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Sakkaridien puhdistaminen kromatografisella erotuksella

Keksinndn kohde

Esilla oleva keksintd koskee heikosti happaman kationinvaihtohart-
sin kayttdd hiilihydraattien kromatografisessa erotuksessa. Erityisesti esilla
oleva keksinté koskee hiilihydraattien, sokerien ja sokerialkoholien hydrofiili-
sen/hydrofobisen vuorovaikutuksen hyvaksikayttéd heikosti happaman ka-
tioninvaihtohartsin kanssa. Vield erityisemmin keksintd koskee heikosti hap-
paman kationinvaihtohartsin kayttéa hydrofobisten sakkaridien, kuten deoksi-,
metyyli- ja anhydrosokerien ja anhydrosokerialkoholien erottamiseksi hydrofiili-

semmista sakkarideista.

Keksinnén tausta

US-patentissa 2 684 331 tuodaan esiin menetelma kahden tai use-
amman ainesosan kromatografiseksi erottamiseksi toisistaan, joilla on erittéin
erilaiset ionisaatiovakiot ja vahintdan toinen ainesosista kay lapi huomattavan
ionisoitumisen sen laimeassa vesipitoisessa liuoksessa. Meneteimaa ei ole
kuitenkaan kaytetty hiilihydraattien erottamiseen. US-patentin 2 684 331 esi-
merkit kuvaavat suolojen erottamista orgaanisista liuottimista, esim. natrium-
kloridia formaldehydistd. Meneteima késittdd ioninvaihtohartsin, jolla on ioni,
joka on identtinen erittdin ionisoituneen liuotteen ionin kanssa. loninvaihtohart-
si on joko kationinvaihtohartsi tai anioninvaihtohartsi. Kationinvaihtohartsi siséai-
tdéd sulfonaattiryhmid funktionaalisina ryhmind. Anioninvaihtohartsi sisaitda
kvaternaarisia ammoniumryhmia funktionaalisina ryhmina.

US-patentissa 2 911 362 kuvataan menetelma, joka késittaa kroma-
tografisen erotusprosessin, jossa kaytetdan ioninvaihtohartsia kahden tai use-
amman veteen liukenevan orgaanisen yhdisteen erottamiseksi toisistaan vesi-
pitoisessa vaéliaineessa ioninvaihtoreaktion poissa ollessa, eli oleellisesti kemi-
allisen reaktion poissa ollessa, joka kasittda ionien absorption hartsiin vesipi-
toisesta valiaineesta tai ionien siirtymisen hartsista liuokseen. Mainitun fnene-
telman mukaan ioninvaihtohartsi voi olla joko kationinvaihtohartsi tai anionin-

vaihtohartsi. Kationinvaihtohartsi voi siséltédé joko sulfonaattiryhmia funktionaa-



lisina ryhmina tai karboksyylihapporyhmia funktionaalisina ryhmin&. Anionin-
vaihtohartsi siséltéd kvaternaarisida ammoniumryhmia funktionaalisina ryhmi-
naan. Kuitenkin erotusta ei ole kaytetty hiilihydraattien erottamiseen.
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Kromatografista erotusta on kaytetty US patentissa 4 075 406 ku-
vatussa menetelméassé ksyloosin talteen ottamiseksi luonnollisten materiaalien
hydrolysaateista, kuten koivupuun, maissintahkien ja puuvillan siementen kuo-
rien. Kromatografisessa erotuksessa kaytetty hartsi on vahvasti hapan ka-
tioninvaihtaja, eli sulfonoitu polystyreeni, joka on silloitettu divinyylibentseenilla.
Vahvasti happaman kationinvaihtajan kaytté monosakkaridien, esim. ksyloosin
erottamiseksi magnesiumsulfiittikeittoliemesta on myds tunnettua julkaisusta
WO 97/49 658. Kromatografinen erotus on suoritettu kayttamalla simuloitua
likkuvaa kerrosta. Tiettyjen monosakkaridien erottaminen kayttamalla vahvasti
happamia kationinvaihtohartseja on kuitenkin osoittautunut vaikeaksi.
Samuelsonin mukaan (Samuelson, O., Chromatography on ion-exchange res-
ins, J. Methods Cardohyd. Chem. 6 (1972) 65 - 75), esimerkiksi ramnoosin
erottaminen muista hiilihydraateista vahvoilla kationinvaihtohartseilla on ollut
mahdollista kayttamall& liuottimia, esim. alkoholia eluenttina. Rhamnoosi eluoi-
tuu ennen useimpia muita hiillihydraatteja koska silld on lyhyempi retentioaika
kuin aldooseilla ja ketooseilla, kun vesipitoista etanolia kdytetdan eluenttina.
Vesi olisi edullinen eluentti, mutta kun sita kaytetdan, ongelma on, etta erilaisil-
la hiilihydraateilla, kuten ramnoosilla, arabinoosilla ja/tai ksyloosilla on taipu-
mus eluoitua melkein samanilaisilla retentioajoilla, jolloin fraktiot limittyvat. Ero-
tusta ei ole ehdotettu tehtévéaksi vesieluentilla.

Hiilihydraattien, erityisesti ksyloosin erottamista vahvasti happamilla
kationinvaihtajilla on harjoitettu teollisesti, mutta se on monimutkaista ja siinad
on onnistuttu vain yhdelld tavalla. US-patentissa no. 5 998 607 esitettyd mene-
telmaa on kaytetty erityisesti ksyloosin erottamiseen magnesiumkeittoliemesta.
Ongelma on ollut ksyloosin ja ksylonihapon riittdméaton erottuminen. Heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd ei tuonut mitdan hyoétya ratkaistaessa
ongelmaa. Menetelméssad erotus vaatii kaksi vaihetta. Ensimmaisessa vai-
heessa kationinvaihtohartsia k&ytetdan edullisesti maa-alkalisessa muodossa,

edullisemmin Mg®"-muodossa ja toisessa vaiheessa kationinvaihtohartsi on
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edullisesti alkalimetallimuodossa (esim. natrium). Myds monosakkaridien erot-
tumisen on kuitenkin todettu olevan epétyydyttavaa, silld kaikki muut mo-
nosakkaridit eluoituvat melkein samalla retentioajalla ksyloosin kanssa. Mene-
telman pH oli althainen. Kaksiarvoisessa muodossa oleva hartsi naytti erotta-
van ksyloosia tehokkaammin kuin hartsi, joka oli yksiarvoisessa muodossa.

