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ELJARAS PRIMER ALKOHOLOK ES UJ KARBOHIDRAT-ALDEHIDEK
SZELEKTIV OXIDALASARA

Kivonat

A talalmany aldehidek és/vagy karbonsavak eldallitasara vonat-
kozik, amelynek soran egy primer alkoholt, mégpedig szénhidratot
katalitikus mennyiségi nitrozénium-vegyulet alkalmazasaval oxidal-
nak, utobbit nitroxil-szarmazékok oxidalasara alkalmas enzim jelen-
létében allitjak el6. A talalmany szerinti eljarassal molekulanként
legalabb egy gylris monoszacharid lancot tartalmazo csoportot tar-
talmaz6 oxidaz-szénhidratokat allitanak el6, amelyek 25 mono-

szacharid egységre szamitva egy karbaldehid egységet hordoznak.
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ELJARAS PRIMER ALKOHOLOK ES UJ KARBOHIDRAT-ALDEHIDEK
SZELEKTIV OXIDALASARA

A talalmany nitrozéniumionoknak (oxoammoéniumionoknak)
nitroxil-gyokok, kulondsen 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil (TEMPO)
oxidaciojaval torténd eldallitasara vonatkozik. A nitrozoniumionok
katalitikus oxidalészerként hasznalhatok primer alkoholok aldehidek-
ké torténd szelektiv oxidalasaban.

A TEMPO kémiai uton torténd visszaoxidalasara vonatkozo elja-
ras De Nooy osszefoglalé munkajabél [Synthesis 1153-1174 (1996)]
és a WO 95/07303 szamu nemzetké6zi szabadalmi leirasbol ismert.

Taldlmanyunk kidolgozasa soran arra a felismerésre jutottunk,
hogy az alkohol-funkciéscsoportok, kilonésen a primer alkohol-funk-
ciéoscsoportok oxidalasa elvégezhetd kloralapi oxidaloszerek nélkiil,
oxidaldészerként alapvetéen hidrogén-peroxid vagy oxigén alkalmaza-
saval. A talalmanyunk szerinti oxidaciés eljarast enzimek és/vagy
femkomplexek alkalmazasaval végezzik. Amikor az oxidaciot primer
alkoholokon végezziik, ennek eredményképpen meglepé médon alde-
hidek képzédnek, a megfeleld korilmények alkalmazasaval kivant
esetben lényegében karboxilcsoportokka torténé tovabboxidalodas
nélkul. Az aldehidek (hemi)acetal és rokon szerkezetii vegyiiletek
formajaban lehetnek jelen. A taldlmanyunk szerinti oxidalasi eljaras
szekunder alkoholok, kilondsen szénhidratok ketoszarmazékka tor-
téné oxidalasara is alkalmas. A talalmanyunk szerinti eljarast a mel-
lékelt igénypontok jellemzd részében hatarozzuk meg.

Az el6z6leg nem publikalt WO 99/23117 és WO 99/23240 szamd
nemzetkozi szabadalmi leirasokban rendre celluléz és keményité
oxidaciojat ismertették, ahol oxidalé enzimként lakkazt alkalmaztak

oxigén és TEMPO kozvetitésével. A celluloz lakkazzal/TEMPO-val
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végzett oxidaciojanak eredményeképpen kevés és meghatérozatian
mennyiségl karboxil- és ka‘rbonilcsoport képzbdott, ezzel szemben a
keményité lakkazzal/TEMPO-val végzett oxidaciojaban 100 glikoz
egységre szémitvé 1 karboxilcsoport és 3 aldehidcsoport képzddott,
azonban az aldehidtartalom meghatarozasara alkalmazott eljarast
nem ismertették.

Az alabbi ismertetésben a TEMPO-ra csak az egyszeriiség ked-
véért hivatkozunk, azonban a TEMPO természetesen mas megfelelé
nitroxilokkal, példaul o-hidrogénatomot nem tartalmazé szerves
nitroxil-szarmazékokkal is helyettesithetd, mint a 2,2,5,5-tetrametil-
pirrolidin-N-oxil (PROXYL), 4-hidroxi-TEMPO, 4-acetamido-TEMPO
és ezek szarmazékai, amelyeket a WO 95/07303 szamu nemzetkézi
szabadalmi leirdsban ismertettek. Ezek a di-terc-alkil-nitroxil-szar-
mazékok kulonosen alkalmasak primer alkoholok aldehid-funkcio6s-
csoportta torténd szelektiv oxidalasara, kiléonosen olyan szekunder
alkohol-funkciéscsoportok jelenlétében, amelyeket nem kell oxidalni.
A sztérikusan kevésbé gatolt nitroxilok, példaul a 4,4-dimetiloxazo-
lidin-N-oxil (DOXYL), elényosen szekunder alkoholok keto-funkcios-
csoportta torténd oxidalasara alkalmasak, példaul keto-celluléz vagy
keto-keményitd elballitasa céljabol. Az aktiv oxidalé species a
nitrozoniumion (oxoammoéniumion >N*=0), amely a megfelel6
hidroxilamin és nitroxil-gy6k in situ oxidaci6jaban képzdédik. Kivant
esetben a reakciot két Iépésben végezziik, ahol az elsé lépés a
nitrozoniumion eldallitasa és a masodik az alkohol-funkcidoscsoport
oxidalasa.

