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Keksintd koskee menetelmi4 hapetetun tarkkelyksen valmistamiseksi. Menetelmiss4

tarkkelyspitoinen lzhtSaine saatetaan kosketuksiin okso-ammonium-ionia tuottavan reak-

tantin, etenkin 2,2,6,6-tetrametyylipiperidin-1oksyyliin kanssa hapetusaineen lisngollessa.

Keksinndn mukaan hapetusaineena kdytet%in oksidatiivista entsyymis, kuten lakkaasia.

aineista.

Uppfinningen avser ett forfarande for framstillning av oxiderad stirkelse. Forfarandet

innefattar omsittning av ett stirkelsehaltigt utgdngsmaterial med en reaktant som alstrar

en oxo-ammonium-jon, i synnerhet 2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-oxyl, i nirvaro av ett

oxidationsmedel. Enligt uppfinningen anvinds sAsom oxidationsmedel ett oxidativt enzym,

sisom lackas. Genom anvindningen av lackas sdsom oxidationsmedel ernds en synnerligen

selektiv oxidation samtidigt som det dr majligt att undvika halidhaltiga &mnen vilka anses

vara problematiska for miljon.
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Menetelmii hapetetun tirkkelyksen valmistamiseksi

Esilld oleva keksintd koskee patenttivaatimuksen 1 johdannon mukaista menetelméii

hapetetun tarkkelyksen valmistamiseksi.

Tallaisen menetelmin mukaan tirkkelyspitoinen substraatti saatetaan kosketuksiin okso-
ammonium-ionia tuottavan reagenssin kanssa hapetusaineen ldsn#ollessa. Reaktio suorite-

taan sopivimmin nesteméisessé valiaineessa ja reaktiotuote erotetaan viliaineesta reaktion

jilkeen, pestddn ja kuivatetaan.

Tirkkelys on luonnonpolymeeri, jonka johdannaisia kéytetésn paperi- ja kartonkiteollisuu-
dessa tdyteaineina, liimaukseen ja pasllystykseen. Hapetettuja tarkkelys; ohdannaisia kuten
my®§s tirkkelyseettereitd ja kationoituja tirkkelyksia kéytetdsn pinta-liimaukseen paperin
lujuuden ja painatusominaisuuksien parantamiseen seka paillystyksen sideaineina sito-

maan pigmenttihiukkaset toisiinsa ja pohj apaperiin.

Tarkkelys hapetetaan teollisesti piiasiallisesti epdorgaanisten hapettimien, kuten natrium-
hypokloriitin avulla, jolloin tﬁrkkelysdispersion viskositeetti alenee sopivalle tasolle ja osa
tarkkelyksen hydroksyyliryhmistd hapettuu karbonyyli- ja karboksyyli-ryhmiksi. Primé&ri-
sistd hydroksyyliryhmisté saada?.n;hapettamalla uronihapporyhmis. Karboksyyliryhmét
lisasvit dispersion viskositeetti_étabiilisuutta. Hypokloriittihapetukselle on esitetty vaih-
toehtoisina menetelmind vetyperoksidin, bromin, perjodaatin, otsonin ja hapen kaytt64,

joista vetyperoksidihapetus on lupaavin vaihtoehto (1 - 2).

Perinteisiin hapetusmenetelmiin liittyy se ongelma, ettei hapetus ole tarpeeksi spesifinen
primérisille OH-ryhmille. Kemiallisissa hapetuksissa primazristen OH-ryhmien liséksi
hapettuvat aina my%s sekundriset OH-ryhmiit jossain marin. Sekundaéristen OH-ryhmi-
en hapettuminen johtaa polyﬁ;éﬂriétijﬂn katkeamiseen, depolymeroitumiseen. Tdmédn
vuoksi tirkkelyksen ja muiden luonnon polysakkaridien hapetukseen on jo kauan etsitty spesi-

fisempid menetelmid.
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Erittiin selektiivinen TEMPO-johdannainen edustaa kiinnostavaa hapetusvaihtoehtoa.
TEMPO-radikaali voidaan kirjallisuuden mukaan hapettaa hypohaliittien, kuten hypokloriitin ja
-bromiitin avulla. Hapetettu TEMPO hapettaa puolestaan erilaisia priméérisid alkoholiryhmi#
karboksyyleiksi.