Julkaisussa PCT/FI00/00350 esitetdan sulfonoituja polymeerihartse-
ja, erityisesti ioninvaihtohartseja ja téllaisten hartsien valmistus. Polymeeri on
styreenidivinyylibentseenikopolymeeri, vahvasti hapan kationinvaihtohartsi. Sil-
loittaja voi myds olla isopreeni, allyylimetyyliakrylaatti, vinyylimetakrylaatti, gly-
kolimetakrylaatti tai glykolidiakrylaatti. Julkaisun PCT/F100/00350 mukaan sul-
fonoitua polymeerihartsia voidaan kayttdd kromatografisena hartsina, ionin-
vaihtohartsina tai katalyyttihartsina.

US-patentissa 4 359 430 kuvataan prosessi betaiinin talteen ottami-
seksi luonnollisista lahteistd, kuten juurikasmelasseista, jdg&dnndésmelasseista ja
vinasseista. Prosessi kayttdd vahvasti hapanta kationinvaihtohartsia alkalime-
tallimuodossa kromatografisena kolonnina, natriumin ollessa yleensa edullinen
alkalimetalli. Vetta kaytetdan eluenttina menetelméassd. Menetelméd tuottaa
kolme fraktiota. Ensimmainen fraktio on ei-sokeripitoinen jatefraktio, toinen on
sokeria sisaltdva fraktio ja kolmas fraktio koostuu oleellisesti betaiinista.

Julkaisussa WO 96/10650 tuodaan esiin menetelma juurikkaasta
saadun sakkaroosia siséltdvan liuoksen prosessoimiseksi sakkaroosilla rikas-
tetun fraktion saamiseksi ja toisella orgaaniselia yhdisteelld rikastetun fraktion
saamiseksi, erityisesti sellaisella kuin betaiini, inositoli, raffinoosi, galaktinoli tai
seriini ja muilla aminohapoilla. Vahvasti hapanta kationinvaihtajaa, edullisesti
natrium- tai kaliummuodossa, kaytetddn fraktioiden erottamiseksi. Suomalai-
sesta patentista no. 960 225 on myds tunnettua menetelma melassien frakti-
oimiseksi kayttamalla vahvasti hapanta kationinvaihtajaa.

Anioninvaihtohartseja on kaytetty fruktoosin erottamiseen glukoosis-
ta. Y. Takasaki (Agr. Biol. Chem. 36 (1972), sivut 2575 - 77) ja B. Lindberg et
al. (Carbohyd. Res. 5 (1967), sivut 286 - 291) kuvaavat bisulfiittimuodossa ole-
van anioninvaihtajan kaytt6&d sokerien erottamiseen. Vettad kaytetdan eluentti-

na. Anioninvaihtajan kayttd ei kuitenkaan johda hyvaan ksyloosin erotukseen,



10

15

20

25

30

sillda muut sokerit limittdvat ksyloosin. Ramnoosin erotusta ei ole ehdotettu.
Fruktoosin ja glukoosin erotus bisulfiittimuodossa olevalla anioninvaihtajalla on
tunnettua myds patentista FR-2 117 558.

US-patentissa no. 5084 104 tuodaan esiin menetelma ksyloosin
erottamiseksi runsaasti pentoosia siséltdvésts liuoksesta, esim. koivupuusta.
Kéaytetdan kromatografista kolonnia, joka késittéd vahvasti emaksistd anionin-
vaihtohartsia. Anioninvaihtohartsi on sulfaattimuodossa. Kaytettdessa tata me-
netelmaa ksyloosi jda voimakkaimmin jalkeen, mutta muut monosakkaridit elu-
oituvat nopeammin.

Menetelméd L-arabinoosin valmistamiseksi on tunnettu julkaisusta
WO 99/57 326, jossa menetelma on tunnettu siitd, ettd saatetaan kasvikuidut
kosketuksiin hapon kanssa kuitujen hydrolysoimiseksi sellaisissa olosuhteissa,
ettd kasvikuituinin siséityneet L-arabinoosin ainekset saadaan valikoiden.
US-patentissa no. 4 880 919 tuodaan esiin menetelma arabinoosin erottami-
seksi monosakkaridien seoksista, jotka siséltdvat arabinoosia ja muita aldo-
pentooseja ja aldoheksooseja adsorboimalla sulfonoiduilla,
polystyreenidivinyylibentseenilla silloitetuilla ioninvaihtohartseilla, jotka ovat
Ca®*- ja NH4*-muodoissa ja desorptoimalla adsorbaatti vedelld. Menetelma
kiteisen L-arabinoosin tuottamiseksi on tunnettu US-patentista no. 4 816 078.

Arabinoosin valmistus on myds tunnettua US-patentista 4 664 718.
Menetelméssé arabinoosi erotetaan monosakkaridiseoksesta, joka sisaltaa
myds muita aldopentooseja ja aldoheksooseja. Sy6tté saatetaan kosketuksiin
kalsium-Y-tyypin tai kalsium-X-tyypin zeoliitin kanssa ja arabinoosi adsorboi-
daan valikoivasti. Desorptio suoritetaan vedella tai etanolilla.

Julkaisussa DE 3 545 107 kuvataan menetelméa ramnoosin valmis-
tamiseksi arabikumista. Vahvasti hapanta kationinvaihtohartsia kaytetaan so-
kerin erottamiseen ja ramnoosi puhdistetaan adsorptiolla aktiivihiilella. Myos
arabinoosia erotetaan talla menetelmalla.

Barker, S.A. et al. (Carbohydrate Research, 26 (1973) 55 - 64) ovat
kuvanneet poly(4-vinyylibentseeniboorihappo)-hartsien kéayttéa hiilihydraattien
fraktioinnissa ja keskindisesséd muuntamisessa. Menetelmassa vetta kaytetdan

eluenttina. Fruktoosin paras saanto saatiin, kun pH oli korkea. Hartseja on kay-
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tetty syrjayttdmaan ndenndinen tasapaino, joka on syntynyt vesipitoisessa al-
kalissa D-glukoosin, D-fruktoosin ja D-mannoosin vélille, D-fruktoosin saami-
seksi.