A nitroxil katalitikus mennyisége a primer alkoholra szamitva
elénydsen 0,1 tdmeg% és 25 tomeg% kozotti és a primer alkoholra
szamitva 0,1 mol% és 25 mol% ko6zotti. A nitroxilvegyilet

inmobilizalhato is, példaul a 4-hidroxi-TEMPO hidroxilcsoportjanak
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egy megfelelé6 hordozohoz torténd kapcsolasaval vagy nitroxil-
-polimer formaban, mint a kovetkezé:

-[(CH3)2C-NO.-C(CHz3)2-A-]a-, ahol

A jelentése alkiléncsoport és/vagy heteroatom és

n értéke példaul 10 és néhany 100 kozotti szam.

A talalmanyunk szerinti eljaras primer alkoholok megfelelé al-
dehidekké torténd oxidalasara alkalmazhat6. Kivant esetben a primer
termék a megfelelé karbonsavva tovabboxidalhaté ismert oxidalésze-
rek, példaul hipoklorit, klorit, hidrogén-peroxid alkalmazasaval vagy
TEMPO altal kozvetitett oxidaciéo alkalmazasaval erélyesebb koriil-
mények ko6zo6tt, példaul magasabb hémérsékleten, példaul 40 °C és
80 °C kozotti hémérsékleten vagy a reakciokorilmények hosszabb
idon at torténé fenntartasaval. Egyik valtozat szerint az alde-
hid/karbonsav arany viszonylag kis pH érték (példaul pH 3-7) alkal-
mazasaval, az oxidalészer szabalyozott adagolasaval, az oxigén
koncentraciéo csokkentésével vagy eldészér a nitrozoniumion oldata-
nak elballitasaval (kétlépéses eljaras) novelhetd.

A talalmanyunk szerinti eljaras kiilénosen elényésen alkalmaz-
haté a primer alkoholos csoportok mellett szekunder alkoholos cso-
portokat tartalmazé alkoholok primer hidroxilcsoportjanak szelektiv
oxidalasra, ilyen vegyiletek példaul az 1.6-oktandiol, 1,9-oktadekan-
diol, szteroid hormonok, cukoralkoholok, glikozidok (izesité prekur-
zorok) és kulonosen primer alkoholos funkciocsoportot tartalmazo
szenhidratok. A szénhidratok lehetnek monoszacharidok, mint a glii-
kéz, fruktéz, diszacharidok, mint a szacharéz, maltéz, laktoz,
oligoszacharidok vagy poliszacharidok. Az oligo- és poliszacharidok
barmilyen tipusuak lehetnek, példaul glikanok, mint a keményité,
keményité komponensek (példdul amiléz, amilopektin, dextrinek),

pullulan (a-1,4-a-1,4-a-1,6-glukan), celluléz (kilonésen nem fa ere-
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detd), kitin, lichenin és hasonlok; furanofruktanok, mint az inulin és
levan; galaktanok, arabinogalaktanok, furanoidpentozanok (xilanok),
(galakto)mannanok (guar, szentjanoskenyér gumi), bakterialis
exopoliszacharidok (EPS) és hasonlok, tovabba ezen szénhidratok
szarmazékai, mint hidrolizatumok. Ezek az oligo- és poliszacharidok
példaul heteroszacharidok lehetnek, amelyek kilonb6zé szerkezeti
egységeket tartalmaznak, még akkor is ha ezek a kilonb6zé egysé-
gek dnmaguk nem tartalmaznak primer hidroxilcsoportokat, mint az
uronsav egységek, példaul a xantanban és az algabél szarmazé
szénhidratokban. A talalmanyunk szerinti eljarassal oxidalhato szén-
hidratok példaul a glikozidok és mas védett szénhidratok. Ezekre
vonatkoz6 példaként megemlithetbk még a glikonsavak, mint a lak-
tobionsav delta-lakton, amely glicerinsavva és hasonlokka oxidalha-
to.