TEMPO-radikaalin (2,2,6,6-tetrametyyli-piperidiini-1-oksyyli) on todettu hapettavan erittiin
selektiivisesti hiilihydraattipolymeerien priméérisia OH-ryhmi4. Varsinaisena hapettimena
toimii oksoammonium-ioni (nitrosonium-ioni), joka saadaan hapettamalla TEMPO:a ensin
hypohaliittien, kuten hypokloriitin tai -bromiitin avulla. Oksoammonium-ioni hapettaa hiilihyd-
raattien primaérisid OH-ryhmié karbonyyleiksi, jotka voidaan edelleen hapettaa karboksyyleik-

si.

TEMPO:a ja sen johdannaisia on kéytetty aikaisemmin hapetettaessa alkoholien ja diolien
priméirisid hydroksyyliryhmid aldehydeiksi seké karboksyyleiksi samoin kuin hapetettaes-
sa alifaattisia ja aromaattisia aldehydeja karboksyyleiksi. Téll6in mukana on ollut lisékata-
lyyttejd ja reaktio on tapahtunut alkaalisessa kaksifaasisysteemissé (3-5). TEMPO:a on
kdytetty my®&s erilaisten polysakkaridien, kuten tirkkelyksen hapettamiseen vesifaasissa (6-
9). T4ll6in priméd4rihapettimina on ollut edelld mainittu hypokloriitti ja katalyyttinen mé#réd

natriumbromidia, joiden reagoidessa muodostuu vahvempi hapetin hypobromiitti.

Menetelmiin on todettu olevan erittdin selektiivinen ja tehokas. Vilituotteena syntyy hydra-

toituneita aldehydeja vesiliuoksessa; aldehydit hapettuvat edelleen karboksyyleiksi (7-9).

Tunnetun tekniikan epdkohtana on, ettd hypokloriitti on paitsi kallis my&s ympiristolle

haitallinen. Tdm4 aiheuttaa ongelmia teollisuusmittakaavassa toimittaessa.

Esilld olevan keksinnén tarkoituksena on poistaa tunnettuun tekniikkaan liittyvét epakoh-
dat ja saada aikaan aivan uudenlainen menetelmi térkkelyksen selektiiviseksi hapettami-
seksi. Etenkin keksinnén tarkoituksena on saada aikaan uudenlainen ratkaisu tarkkelyspi-
toisen ldhtdaineen hapettamiseksi oksoammonium-ionia tuottavan reaktantin kanssa, kuten

TEMPO:n avulla, jolloin reaktantin regeneroivana hapettimena kiyteté4n haliditonta

hapetinta.



10

15

20

25

30

105690

3

Keksintd perustuu siihen ajatukseen, ettd TEMPO hapetetaan hapettavan entsyymin avulla.

Sopivia hapettavia entsyymejé ovartﬂfenoloksidaasit, etenkin lakkaasi ja peroksidaasit.

Tasmallisemmin sanottuna keksinnén mukaiselle ratkaisulle on pédasiallisesti tun-

nusomaista se, miké on esitetty patenttivaatimuksen 1 tunnusmerkkiosassa.

Esilli olevalla keksinndll4 saavutetaan huomattavia etuja. Niinpé ratkaisulla saadaan
aikaan varsin selektiivinen hapetus, jolloin hapetettuun tirkkelykseen saadaan syntyméain
sopivassa suhteessa sekd karboksyyli- ettd karbonyyliryhmia. Kéyttimalla fenoloksidaasia
regeneroivana hapettimena péistééin edelleen eroon ympériston kannalta ongelmalliseksi
katsotuista halidi-pitoisista aineista. Lopullisena elektroniakseptorina toimii happi, jolloin
samalla viltetdan hankalien sivutuotteiden muodostuminen reaktiojdrjestelméazn, mikéd
helpottaa tuotteen erotusta ja puhdistusta. Niin ikd4n kiytettessd hapettavaa entsyymid,
kuten fenoloksidaasia, regeneroivana hapettimena voidaan kiyttd4 mietoja reaktio-olosuh-

teita, kuten neutraalia tai lahes neutraalia pH:ta ja alhaista ldmpétilaa.

