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Tuote ja menetelmid entsyymien adsorboitumisen lis&amiseksi

Tadm& keksintd liittyy entsyymien immobilisointiin.
Tarkemmin mddriteltynd keksintd koskee menetelmdd rakeis-
ten, selluloosajohdannaista sisdltdvien ioninvaihtokompo-
siittien adsorptiokapasiteetin parantamiseksi ja silla
valmistettua parannettua tuotetta.

Elintarvikkeiden valmistuksessa ja muissa kaupal-
lisissa sovellutuksissa inertteihin kantajiin adsorboitu-
neiden tai sitoutuneiden mikrobi- tai sienientsyymien
kdyttd immobilisoitujen biologisten katalysaattoreiden
aikaansaamiseksi on suurelta osin syrjadyttdanyt vanhemmat
menetelmdt, joissa kéaytettiin liukoisia entsyymejad tai
kokonaisia mikro-organismisoluja. Immobilisoitujen entsyy-
mien kéytfé tarjoaa yleensd monia merkittdvid etuja van-
hempiin menetelmiin wverrattuna. Suurin etu on se, etta
immobilisoidut entsyymit soveltuvat kadytettdviksi jatku-
vissa muuntoprosesseissa. Silld tavalla padstdsdn entsyy-
miin tehokkaampaan kdytt&6én ja kontaktiaika entsyymin ja
substraatin v&dlilld lyhenee, mistd on seurauksena paran-
tunut tuotteen laatu sek& entsyymi- ja tuotnatokustannus-
ten aleneminen.

Selluloosa esiintyy luonnossa lineaarisena polymee-
rina, joka koostuu B-1,4-glukosidisten sidosten yhdista-
mistd anhydroglukoosiyksikéistd. Kukin anhydroglukoosiyk-
sikkd sisdltdd 3 vapaata hydroksyyliryhmas, jotka kykene-
vat reagoimaan asianmukaisten reagenssien kanssa niin,
ettd muodostuu liukenemattomia selluloosajohdannaisia,
joilla inerttiytens&d, suuren pinta-alansa ja avoimen, huo-
koisen rakenteensa ansiosta on suuri adsorptio- tai ioni-
vaihtokapasiteetti proteiinimolekyylien suhteen.

Entsyymejd adsorboivien ionivaihtomateriaalien,
jotka ovat selluloosajohdannaisia, valmistus ja hyvdksi-
kdyttd on t&lld alalla tunnettua. Peterson ja Sober,
J.A.C.S. 78 (1961) 751, sekd Guthrie ja Bullock, I/EC 52
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(1960) 935, ovat esittidneet menetelmisd adsorptiokykyisten
selluloosatuotteiden, joita voitaisiin k&yttdd entsyymien
ja muiden proteiinien erottamiseen tai puhdistamiseen,
valmistamiseksi. Tsumura et al., Nippon Shakuhin Kogyo
Gakkaishi 14 (1967) 12, toivat esiin glukoosi-isomeraasin
sitomisen DEAE-Sephadexiin.

US-patenttijulkaisu nro 3 708 397 (Sipos) koskee
menetelmdd glukoosi~isomeraasin immobilisoimiseksi emdksi-
sille anioninvaihtoselluloosille. US-patenttijulkaisu nro
3 823 133 (Hurst et al.) koskee menetelmdsd kationisten
selluloosaeettereiden, joilla on suuri adsorptiokapasi-
teetti entsyymien ja muiden proteiinimateriaalien suhteen,
valmistamiseksi. US-patenttijulkaisussa 3 838 007 (van
Velzen) on esitetty menetelmd, jolla entsyymivalmiste saa-
daan hiukkasmuodossa. US-patenttijulkaisuissa 3 788 945
ja 3 909 354 (molemmat Thompsonin et al. nimissi) on esi-
tetty jatkuvia menetelmid glukoosin muuntamiseksi fruktoo-
siksi laskemalla glukoosia sisdltédva@ liuos kiintokerroksen
tai leijukerroksen ldpi, joka sisdltad glukoosi-isomeraa-
sia erilaisiin selluloosatuotteisiin sitoutuneena. US-pa-
tenttijulkaisu 3 947 325 (Dinelli et al.) koskee palloiksi
muovatun, selluloosaa sisdltavdn entsyymimateriaalin val-
mistusta. Selluloosa muodostetaan emulsiosta, joka sisdl-
tda entsyymin vesiliuosta ja nitroselluloosaa. US-patent-
tijulkaisu 3 956 065 (Idaszak et al.) koskee jatkuvaa me-
netelmdsd glukoosin muuntamiseksi fruktoosiksi, jossa mene-
telméssd glukoosia sisdltdva liuos lasketaan Kerroksen
lapi, joka koostuu selluloosajohdannaisesta, jolle glukoo-
si-isomeraasi on immobilisoitu, ja ei-huokoisista tai ra-
keisista polystyreenipalloista. Pallot estdvadt kerroksen
pakkautumista ja kanavoitumista, kun sitd kaytetddn vir-
tausreaktoreissa. Peska et al. ovat esittdneet artikkelis-
sa, jonka otsikko on Ion Exhange Derivatives of Bead Cel-
lulose [Die Angewandte Makromolekulare Chemie 53 (1976)
73-80], monia pienten pallojen muodossa valmistettuja sel-

luloosajohdannaisia.



10

15

20

25

30

35

3

US-patenttijulkaisut 4 110 164 ja 4 168 250 (molem-
mat Sutthoffin et al. nimissd) koskevat agglomeroituja,
kuitumaista ioninvaihtoselluloosaa sisdltdvid komposiit-
teja sekd menetelmid niiden valmistamiseksi. N&iss& mene-
telmissd kuitumaiseen (mieluummin kuin rakeiseen) sellu-
loosaan, joka on sitd ennen muunnettu ioninvaihto-~ominai-
suuksien antamiseksi sille, yhdistet&dn hydrofobinen poly-
meeri. Vaikka n&md komposiitit toimivat hyvin monissa so-
vellutuksissa, niiden ioninvaihtokyky ja kyky adsorboida
tai sitoa glukoosi-isomeraasia ei ole niin suuri kuin
olisi toivottavaa. Sitd paitsi ndiden menetelmien talou-
dellisuus on sellainen, ett&d komposiittien tuottaminen
tulee liian kalliiksi.

US-patenttijulkaisu 4 355 117 (Antrim et al.) kos-
kee menetelmdd agglomeroidun DEAE-selluloosakomposiitin
valmistamiseksi, jolla menetelmdlld p&adstdsn monista edel-
18 mainituista puutteista ja joka on edullinen menetelm&
té@mdn keksinndn soveltamisessa kadytdnndssa kayttokelpoisen
komposiitin valmistamiseksi.