A talalmanyunk szerinti oxidacioban alkalmazhato vegyiletek
kalon csoportjat képezzik a hidroxialkilezett szénhidratok, ilyenek a
hidroxipropil-cellul6z, a hidroxietil-keményité vagy hidroxietilinulin,
amely a formilalkil-szénhidratok eléallitdsanak egyik eljarasvaltoza-
taban képzdédik. Egyéb megfeleld szénhidrat-szarmazékok, amelyek-
ben a (6-)hidrometilcsoportok legalabb egy része ép, példaul a (2- és
3-)karboximetil-szénhidratok.

A primer hidroxilcsoportokat tartalmazé szénhidratok oxidacio-
javal a megfelel6, aldehideket és kivant esetben karbonsavakat tar-
talmazo6 szénhidratok képzédnek, amelyek gylriirendszere ép. Ezek-
re pelda az o-1,4-glikan-6-aldehidek, a R-1,4-gliikan-6-aldehidek, a
R-2,1-fruktan-6-aldehidek és a R-2,6-fruktan-1-aldehidek. Ezek a
termékek olyan funkciéscsoportokat tartalmazo szénhidratok jol al-
kalmazhato koztitermékei, ahol az aldehidcsoport példaul egy amin-

vegyllettel vagy hasonloval tovabb reagal. Ezek jol alkalmazhatok
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koztitermékként olyanfszénhidrétok térhalésitasaban, amelyekben az
aldehidcsoportok példaul diamin-reagensekkel tovabbreagalnak.

A talalmanyunk szerinti megoldasban katalizatorként oxido-
reduktazok vagy mas enzimek hasznalhatok, amelyek egy megfeleld
redoxrendszer jelenlétében oxidaciéra képesek. A talalmanyunk sze-
rinti  eljarasban  hasznalhaté6 oxidoreduktazok, azaz tovabbi
redoxrendszer jelenléte nélkul oxidalasra alkalmas enzimek, példaul
a peroxidazok és az oxidazok, kilonésen a polifenol-oxidazok és a
lakkaz. Bizonyos hidrolazok, mint a fitaz és a lipazok, akkor alkal-
mazhatok, amikor egy tovabbi redoxrendszer van jelen, példaul egy
fémkomplex, mint a vanadat. A lipazok hatasos katalizatornak bizo-
nyultak  primer alkohol-funkcioscsoportok TEMPO/hidrogén-pe-
roxid/réz rendszerrel végzett szelektiv oxidacioban egy szerves ve-
gyulet, kulénésen 1-6 szénatomos karbonsav (példaul ecetsav) je-
lenlétében. A komplett enzimek helyett hasznalhatok ,szinzimek”,
azaz az enzimek mikodését utanzé atmenetifém-komplexek. Ezek a
komplexek példaul vanadiumot, mangant, vasat, kobaltot vagy rezet
tartalmaznak egy komplexképzd-szerrel, kilénosen poliaminokkal
egyutt, mint a 2,2'-biprirdil, a fenantrolin, a tetrametiletiléndiamin, a
pentametildietiiéndiamin és ezek gyiiris ellenparjai, mint az 1,4,7-tri-
metil-1,4,7-triazonan és a hisztidin, valamint ezek oligomerei. A
femmel ellatott enzimeknél hidrogén-peroxidra, alkil- vagy ar(alk)il-
hidroperoxidokra (példaul terc-butil-hidroperoxidra) vagy kloritra,
mint végsé elektronmegk6tére van sziikség.

A talalmanyunk szerinti eljarasban alkalmazhato peroxidazok
(EC 1.11.1.1-1.11.1.11) példaul kofaktor-fliggetlen peroxidazok, kii-
lonosen a klasszikus peroxidazok (EC 1.11.1.7). A peroxidazok bar-
milyen forrasb6l szarmazhatnak, beleértve a névényeket, baktériu-

mokat, fonalas és mas gombakat és élesztéket. Ezekre példa a tor-
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ma-peroxidaz, szojahiively-peroxidaz, mieloperoxidaz, laktoperoxi-
daz, Arthromyces és Coprinus peroxidazok. A kereskedelemben sza-
mos peroxidaz beszerezhetd. A peroxidazok esetében elektron ak-
ceptorként hidrogén-peroxidra van sziikség.