Yliattden on havaittu, ettd kaytettdessa heikosti happamia kationin-
vaihtohartseja paastaan kasiksi parannettuun hiilihydraattien kromatografiseen
erotukseen. Muiden ominaispiirteiden liséksi erotusjérjestykseen nayttaa vai-
kuttavan hiilihydraattien hydrofobiset/hydrofiiliset vuorovaikutukset hartsin
kanssa ja tulokseksi saadaan parannettu hiilihydraattien erottuminen. Muut
yleisesti tunnetut ioninvaihtohartsilla tapahtuvan hiilihydraattien kromatografi-
sen erottamisen ominaispiirteet siséltavéat esim. ioniekskluusion ja kokoeks-
kluusion. Jos hartsi on hydrofiilisessa muodossa, hydrofobisimmat monosakka-
ridit ndyttavat eluoituvan ensin ja hydrofiilisimmaét viimeiseksi. Tama johtaa eri-

laiseen eluoitumisjarjestykseen kuin aikaisemmin on todettu.

Keksinndn yhteenveto

Yild mainitut tarkoitukset ja muut saadaan aikaan esilla olevalla
keksinndla, jossa heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kdytetdén erottamaan
monosakkarideja, disakkarideja tai oligosakkarideja kromatografisesti. Edulli-
sesti kaytettdva ioninvaihtohartsi on akryylinen heikosti hapan kationinvaihtaja,
jossa on karboksyylinen funktionaalinen ryhma, silloitettu noin 1 - noin 20
%:lla. edullisesti noin 3 - noin 8 %:lla divinyylibentseenia. Hartsi on H'-, K'-,
Na‘-, Mg®'- tai Ca*-muodossa ja my6s muita ionimuotoja voidaan kayttaa.
Téllainen hartsi osoittautui tehokkaammaksi kuin aikaisemmin testatut, esim.
polystyreenimatriisihartsit. Tahan ndyttaa vaikuttavan myos se tosiasia, ettd
aromaattipohjaiset hartsit ovat hydrofobisempia kuin akryylipohjaiset hartsit.

Heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kaytetaén hiilihydraattien, eri-
tyisesti hydrofobisten sakkaridien erottamiseen. Edullisesti heikosti hapanta
kationinvaihtohartsia kaytetddn erottamaan hydrofobisia monosakkarideja, ku-
ten deoksi-, metyyli- ja anhydrosokereita ja sokerialkoholeja hydrofiilisemmista
sakkarideista. Edullisimmin heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kaytetdan
erottamaan sakkarideja, jotka koostuvat ryhmésta heksooseja, kuten ketohek-

sooseja, aldoheksooseja, pentooseja, kuten ketopentooseja, aldopentooseja,
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vastaavia sokereita ja sokerialkoholeja ja niiden seoksia, esim. glukoosia, fruk-
toosia, ramnoosia, anhydrosorbitolia, sorbitolia, erytritolia, inositolia, ara-
dinoosia, ksyloosia ja ksylitolia. Sakkaroosia, betaiinia ja aminohappoja sisal-
tavia liuoksia voidaan my6s erottaa suotuisasti. Heikosti hapanta kationinvaih-
tohartsia kéaytetdan myds erottamaan anhydrosokereita vastaavista sokereista,
erottamaan anhydrosokerialkoholeja vastaavista sokerialkoholeista, erotta-
maan sokereita, sokerialkoholeja ja niiden anhydromuotoja suoloista ja erotta-
maan erytritoli inositolista. Kun hartsi on hydrofiilisessd muodossa hydrofobisin
monosakkaridi ndyttda eluoituvan ensin ja hydrofiilisin monosakkaridi nayttaa
eluoituvan viimeisena. Tahan nayttdd vaikuttavan hartsin ja komponenttien
hydrofiiliset’/hydrofobiset vuorovaikutukset.

Raaka-aineet, jotka sisaltavat ylla mainittuja hiilihydraatteja, hydro-
lysaatit ja kasviuutteet tai, niistd muunnetut raaka-aineet, jotka siséltavat edella
mainittuja hiilihydraatteja, joihin heikosti hapanta kationinvaihtajaa kaytetaan
ovat esim. ksyloosiprosessivirrat, sakkaroosiprosessivirrat, térkkelys- tai sak-
karoosipohjaiset virrat, esim. maltoosi-, glukoosi- tai fruktoosiprosessivirrat tai
niiden prosessisivuvirrat.

Yila kuvattua heikosti hapanta kationinvaihtohartsia kaytetdan kro-
matografisessa kolonnissa. Hartsia kaytetddn kromatografisessa kolonnissa
lampétiloissa 10 - 95 °C, edullisesti 40 - 95 °C, edullisemmin 60 - 95 °C. On
tunnettua, ettd korkeampi erotuslampétila alentaa viskositeettia ja parantaa
sokereiden erotushyétysuhdetta.

Kromatografisessa erotuksessa kaytetty eluentti on vesi, esimerkiksi
demineralisoitu vesi tai lauhdevesi tai jokin muu vesipitoinen liuos, alkoholi tai
niiden seos. Edullisesti eluentti on vesi.

Esilla olevassa keksinndssa monosakkaridien eluoitumisjarjestys on
erilainen kuin aikaisemmin saatu eluoitumisjarjestys kayttdméalld vahvasti
emaksisid hartseja bisulfiitti- tai sulfaattimuodossa tai kayttdmalla vahvasti
happamia kationinvaihtohartseja. Yhtena keksinndn edullisena esimerkkind
ramnoosi voidaan erottaa ennen hydrofiilisempia monosakkarideja. Tama
mahdollistaa ramnoosin talteenoton hyvalla saannolla erittdin puhdistettuna

fraktiona. Erotettaessa betaiinia, erytritolia ja inositolia hiilinydraatit erotetaan
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mainitussa jarjestyksessé betaiinin jalkeen. Jos ramnoosia erotetaan muista
monosakkarideista on suotuisaa, ettd ramnoosi eluoituu ensin. Jos erytritolia ja

inositolia erotetaan betaiinia siséltavéasta liuoksesta on suotuisaa, ettd erytritol

erotetaan ennen inositolia.

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Seuraavat kuviot havainnollistavat keksinndn suoritusmuotoja eika
niitd ole tarkoitettu rajoittamaan keksinndn piirié.

Kuvio 1 on graafinen esitys esimerkistad 1 saaduista eluutioprofiileis-

ta ja pH:sta.

Kuvio 2 on graafinen esitys esimerkistd 2 saaduista eluutioprofiileis-
ta ja pH:sta.

Kuvio 3 on graafinen esitys esimerkistd 3 saaduista eluutioprofiileis-
ta ja pH:sta.

Kuvio 4 on graafinen esitys esimerkistéd 4 saaduista eluutioprofiileis-

ta ja pH:sta.

Kuvio 5 on graafinen esitys esimerkistd 5 saaduista eluutioprofiileis-
ta ja pH:sta.