US-patenttijulkaisu 4 205 127 (Fujita et al.) kuvaa
suolan vesiliuoksen, jonka lampottila on 50-75 °C, k&ytté&-
mistd loppuun kédytetyn entsyymin poistamiseen synteetti-
sistd anioninvaihtohartseista, kuten esimerkiksi styreeni-
divinyylibentseenihartsista (palsta 1, rivit 39-59).
Fujita ei raportoi mink&8n selluloosahartsin kdytodsta.

JP-patenttijulkaisussa 31075/1979 kerrotaan, etta
DEAE-~-selluloosaa voidaan kdyttadd glukoamylaasin kantajana.
Entsyymid lis&dt8dn kantoaineeseen vesiliuoksesta, Kkunnes
saavutetaan turpoamistasapaino.

US-~patenttijulkaisussa 3 234 199 (Reid) kaytetadan
kationin- ja anioninvaihtohartsin seosta proteiinien frak-
tiointimenetelméssad. Yksikddn Reidin hartseista ei ole
selluloosahartsi. Sitd paitsi Reid pesi hartsinsa nimen-
omaan vdlttddkseen korotettujen lampétilojen Kkaytén
(palsta 3, rivit 49 - 52).
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Tdmd keksintd tarjoaa parannetun menetelmdn agglo-
meroidun, varautuneita makromolekyylejd adsorboimaan tai
sitomaan kykenevdn DEAE-selluloosakomposiitin valmistami-
seksi, jossa menetelmdssd DEAE-selluloosa ensin agglome-
roidaan hydrofobisen polymeerin kanssa rakeisen komposii-
tin muodostamiseksi ja tulokseksi saatava komposiitti ké&-
sitellddn sitten vesivdliaineella korotetussa lémpétilassa
ja riittavan pitka&n komposiitin adsorptio- tai sitomis-
kapasiteetin lisddmiseksi.

Tdamd keksintd tarjoaa myds menetelmdn agglomeroidun
selluloosakomposiitin, jolla on parantunut adsorptio- tai
sitomiskapasiteetti wvarautuneiden makromolekyylien suh-
teen, valmistamiseksi rakeisesta, agglomeroituneesta hyd-
rofobisen polymeerin ja selluloosan kdsittelemdttbmasta
komposiitista, jolla on ioninvaihto-ominaisuuksia, jossa
menetelmdssd mainittu komposiitti kdsitellddn vesivadliai-
neella vahint&&n noin 60 °C:n lampdtilassa kdsittelyajan
ollessa riittdvan pitkd, jotta adsorptio- tai sitomis-
kapasiteettia mainittujen makromolekyylien suhteen pysty-
tddn lisd&mdan vahintddn noin 30 %.

Tdmad keksintd tarjoaa lisdksi menetelmd&n rakeisen
DEAE-selluloosakomposiitin adsorptio- tai sitomiskapasi-
teetin lisd&miseksi wvarautuneiden makromolekyylien suh-
teen, joka menetelmd kéasittada
a) selluloosan agglomeroinnin hydrofobisen polymeerin
kanssa rakeisen komposiitin muodostamiseksi;

b) komposiitin sisdlt@mén agglomeroidun selluloosan muun-
tamisen johdannaisekseen derivatisointiaineella ionin-
vaihto-ominaisuuksien antamiseksi sille ainakin osan muun-
netusta selluloosasta ollessa vapaa adsorboimaan varautu-
neita makromolekyyleja;

c) muunnetun Kkomposiitin sdilyttdmisen rakeisessa muo-
dossa; ja

d) rakeisen muunnetun komposiitin ké&sittelemisen vesivéli-

aineella korotetussa l&ampotilassa ja riittdvan pitk&én
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muunnetun Komposiitin adsorptiokapasiteetin lis&&dmiseksi
makromolekyylien suhteen.

Selluloosa voidaan muuntaa johdannaisekseen sel-
laisten ioninvaihtomateriaalien aikaansaamiseksi, joilla
on suuri kuormituskapasiteetti, mitd makromolekyylien
adsorbointiin tai immobilisointiin tulee. T&t& tarkoitusta
varten selluloosa voidaan muuntaa niin, ettd saadaan joko
anionin- tai kationinvaihtokykyisid ioninvaihtomateriaa-
leja sen mukaan, mikd varaus adsorboitavalla aineella on.
Kun adsorboitava aine on glukoosi-isomeraasi, selluloosa
muunnetaan edullisesti anioninvaihtomuotoon, koska siind
mucdossa sen kuormituskapasiteetti tdmé&n entsyymin suhteen
on erittdin suuri. Anioninvaihtomuodon aikaansaamiseksi
agglomeroitu selluloosa kdsitellddn tavallisesti sopivilla
reagensseilla mm. di- ja tri-etyyliaminoetyyliselluloo-
sien, kuten esimerkiksi DEAE-selluloosan, sekd& epikloori-
hydriinin ja trietanolamiinin selluloosajohdannaisten,
kuten esimerkiksi ECTEOLA-selluloosan, muodostamiseksi.
Taustatietoja ja menetelmid selluloosan muuntamiseksi joh-
dannaisikseen on esitetty US-patenttijulkaisussa nro
3 823 133 (Hurst et al.).

Vaikka seuraava selitys ja esimerkit 1liittyvéatkin
pddasiallisesti agglomeroidun ioninvaihtoselluloosan kdyt-
tédmiseen glukoosi-isomeraasin adsorbointiin ja immobili-
sointiin, osoitetaan my®ts, ettd agglomeroitunut materiaali
pystyy adsorboimaan muita proteiinimateriaaleja, ja arvel-
laan, ettd agglomeroitunut materiaali kykenee adsorboimaan
muita varautuneita makromolekyylejad, kuten esimerkiksi
nukleiinihappoja ja vastaavia, ja pystyisi lis&ksi otta-
maan sellaiset molekyylit talteen erilaisista aineista,
kuten elintarvikejédtevirroista, esimerkiksi erottamaan
proteiinin maitoherasta sekd@ lihan tai kasvien jalostuk-
sesta perdisin olevista virroista, alentamaan jatevirtojen

BHK:ta jne.
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Kadytettdessd glukoosi-isomeraasia sisdltdvid ionin-
vaihtoselluloosavalmisteita hyvdksi teollisissa sovellu-
tuksissa, voidaan niidensuuren kuormituskapasiteetin an-
siosta kdyttdd suhteellisen pieniad reaktoreita suurten
glukoosimddrien muuntamiseen fruktoosiksi.