Keksintd4 ryhdytisn seuraavassa ldhemmin tarkastelemaan yksityiskohtaisen selityksen ja
muutaman sovellutusesimerkin aifulla. Selityksessd on viitattu oheiseen piirustukseen,
jossa on kaaviomaisesti esitetty TEMPO:n reaktiot hapetusjarjestelmissd. Kuviossa 1A on
esitetty TEMPO:n hapettuminen kemiallisten hapettimien vaikutuksesta ja kuviossa 1B on
annettu vastaava esitys keksinnon mukaisesta ratkaisusta, jossa hapetus saadaan aikaan

entsyymilld.

Kuten kuviosta 1A ja 1B kdy ilmi, stabiili nitroksyyliradikaali (kohta 1) hapettuu okso-

ammoniumioniksi (kohta 2), joka hapettaa alkoholiryhmén (RCH,OH) esim. aldehydiksi

(RCHO), jolloin oksoammoniumioni samalla pelkistyy hydroksyyliamiiniksi (kohta 3).

Regeneroituvana hapetusaineena kiytetddn kuvion 1A mukaisesti hypokloriittia ja kuvios-
sa 1B happea. Ensimmaéisess4 tapauksessa reaktioon tuodaan myds katalyyttinen m4&réd

bromidia, joka hapettuu hypobromiitiksi, joka on voimakkaampi hapetin kuin hypokloriitti.



10

15

20

25

30

105690

4

Peroksidaaseja kiytettdessd hapen tilalla voidaan kiyttdd vetyperoksidia elektroniaksepto-

rina.

Kuten edelld mainittiin, keksinndssi kiytetddn hapettavia (oksidatiivisia) entsyymejd.
Edullisia ovat fenolisten ryhmien hapettumista katalysoivat hapettavat entsyymit. Nama
entsyymit ovat oksidoreduktaaseja, kuten oksidaasit ja peroksidaasit. “Oksidaasit” ovat
entsyymejd, jotka katalysoivat hapetusreaktiota kdyttdmélld molekulaarista happea subst-
raattinaan, kun taas “peroksidaasit” ovat entsyymejé, jotka katalysoivat hapetusreaktioita
kayttimalld vetyperoksidia substraattinaan. Fenoloksidaasit (EC 1.10.3.2 bentseenidioli:-
happi oksidoreduktaasi) katalysoivat o- ja p-substituoitujen fenolisten hydroksyyliryhmien
ja amino/amiiniryhmien hapettumista monomeerisissa ja polymeerisissd aromaattisissa

yhdisteissé.

Spesifisina esimerkkeini oksidaaseista voidaan mainita: lakkaasit (EC 1.10.3.2), kateko-
lioksidaasit (EC 1.10.3.1), tyrosinaasit (EC 1.14.18.1) ja bilirubiinioksidaasit (EC 1.3.3.5).
Erityisen edullisesti keksinnéssa kiytetddn fenoloksidaaseja, etenkin lakkaaseja. Lak-
kaaseja voidaan tuottaa valkolahottajasienilld, etenkin Trametes (aikaisemmin Coriolus-)
versicolor tai hirsuta tai villosa -kannoilla. Muita tunnettuja lakkaasia tuottavia mikro-
organismeja ovat seuraavien sienien eri kannat: Agaricus, Armillaria, Aspergillus,

Botrytis, Fusarium, Lentinus, Monocillium, Neurospora, Phlebia, Polyporus, Podospora,

Pycnoporus ja Schizophyllum.

Keksinto ei kuitenkaan rajoitu ndihin entsyymien ldhteisiin eikd johonkin tiettyyn eris-

tysmenetelméin, vaan entsyymit voidaan saada muillakin keinoin.

Niinpi on mahdollista tuottaa oksidatiiviset entsyymit mikro-organismeilla, jotka on
mutatoitu ja geneettisesti rakennettu tuottamaan haluttua entsyymia, tai niitd tuotetaan

muilla isintikannoilla, joihin entsyymid koodaavat geenit on siirretty.