Kuvio 6 on graafinen esitys esimerkista 6 saaduista eluutioprofiileis-
ta ja pH:sta.

Kuvio 7 on graafinen esitys esimerkista 7 saaduista eluutioprofiileis-

ta ja pH:sta.

Yksityiskohtainen kuvaus

Hiilihydraatteja sisaltavélle liuokselle suoritetaan kromatografinen
erottaminen. Erottaminen suoritetaan kromatografisessa erotuskolonnissa.
Kromatografinen kolonni tdytetd&n heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla.

Kromatografisessa kolonnissa kaytetty hartsi on tarkoituksen mu-
kaisesti heikosti hapan akryylinen kationinvaihtaja, jossa on karboksyylisia
funktionaalisia ryhmia. Heikosti hapan akryylinen kationinvaihtohartsi on peréai-
sin ryhmasta, joka koostuu akrylaattiestereistd, kuten metyyliakrylaatista, etyy-
liakrylaatista, butyyliakrylaatista ja metyylimetakrylaatista tai akrylonitriilista tai
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akryylihapoista tai niiden seoksista. Hartsin runko voi olla myds jokin muu kuin
akryylinen. Aktiivinen funktionaalinen ryhmé& voi my&s olla jokin muu kuin kar-
boksyyliryhma, esim. se voidaan valita muista heikoista hapoista. Akryylinen
kationinvaihtohartsi silloitetaan yhdisteelld ryhmésta, joka koostuu aromaatti-
sesta silloittajasta, kuten divinyylibentseenisté tai alifaattisesta silloittajasta, ku-
ten isopreenista, 1,7-oktadieenista, trivinyylisykloheksaanista, dietyyliglykolidi-
vinyylieetteristd. Hartsin silloitusaste on noin 1 - noin 20 %, edullisesti noin
3 - noin 8 % divinyylibentseenid. Heikosti happaman kationinvaihtohartsin kes-
kimaarainen partikkelikoko on 10 - 2000 mikrometri&, edullisesti 100 - 400 mik-
rometria. Hartsi voidaan regeneroida paaasiassa H'-, K-, Na*-, Mg?*- tai Ca*'-
muotoon. Myds muita ionimuotoja voidaan kéyttaa.

Fraktioitava hiilihydraattiliuos mahdollisesti esikdsitelidan ensin suo-
dattamalla, joka voidaan tehda kayttdmalla painesuodatinta ja piimaata suoda-
tuksen apuaineena. Sydttdliuoksen pH mahdollisesti sdaddetdan arvoon 1 - 11,
edullisesti 2 - 10, edullisemmin 2 - 4 ja 5 - 10 esimerkiksi nariumhydroksidiliu-

oksella. Tamén jalkeen liuos voidaan mahdollisesti suodattaa ennen kromato-

grafista erotusta.

Myds syottdliuoksen kuiva-ainepitoisuus sdadetaén sopivalle tasolle
ennen kromatografista erotusta.

Syéttolaitetta voidaan kéyttad liuoksen syéttamiseksi hartsikerrok-
sen pinnalle. Liuoksen virtaus voi olla alapain tai ylospain, alaspéin on edulli-
nen. Kolonnin, sybdttéliuoksen ja eluentin lampétila on 10 - 95 °C, edullisesti
40 - 95 °C, edullisimmin noin 60 - 95 °C. Tama saavutetaan esilammittamalla
liuos. Kaytetty eluentti on joko vesi tai liuotin. Vesi voi olla esimerkiksi de-
mineralisoitua vetta tai lauhdevetta. Liuotin voi olla vesipitoinen liuos tai alko-
holi tai niiden seos. Edullisesti eluentti on vesi tehokkaalle erotukselle.

Syottoliuos eluoidaan kolonniin sydttdmalla esildmmitettya vetta,
esimerkiksi demineralisoitua vetté tai lauhdevetté tai jotakin muuta vesipitoista
liuosta tai alkoholia tai niiden seosta, kolonniin. Virtausnopeus kolonnissa s&a-

detaan sopivalle tasolle.
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Ulostulevan liuoksen fraktiot keratdan sopivin véliajoin ja mahdolli-
sesti fraktioiden koostumus analysoidaan. Ulostulevia virtoja voidaan seurata
laitteistoon kytketyilla mittareilla.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat esilla olevaa keksint6a. Niita

ei ole tarkoitettu rajoittamaan vaatimuksia millédén tavoin.

Esimerkki 1
Ksyloosin  kiteytysryondan kromatografinen erottaminen

H*/Mg**-muodossa olevalla hartsilla

Pydkkipohjaiselle ksyloosin kiteytysrydnélle, joka oli alunperin Mg-
pohjaisesta si-keittoliuoksesta suoritettiin kromatografinen erottaminen. Erot-
taminen tehtiin kromatografisessa laboratorioerotuskolonnissa panosprosessi-
na. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m téytettiin akryylisella heikosti happa-
malla kationinvaihtohartsilla (Finex" CA 12 GC) valmistajana Finex Oy, Suomi.
Hartsi oli etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsikerroksen korkeus oli 0,70 m.
Hartsin silloitusaste oli 6,0 % DVB:é ja hartsin keskimé&arainen partikkelikoko
oli 0,26 mm. Hartsi regeneroitiin péiasiassa H'-muotoon (94 %) ja osittain
Mg?®*-muotoon (6 %) ja sybttolaite asetettiin hartsikerroksen padlle. Kolonnin ja
syottéliuoksen ja eluenttiveden 1ampétila oli noin 65 °C. Virtausnopeus kolon-
niin sédadettiin arvoon 4 ml/min.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Sydéttéliuoksen kuiva-aine sédadettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan. Syéttéliuoksen pH oli

3,5.
Vaihe 2: 100 mi esilammitettyd syo6ttdliuosta pumpattiin hartsiker-

roksen péaalle.
Vaihe 3: Syéttdliuos eluoitiin alaspédin kolonnissa sy6ttamalla esi-

lammitettya ionivaihdettua vetta kolonnin huipulle.
Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréttiin 10 ml:n naytteitd 3 minuu-

tin valiajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin Dionex HPLC-laitteella, jossa
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oli elektrokemiallinen impulssidetektori ja CarboPac PA1™ anioninvaihtokolonni
(vesi ja 0,2 M NaOH eluentteina).

Hartsi antaa hyvan ramnoosin erotuksen muista monosakkarideista.
Arabinoosi ja ramnoosi eluoituvat erotusprofiilin lopussa. Ulos virtaavan nes-

teen pH oli valilld 3 - 4. Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa 1.