Lis8ksi substraatti ja syntyvd tuote pidetd&n t&mén
suuren kuormituskapasiteetin vuoksi isomerointiolosuhteis-
sa vain lyhyt ajanjakso. Ndmd isomerointiolosuhteet vai-
kuttavat yleensd osaltaan siihen, ettd fruktoosin reaktii-
visen luonteen johdosta syntyy pienid m&adrid ei-toivottuja
sivutuotteita, ja siis mitd pitempddn fruktoosia pidet&én
sellaisissa olosuhteissa, sitd enemmédn ei-toivottuja sivu-
tuotteita syntyy. Ioninvaihtoselluloosan suuren kuormitus-
kapasiteetin seurauksena substraatti saavuttaa siis halu-
tun isomeroitumisasteen 1lyhyessd ajassa, mikd lyhentaa
sitd ajanjaksoa, jonka ajan fruktoosikomponentti pidet&dan
isomerointiolosuhteissa. Sellaisten valmisteiden, joiden
sis8ltémd ioninvaihtoselluloosa ei ole rakeista, haitta-
puolena on kuitenkin "pakkautuminen", ja sen vuoksi niita
kdytetddn tavallisesti matalina kerroksina liian suuresta
vastapaineesta aiheutuvien ongelmien syntymisen v&ltt&mi-
seksi. Matalia kerroksia kdytettdessdkin on olemassa mah-
dollisuus, ettd tapahtuu kanavoitumista, jolloin sub-
straatti ei p&ddse halutussa mddrin kosketuksiin sitoutu-
neen tai immobilisoidun glukoosi-isomeraasin kanssa. Vaik-
ka ndiden ongelmien minimoimiseksi on Kkehitetty erdita
immobilisoitua glukoosi-isomeraasia sis&ltdvia valmistei-
ta, niilld on yleensd muita puutteita, esimerkiksi niiden
entsyymikapasiteetti tai-aktiivisuus ei ole niin suuri
kuin olisi toivottavaa ja/tai ne eivat ole yhtd taloudel-
lisia kuin ioninvaihtoselluloosa.

Tédmdn keksinntn kdytdnnén sovellutuksissa voidaan
selluloosan agglomerointiin kayttdd monia polymeereja.

Esimerkkejd niistd ovat sellaiset polymeerit kuin melamii-
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ni-formaldehydihartsit, epoksihartsit, polystyreeni ja
vastaavat. Edullinen polymeeri on polystyreeni.

US-patenttijulkaisuissa 4 110 164 ja 4 168 250 on
esitetty, ettd agglomeroitaessa selluloosa, joka on muun-
nettu johdannaisekseen ioninvaihtomateriaalin aikaansaami-
seksi, hydrofobisen polymeerin kanssa sopivissa olosuh-
teissa sellainen selluloosa sdilyttdd kykynsd immobilisoi-
da tai sitoa glukoosi-isomeraasin. Esitetty edullinen
menetelmd komposiittien valmistamiseksi sisdltdda alkali-
selluloosan kdsittelemisen dietyyliaminoetyylikloridihyd-
rokloridin (DEC) liuoksella ja nd&in muodostetun muunnetun
ioninvaihtoselluloosan agglomeroinnin sitten polystyree-
nin kanssa. Koska polystyreeni on DEC-reaktioseokseen liu-
keneva, o0lisi Kkuitenkin odotettavissa, ettd selluloosaa
ei voitaisi derivatisoida tehokkaasti, mik&li agglomeraa-
tit muodostetaan ennen siti.

Kuten edelld mainittiin, Antrim et al. havaitsivat
ja esittivdt US-patenttijulkaisussa nro 4 335 117, etta
selluloosa voidaan muuntaa tehokkaalla tavalla johdannai-
sekseen hydrofobisen polymeerin l&sndollessa sddtelemdlls
prosessiolosuhteita derivatisoinnin aikana niin, ett& es-
tetddn polymeerin tuleminen derivatisointiliuokseen liuke-
nevaksi. Todettiin siis, ettd lisddmdlld derivatisointi-
aine agglomeraatin vesisuspensioon valvotulla nopeudella
emdksisissd olosuhteissa rakeisen komposiitin hydrofobinen
polymeerikomponentti ei liukene merkitt&vidsssd mddrin.

Erds odottamaton havainto oli 1lisdksi se, ettd
muunnettaessa selluloosa johdannaisekseen sen jdlkeen, kun
se on agglomeroitu, selluloosakomposiitin derivatisointi-
aste voi olla korkeampi ja silld voi siten olla suurempi
ioninvaihtokapasiteetti kuin agglomeroidulla selluloosa-
komposiitilla, joka on valmistettu alalla aikaisemmin k&y-
tetylld menetelm&lld, jossa selluloosa muunnetaan ennen
agglomerointia. Vaikka Kyseisen keksinndn mukaisen agglo-

meroidun kuitumaisen selluloosakomposiitin ioninvaihto-
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kapasiteetti wvoi vaihdella suuresti, ioninvaihtokapasi-
teetin pitdisi tyypillisesti o0lla v&hint&d&n noin 0,1
mekv/g ja edullisesti vdhintd&n noin 0,2 mekv/g.

Nyt on ylladttden havaittu, ettd derivatisoidun kom-
posiitin valmistuksen j&lkeen sen kdsittely kuumalla vesi-
vdliaineella voi lis&td voimakkaasti komposiitin adsorp-
tiokapasiteettid. Kuumalla vesivdliaineella kdsittelemi-
selld tarkoitetaan korotetussa lampotilassa suoritettua
kidsittelyd sellaisessa vdliaineessa kuin vesijohtovesi,
deionisoitu vesi tai laimea suolaliuos, jonka konduktans-
si on korkeintaan noin 7000 uS, vield edullisemmin noin
1000 ps.

Komposiitin valmistuksessa on edullisa kaytt6o Ant-
rimin et al. menetelmdd, joka on esitetty US-patenttijul-
kaisussa 4 355 117, jonka sisdltodn tédssd viitataan.

Valmistettiin nimenomaan kahden tyyppista derivati-
soitua rakeista selluloosaa; tyyppi I-GDC sis&lsi tiheytté
kohottavana aineena alumiinioksidia, kun taas tyyppi II-
GDC sisdlsi tiheytt& kohottavana aineena titaanidioksidia.
Kummankin komposiitin valmistuksessa kaytettiin seuraavaa
formulointimenettelyd. Agglomeraatti valmistettiin sekoit-
tamalla keskenddn 30 osaa CEPO S-100 selluloosaa (Swedish
Cellulose Powder and Woodflower Milk Ltd., Gdteborg, Ruot-
si) ja 20 osaa massanlisdysainetta (joko alumiinioksidia
tyypin 1 tapauksessa tai titaanidioksidia tyypin II ta-
pauksessa) ja sekoittamalla seosta 50 osan kanssa polys-
tyreenid kuumennetulla (180 - 200 °C) kaksoistelasekoit-
timella 10 minuuttia. J&dhdytyksen jdlkeen sekoitettu kom-
posiitti jauhettiin ja seulottiin niin, ettd sen raeokoko
oli 40 meshin ja 80 meshin v&lilla.