Polifenol-oxidazok (EC 1.10.3.1) példaul a tirozinazok és a ka-
techol-oxidazok, mint az alignin-peroxidaz. Megfelelé polifenol-
oxidazok allithatok elé6 gombakbol, allatokbdl vagy novényekbdl. A
polifenol-oxidazok esetében elektron akceptorként oxigénre van
szlikség. A lakkazokat (EC 1.10.3.2) néha a polfenol-oxiadazok kozé
soroljak, azonban kiilon csoportba is osztalyozhatok, amelyeket néha
p-difenol-oxidazoknak neveznek. A lakkazok szarmazhatnak novenyi
forrasokbdol vagy mikréba, kilonésen gomba eredetii forrasokbol,
mint a Trametes versicolor fajtak. EIénydsen rekombinans lakkazokat
hasznalunk. A lakkazok esetében elektron akceptorként oxigénre is
szliikség van.

A talalmanyunk szerinti eljaras viszonylag enyhe korilmények
kozott, példaul 2 és 10 kozott pH értéken és 15 °C és 60 °C kozotti
hémérsékleten végezhetd (mindkettd flugg az adott enzimtél vagy
féemkomplextél). A reakciokozeg lehet vizes kozeg vagy homogén ke-
vert kozeg, példaul alkohol/viz vagy éter/viz keverék vagy heterogén
kozeg, peéldaul viz és vizzel nem elegyedd szerves oldoszer, példaul
hidrofob éter, szénhidrogén vagy halogénezett szénhidrogén keveré-
ke. Utobbi esetben az enzim és/vagy a nitroxil és az oxidalészer a
vizes fazisban és az alkohol-szubsztratum és az aldehid vagy keton
a szerves fazisban lehet jelen. Kivant esetben fazistranszfer katali-
zator alkalmazhat6é. Az ilyen tipusu reakcio példaul szteroidok oxi-
dalasara alkalmas, mint a 19-hidroxi-szteroidok szelektiv oxidacidja
és aldehid és/vagy karbonilcsoportok mas érzékeny vegyiletekbe,

példaul izesitd vegylletekbe torténdé bevitele. A reakcidokdzeg szi-
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lard/folyékony keverék is lehet, kil6nésen amikor a nitroxil enzimet
szilard hordozon inmobilizaljuk. Elénydsen heterogén reakciokozeget
alkalmazunk, amikor a szubsztratum vagy a termék viszonylag érzé-
keny, vagy amikor a terméknek a tobbi reagenstdl valé elvalasztasa
nehézséget jelenthet.

Talalmanyunk kiterjed a szénhidratok talalmanyunk szerinti elja-
rassal eléallithato Gj oxidacios termékeire és ezek szarmazékaira is.
llyenek példaul azok a poliszacharidok, amelyekben 100, elénydsen
50, s6t 25 monoszacharid egységre szamitva legalabb egy
hidroximetil-csoport karbaldehidcsoporttda van alakitva, amely
hemiacetal vagy hasonié formaban is lehet, azzal a megkotéssel,
hogy mindegyik molekula atlagosan legalabb egy karbaldehid-
csoportot tartalmaz az oligo- vagy poliszacharid redukalé végen
(hemiacetal formaban) I|évé aldehidcsoporton kivil. Amikor a szén-
hidrat egy keményitd, akkor az oxidaciéfok legalabb egy karbaldehid-
csoport 25 anhidroglikoz egységre szamitva. A karbaldehidcsoport
elénydosen a lanc egységekben (alapvazban) van jelen és nem az el-
agazé egységekben. Ebbe nem szamit bele az a 100 (50, 25) egy-
ségre szamitott legalabb egy karbaldehidcsoport, amely a terminalis
laktoz egységbdl szarmazik, utébbi galaktoz oxidaz oxidaciojaval al-
lithaté el6. Az uj termékek példaul a glikozid-szarmazékok, azaz
olyan termékek, amelyek az acetalla alakitott végcsoport mellett le-
galabb egy karbaldehidcsoportot tartalmaznak, utobbi a nem-galaktoz
hidroximetilén-csoportok oxidaciéjaval allithato elé.

A talalmanyunk szerinti termékekben a karbaldehidcsoportot
hordoz6 monoszacharid gydrik talnyomoérészt épek, és az
aldehidcsoportok szama nagyobb, elényésen kétszer nagyobb, mint a
(nem karboxialkil-csoportokkal bevitt) karboxilcsoportok szama. Ezek

a termékek a szakirodalomban ismert oxidaciés eljarasokkal nem al-
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lithatok konnyen eld, mivel ezek is legalabb részben tovabboxidalod-
nak karboxilcsoporttd. Az egyetlen tilnyomoérészt aldehidcsoportot
tartalmazo k6zonséges szénhidrat-szarmazék a keményitd, a celluldz
és hasonlok perjodat-tipusu oxidaciés terméke, amelyben az
aldehidcsoportot hordoz¢6 gylrik fel vannak nyilva. A taldimanyunk
szerinti aldehid-szénhidratok elényésen nem celluléz-tipusuak. A ta-
lalmanyunk szerinti eljarassal el6allithatdé termékek az aldehid-
csoportok mellett mas funkciéscsoportokat, kilonésen tovabbi oxida-
ciobol vagy karboxialkilezésbdl (példaul klérecetsavas reakcidbal)
szarmazo6 karboxilcsoportokat tartalmazhatnak.