Esimerkki 2
Anhydrosorbitolin (1,4-anhydro-D-glusitoli) ja sorbitolin kroma-

tografinen erotus Na*-muotoisella hartsilla

Anhydrosorbitolia (1,4-anhydro-D-glusitoli) ja sorbitolia sisaltavalle
liuokselle suoritettiin kromatografinen erottaminen. Liuos valmistettiin liuotta-
malla puhdasta anhydrosorbitolia ja sorbitolia ionivaihdettuun veteen. Erotus
suoritettin  kromatografisessa laboratorioerotuskolonnissa panosprosessina.
Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryyliselld heikosti happamalla
kationinvaihtohartsilla (Finex" CA 12 GC), jonka oli valmistanut Finex Oy,
Suomi. Hartsi oli etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsikerroksen korkeus oli
noin 0,70 m. Hartsin silloitusaste oli 6,0 % DVB:& ja hartsin keskimaarainen
partikkelikoko oli 0,26 mm. Hartsi oli Na’-muodossa. Hartsin pH oli korkea
valmistusprosessin jalkeen. Syéttdlaite asetettiin hartsikerroksen paalle. Ko-
lonnin ja syottéliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli noin 65 °C. Virtausnope-
us kolonniin sdadettiin arvoon 4 ml/min.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttdliuoksen kuiva-aine sd&dettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan. Syéttoliuos koostui seu-
raavasti: 50% kuiva-aineesta (DS) anhydrosorbitolia ja 50 % kuiva-aineesta

sorbitolia.
Vaihe 2: 100 ml esilammitettyd syottdliuosta pumpattiin hartsiker-

roksen paélle.
Vaihe 3: Syottdliuos eluoitiin alaspdin kolonnissa syottamalla esi-

lammitettya ionivaihdettua vetta kolonnin huipulle.
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Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréattiin 10 ml:n néytteitd 3 minuu-
tin valiajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:1la (Pb*-muotoinen hart-
si, 0,6 ml/min, 85 °C vesieluentti).

Komponentit eluoituivat kolonnista seuraavassa jérjestyksessa: an-
hydrosorbitoli ja sorbitoli. Eluoitumisjérjestys néyttééd olevan yhdenmukainen
komponenttien hydrofobisen/hydrofiilisen luonteen kanssa. Ulostulevan virran
pH oli valilla 7,5 - 11. Hartsi erotti komponentit toisistaan hyvin. Tulokset on

esitetty graafisesti kuviossa 2.

Esimerkki 3
Sakkaroosin, glukoosin ja fruktoosin kromatografinen erotta-

minen Na’'-muotoisella hartsilla

Sakkaroosia, glukoosia ja fruktoosia siséltavélle liuokselle suoritet-
tiin kromatografinen erottaminen. Liuos valmistettiin liuottamalla puhdasta sak-
karoosia, glukoosia ja fruktoosia ionivaihdettuun veteen. Erotus suoritettiin
kromatografisessa laboratorioerotuskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jon-
ka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryylisella heikosti happamalla kationinvaih-
tohartsilla (Finex™ CA 12 GC), jonka oli valmistanut Finex Oy, Suomi. Hartsi oli
etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsikerroksen korkeus oli noin 0,70 m. Hart-
sin silloitusaste oli 6,0 % DVB:a ja hartsin keskimaarainen partikkelikoko oli
0,26 mm. Hartsi oli Na*-muodossa. Hartsin pH oli korkea valmistusprosessin
jalkeen. Syéttdlaite asetettiin hartsikerroksen péalle. Kolonnin ja syéttdliuoksen
ja eluenttiveden lampétila oli noin 65 °C. Virtausnopeus kolonnissa sa&dettiin
arvoon 4 ml/min.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttéliuoksen kuiva-aine sédédettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan. Syéttoliuos koostui seu-
raavasti: 33 % kuiva-aineesta (DS) sakkaroosia, 33 % DS:std glukoosia ja
33 % DS:sté fruktoosia.

Vaihe 2: 100 ml esildammitettyd syéttéliuosta pumpattiin hartsiker-

roksen paalle.



10

15

20

25

30

12

Vaihe 3: Syéttdlivos eluoitiin alaspain kolonnissa syottamalla esi-
ldammitettya ionivaihdettua vetta kolonnin huipulle.

Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréttiin 10 ml:n naytteitd 3 minuu-
tin véliajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Na’-muotoinen hart-
si, 0,8 mi/min, 0,003 M NayS04, 85 °C)

Ensin sakkaroosi eluoitui kolonnista erillisenad piikkind. Glukoosi ja
fruktoosi eluoituivat yhdessa toisena piikkind sakkaroosin jalkeen. Hartsi antaa
hyvan erotuksen sakkaroosin ja monosakkaridien valilla. Ulostulevan virran pH

oli valilla 9 - 11. Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa 3.

Esimerkki 4
Natriumkloridin, betaiinin, erytritolin ja inositolin kromatografi-

nen erottaminen Na’-muotoisella hartsiila

Betaiinia, erytritolia, inositolia ja natriumkloridia (NaCl) sisaltavalle
liuokselle suoritettiin kromatografinen erottaminen. Liuos valmistettiin liuotta-
malla puhdasta betaiinia, erytritolia, inositolia ja natriumkloridia ionivaihdettuun
veteen. Erotus suoritettiin kromatografisessa laboratorioerotuskolonnissa pa-
nosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryyliselld hei-
kosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex' CA 12 GC), jonka oli valmista-
nut Finex Oy, Suomi. Hartsi oli etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsikerroksen
korkeus oli noin 0,70 m. Hartsin silloitusaste oli 6,0 % DVB:a ja hartsin keski-
maarainen partikkelikoko oli 0,26 mm. Hartsi oli Na*-muodossa. Hartsin pH oli
korkea valmistusprosessin jédlkeen. Syéttblaite asetettiin hartsikerroksen paal-
le. Kolonnin ja syéttéliuoksen ja eluenttiveden 1ampétila oli noin 80 °C. Virtaus-
nopeus kolonnissa saadettiin arvoon 4 mi/min.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttéliuoksen kuiva-aine séadettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan. Syéttéliuos koostui seu-
raavasti: 30 % kuiva-aineesta (DS) betaiinia, 30 % DS:sté inositolia ja 30 %

DS:sta erytritolia ja 10 % DS:sta natriumkloridia.
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Vaihe 2: 100 ml esildmmitettya sy6ttdliuosta pumpattiin hartsiker-
roksen paalle.