Toiseen kahdesta nelikaulaisesta 2 litran hartsias-
tiasta, jotka o0li varustettu sekoittimella, l&mpomittaril-
la, johon o0l1li yhdistetty Therm-O-Water Regulator-laite,
jddyhdyttimelld ja kuumennusvaipalla, laitettiin 300 g
joko tyyppid I ja tyyppid II olevaa rakeista selluloosaa
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(GCI tai GCII) ja 942 ml deijionisoitua vettd. Sekoittaen
samalla lis&dttiin 300 g vedetdntd natriumsulfaattia ja sen
jdlkeen 82 g 50 %:sta natriumhydroksidia. Kumpaankin
40 °C:seen lammitettyyn reaktioseokseen lis&ttiin Techni-
con-pumppua kadyttden 117 g 50 %:sta dietyyliaminoetyyli-
kloridihydrokloridireagenssia (DEC). Reagenssi lisdttiin
2 tunnin aikana. Seosta sekoitettiin 40 °C:ssa 30 minuut-
tia, jonka j&dlkeen kumpaankin hartsiin 1lisdttiin 62 g
NaOH:ta ja 2 tunnin aikana 117 g lis&dad DEC-reagenssia.
Reaktioseoksia kuumennettiin sitten 60 °C:ssa noin 30 mi-
nuuttia, jonka jdlkeen ne jadhdytettiin ja pH sdadettiin
30 %:sta HZSO4:éé kdyttden arvoon 6,5. Tuotteista kédyte-
tdan nimityksid8 rakeinen muunnettu selluloosa tyyppi I
(GDCI) ja rakeinen muunnettu selluloosa tyyppi II (GDCII)'

Ndin valmistettuja rakeisia komposiitteja voidaan
pitda k&sittelemdttdmind komposiitteina, mitd tulee niiden
kdyttdmiseen makromolekyylien adsorbointiin. Toisin sanoen
kdsittelemd&tt6médlla komposiitilla tarkoitetaan tdssa kom-
posiittia, jota ei ole aikaisemmin kuormitettu sellaisilla
makromolekyyleills.

Seuraavat esimerkit valaisevat tatd keksintda, mut-
ta niitd ei tulisi k&sittdd keksintod rajoittaviksi.

Esimerkki 1

Tdm8 esimerkki valaisee saavutettua adsorptiokapa-
siteetin lisddntymistd glukoosi-isomeraasientsyymin suh-
teen, kun rakeinen muunnettu (derivatisoitu) selluloosa
(GDCI), joka oli valmistettu kéyttd8en massanlisdysaineena
alumiinioksidia, k&siteltiin vedelld noin 90 °C:ssa.

50 g (tuoreena) kuivattua GDCI:té seulottiin kayt-

tden ruostumattomasta terdksestd valmistettua seulaa,
jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60, ja kdyttéden
noin 24 litraa suihkuttimesta saatua vett&d. Seulotusta
GDCI:sté poistettiin vesi lasisintterilla varustetun sup-
pilon ja imupullon avulla, ja sitten se pullotettiin ja

merkittiin n&dytteeksi A.
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Ruostumattomasta terdksestd valmistettuun 1000 ml:n
dekantteriin, joka sisdlsi 600 ml deionisoitua vett&d, lai-
tettiin 21,7 g (kuivana) edellid seulottua GDCI:té. Dekant-
teri sijoitettiin vesihauteeseen, joka oli kuumennettu
noin 90 °C:seen, ja seosta sekoitettiin 90 °C:sessa vesi-
hauteessa 30 minuuttia.

Kuuma seos suodatettiin karkealla lasisintterilla
varustettua suppiloa ja imupulloa kdyttden, ja sen jdlkeen
GDC-kiintoaine laitettiin takaisin ruostumattomaan 1000
ml:n dekantteriin. Dekantteriin 1lis&ttiin toiset 600 ml
deionisdoitua vettd, ja seosta sekoitettiin toisen kerran
30 minuuttia 90 °C:sessa vesihauteessa.

Kuuma seos suodatettiin kuten edelld, ja sen j&l-
keen GDC-kiintoainetta k&dsiteltiin kolmannen kerran 600
ml:lla deionisoitua vettd 30 minuuttia 90 °C:sessa vesi-
hauteessa. Loppusuodatuksen j&lkeen kolmesti Kké&asitelty
GDCI, josta oli poistettu vesi, pullotettiin ja merkittiin
ndytteeksi B.

Kdsitellyn GDC:n adsorptiokapasiteetti glukoosi-
isomeraasin suhteen mddritettiin yksipistemenetelmdd kdyt-
tden. Siisp& kannella varustettuun 140 ml:n muovipulloon
laitettiin 4,835 g (tuoreena; 2,0262 g kuivana) kdsiteltyéa
GDCI:té (ndytetta B) ja 50,0 ml deionisoitua vett&. T&hén
seokseen lisdttiin 0,5 ml 1 M Tris-puskuria (pH 7,0) ja
1,25 ml glukoosi-isomeraasia (5412 IGIU/ml), joka sis#dlsi
aktiivisuutta 6765 IGIU.

Glukoosi-isomeraasi voidaan puhdistaa entsyymia
sisdltévistd uutteista menettelytavoin, jotka ovat t&alli
alalla hyvin tunnettuja. Sellaisia puhdistusmenettelyta-
poja ovat sentrifugointi, suolan (esim. ammoniumsulfaatin)
saostus ja pylvdskromatografia (esim. ioninvaihto- tai
affihiteettikromatografia), mutta ne eivadt rajoitu téssa
mainittuihin.

Kansainvdlinen glukoosi-isomeraasiyksikké (IGIU,

International Glucose Isomerase Unit) on se m33rd entsyy-



10

15

20

25

30

35

11

mid, joka muuttaa 1 pmol:n glukoosia fruktoosiksi minuu-
tissa liuoksessa, joka sisdltdd 2 mol glukoosia, 0,02 mol
MgSO4 ja 0,001 mol CoClz:ta litraa kohden ja jonka pH on
6,84-6,85 (0,2 M natriummaleaatti) ja l&mpotila 60 °C.