A talalmanyunk szerinti 0j szarmazékok jol alkalmazhatok sri-
toszerként, viszkozitast novelé szerként, emulziok stabilizalasara és
hasonlokra és kuléndsen jol alkalmazhatok kiindulasi anyagként to-
vabbi funkciéscsoportok bevitele céljabol, példaul egy aldehid-funk-
cioscsoport kapcsolasara alkalmas alkoholokkal, aminokkal vagy mas
anyagokkal. Ezek az anyagok példaul térhalésitéoszerek (diaminok,
diolok és hasonldk), amelyek szénhidratok térhalésitasara vagy ami-
nosavak, fehérjék, aktiv csoportok és hasonlék kapcsolasara hasz-
nalhatok.

A talalmanyunk szerinti eljaras kiterjed biopolimerek, példaul
keményitéd vagy pamut-celluléz, médositasara hasznalhaté szarma-
zékok eldallitasara (példaul textilszinezés, textilszalak erdsitése
vagy bolyhosodas gatlasa) vagy viszkozitas vagy mas fizikai vagy
kémiai tulajdonsagok megvaltoztatasara, példaul ehet6 rostok, mint a
fruktanok, a mannanok, a celluloz és hasonlok modositasara is.

A talalmanyunk szerinti megoldas kiterjed a fent ismertetett al-
dehid-szénhidratok példaul aminokkal tortné kapcsolasaval, kilono-
sen reduktiv aminalasaval eldallitott szarmazékokra, amelyek a mel-

lékelt igénypontokban meghatarozott szénhidratok imino- és amino-
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-szarmazékainak eldallitasara alkalmasak. Az aldehid-karbohidratok
hidroxil-funkciéscsoportokat tartalmazé vegyiletekkel, példaul glikol-
savval acetalla alakithatok tovabbi szarmazékok eléallitasa céljabol.

Példak

Altalanos ismertetés

Az uronsavtartalmat (hexopiran6z egység 6-COOH-csoportja)
Blumenkranz és munkatarsai altal ismertetett eljaras szerint hataroz-
zuk meg [Anal. Biochem. 54, 484 (1973)] koncentralt kénsavban
0,0125 mol/l borsav alkalmazasaval, amelyhez 3-hidroxibifenilt adunk
és 520 nm-en meghatarozzuk az extinkciot.

Az aldehidtartalmat vagy szubsztraktiv modszerrel hatarozzuk
meg (az uronsavtartalom meghatarozasa aldehid-klorittal és hidro-
gén-peroxiddal végzett oxidacio elétt és utan) vagy oly moédon, hogy
hidroxilamin-hidrokloridot adunk hozza, igy oximot allitunk eld, majd
az egyensuly beallta utan a sésavat visszatitraljuk vagy '3C NMR
spektroszkopias vizsgalatot végzink (az aldehid C6 jelének intenzi-
tasat az anhidrogliikoz egység C1 vagy az oxim C6 (C=N) intenzita-
sahoz viszonyitjuk).

1. Példa

6-Aldehid-keményité eléallitasa torma-peroxidaz alkalmaza-
saval

2 g keményitoét zselatinizalunk 100 ml vizben 100 °C-on. A ka-
pott oldatot 22 °C-ra hiitjik. Ehhez az oldathoz 25 mg (0,13 mmol)
TEMPO-t és 40 mg peroxidazt (HRPO) adunk. A kémhatast 0,1 mol/l-
es ecetsavval pH 5 értékre allitjuk be. Cseppenként 2 mi/6ra sebes-
séggel 1,5 ml hidrogén-peroxid-oldatot adunk hozza (30 % 50 ml-
ben). A pH beallitasara nincs szikség. 25 éra elteltével a mintat
hidroxil-ammonium-klorid hozzaadasaval analizaljuk. Indirekt anali-

zis szerint 30 % C6-aldehid-keményité képzdédik, amelyet '3C NMR
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vizsgalattal megerdsitiink.