Vaihe 3: Syéttdliuos eluoitiin alaspéin kolonnissa syottamaila esi-
lammitettya ionivaihdettua vettd kolonnin huipulle.

Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta kerattiin 10 mi:n néytteitd 3 minuu-
tin valiajoin. Naytteiden koostumus analysoitin HPLC:lld (Ca**-muotoinen
hartsi, 0,8 ml/min, 0,001 M Ca(NO3),, 85 °C)

Komponentit eluoituivat kolonnista seuraavassa jarjestyksessa: nat-
riumkloridi, betaiini, erytritoli ja inositoli. Betaiinin ja hiilihydraattien eluoitumis-
jarjestys nayttdd olevan yhdenmukainen komponenttien hydrofobi-
sen/hydrofiilisen luonteen kanssa. Hartsi erotti komponentit toisistaan hyvin.

Ulostulevan virran pH oli vélilla 6 - 9. Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa

4.

Esimerkki 5
Natriumkloridin, betaiinin, sakkaroosin ja mannitolin kromato-

grafinen erottaminen Na*-muotoisella hartsilla

Betaiinia, sakkaroosia, mannitolia ja natriumkioridia (NaCl) sisalta-
vélle liuokselle suoritettiin kromatografinen erottaminen. Liuos valmistettiin liu-
ottamalla puhdasta betaiinia, sakkaroosia, mannitolia ja natriumkloridia ioni-
vaihdettuun veteen. Erotus suoritettin kromatografisessa laboratorioerotusko-
lonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryy-
lisella heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex” CA 12 GC), jonka oli
valmistanut Finex Oy, Suomi. Hartsi oli etyyliakrylaattipohjainen hartsi. Hartsi-
kerroksen korkeus oli noin 0,65 m. Hartsin silloitusaste oli 6,0 % DVB:a ja hart-
sin keskimé&arainen partikkelikoko oli 0,26 mm. Hartsi oli Na'-muodossa. Hart-
sin pH oli korkea valmistusprosessin jalkeen. Sydttblaite asetettiin hartsiker-
roksen paalle. Kolonnin ja syéttéliuoksen ja eluenttiveden l&ampétila oli noin 80
°C. Virtausnopeus kolonnissa saadettiin arvoon 4 ml/min.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:



10

15

20

25

30

14

Vaihe 1: Syéttdliuoksen kuiva-aine saadettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan. Syé6ttéliuos koostui seu-
raavasti: 30 % kuiva-aineesta (DS) betaiinia, 30 % DS:std sakkaroosia ja 30 %
DS:std mannitolia ja 10 % DS:sté natriumkloridia.

Vaihe 2: 100 mi esildammitettyd syodttdliuosta pumpattiin hartsiker-
roksen paalle.

Vaihe 3: Syéttdliuos eluoitiin alaspain kolonnissa syottamalla esi-
ldBmmitettyé ionivaihdettua vetta kolonnin huipulle.

Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréattiin 10 ml:n naytteitd 3 minuu-
tin valiajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Na*-muotoinen hart-
si, 0,8 mi/min, 0,003 M Na,S0., 85 °C).

Natriumkloridi eluoitui ensin kolonnista. Sakkaroosi ja betaiini eluoi-
tuivat kolonnista yhdessa yhtend piikkind limittyen jossain maérin suolojen
kanssa. Mannitoli eluoitui kolonnista erillisena piikkind sakkaroosin ja betaiinin
jalkeen. Hartsi erotti mannitolia ja sakkaroosia betaiinista hyvin. Ulostulevan

virran pH oli valilla 7 - 11. Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa 5.

Esimerkki 6
Juurikasmelassin kromatografinen erottaminen heikosti hap-

pamalla kationinvaihtohartsilla

Juurikasmelassille suoritettiin kromatografinen erottaminen. Erotta-
minen suoritettiin laboratoriomittakaavaisessa kromatografisessa erotuskolon-
nissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli 0,045 m taytettiin akryyli-
sella heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Finex” CA 16 GC, jonka oli
valmistanut Finex Oy, Suomi). Hartsi oli metyyliakrylaattipohjainen. Hartsin sil-
loitusaste oli 8 % DVB:a ja keskimaaradinen partikkelikoko oli noin 0,23 mm.
Hartsi oli Na’-muodossa ennen erotusta.

Hartsikerroksen korkeus oli noin 0,70 m. Hartsin pH oli melko kor-
kea valmistusprosessin jalkeen (pH noin 9 - 10). Syéttolaite asetettiin hartsiker-

roksen péélle. Kolonnin, syéttdliuoksen ja eluenttiveden lampétila oli noin
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80 °C. Virtausnopeus kolonnissa saadettiin arvoon 4 mi/min. Syéttéliuos suo-
datettiin suodattimen lapi ennen erotusta. Syéttéliuoksen pH oli noin 8,2.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Sydéttoliuoksen kuiva-aine saadettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2. 100 ml esilammitettyd syéttélivosta pumpattiin hartsiker-
roksen paélle.

Vaihe 3: Syéttdliuos eluoitiin alaspéin kolonnissa syéttdmalla esi-
Iammitettya ionivaihdettua vetté kolonnin huipulle.

Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréttiin 10 mi:n naytteitd 3 minuu-
tin valiajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Na*-muotoinen ko-
lonni, 0,8 mi/min, 0,003 M Na,SQ4, 85 °C).

Suolat eluoituivat kolonnista ensin ulos. Sakkaroosi ja betaiini eluoi-
tuvat samalla retentioajalla ja limittyvat suolojen kanssa jossain maarin. Ami-
nohapot eluoituivat pddasiassa profiilin takaliuskassa. Ulostulevan liuoksen pH
oli valilla 7,5 - 10. Tulokset on esitetty graafisesti kuviossa 6. Taulukko 1 osoit-

taa aminohappokonsentraatiot néytteissa 21 - 39.