Noin 9,3 x 103 pS:n konduktanssin aikaansaamiseksi
lisdttiin natriumkloridia, ja seosta sekoitettiin 1 tunti.
pH s&dddettiin laimeata HCl:3& kayttden arvoon 7,1 ja niay-
tettd sekoitettiin 4 tuntia. Laskeutuksen jalkeen kirkas
nestemdinen n#yte laimennettiin suhteessa 1:10 ja analy-
soitiin Technicon-mddritystd, jonka ovat esittdneet Lloyd
et al., Cereal Chemistry 49 (1972), nro 5, 544-553, k&yt-
tden. Kirkkaan nesteen todettiin sisdltdvdn yhteensd 803
IGIU glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta. N&in ollessa
2,0262 g (kuivana) GDC:t4 adsorboi yhteensid 5960 IGIU
glukoosi-isomeraasia eli 2940 IGIU/g (kuivana) GDCI:té.

Soveltaen samaa menettelytapaa 18htd6-GDC:hen (ndyt-
teeseen A) ja kdyttden samaa entsyymid saatiin adsorptio-
kapasiteetiksi 1955 IGIU/g (kuivana GDCI:té). Kasittely
korkeassa ladmpbtilassa aiheutti siis GDCI:n entsyymin ad-
sorptiokapasiteetin lisdantymisen 50 %.

Esimerkki 2

Tama esimerkki valaisee seaavutettua entsyymin ad-

sorptiockapasiteetin lis&antymistd, kun rakeinen muunnettu
selluloosa (GDCII), joka oli valmistettu kayttden massan-
lisdysaineena titaanidioksidia, kédsiteltiin vedelld noin
90 °C:ssa.

65,5 g:n (tuoreena; 34,5 g kuivana) er&i GDCII:ta
sekoitettiin dekantterissa, joka sisdlsi noin 600 ml de-
ionisoitua vetta (huoneen lampotilassa), ja se seulottiin
sitten vesisuihkua (noin 24 litraa vettd) kadyttden ruos-
tumattomasta terdksestd valmistetulla seulalla, jonka US-
standardin mukainen meshluku oli 60. Seulotusta GDC:sta
poistettiin vesi lasisintterilld varustetun suppilon avul-

la, ja se pullotettiin ja merkittiin ndytteeksi A. T&ami
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nayte toimi vertailundytteend; mitddn 90 °C:ssa kdsitte-
lyd ei tehty.

Toinen 34,5 g:n (kuivana) eré GDCII:ta laitettiin
yhdessd 600 ml:n kanssa deionisoitua vettd ruostumattomas-
ta terdksestd valmistettuun dekantteriin. Dekantteri si-
joitettiin kuumaan vesihauteeseen, jonka lampdtila oli
noin 90 °C, ja lietettd sekoitettiin tdssd lampdtilassa %
tuntia. Tulokseksi saatu tuote pestiin ruostumatonta te-
rdstd olevan seulan, jonka US-standardin mukainen meshluku
oli 60, p&&lla hienon aineksen poistamiseksi k&yttéen vet-
t4 noin 24 litraa. Naytteestd poistettiin vesi lasisint-
terilld varustetun suppilon avulla, ja se pullotettiin ja
merkittiin naytteeksi B.

Uusi 34,5 g:n (kuivana) eré GDCII:ta laitettiin
yvhdessd 600 ml:n kanssa deionisoitua vettd ruostumattomas-
ta terdksestd valmistettuun dekantteriin, ja sitéd kdsitel-
tiin samalla tavalla kuin edelld 90 °C:sessa vesihauteessa
% tuntia. Kiintoaine erotettiin suodattamalla ja suspen-
doitiin uudelleen 600 ml:aan deionisoitua vettd, ja sitéd
kdsiteltiin toisen kerran 90 °C:sessa vesihauteessa % tun-
tia. Tuote pestiin ruostumastonta terdstad olevan seulan,
jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60, p&&ll& hie-
non aineksen poistamiseksi, sen jdlkeen siitd poistettiin
vesi lasisintterilld varustetun suppilon avulla, ja se
pullotettiin ja merkittiin ndytteeksi C.

Vield yksi 34,5 g:n (kuivana) era GDCII:ta kédsitel-
tiin kolmesti 600 ml:n erilld deionisoitua vettd 90 °C:ssa
vesihauteessa kunkin kdsittelyn kestdessid % tuntia. Tulok-
seksi saatu tuote pestiin sitten seulan, jonka US-standar-
din mukainen meshluku oli 60, p&dlla hienon aineksen pois-
tamiseksi kdyttden vettd noin 24 litraa. GDCII-tuotteesta
poistettiin vesi, ja se pullotettiin ja merkittiin nayt-
teeksi D.

Kaikki 4 GDC-tuotetta punnittiin, ja niiden adsorp-
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tiokapasiteetti glukoosi-isomeraasientsyymin (GI) suhteen

analysoitiin. Tulokset on esitetty alla:

Nayte A B C D

Gl-adsorptiokapasi-

teetti (IGIU/g kui-

vaa GDCII:ta) 2492 3455 3456 3660
Adsorptiokapasitee-

tin likim8&radinen

lisdédntyminen (%) - 39 39 47

Esimerkki 3

Tédm8 esimerkki valaisee rakeisesta selluloosasta
(GC), joka muunnettiin ensin johdannaisekseen erilaisilla
DEC-reagenssimddrilld ja késiteltiin sitten vedessd noin
90 °C:ssa, saatujen ndytteiden adsorptiokapasiteettia.

Derivatisointi

Kuuteen nelikaulaiseen 2 litran hartsiastiaan, jot-
ka o0li varustettu sekoittimella, la&mp&mittarilla, johon
0li yhdistetty Therm-O-Watch Regulator-laite, jad&hdytti-
melld ja Kkuumennusvaipalla, laitettiin 300 g normaalia
GDC:t& (seosta, joka koostui polystyreenistd, CEPO S-100
selluloosasta ja massalisdysaineena kdytetystd titaanidi-
oksidista (50 %, 30 % ja 20 %, tédssa jarjestyksessd) ja
joka o0li valmistettu edelld kuvatulla tavalla) ja 942 ml
deionisoitua vettd. Sekoittaen samalla 1lisattiin 300 g
vedetdntad natriumsulfaattia ja sen jalkeen 82 g 50 %:sta
natriumhydroksidia. Kuhunkin 40 °C:seen lammitettyyn reak-
tioseokseen lisdttiin Technicon-pumppua kayttden 50 %:sta
dietyyliaminoetyylikloridihydrokloridireagenssia (DEC)
masard, joka oli joko 50, 60, 70, 80, 90 tai 100 ¥ DEC-rea-
genssin normaalitasosta. 50 %:nen DEC-reagenssi lisdttiin

2 tunnin aikana.
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Reaktioseoksia sekoitettiin 40 °C:ssa 30 minuuttia,
jonka j#lkeen kuhunkin hartsiastiaan 1lisdttiin 62 g 50
$:sta NaOH:ta ja 2 tunnin aikana toinen puoli 50 %:sesta
DEC-reagenssista.