Hapetettava tirkkelys voi olla mikd tahansa luonnon tirkkelys, jonka amyloosi/amylo-
pektiini-suhde voi olla 1:0...0:1. Esimerkkeind tyypillisistd tirkkelysldhteisti mainitta-
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koon mukula- ja viljakasvit, kuten peruna, vehni, ohra, kaura, herne, maissi, riisi, sago

ja tapioka.

Lakkaasin masri tiarkkelyksen hapetuksessa voi olla noin 1...1000 nkat/g térkkelysta.
Tarkkelyksen pitoisuus voi vaihdella laajalla vilill4, se voi esim. olla 5...35 % (v/w).
Hapetus tehdéiin nestefaasissa, koska TEMPO on veteen liukeneva sopivimmin vedessd,
limpétila-alueella 10...70 °C, ‘mieluimmin 20...40 °C sekd pH-alueella 4...9. TEMPO:n

mérd on 0,01 - 50 paino-%, edullisesti noin 0,1 - 20 paino-%, tarkkelyksen méarasti.

Kaytinndssi reaktio suoritetaan siten, ettd valittu méérd TEMPOa (stabiilin nitroksyyli-
radikaalin muodossa) liuotetaan veteen, johon suspendoidaan tirkkelystd. Suspension
kuiva-ainepitoisuudeksi asetetaan yleensi noin 0,1 - 20 paino-%. Veteen voidaan lisétéd
puskuria reaktioviliaineen pH:n asettamiseksi haluttuun, lakkaasikésittelyn kannalta sopi-
vaan arvoon (yli 4). Lakkaasin lisayksen jilkeen reaktioseokseen tuodaan happea joko
kaasuna tai ilmana samalla, kun seosta sekoitetaan. Hapentuonti kesté4 hapetettavan ainek-
sen masrin mukaan yleensa noin 10 min - 24 tuntia. Reaktion jilkeen hapetettu tarkkelys

erotetaan suodattamalla nesteestd, pestddn ja kuivatetaan.
Peroksidaaseja kiytettiessa TEMPO hapetetaan vetyperoksidilla, kuten edelld todettiin.

Keksinnon mukaisen hapetuksen seurauksena saadaan tirkkelys, jonka primadrisistd OH-
ryhmisti osa on muuttunut karbonyyli- ja karboksyyliryhmiksi. Tyypillisesti esilld olevan
menetelmin mukaan hapetetussa tirkkelyksessd karbonyyli/karboksyyliryhmien suhde on
1...5. Tarkkelyksen moolimassa alenee mahdollisesti hapetuksen seurauksena, mutta on

yleensi viela yli 300.000 g/mol, esim. ainakin 400.000 g/mol.

Hapetettua térkkelystd voidaan sellaisenaan kayttdd mm. paperinvalmistuksen lisdaineena,
paperikoneen maréssi padssi tai paillystysaineena. Koska karbonyyliryhmien ansiosta
tarkkelyksestd saadaan reaktiivinen (karbonyyliryhmien ansiosta), tuotetta voidaan my®s

jatkohapettaa, ja karbonyyliryhmii voidaan edelleen modifioida.

Seuraavat ei-rajoittavat esimerkit valaisevat keksint6a.
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Esimerkki 1 (vertailuesimerkki)

Kemiallinen hapetus
TEMPO:n katalysoima hapetus tehtiin seuraavasti:

TEMPO 0.3 g liuotettiin 3000 ml vettd, suspendoitiin liuokseen 30 g tirkkelysti, liséttiin
12 g NaBr. Reaktioseosta termostoitiin 0 °C:seen. Valmistettiin toinen liuos , jossa oli 345
ml 8 %:sta hypokloriittia; pH séddettiin 3 M suolahapolla arvoon 10,8 ja liuos termostoi-
tiin 0 °C:seen. Liuos lisittiin kerralla tarkkelystd sisdltdviddn liuokseen ja inkuboitiin 2 h.
Inkuboinnin aikana tarkistettiin liuoksen pH ja sdédettiin tarpeen mukaan takaisin arvoon
10 -11 kayttamailld 0.5 M NaOH:a . Reaktio pyséytettiin lisdimalld 60 ml 96 %:sta etanolia
ja sddtdmailla timén jédlkeen suspension pH 7:ksi. Térkkelys erotettiin ja pestiin 1000 ml

vettd ja kuivattiin huoneenlammassa.