Taulukko 1. Aminohappokonsentraatio

Naytenumero RDS Aminohapot  Aminohapot
g/100g % DS:sta g/100g

21 20,54 1,8 0,370

23 16,36 3,1 0,507

25 5,09 8,5 0,433

26 3,58 13,0 0,465

27 2,47 16,5 0,408

29 1,28 4,9 0,063
Esimerkki 7

Fruktoosin kiteytysryondn kromatografinen erottaminen Na'-

muotoisella hartsilla
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Konsentroidulle ja lampdkasitellylle fruktoosin kiteytysryénalle suori-
tettiin kromatografinen erottaminen. Erottaminen suoritettiin kromatografisessa
laboratorioerotuskolonnissa panosprosessina. Kolonni, jonka halkaisija oli
0,045 m taytettiin akryylisella heikosti happamalla kationinvaihtohartsilla (Fi-
nex" CA 12 GC), jonka oli valmistanut Finex Oy, Suomi. Hartsi oli etyyliakry-
laattipohjainen hartsi. Hartsikerroksen korkeus oli noin 0,70 m. Hartsin silioi-
tusaste oli 6 % DVB:& ja keskimaarainen partikkelikoko oli noin 0,26 mm. Hart-
si regeneroitiin Na“-muotoon ja syéttélaite asetettiin hartsikerroksen paélle. Ko-
lonnin ja syéttéliuoksen ja eluenttiveden 1ampétila oli noin 60 °C. Virtausnope-
us kolonnissa sdadettiin arvoon 4 mil/min. Syéttéliuoksen pH saadettiin arvoon
7 natriumhydroksidilla.

Kromatografinen erotus toteutettiin seuraavasti:

Vaihe 1: Syéttéliuoksen kuiva-aine sdadettiin 25 g:aan kuiva-ainetta
100 g:ssa liuosta liuoksen taitekertoimen (RI) mukaan.

Vaihe 2: 100 ml esilammitettyd sy6ttéliuosta pumpattiin hartsiker-
roksen péélle.

Vaihe 3. Syéttéliuos eluoitiin alaspdin kolonnissa syéttamalla esi-
lammitettya ionivaihdettua vetté kolonnin huipulle.

Vaihe 4: Ulostulevasta liuoksesta keréattiin 10 ml:n naytteitd 3 minuu-
tin véliajoin. Naytteiden koostumus analysoitiin HPLC:lla (Na*-muotoinen hart-
si, 85 °C, vesi eluentti, 0,8 mi/min).

Hartsi erottaa hyvin fruktoosia ja fruktoosin termisess& happoha-
joamisessa muodostuneita oligosakkarideja. Oligosakkaridit eluoituvat kolon-
nista nopeammin kuin fruktoosi. Ulostulevan virran pH oli valilla 6 - 11. Tulok-

set on esitetty graafisesti kuviossa 7.

Esimerkki 8
Akryylipohjaisten hartsien kaytté nestekromatografiassa, kun

kaytetddn deionisoitua vetta ja noin 30 painoprosenttista vesi-etanoli liu-

osta eluentteina
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Nestekromatografiakokeessa kaytettiin stationaarifaaseina DVB:ila
(divinyylibentseenilla) silloitettuja akryylipohjaisia hartseja, jotka on valmistanut
Finex Oy (Suomi). Hartsien silloitusasteet olivat 4 % DVB:& (CA08GC) ja 6 %
DVB:a (CA12GC). Hartsien keskimaarainen partikkelikoko oli 375 um. Vahvas-
ti hapanta styreenipohjaista sulfonoitua kationinvaihtohartsia (CS08G) samaita
valmistajalta, jonka hartsin keskimaarainen partikkelikoko ofi 395 pm, kaytettiin
vertailuhartsina.

Pharmacia Biotech FPLC™ nestekromatografialaitetta kaytettiin ko-
lonnikokeissa, laite kasittdd pumpun, vaipallisen lasikolonnin, jossa on lampéti-
lan saato, RI-detektorin (Refractive Index, taitekerroin) ja tietokoneen, jota kay-
tettiin mittaustietojen kerdémiseen. Ulostulevan virran laitteistoon kytketyssé
analyysissa kaytettin RI-98 SCOPE taitekerroindetektoria. Testikolonni oli
Pharmacia Biotech XK16, jonka halkaisija oli 1,6 cm. Na'-muodossa olevia
hartseja kaytettiin testeissa ja noin 60 ml hartsia (vedessa turvonnutta hartsia)
pakattiin kolonniin. Kerroskorkeus vedessé oli noin 30 cm.

Kolonnikokeissa kéytettiin eluentteina deionisoitua vettd ja noin 30
painoprosenttista vesi-etanoliliuosta, joista ilma oli poistettu tyhjéimulla. Eluen-
tin virtausnopeus oli 1 ml/min kaikissa kokeissa ja kokeet suoritettiin Iampoti-
lassa 25 °C:tta. Kolonni tasattiin ennen mittauksia pumppaamalla mainittua
eluenttia sen |api, kunnes hartsi oli tasattu ja RI-detektorin pohjan taso pysyi
vakiona.

Mittauksissa kaytetyt ndytteet valmistettiin operaatiossa kaytetylla
eluentilla. Ksyloosin (CsH100s) ja ramnoosimonohydraatin (CsH4205*1 H,0) pi-
toisuus nayteliuoksissa oli 70 g/l ja Blue Dextrania 1,5 g/l kaytettiin hidastumat-
tomana komponenttina. Naytetilavuus oli 0,5 ml. Hartsikerroksen huokoisuus
madritettiin Blue Dextran-ajojen pulssivastearvoista.

Kromatografiset parametrit laskettin momenttimenetelmalld. Ennen
parametrien laskemista kaikki kromatogrammit prosessoitiin Jandel Scietific
Peak Fit v4 -ohjelmalla, jonka avulla kdyrien pohjataso korjattiin ja etanolin ai-
heuttama negatiivinen piikki poistettiin. Jakautumisvakiot ja ksyloosin ja ram-

noosin erotuskertoimet laskettiin pulssivasteista seuraavasti:



jossa

Ki = alalaji i:n jakautumiskerroin

V; = alalaji i:n retentiotilavuus

Vpp = hidastumattoman alalajin retentiotilavuus
(Blue Dextran)

Vs = stationaarifaasin tilavuus

v, = eluentin virtausnopeus

z = stationaarifaasin korkeus

e = huokoisuus

r = kolonnin sade

V, = syétetyn naytteen tilavuus

_ Vi"VBD

a,, . =
il
V.=V

J

jossa aij = alalajin i erotuskerroin suhteessa alalajiin j

Vj = alalgji j:n retentiotilavuus

Taulukko 2
Hartsi Eluentti z £ Kiham Kyt X hamiyt
cm - - - -
CA08GC  Vesi 29.2 034 0.39 056 144
EtOH293w-% 184 035 0.60 1.14 1.89
CA12GC  Vesi 300 034 0.25 042 166
EtOH 29,4 w-% 23.3 0.34 0.53 1.03 1.95
Cs08G Vesi 29.9 037 047 053 1.13
EtOH 29,3w-% 26.5 0.36 0.70 085 1.21