2. Példa

Pullulan lakkazzal végzett oxidacidja

1,84 ¢ pullulan (11,5 mmol anhidroglik6éz egység), 17 mg
Trametes versicolor lakkaz VIlIb (E.coli-ban expresszalva, Wacker
Chemie) és 25 mg TEMPO 100 ml vizzel készult oldatan oxigéngazt
buborékoltatunk at. Az oldat kémhatasat pH 6,1 értékrél 24 6ra alatt
4,5 értékre csokkentjik. Az oldat aldehidtartalma hidroxilamin-hidro-
kloriddal végzett reakcioval meghatarozva 1,1 mmol. Az uron-
savtartalom 24 %. Az aldehidcsoportok karbonsavcsoportokka torténéd
oxidalasa céljabol az oldatot natrium-klorittal és hidrogén-peroxiddal
kezeljik. Az uronsavval végzett kezelés utan 32 %-ra emelkedik. Az
oxidalhaté csoportok alapjan a kitermelés rendre 36 % és 48%. Az
oldatot etanolba ontjik. Fehér csapadék képzédik, amelyet 1 nap
utan szliréssel 6sszegylijtink és vakuumban szaritunk. Az anyag
uronsavtartalma 25 %.

3. Példa

Pullulan lakkazzal végzett oxidacidja

1,84 g pullulan (11,5 mmol) 100 mg 4-acetamido-TEMPO és
18 mg lakkaz (T. versicolor) felhasznalasaval oldatot készitink. Az
elegyet 0,05 mol/l natrium-acetat/ecetsav pufferrel puffereljik. Az
oldat kémhatésa kezdetben pH 6,1. Ezt az elegyet egy zart rendszer-
ben oxigéngazzal érintkeztetjuk. 1 nap reakcidoidd utan 24 ml oxigén
fogy el. Az eredeti pH érték visszaallitasara 2 ml 0,5 mol/l-es natri-
um-hidroxidot adagolunk. A reakciét 1 napig tovabb folytatjuk, ami
20 ml oxigéngaz fogyasztast eredményez. A végsé pH 5,1. A pH-t
ismét beallitjuk 1,2 ml 0,5 mol/l-es natrium-hidroxid adagolasaval.
15 mg lakkazt adunk hozza, és a reakciét 2 napig hagyjuk végbe-

menni. Ezen idétartam utan a kémhatas pH 4,5, és 30 ml oxigén fogy
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el. A kémhatas pH 6 értékre torténd visszaallitasa céljabol 0,5 natri-
um-hidroxidot kell adagolni. Az oldathoz 0,2 ml 30 tomeg%-os hidro-
gén-peroxidot és 250 mg natrium-kloritot adunk. 1 nap reakci6idé
utan meghatarozzuk az uronsavtartalmat. A natrium-klorittal vegzett
oxidacio elétt az wuronsav kitermelése 550 mg (26 %) és utana
695 mg (33 %).

4. Példa

TEMPO nitrozéonium-séjanak eldallitasa lakkaz alkalmazasa-
val

A TEMPO nitrozoniumion oldatat lakkazzal allitjuk el6 az alab-
biak szerint. 6,9 g TEMPO-t oldunk 1l fél-vizben. 200 mg lakkaz
VIIIb-t (T.vesicolor, Wacker) szuszpendalunk 20 ml fél-vizben. Az
enzimoldatot 10 percig keverjiuk, majd a felilusz6t 5 percig 1500 x g
értéken centrifugaljuk és P6 oszlop alkalmazasaval sétlanitott. A
sotlanitott anyagot a TEMPO-oldathoz adjuk. Korilbelil 150 perc
alatt statikus pH korilmények kozott pH 5 értéken szobahdmérsék-
leten levegdztetjik. A TEMPO 91 %-a nitrozéniumma alakul, amelyet
100,8 ml 0,4 n sésav fogyasztadsaval hatarozunk meg, és a sarga
szin narancssargabb szinlvé valik (az E480/E430 arany kdrilbelil
0,3-r6l 1 értékre né.

5. Példa

Keményité oxidalasa nitrozénium-s6 és UF membran rend-
szer alkalmazasaval

A 4. példa szerint elballitott nitrozénium-oldatot 0,2 mol/l-es
acetattal puffereljuk pH 4,5 értéken. 2 g természetes burgonya-
keményitét zselatinizalunk 100 ml vizben, és Osszekeverjik 100 ml
pufferelt nitrozénium-oldattal. A keveréket 200 ml keverdvel ellatott
UF edénybe ontjik (5kD hatarérték). Az edénybe szobahémérsékle-

ten 20 °C-on 0,5 ml/perc sebességgel kaoriulbelul 800 ml nitrozénium-
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oldatot szivattyizunk. A permeatum azt jelzi, hogy a nitrozéniumion
50 %-ban visszaalakul TEMPO-va (E480/E430 arany alapjan). Ezen
kezelés utan a keményitd uronsavtartalma 38 %-nak mutatkozik.