Esimerkki 2
Tirkkelyksen lakkaasi-TEMPO-hapetus

Natiivia perunatérkkelystd hapetettiin kdyttimalla TEMPO:a vilittdjdaineena ja lakkaasi-

entsyymid hapettajana.

Entsyymi : Trametes hirsuta D 443 -sieni lakkaasi, kasvuliuoskonsentraatti. Aktiivisuus

méiritettiin kdyttimalla ABTS-substraattia (10).

35 g natiivista perunatirkkelyksesti tehtiin 5 %:n suspensio 0,1 M NaAc puskuriin, jonka
pH-arvo oli 5,0. TEMPO (3,5 g) liuotettiiin puskuriin, liséttiin tirkkelys ja suspendoitiin
tdima nestefaasiin, minki jalkeen liséttiin lakkaasi (annos 200 nkat/g térkkelystd). Reaktiota
hapetettiin happivirtauksella 3 h huoneenlimmdss ja sekoitettiin samanaikaisesti mag-
neettisekoittajalla. Tarkkelys poistettiin suodattamalla ja pestiin 1000 ml vettid. Pesun

jélkeen tirkkelys kuivattiin huoneenldimméossa.
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Esimerkki 3

Hapetettujen tirkkelysten ominaisuudet

Karboksyyli- ja karbonyyliryhmi4 muodostui térkkelykseen sekd kemiallisella hapetuksella
etti lakkaasi-TEMPO-hapetuksella (mritys ref. 11:n mukaan). Tulokset on ilmoitettu alla

esitettavassi taulukossa:
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Taulukko. Hapetettujen tirkkelysten ominaisuudet

A S A T

Tarkkelys " "COOH/100 glukoosi CHO/100 glukoosi
______ -yksikkod -yksikkod

“natiivi perunatarkkelys  047-0,52 0

‘kemiallinen TEMPO hapetus ~ 1,07-10,3 2.86-11,0

“Lakkaasi-TEMPO hapetus 1,02 2,99

Hapetetun (sek kemiallisesti ettd lakkaasi-TEMPOlla hapetetun) tirkkelyksen molekyyli-

painot olivat hieman alhaisemmat kuin natiivin perunatirkkelyksen.

Hapetettujen tirkkelysten geeliytymisominaisuudet mitattiin Bohlin VOR reometrilla
(oskillointimenetelma). Niytteitd jadhdytettiin 90 °C:sta 20 °C:seen nopeudella 1 °C/min.
Mittaukset tehtiin 15 % tirkkelysliuoksista. Lakkaasi-TEMPO ja kaupallinen hapetettu

tarkkelys (hypokloriitti-hapetettu) eivét geeliytyneet mittausolosuhteissa.

Esimerkki 4

Tirkkelysti hapetettiin eri lakkaasi- ja TEMPO-annoksilla. Hapetettujen tirkkelysten
ominaisuudet (molekyylipainojakauma, geelitymisominaisuudet ja rakenne) mitattiin
esimerkin 3 mukaisesti. Havaittiin, ettd vaihtelemalla TEMPO- ja lakkaasiannosta, voidaan
tarkkelyksen modifiointiastetta muuttaa ja siten myds geeliytymis- ja molekyylipaino-

ominaisuudet muuttuvat.
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1. Menetelmé hapetetun térkkelyksen valmistamiseksi, jonka menetelmén mukaan

tirkkelyspitoinen lahtdaine saatetaan kosketuksiin okso-ammonium-ionia tuottavan

reaktantin kanssa tit4 reaktanttia hapettavan hapetusaineen lasnédollessa, tunnettu

siitd, ettd hapetusaineena kdytetd4n oksidatiivista entsyymié.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd oksidatiivisena

entsyymind kiytetdin fenoloksidaasia.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi, tunne ttu siitd, ettd reaktio

suoritetaan nestemaisessi viliaineessa ja reaktiotuote erotetaan viliaineesta reaktion

jilkeen ja saatetaan jatkokdsittelyyn sen puhdistamiseksi.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

oksoammonium-ionia tuottavana reaktanttina kdytetadn 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiini-1-

oksyylid (TEMPO:a) ja tdmén kanssa reagoivana hapettimena lakkaasia.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelméd, tunnettu siitd, ettd

fenoloksidaasina kiytetdan Trametes-, Agaricus-, Armillaria-, Aspergillus-, Botrytis-,