Reaktioseoksia kuumennettiin 60 °C:ssa noin 30 mi-
nuuttia, jonka jdlkeen ne jashdytettiin ja pH sd&ddettiin
30 %:sta H,80,:4 kdyttden arvoon 5. Kunkin tuotteen val-
mistuksessa k#8ytetyt reaktio-olosuhteet on esitetty alla:

Kokeen Vesi GDC Na,SO, 50-%:nen 50 %:nen DEC-reagenssi

nro 2 NaOH (g) Normaa- 1. 2.
) 1. 2. litasos- lisdykset.
(g) g) (9) lisdykset ta (%) (g) (9)
1 942 300 300 B2 62 100 117 117
2 942 300 300 82 62 90 105 105
3 942 300 300 82 62 80 93,6 93,6
4 942 300 .300 82 62 70 81,9 81,9
5 942 300 300 82 62 60 70,2 70,2
6 942 300 300 82 62 50 58,5 58,5

Seulonta ja.pesu

Reaktiotuotteet laskettiin seulan 1ldpi, jonka US-
standardin mukainen meshluku oli 30, ja kerdttiin seulal-
le, jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60, kdyttden
kussakin tapauksessa noin 24 litraa suihkuttimesta saatua
vettd. Kunkin reaktion tuotetta (koko 30 meshin ja 60
meshin vd11114) sekoitettiin 2000 ml:ssa vettd, ja ne pes-
tiin seulan, jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60,
padllsa 24 litralla vettd suihkutinta kdyttden. Kiintoaine
dispergoitiin uudelleen 2000 ml:aan vettd ja pestiin taas
seulan, jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60,
pddlla kdyttden suihkutinta ja 24 litraa vettd8 kussakin
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pesussa. Kaikista 6 reaktiotuotteesta poistettiin vesi
lasisintterilld varustetun suppilon avulla.

Kasittely korkeassa la&mpédtilassa

Ruostumattomasta terdksestd valmistettuihin dekant-
tereihin laitettiin 50,0 g (kuivana) kutakin tuotetta ja
600 ml deionisoitua vettd. Dekantterit sijoitettiin
90 °C:seen vesihauteeseen, ja GDC-lietteitd sekoitettiin
2 tuntia hauteen l&mpdtilassa 90 °C. Kiintoaine erotettiin
kuumasuodatuksella karkealla lasisintterill& varustettua
suppiloa kayttden ja suspendoitiin sitten uudelleen 600
ml:aan deionisoitua vettd, ja suspensioita sekoitettiin
taas 2 tuntia 90 °C:sessa vesihauteessa. Tulokseksi saadut
kuumat GDC-lietteet suodatettiin karkealla lasisintterillé
varustettua suppiloa kdyttden, ja kiintoaine suspendoitiin
sitten uudelleen 600 ml:aan deionisoitua vettd ja sitéd
sekoitettiin taas 2 tuntia 90 °C:sessa hauteessa. Suoda-
tuksen jdlkeen kolmesti kdsitellyt GDC-tuotteet seulottiin
seulalla, jonka US-standardin mukainen meshluku oli 60,
kdyttden noin 24 litraa vettd ja suihkutinta. Tuotteista
poistettiin vesi, ja niiden kapasiteetti glukoosi-isome-
raasin suhteen mitattiin. Tulokset on esitetty alla:

50 %:sen DEC-reagenssin mdara (%)
Naytteen nro 100 90 80 70 60 50

Adsorptiokapa-

siteetti 90 °C:

ssa kdsittelyn

jalkeen (IGIU/g

kuivaa GDC:t&) 3130 2714 2538 2538 2468 1953

Kuten voidaan odottaa, adsorptiokapasiteetti glu-
koosi-isomeraasin suhteen laski DEC-reagenssitason funk-
tiona. GDC-tuotteen, joka oli valmistettu k&yttden DEC-
reagenssia vain 60 % perustasosta, adsortptiokapasiteetti
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vastasi sellaisen GDC:n, joka oli derivatisoitu 100 $%$:sel-
la (perustasosta) md&dr&dlla DEC:td mutta jota ei ollut Ké&-
sitelty 90 °C:ssa, kapasiteettia. Ks. esimerkki 2.
Esimerkki 4
Tamda esimerkki valaisee kédsittelylampdtilan vaiku-

tusta GDC:n adsorptiokapasiteettiin.

300 g:n (kuivana) era GDCII:ta seulottiin ja pes-
tiin 60 meshin seulalla suurin piirtein samalla tavalla
kuin esimerkissa 2 on kuvattu. Seulotusta GDC:stid poistet-
tiin vesi lasisintterilla varustetun suppilon avulla, ja
se sekoitettiin hyvin. Sekoitetusta GDC:st& otettiin nayt-
teet ja ne suspendoitiin deionisoituun veteen (10 ml/g
kuivaa ndytettd). Ndytteitd sekoitettiin 2 tuntia eri l&m-
pbtiloissa, jotka vaihtelivat 50 °C:sta 100 °C:seen.
GDCII:t kerdttiin sitten suodattamalla lasisintterilla
varustettuihin suppiloihin. Kustakin GDCII:sta otettiin
sitten ndyte analyysid varten, ja loppuosa GDCII:sta sus-
pendoitiin uudelleen tuoreeseen veteen toista 2 tunnin
kdsittelyd varten. Toisen kédsittelyn j&dlkeen GDCII:t ero-
tettiin suodattamalla, niist& otettiin ndytteet analyysié&
varten ja loppuosat suspendoitiin uudelleen veteen kolmat-
ta 2 tunnin k&sittelyd varten. Kolmannen késittelynjdlkeen
GDCII:t pestiin 60 meshin seulan p&&lld kylm&llsa vedells,
niistd poistettiin vesi suodattamalla ja ne sekoitettiin
hyvin. Myds sdilytetyt, yhden ja kahden kdsittelyn j&lkeen
otetut ndytteet seulottiin, niistd poistettiin vesi ja ne
sekoitettiin.

Kun edelld saadun GDCII
mddritettiin glukoosi-isomeraasin avulla suurin piirtein

:n adsorptiokapasiteetti

samalla tavalla kuin esimerkissd 1 on kuvattu, paitsi ettd
kdytettiin monipisteadsorptioita kadyttiden erilaisia madria
GDCII:ta entsyymin m&&rsdn pysyessid vakiona. Adsorptiokapa-
siteetti laskettiin piirtédm&lld adsorboitunutta isomeraa-
siaktiivisuutta lis&tyn GDCII:n funktiona kuvaava kéayra.

