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Keksinnén mukaan kantajiin sidottujen
entsyymien Btabiilisuutta voidaan paran-

taa huomattavasti, mikali ne késitellésn

lisdksi bifunktionaalisella, ristisidok- ’
sia muodostavalla aineella sekd polyamii-

nilla.

Enligt uppfinningen kan man mirkbart
férbéttra stabiliteten - hos bérarbundna
enzymer ifall man ytterligare behandlar
enzymerna med ett bifunktionellt tvir-
bindningsmedel.



1017400

Menetelmd kantajaan sidottujen entsyymien valmistamiseksi
Férfarande fér framstdllning av bararbundna enzymer.

Keksintd kohdistuu menetelm&in kantajaan sidottujen entsyymien
valmistamiseksi, jossa menetelmdssi kantajaan, jonka k&sitta-
mat funktionaaliset ryhmat kykenevdt muodostamaan kovalentti-

sia sidoksia, liitet&én entsyymi.

Entsyymilla katalysoituja reaktioita toteutettaessa vaihtoeh-
toina voivat periaatteessa tulla kysymykseen homogeenisesti
katalysoidut prosessit vapaita entsyymeji kdyttden sekd hetero-
geenisesti katalysoidut prosessit kantajaan sidottuja entsyy-
meja kdyttden. Vapaisiin entsyymeihin verrattuna kantajaan si-
dotuilla entsyymeilld on lukuisia etuja, joista voidaan maini-
ta ennen kaikkea se, ettd niiden k&ytt&minen uudestaan on hel-
pompaa ja ettd ne soveltuvat erinomaisesti jatkuviin prosessei-
hin. Kayttdékelpoisina kantajina tulevat kysymykseen sekd or-
gaanista ettd epdorgaanista materiaalia olevat kantajat. Eri-
tyisesti jatkuvissa, teollisessa mitassa toteutettavissa pro-
sesseissa, joissa kdytetddn kantajaan sidottuja entsyymeji pyl-
vasreaktoreissa vastaavana panostuskorkeutena, ep&orgaanisten
kantajien etuna on pienempi kokoonpuristuvuus. Toisaalta taas
kuitenkin orgaanisissa kantajissa on tavallisesti luonnostaan
sellaisia funktionaalisia ryhmi&, 3joihin entsyymit voivat
sitoutua, kun taas epdorgaanisista kantajista t&llaiset funk-
tionaaliset ryhmdt yleensd puuttuvat. N&din ollen epdorgaani-
siin kantajiin on liitettdvd erityisessid vaiheessa t&llaisia
funktionaalisia ryhmi&. T&hé&n tarkoitukseen k&ytetddn nykydan
padasiallisesti késittelyd silaaneilla, joissa on epdorgaani-
sia funktionaalisia ja orgaanisia funktionaalisia j&&nndksiéa.
Klassinen esimerkki tédllaisista silaaneista on gamma-aminopro-
pyyli-trietoksi-silaani, joilla kantajaan saadaan aikaan Si-O-
sidos etoksiryhmid hydrolysoimalla, kun taas orgaanisina
funktionaalisina jadanndksind aminopropyyliryhmd voi liitt&a si-

doksia entsyymin suuntaan.
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Titen esimerkiksi julkaisussa DE-1944418-B2, joka on térkein
kirjallisuusléhde edelld mainitun kaltaista menetelméad ajatel-
len, ehdotetaan, ettd epdorgaaniset kantajat késitellddn mai-
nitun kaltaisilla silaaneilla, mink& Jélkeen entsyymit sido-
taan suoraan tai "valitt&jéryhmdn" avulla talla tavalla funk-
tionaaliseksi saatuun kantajaan, Jjota kutsutaan mainitussa
julkaisussa aminoalkyylisilaanijohdannaiseksi. Julkaisussa
mainitaan sopivina epdorgaanisina kantajina piitd sis&dltamat-
témat metallioksidit kuten esimerkiksi alumiinioksidi, hydrok-
syyliapatiitti tai nikkelioksidi, sekd piité sisdltdvinad ai-
neina huokoinen lasi, piimaa, wollastoniitti, silikageeli tai
bentoniitti.