Fusarium-, Lentinus-, Monocillium-, Neurospora-, Phlebia-, Polyporus-, Podospora-,

Pycnoporus- tai Schizophyllum-suvun lakkaasia.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelméd, tunnettu siitd, ettd

oksoammonium-ionia tuottavana reaktanttina kiytetdin 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiini-1-

oksyylid (TEMPO:a) ja timédn kanssa reagoivan regeneroivana hapettimena peroksidaasia.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

tirkkelystd hapetetaan aldehydi- ja karboksyyliryhmien muodostamiseksi erityisesti

primdériseen OH-ryhméin.

8. Tarkkelyksen modifiointi entsymaattisesti hapetetulla TEMPO:lla.
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9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen modifiointi, tunnettu siitd, ettdi TEMPO on

hapetettu lakkaasin avulla.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen modifiointi, tunnettu siitd, ettd TEMPO on

hapetettu peroksidaasin avulla.

11. Sellaisten modifioitujen tirkkelysten kéyttd paperinvalmistuksen lisdaineena,

paperikoneen méaréssi pidssd tai péillystysaineena, jotka on kisitelty entsymaattisesti
hapetetulla TEMPO:lla.
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Patentkrav:

1. Forfarande for framstéillning av oxiderad stérkelse, enligt vilket forfarande ett stirkelse-
haltigt utgngsmaterial bringas i kontakt med en reaktant som producerar en oxoammo-
nium-jon i nérvaro av ett oxidationsmedel som oxiderar sagda reaktant, kinneteck -

nat avatt sdsom oxidationsmedel anvénds ett oxidativt enzym.

2. Forfarande enligtkrav 1, kdnnetecknat av att sdsom oxidativt enzym anvinds

fenoloxidas.

3. Forfarande enligt krav 1 eller2, kdnnetecknat av att reaktionen utfors i ett

vitskeformigt medium och reaktionsprodukten avskiljs frdn mediet efter reaktionen och

utsitts ddrefter for fortsatt behandling for rening dérav.

4. Forfarande enligt nigot av foregdende krav 1 -3, kdnnetecknat av att sisom
den reaktant som producerar en oxoammonium-jon anvénds 2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1-

oxyl (TEMPO) och sésom det oxidationsmedel som reagerar med denna anvénds lackas.

5. Forfarande enligt nigot av kraven 1 -4, kdnnetecknat av att sisom
fenoloxidas anvidnds lackas av sliktet Trametes, Agaricus, Armillaria, Aspergillus,

Botrytis, Fusarium, Lentinus, Monocillium, Neurospora, Phlebia, Polyporus, Podospora,

Pycnoporus eller Schizophyllum.

6. Forfarande enligt krav 1 -3, kdnnetecknat av att sisom den reaktant som
producerar en oxoammonium-jon anvands 2,2,6,6-tetrametylpiperidin- |-oxy! (| EMPO)

och sdsom det oxidationsmedel som reagerar med denna anvinds en peroxidas.
7. Forfarande enligt ndgot av kraven 1 -6, kdnnetecknat av att stirkelsen
oxideras for bildning av aldehyd- och karboxylgrupper i synnerhet i den priméira OH-

gruppen.

8. Modifiering av stérkelse med enzymatiskt oxiderad TEMPO.
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9. Modifiering enligt krav 8, kdnnetecknadavatt TEMPO é&r oxiderad med lackas.

10. Modifiering enligtkrav 8, kédnnetecknad avatt TEMPO &r oxiderad med
peroxidas.

11. Anvindningen av stirkelse som #r behandlad med enzymatiskt modifierad TEMPO

sdsom tillsatsmedel vid pappersframstillning, i vatpartiet av en pappersmaskin eller sdsom
bestrykningsédmne.
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