Yhteenveto tuloksista on esitetty seuraavassa taulukossa:



Kdsiteltyjen GDC

17

II-tuotteiden.adsorptiokapasiteetti

i::;g:iiZ' fiii;::i;Jen idsorptio- Kapasiteetin
. C oc) , (izisiteetti likimddrdinen
/g kui- lissdys (%)
vaa GDC  :ta)
Vertailu-
ndyte
10 (kdsitte-
lem&t®n) 0 2550 -
50 1 2465 -3
2 2762 8
3 " 2830 11
15 60 1 2489 -2
2 2841 11
3 3303 30
70 1 2592 2
2 2756 8
20 3 3147 23
80 1 3058 20
2 2913 14
3 3460 40
90 1 2858 12
25 2 3491 37
3 3438 35
100 1 4876 91
2 5216 105
3 5158 102

30
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Kaikissa testeissd kdytetyissd lampodtiloissa monin-
kertainen kasittely paransi adsorptiokapasiteettia. Kasit-
telyldmpdtilan kohotessa adsorptiokapasiteetti lisddntyi
niin, ettd kaksi tai kolme kdsittelyd 100 °C:ssa kaksin-
kertaisti adsorptiokapasiteetin.

Esimerkki 5

Tamd esimerkki valaisee korkeassa lamp&étilassa ka-
sittelemisen vaikutusta GDCII:n adsorptiokapasiteetin pa-

ranemiseen muiden proteiinien kuin glukoosi-isomeraasin

suhteen.

Sen mddrittamiseksi, parantaisiko kuumavesikadsitte-
ly adsorptiokapasiteettia muiden proteiinien suhteen sa-
moin kuin glukoosi-isomeraasin suhteen, valmistettiin 0,2
¥:nen naudan seerumialbumiinin (BSA) (Sigma, fraktio V)
liuottamalla proteiini 10 mM Trispuskuriin (pH 7,0). T&mé&n
liuoksen konduktanssi sdddettiin 9000 pS:ksi natriumklo-
ridia lisdam&lls.

Adsorptiokapasiteetin BSA:n suhteen mdarittémiseen
kdytettiin pestystd ja seulotusta GDCII:sta ja GDCII:sta,
joka oli k&sitelty kolmesti 100 °C:ssa esimerkissd 4 kuva-
tulla tavalla, otettuja ndytteitd. Punnitut erdt kumpaakin
GDCII:ta suspendoitiin 50 ml:n eriin BSA-liuosta ja sus-
pensioita sekoitettiin 60 minuuttia. GDCII:n annettiin
laskeutua painovoiman vaikutuksesta, ja kirkkaista suspen-
sioista otettiin ndytteet liukoisen BSA:n pitoisuuden maa-
rittédmiseksi ultraviolettiabsorbanssin avulla aallonpituu-
della 280 nm. Adsorptiokapasiteetti laskettiin liukoisen
BSA:n pitoisuuden erosta ennen GDCII:n lisdystda ja sen
ja@lkeen.

100 °C:ssa kédsitelty GDCII adsorboi 19,7 mg BSA:-
ta/g kuivaa GDC:td verrattuna kédsittelem&ttdman GDCII:n
adsorptioon, joka o0li wvain 11,6 mg/g kuivaa GDCII:ta.
100 °C:ssa késitteleminen lisdsi siis adsorptiokapasiteet-
tia naudan seerumialbumiinin suhteen noin 70 %.

Esimerkki 6
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Tdmd esimerkki havainnollistaa korkeassa la@mpoti-
lassa k&sittelyn vaikutusta muihin kantajiin, joiden tie-
detddn adsorboivan glukoosi-isomeraasia.

Sen mddrittamiseksi, onko adsorptiokapasiteetin

paraneminen GDC:n kuumavesikdsittelyn jdlkeen yleinen omi-
naisuus isomeraasia adsorboivilla aineilla, muutamaa kan-
taja-ainetta, joiden tiedet&&dn adsorboivan glukoosi-isome-
raasia, k&dsiteltiin kaksi tuntia wvedella 90 °C:ssa. Sen
jadlkeen maaritettiin isomeraasin adsorptiokapasiteetti
kédsittelemédttomid ja kdsiteltyja kantajia kayttden. Tes-
tattiin kuitumainen DEAE-selluloosa (Whatman DE-23), suu-
rihuokoinen polystyreenistad ja kvaternaarisesta amiinista
valmistettu hartsi (Amberlite IRA-900, Rohm & Haas) ja
suurihuokoinen polyfenolista ja tertiaarisesta amiinista
valmistettu hartsi (Duolite A-568, Diamond Shamrock).
10 g:n erd kutakin hartsia suspendoitiin 100 ml:aan de-
ionisoitua vettd, ja suspensioita sekoitettiin 2 tuntia
90 °C:ssa. Hartsit kerdttiin talteen ja niistéd poistettiin
vesi lasisintterillsd varustettujen suppiloiden avulla, ja
osia niist& k&ytettiin isomeraasin adsorptiokapasiteetin
médrittédmiseen suurin piirtein esimerkissd@ 4 kuvatulla
tavalla. Mit&&8n eroa kédsitellyn ja késittelemd@ttdmén kan-
tajan isomeraasin adsorptiokapasiteetin vdlilléd ei havait-
tu IRA-800:n, IRA-932:n ja Duolite A-568:n tapauksessa.
Whatman DE-23:n tapauksessa adsorptiokapasiteetti pieneni
kdsittelemdttéman kantajan arvosta 3407 IGIU/g kédsitellyn
kantajan arvoon 2429 IGIU/g kédsitellyn kantajan arvoon
2429 IGIU/g. Kuumavesikdsittely ei siten parantanut mik&&n
edelld mainitun muun ei-GDC-hartsin adsorptiokapasiteet-
tia.