Julkaisu DE-1944418-B2, jossa kuvataan alussa mainittu mene-
telmd, on mielenkiintoinen, koska siind esitetddn, ettd ja
miten epdorgaanisia kantajia voidaan kayttadad kantajaan sidot-
tujen entsyymien valmistamiseen, kun taas julkaisussa
DE-2726188-C2 (vastaa julkaisua EP-28-Bl) on kehitelty alussa
mainittua menetelmda edelleen esittamidlla, miten useampien
kysymykseen tulevien kantajien joukosta saadaan selville se
kantaja, joka on optimaalinen huokoskoon ja huokosten jakautu-
misen suhteen, ja millaisen tulee olla sen entsyymiliuoksen,
jonka kanssa funktionaaliseksi tehty kantaja on tarkoitus
saattaa reagoimaan, pitoisuus, Jjotta mahdollisimman pienelléd
entsyymimddrdlld saataisiin mahdollisimman aktiivinen valmis-
te, jonka ominaisuutena on erityisesti myos se, ettd kantajaan
sidotun entsyymin aktiivisuus on yhtdsuuri tai ainoastaan
vahan pienempi kuin vapaan entsyymin aktiivisuus.

Vaikka julkaisun DE-2726188-C2 mukaisella menetelm&lla voi-
daankin valmistaa erinomaisia kantajaan sidottuja entsyymejéa,
joiden alkuaktiivisuus on suuri, niin ei kuitenkaan ainoastaan
niiden, vaan periaatteessa kaikkien kantajaan sidottujen ent-
syymien haittana on vain rajallinen stabiilisuus, toisin sano-
en kantajaan sidotun entsyymin aktiivisuus heikkenee enemmén
tai vahemmin kaytdssd siihen kohdistuvien vaikutusten seurauk-

sena.



Tamé haitta pyritddn poistamaan 3julkaisussa DE-3148603-C1
(vastaa julkaisua EP-81185-Bl1) SiOa2-kantajaan perustuen val-
mistetun, kantajaan sidotun entsyymin tapauksessa siten, etta
substraatti saatetaan kosketukseen SiO2- tai aluminosilikaat-
timuodosteiden kanssa ennen kantajaan sidotussa entsyymissi
tapahtuvaa reaktiota. Vaihtoehtoisesti julkaisussa DE-3405035-
Cl (vastaa julkaisua EP-152036-A2) ehdotetaan kantajan suhteen
samankaltaisen kantajaan sidotun entsyymin tapauksessa, etti
substraattiin 1lisdt&8&n vesiliukoista silikaattia. Molemmat
viimeksi mainitut parannukset rajoittuvat kuitenkin sellaisiin
kantajaan sidottuihin entsyymeihin, 3joiden kantajat ovat koko-

naan tai olennaiselta osaltaan piihappopitoista materiaalia.

Keksinndén teht&vdnd on ndin ollen saada aikaan menetelmi, joka
parantaa kantajiin sidottujen entsyymien stabiilisuutta, ja
jota voidaan myds kdyttd3d sellaisten kantajiin sidottujen
entsyymien tapauksessa, joiden entsyymien kantajat ovat jota-
kin muuta kuin piihappopitoista materiaalia.

Tahé&n pédstddn keksinndn mukaisesti siten, ettéd kantajaan si-
dottu entsyymi kdsitelld&n lis&ksi mielivaltaisessa jarjestyk-
sessd bifunktionaalisella, ristisidoksia muodostavalla aineel-
la ja polyamiinilla. Keksinnén tunnusmerkit ilmenevat oheisis-
ta patenttivaatimuksista.

Bifunktionaalisilla, ristisidoksia muodostavilla aineilla
tarkoitetaan sellaisia aineita, kuten glutaaridialdehydis,
tolueenidi-isosyanaattia, heksametyleenidi-isosyanaattia, jne.
Keksinndssd@ kéytetddn edullisesti glutaaridialdehydid. Poly-
amiineilla tarkoitetaan sellaisia vesiliukoisia aineita, kuten
etyleenidiamiinia, dietyleenitriamiinia, trietyleenitetra-amii-
nia, tetraetyleenipenta-amiinia, pentaetyleeniheksa-amiinia,
heksametyleenidiamiinia, polyetyleeni-imiinid, jne. Keksinnés-
sd kdytetddn edullisesti polyetyleeni-imiini&, my®s haaraket-
juista polyetyleeni-imiini&, Jjonka molekyylipaino on korkein-
taan 2 000 000 Daltonia, ja Jjonka molekyylipaino on edullises-
ti alueella 600...1 000 000 Daltonia.
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Kiyttamadlld keksinndn mukaista ylima&rdistd késittelyd bifunk-
tionaalisella, ristisidoksia muodostavalla aineella ja poly-
amiinilla, erityisesti glutaaridialdehydilld 3ja polyetyleeni-
imiinilla, voidaan valmistaa huomattavasti stabiilimpia kanta-

jiin sidottuja entsyymejé kuin tunnetuilla menetelmilla.

