y l  a d i p a t e  ( 4 - 8  t i m e s  m o l a r  a g a i n s t  s u g a r ) ,  t h e  

o n l y  ma in  p r o d u c t  o f  t h e s e  r e a c t i o n s  d e t e c t e d  b y  T L C  a n a l y s i s  ( R f  
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v a l u e  0 . 3 0 )  w a s  m o n o - e s t e r .  I t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e s e  e n z y m e s  m a y  

n o t  b e  a b l e  t o  r e c o g n i z e  m a l t o s e  m o n o - e s t e r  a n d  f u r t h e r  r e a c t i o n  m a y  

b e  d i f f i c u l t .  R i v a  e t  a l .  a l s o  r e p o r t e d  t h e  e n z y m a t i c  b u t y l a t i o n  o f  

m a l t o s e  b y  u s i n g  p r o t e a s e  f r o m  B a c c i l l u s  s u b t i l i s  i n  D M F ,  a n d  t h a t  

C - 6  h y d r o x y l  g r o u p  o f  t h e  t a i l  g l u c o s e  m o i e t y  ( > 9 5  % 6 ’ - O - m o n o  

b u t y r y l  m a l t o s e )  w a s  e s t e r i f i e d . ” )  M o n o - e s t e r  o f  m a l t o s e  w a s  

o b t a i n e d  i n  h i g h  y i e l d  o f  7 0  % ( c o n v e r s i o n  r a t e  9 9 % ) .  O n  t h e  o t h e r  

h a n d ,  t r e h a l o s e  m o n o - e s t e r  w a s  o b t a i n e d  i n  y i e l d  o f  4 1  % ( c o n v e r s i o n  

r a t e  6 0  %). C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t s  b y  13C N M R  r e v e a l e d  

t h a t  t h e  e s t e r s  w e r e  s u b s t i t u t e d  a t  C 6  p o s i t i o n  o f  t e r m i n a l  g l u c o s e  

100 

80 

20 

0 

- e  

I - .  

--c Maltose 
+ Trehalose 

I 

0 1 2 3 4 5 6 7  
Reaction time (days) 

Fig. 1: 
protease from Streptomyces sp. 

Time course of polymerizable glucobiose ester synthesis catalyzed by alkaline 

r e s i d u e  a s  s h o w n  i n  T a b . 2 .  T h u s  s i g n a l s  o f  C - 6 ’  a n d  C - 5 ’  p o s i t i o n s  f o r  

m a l t o s e  e s t e r  s h i f t e d  b y  3 .0  a n d  - 2 . 2  p p m ,  r e s p e c t i v e l y  c o m p a r e d  
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w i t h  m a l t o s e ,  b u t  n o  s h i f t  o f  o t h e r  p o s i t i o n s  f o r  t h e  e s t e r  w e r e  

o b s e r v e d .  W h i l e  s i g n a l s  o f  C - 6 ’  a n d  C - 5 ’  p o s i t i o n s  f o r  t r e h a l o s e  e s t e r  

a l s o s h i f t e d  b y  2 . 4  a n d  - 2 . 9  p p m ,  r e s p e c t i v e l y  c o m p a r e d  w i t h  

t r e h a l o s e ,  a n d  a l s o  s h o w e d  n o  s h i f t  o f  o t h e r  p o s i t i o n s  f o r  t h e  e s t e r .  

Y o s h i m o t o  e t  a l .  r e p o r t e d  t h a t  a f t e r  a c y l a t i o n  o f  6 - p o s i t i o n  o f  

g l u c o s e ,  t h e  p e a k  a t  C - 6  s h i f t e d  d o w n f i e l d  a n d  C - 5  s h i f t e d  u p f i e l d . ” )  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  i n d i c a t e d  t h a t  

p r o t e a s e  c a t a l y z e d  m o n o - e s t e r i f i c a t i o n  o n l y .  T h e s e  r e s u l t s  s h o w e d  

t h a t  a n  e s t e r  b o n d  w a s  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  p r i m a r y  a l c o h o l  m o i e t y  

( C - 6 ’ )  o f  m a l t o s e  o r  t r e h a l o s e  a n d  t h e  c a r b o x y l  r e s i d u e  o f  

v i n y l a d i p a t e ,  a n d  t h a t  n o  e s t e r i f i c a t i o n  o f  t h e  o t h e r  p r i m a r y  a l c o h o l  

( C - 6 )  a n d  t h e  s e c o n d a r y  a l c o h o l s  w e r e  p r o d u c e d .  

T h e s e  p o l y m e r i z a b l e  g l u c o b i o s e  e s t e r s  w e r e  p o l y m e r i z e d  i n  w a t e r  

w i t h  a z o - i n i t i a t o r  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p o l y m e r  w a s  o b t a i n e d .  

A v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  p o l y m e r s  h a v i n g  m a l t o s e  a n d  

t r e h a l o s e  b r a n c h  w e r e  2 4 , 6 0 0  a n d  2 2 , 0 0 0 ,  r e s p e c t i v e l y ,  m e a s u r e d  b y  

G P C .  I R  s p e c t r o s c o p y  r e v e a l e d  t h a t  v i n y l  g r o u p  a b s o r p t i o n  

d i s a p p e a r e d ,  a n d  13C N M R  d a t a  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  s t r u c t u r e  ( s e e  

E x p e r i m e n t a l  s e c t i o n ) .  T h e  h y b r i d  m a t e r i a l s  b y  u s e  o f  n o t  o n l y  

m o n o - s a c c h a r i d e  b u t  a l s o  d i - s a c c h a r i d e  a r e  e x p e c t e d  t o  f i n d  a n  

i n t e r e s t i n g  a p p l i c a t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  s u g a r  b a s e d  s u r f a c t a n t s  b y  t h e  

u s e  o f  d i s a c c h a r i d e  h a v e  b e e n  a c t i v e l y  i n v e s t i g a t e d ,  a n d  t h e s e  

s u r f a c t a n t s  a r e  b i 0 d e g r a d a b 1 e . I ~ )  F u r t h e r m o r e ,  t r e h a l o s e  i s  a n o n -  

r e d u c i n g  g l u c o b i o s e  a n d  i t  h a s  r e c e n t l y  b e c o m e  p o s s i b l e  t o  p r o d u c e  

t r e h a l o s e  e f f e c t i v e l y  f r o m  s t a r c h  o n  a n  i n d u s t r i a l  ~ c a 1 e . l ~ )  T r e h a l o s e  

i s  k n o w n  t o  h a v e  a g r e a t e r  a m o u n t  o f  u n f r o z e n  w a t e r  t h a n  m a 1 t 0 s e . l ~ )  

I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  w e  s y n t h e s i z e d  p o l y m e r i z a b l e  g l u c o b i o s e  e s t e r s  
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c a t a l y z e d  b y  p r o t e a s e ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  p o l y m e r i z e d  i t  t o  g i v e  

p o l y m e r  c o n t a i n i n g  g l u c o b i o s e .  T h e s e  s u g a r  b r a n c h e d  p o l y m e r s  a r e  

e x p e c t e d  t o  h a v e  i n t e r e s t i n g  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  b i o d e g r a d a b i l i t y  a n d  

s o  o n .  

A c k n o w l e d g m e n t s  

A p a r t  o f  t h i s  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  a n d  s u p p o r t e d  b y  t h e  N e w  E n e r g y  

a n d  I n d u s t r i a l  T e c h n o l o g y  D e v e l o p m e n t  O r g a n i z a t i o n  ( N E D O )  i n  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  B i o d e g r a d a b l e  P l a s t i c s .  
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