(1)
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Tulokset osoittavat, etta etanolin lisddminen eluenttiin parantaa ksy-
loosin ja ramnoosin erotusta. Tulokset osoittavat, ettéd heikosti hapan kationin-
vaihtohartsi on parempi ksyloosin ja ramnoosi kromatografiseen erotukseen

kuin vahvasti hapan kationinvaihtohartsi.
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Patenttivaatimukset

1. Heikosti happaman kationinvaihtohartsin kaytté hiilihydraattien
kromatografisessa erotuksessa tunnettu siiti, ettd hartsia kdytetaan
- monosakkaridien erottamiseen toisistaan, disakkarideista ja/tai oligosakkari-
deista;

- sokeri- ja anhydrosokerialkoholien erottamiseen toisistaan;

- deoksi-, metyyli- ja anhydrosokereiden ja -sokerialkoholien erottamiseen hyd-
rofiilisemmista sakkarideista ja/tai

- heksoosi- ja pentoosisokereiden ja sokerialkoholien erottamiseen toisistaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen heikosti happaman kationinvaih-
tohartsin kaytté, tunnettu siita, ettd hartsi on akryylinen heikosti hapan ka-
tioninvaihtohartsi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen heikosti happaman ka-
tioninvaihtohartsin kaytté, tunnettu siitd, etta akryylinen hartsi johdetaan
ryhmaésta, joka koostuu akrylaattiesterista tai akrylonitriilista tai akryylihapoista
tai niilden seoksista.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen heikosti happaman kationinvaih-
tohartsin kéyttd, tunnettu siita, ettd akrylaattiesteri valitaan ryhmasta, joka
koostuu metyylimetakrylaatista, metyyliakrylaatista, etyyliakrylaatista ja butyy-
liakrylaatista.

5. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen heikosti hap-
paman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd hartsi on H*-, Na*-,
K*-, Ca%- tai Mg**-muodossa.

6. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen heikosti hap-
paman kationinvaihtohartsin kaytté, tunnettu siita, ettd hartsi on silloitettu
divinyylibentseenilla (DVB).

7. Minka tahansa patenttivaatimuksen 6 mukainen heikosti happa-
man kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd hartsin silloitusaste
on noin 1 - noin 20 paino-% DVB:a.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen heikosti happaman kationinvaih-
tohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd hartsin silloitusaste on noin 3 - noin 8
paino-% DVB:a.

9. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 8 mukainen heikosti hap-
paman kationinvaihtohartsin kaytté, tunnettu siita, etta hartsin keskimaa-
rainen partikkelikoko on 10 - 2000 mikrometria.
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttd, tunnettu siitd, ettd hartsin keskimaaréinen partikkeli-
koko on 100 - 400 mikrometria.

11. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -10 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siiti, ettd sy6ttdliuoksen
pHon1-11.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kdyttd, tunnettu siita, ettd syéttdliuoksen pH on 2 - 10.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttd, tunnettu siitd, ettd syottéliuoksen pH on 2 -4 tai
5-10.

14. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 13 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kéytté, tunnettu siiti, ettd kolonnin, syot-
toliuoksen ja eluentin lampotila on 10 - 95 °C.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kaytté, tunnettu siiti, ettd kolonnin, syé6ttéliuoksen ja eluen-
tin lampotila on 40 - 95 °C.

16. Minka tahansa patenttivaatimuksen 15 mukainen heikosti hap-
paman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd kolonnin, systtoliu-
oksen ja eluentin lampatila on 60 - 95 °C.

17. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1-16 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd eluentti vali-
taan ryhmasta, joka koostuu vedest3, alkoholista ja niiden seoksesta.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd eluentti on vesi.

19. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd erotettavat hii-
lihydraatit ovat sokereita ja sokerialkoholeja.

20. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kdyttd, tunnettu siita, ettd hydrofiiliset hii-
lihydraatit erotetaan hydrofobisemmista hiilihydraateista.

21. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siits, ettd anhydrosokerit
erotetaan vastaavista sokereista.
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22. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd anhydrosokeri-
alkoholit erotetaan vastaavista sokerialkoholeista.

23. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettad erotettavat hii-
lihydraatit ovat monosakkarideja.

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttdé, tunnettu siita, ettd monosakkaridi on L-ramnoosi.

25. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siiti, etta erotettavat hii-
lihydraatit ovat disakkarideja ja oligosakkarideja.

26. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd erotettavat hii-
lihydraatit valitaan ryhmastd, joka koostuu heksooseista, kuten ketohek-
sooseista, aldoheksooseista, pentooseista, kuten ketopentooseista, aldopen-
tooseista, vastaavista sokereista ja sokerialkoholeista ja niiden seoksista,
esim. gukoosista, fruktoosista, ramnoosista, anhydrosorbitolista, sorbitolista,
erytritolista, inositolista, arabinoosista, ksyloosista ja ksylitolista.

27. Minkad tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kdyttd, tunnettu siitd, ettd sokerit, sokeri-
alkoholit ja niiden vastaavat anhydromuodot erotetaan suoloista.

28. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kdyttd, tunnettu siitd, etta sokerit, sokeri-
alkoholit ja niiden vastaavat anhydromuodot erotetaan ionisista aineksista.

29. Minka tahansa patenttivaatimuksen 27 tai 28 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kaytté, tunnettu siita, ettd sakkaroosi ja
ei-sokeripitoiset komponentit otetaan talteen juurikasmelassierotuksessa.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kaytté, tunnettu siita, ettd kun melassille suoritetaan erotta-
minen, sokeri- ja ei-sokeripitoiset komponentit otetaan talteen.

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttd, tunnettu siitd, ettd aminohapot erotetaan sakka-
roosijakeesta.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen heikosti happaman kationin-
vaihtohartsin kayttd, tunnettu siitd, ettd mannitoli erotetaan betaiinista,
sakkaroosista ja suoloista.
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33. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd fruktoosi erote-
taan disakkarideista ja oligosakkarideista.

34. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunne ttu siitd, ettd monosakkaridit
erotetaan oligosakkarideista.

35. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kaytté, tunne ttu siitd, ettd monosakkaridit
erotetaan disakkarideista.

36. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kaytté, tunnettu siita, ettd sakkaroosi ero-
tetaan fruktoosista ja glukoosista.

37. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kaytté, tunnettu siitd, ettd erytritoli,
inositoli ja mannitoli erotetaan betaiinista.

38. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen heikosti
happaman kationinvaihtohartsin kayttd, tunnettu siita, ettd erytritoli erote-
taan inositolista.
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