6. Példa

Keményité konverzidja oxigén/lakkaz/TEMPO ciklus alkalma-
zasaval

Lintner burgonyakeményitét (Sigma S-2630) vizben zsela-
tinizalva keményit6-oldatot allitunk elé. A pH-t 0,2 mol/l borostyan-
késav/szukcinat puffer adagoléséval beallitjuk. TEMPO-t vagy
4-acetamido-TEMPO-t (4acmT) adunk hozza. (A TEMPO bizonyos
korilmények kozott a keményitével csapadékot képez, ami az eljaras
soran feloldédik.) E. coli-ban (Wacker Chemie) expresszalt Trametes
versicolorbol szarmazo lakkaz VIIIb-t szuszpendalunk 10 mg/ml kon-
centracioban 0,2 mol/l-es borostyankésav pufferben pH 6 értéken.
5 percig 1500 g értéken centrifugaljuk, majd 1 ml feliliaszéora szamit-
va 10 mg lakkazt adunk hozza. Az oldathoz adagolt oxigén mennyi-
ségét noveljuk a nyomas ala helyezett és kevert A és B edényekben.
Mindkét edény kéralbeldl 100 mi-t tartalmaz. A gazfazissal érintkez6
felilet az A edényben 70 cm2 és a B edényben 32 cm2. A kisérleti
korilményeket és a Cs-helyzetben végbemend oxidaciora (aldehid
vagy karbonsav) vonatkozé eredményeket az 1. és 2. tablazatban
foglaljuk o0ssze. A reakcidkdrilmények lényeges paraméterei a kovet-
kezdk:

az oldathoz adagolt oxigén, pH, hémérséklet, TEMPO, enzim és
keményité koncentracio.

Az uronsavképzédést Blumenkranz szerint kovetjik. Az
aldehidképzddést az uronsavva torténé oxidacio utan az aldbbi ko-
rilmények ko6zott hatarozzuk meg: 5 ml mintahoz (20 g/I keményitd)

0,095 ml 3 %-os hidrogén-peroxidot és 0,5 ml 20 mg/ml koncentraci-
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6ji natrium-kloritot adunk. Az uronsavtartalmat szobahomérsékleten

16 6ra elteltével meghatarozzuk.
1-1. Tablazat

Az A edényben vizsgalt hatas 6sszefoglalasa

leveg6 02 Kemé- | Lakkaz pH TEMPQ | 4acmT? T Id6 | %COO %ald.
(bar) (bar) | nyitdpor { (mg/100 (gN) 2] (°C) (6ra) H vagy
{Lintner) m) hemi2
(9h)
2 10 100 6 1 25 45 73,4 nd
1,5 10 100 5 5 25 45 542 nd
4 10 100 6 4 30 15 949 nd
2 10 100 6 4 .30 °15  100,0 nd
1 10 100* 5,3 6 30 15 78,8 nd
2 10 10 6 4 30 20 60,3 4,9
1 10 10* 6 4 30 20 50,0 5,1
4 10 10 5,3 4 30 20 30,5 11,9
4 20 10* 4,5 4 30 20 19,7 12,0
2 20 10 4 4 30 20 11,5 12,5
* az enzimet az edénybe 20 6ra alatt szivattyizzuk,
4acmT=4-acetamido-TEMPO
23ldehid vagy ennek félacetalja
1-2. Tablazat
A B edényben 'vizsgélt hatas osszefoglalasa
02 | Keményitopor Lakkaz pH | TEMPO | dacmT' | T Id6 %COOH %ald. vagy
(bar) (Li(n;;;;ar) (mg/100m) () W | (°C)| (6ra) hemi2
4 10 100 6 4 30 15 949 nd
4 10 10 53 4 30 20 305 11,9
6 20 I 6 4 40 20 7,1 42
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7. Példa