Esimerkki 7

Tdm& esimerkki havainnollistaa sitd, ettda kuumassa

l8mpbdtilassa kdsitteleminen joko vesijohtovedella tai lai-
mealla suolaliuoksella on myds tehokas GDC:n adsorptioka-

pasiteetin lisdyksessi.
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Deionisoidun veden, vesijohtoveden (konduktanssi
620 pS) ja laimean natriumkloridiliucksen (konduktanssi
5000 pS) vaikutuksen vertailemiseksi GDCII—néytteet kédsi-
teltiin kolmesti 90 °C:ssa kullakin liuoksella suurin
piirtein esimerkissd 4 kuvatulla tavalla. Kasiteltyjen
GDC-tuotteiden adsorptiokapasiteetti mdaritettiin glukoo-
si-isomeraasia kédyttden samalla tavalla kuin esimerkis-

sd8 1. Saatiin seuraavat tulokset:

Vdliaine Adsorptiokapa- Kapasitaatin 1liki-
siteetti (IGIU/g madrdinen lisdys
kuivaa tuotetta) (%)

Ei mit&an 2550 -

Deionisoitu vesi 3438 35

Vesijohtovesi 3170 24

Suolaliuos 4070 60

Késittely vesijohtovedelld oli ldhes yhtd tehokas
kuin kdsittely deionisoidulla vedella GDC:n adsorptiokapa-
siteetin lis&dyksessd. Laimea suolaliuos (0kO5 M NaCl) oli
tehokkaampi kuin deionisoitu vesi tai vesijohtovesi.

Esimerkki 8

Tamd esimerkki havainnollistaa konduktanssin (suo-
lapitoisuuden) vaikutusta GDC:n kasittelyyn.

Konduktanssin wvaikutuksen kdsittelyn tehokkuuteen
maddrittamiseksi GDC-naytteet kasiteltiin kolmesti

100 °C:ssa natriumkloridiliuoksilla, joiden konduktanssi

oli erilainen, suurin piirtein esimerkissd 4 kuvatulla
tavalla. Kunkin kdsitellyn GDC:n adsorptiokapasiteetti
maaritettiin glukoosi-isomeraasia kayttden esimerkissd 1

Kuvatulla tavalla. Saatiin seuraavat tulokset:
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Konduktanssi Adsorptiokapa- Kapasiteetin
(ps) siteetti (1IGIU/g likimddrdainen
kuivaa GDC:té&) lisdys (%)

52 4259 54
1000 4642 69
3000 4260 54
7000 3980 45
Vert.nayte 2750 -
(kdsittelemdtdn)

Kédsittely ©paransi kaikissa tapauksissa GDC:n
adsorptiokapasiteettia kdsittelemattémdn vertailundytteen
kapasiteettiin n&dhden. Suurin parannus todettiin suola-
liuoksella, jonka konduktanssi oli 1000 pS (0,01 N NaCl),
kdsittelyn jdlkeen.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd agglomeroidun selluloosakomposiitin,
jolla on parantunut adsorptio- tai sitomiskapasiteetti
varautuneiden makromolekyylien suhteen, valmistamiseksi
rakeisesta, agglomeroituneesta hydrofobisen polymeerin ja
selluloosan kéasittelemdttomédstd komposiitista, jolla on
ioninvaihto-ominaisuuksia, tunnettu siitd, ettéd
mainittu komposiitti ké&sitell&d&n vesivdliaineella v&hin-
t88n noin 60 °C:n l&mpdtilassa kdsittelyajan ollessa riit-
tdvdn pitkd, jotta adsorptio- tai sitomiskapasiteettia
mainittujen makromolekyylien suhteen pystyt&8&n lisddmdan
vdhintddn noin 30 %.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siita, ettd selluloosa on agglomeroitu
hydrofobisen polymeerin kanssa rakeisen komposiitin muo-
dostamiseksi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitsd, ettd mainittu makromolekyyli on
proteiini.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettda mainittu proteiini on
entsyymi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelms,
tunnettu siita, ettd mainittu entsyymi on
glukoosi-isomeraasi.

6. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-5 mukainen
menetelmd, tunnet tu siitd, ettd mainittu késitte-
lyaika on noin % - 5 tuntia.

7. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-6 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd korotettu lampHd-
tila on noin 80-100 °C.

8. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukainen

menetelmd, tunnettu siitd, ettd mainittu vesivali-
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aine on vesijohtovesi, deionisoitu vesi tai laimea suola-
liuos.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd@ suolaliuoksen konduktanssi
on korkeintaan noin 7000 pS.

10. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1-9 mukainen
menetelmd, t unne t tu siitd, ettd komposiitin sisdl-
tdmd agglomeroitu selluloosa on muunnettu johdannaisekseen
derivatisointiaineella ioninvaihto-ominaisuuksien antami-
seksi sille ainakin osan muunetusta selluloosasta ollessa
vapaa adsorboimaan varautuneita makromolekyyleja.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd mainittu derivatisointiaine
on dietyyliaminoetyylikloridi.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd rakeet muunnetaan derivati-
sointiaineella, jonka suhde selluloosaan on suurempi
kuin 0,7.

13. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1-12 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd mainittu hydrofo-
binen polymeeri on polystyreeni.

14. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1-13 mukainen
menetelmd, t unnettu siitda, ettd mainittu kompo-
siitti sis8ltd8 lisaksi tiheyttd kohottavaa ainetta.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittu tiheyttd kohottava
aine on jauhettu metallioksidi, silikaatti tai niiden
seos.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd mainittu tiheyttd kohottava
aine on alumiinioksidi tai titaanioksidi.

17. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-16 mukainen
menetelm&, tunnettu siitda, ettd kasittelyaika on
riittdvdn pitk& komposiitin adsorptio- tai sitomiskapasi-

teetin lisddmiseksi vdhintididn 60-100 %.
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18. Minkad tahansa patenttivaatimuksen 1-17 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd mai-
nittujen makromolekyylien adsorboinnin tai sitomisen k&si-
teltyyn komposiittiin.

19. DEAE-selluloosapohjainen rakeinen k&sittelem&-
toén komposiitti, tunnet tu siitd, etta se koostuu
rakeista, jotka on muodostettu agglomeroimalla selluloosa
hydrofobisen polymeerin kanssa;
mainitut rakeet on sitten derivatisoitu DEAE:113 kdytetyn
DEAE:n suhteen selluloosaan ollessa yli 0,7 ioninviébto-
ominaisuuksien antamiseksi selluloosalle;
ainakin osa mainitusta muunetusta selluloosasta on vapaa
adsorboimaan varautuneita makromolekyylej&; ja
mainitut rakeet on sitten kdsitelty vesivdliaineessa koro-
tetussa, vdhint&dan 60 °C:n, lampbtilassa riittdvan
pitk&&n, jotta k&asittelylld on saatu lisdtyksi mainitun
komposiitin adsorptiokapasiteettia makromolekyylien suh-
teen vdhintddn noin 30 %.

20. Rakeinen, agglomeroitunut hydrofobisen poly-
meerin ja selluloosan kadsittelemdtodn komposiitti, t u n-
nettu siitd, ettd silli on ioninvaihto-ominaisuuksia,
joita on parannettu vesivdliaineessa suoritetulla l&mp&-
kdsittelylld komposiitin kayttdd makromolekyylien adsor-

bointiin tai sitomiseen ajatellen.
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