Pullulan TEMPO/Mn/H;0; rendszerrel végzett oxidacidja

25 ml vizben 250 mg pullulant és 20 mg TEMPO-t oldunk. Ehhez
az oldathoz 25 mg manganat-nitratot, majd 100 pl 3 tomeg%-o0s hid-
rogén-peroxid-oldatot és 5 ml 0,05 bipiridin-oldatot adunk. A reakciot
pH 6,5 értéken végezzik. Az 1. napon 60 mg (1,8 mmol) hidrogén-
peroxidot adunk hozza. 1 nap milva 25 mg uronsav képzddik. A 2.
napon 30 mg hidrogén-peroxidot adunk hozza. Az uronsav mennyisé-
ge 50 mg-ra n6. Az aldehidcsoportokat hidrogén-peroxid/natrium-
klorit rendszerrel karbonsavva alakitjuk at, a tartalom 90 mg-ra

emelkedik (D.O. 60 %)
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras primer alkohol oxidalasara egy nitroxil-szarmazék és
egy oxidalészer alkalmazasaval, azzal jellemezve, hogy a primer
alkoholt egy oxidalasra képes enzim jelenlétében és/vagy egy fém-
komplex jelenlétében oxidaljuk vizes k6zegben vagy viz és egy alko-
hol, egy éter vagy egy vizzel nem elegyedd szerves oldoszer keveré-
kében.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy nit-
roxil-szarmazékként egy di-terc-nitroxil-szarmazékot, elénydsen
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilt (TEMPO) hasznalunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy oxidaciora képes enzimként oxidoreduktazt hasznalunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy en-
zimként egy peroxidazt, kilonésen torma-, szdjabab-, liginin-pe-
roxidazt vagy mielo- vagy lakto-peroxidazt és oxidalészerként hidro-
gén-peroxidot hasznalunk.

5. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy en-
zimként polifenol-oxidazt vagy lakkazt és oxidalészerként oxigént
hasznalunk.

6. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy enzimként hidrolazt, elényésen fitazt vagy lipazt hasznalunk
egy fémvegyilet jelenlétében.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy egy szénhidratban |évé primer alkoholt oxidalunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy szén-
hidratként o-glikant vagy fruktant vagy ezek szarmazékat hasznal-
juk.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
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hogy olyan karbonilcsoportot tartalmazé szénhidratot allitunk elg,
amely 25 monoszacharid egységre és egy kdzepes molekulara sza-
mitva legalabb egy karbaldehidcsoportot hordoz6 gyiris mono-
szacharid lancot tartalmazé csoportot tartalmaz.

10. A 7-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy szénhidratként hidroxialkilezett szénhidratot vagy gli-
kozidot vagy glikonsavat hasznalunk.

11. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy szteroid-szarmazékban Iévd primer alkoholt oxida-
lunk.

12. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy textilszalakban Iévé primer alkoholt oxidalunk.

13. Oxidalt szénhidrat, amely szénhidrat olyan glikan, mannan,
galaktan, fruktan vagy kitin-tipusd diszacharid, oligoszacharid vagy
poliszacharid vagy szénhidrat-glikozid vagy ezek kémiai szarmazé-
kai, amelyek 25 monoszacharid-egységre szamitva és k6zepes mole-
kulara szamitva legalabb egy gyiris monoszacharid lancot tartalma-
z6 csoportot tartalmaz.

14. A 13. igénypont szerinti oxidaléo szénhidrat, amely kézepes
molekulara szamitva legalabb 5 monoszacharid egységet tartalmaz.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti oxidalt szénhidrat, amely
50 monoszacharid egységre szamitva és egy kOzepes molekulara
szamitva 1 és 50 kozotti szamu gyidris monszacharid lancot tartal-
mazo6 csoportot tartalmaz.

16. A 13-15. igénypontok barmelyike szerinti szénhidrat szar-
mazék, amely szarmazékban a karbaldehidcsoportok legalabb egy
része —CH=N-R vagy -CH2-NHR altalanos képletii csoportta van ala-
kitva, amely képletekben R jelentése hidrogénatom, hidroxil- vagy

aminocsoport vagy R?', OR' vagy NHR' altalanos képleti csoport,
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amely csoportokban R' jelentése 1-20 szénatomos alkil-, 1-20 szén-
atomos acilcsoport, szénhidrat maradék vagy szénhidrat maradékhoz
kapcsoladéd vagy"kapcsolc')dni képes csoport.

17. A 13-15. igénypontok barmelyike szerinti szénhidrat-
-szarmazék, amelyben a karbaldehidcsoportok Iegalébb egy része
-CH(OR3)-0-CH2-COOR? vagy -CH(-0O-CH,-COOR?), altalanos képleti
csoportta van atalakitva, amely képletekben R2 jelentése hidrogén-
atom, fémkation vagy adott esetben helyettesitett ammoniumcsoport
és R3 jelentése hidrogénatom vagy a szénhidrat dehidrogénezett hid-
roxilcsoportjanak oxigénatomjahoz kapcsolodo kétés.

18. A 13-17. igénypontok barmelyike szerinti szénhidrat, amely

egy karboxil- és/vagy egy karboximetil-csoportot is tartalmaz.
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