Glutardialdehydin 3ja polyetyleeni-imiinin kdyttd kantajiin si-
dottuja entsyymejd valmistettaessa on sinidnsa tunnettua. Esi-
merkiksi julkaisussa DE-2605797-B2 (vastaa julkaisua
US-4141857-A) kuvataan epdorgaanisten huokoisten kantajien ka-
sittely polyetyleeni-imiinilla ja glutaaridialdehydilld yhdis-
tetyn orgaanis-epdorgaanisen perusmateriaalin, kuten julkai-
sussa mainitaan, tuottamiseksi epd@orgaanisesta huokoisesta kan-
tajasta, jonka huokosiin on adsorboitunut ja joiden huokosten
sisadn on sulkeutunut orgaanista polymeerimateriaalia. Ent-
syymi sidotaan t&dh&n orgaaniseen polymeerimateriaaliin t&mén

jédlkeen seuraavassa vaiheessa.

Kantajan késitteleminen polyetyleeni-imiinillé ja glutaaridial-
dehydilla vastaa siis edelld mainittua silanointia niin, etta
jtse asiassa kantajan ja entsyymin valiin muodostetaan vali-
kerros, joka kykenee muodostamaan toisaalta sidoksen kantajan
kanssa - silanoinnin tapauksessa siloksaanin muodostumisen
seurauksena, polyetyleeni-imiinilla ja glutaaridialdehydilla
kisittelemisen tapauksessa kantajan huokosissa syntyneen poly-
meerin muotoliitoksen avulla - seka toisaalta sidoksen entsyy-
min kanssa. Toisin sanoen, "yhdistetty orgaanis-epdorgaaninen
perusmateriaali", Jjoka saadaan kisittelemdlld huokoinen epaor-
gaaninen kantaja polyetyleeni-imiinilla ja glutaaridialdehydil-
14, vastaa alaan liittyvassd menetelmidssd madriteltyd "kanta-
jaa, Jjoka kasittaa kovalenttisten sidosten muodostamiseen

kykenevid funktionaalisia ryhmia".

Julkaisussa DE-2605797-B2 kantaja kisitelldidn polyetyleeni-
imiinilla Jja glutaaridialdehydillé ennen reaktiota entsyymin
kanssa, kun taas sitd vastoin keksinndssd kasitteleminen poly-
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etyleeni-imiinilld ja glutaaridialdehydilld toteutetaan ylimda-
raisend toimenpiteend vasta sitten, kun entsyymi on jo sidottu
kantajaan.

Julkaisun DE-2605797-B2 yhteydessd esitetty patee myds julkai-
suun US-4438196~-A, 3jossa julkaisun DE-2605797-B2 mukaista
yhdistettyada orgaanis-epdorgaanista perusmateriaalia vastaavan
tuotteen muodostamiseksi aktiivihiilta k&sitellddn polyety-
leeni-imiinilld ja glutaaridialdehydilla.

Vieldkin kauempana ovat ne polyetyleeni-imiinid kayttadvat mene-
telmdt, joita edustaa esimerkiksi julkaisu EP-133531-Bl, ja
joissa polyetyleeni-imiinid kaytetadn mahdollisesti muihin ai-
neisiin yhdistettynd veteen liuenneita entsyymejad tai veteen
suspendoituneita, solun sisdisiad entsyymejad sisaltadvien mikro-
organismisolujen erottamiseen héytdldéittadmdlla. Tamdn Jjalkeen
hoytaldittamdllad erotetusta materiaalista valmistetaan seuraa-

vissa vaiheissa immobilisoituja biokatalyytteja.

Keksinndén mukainen kd@sittely glutaaridialdehydilld ja polyety-
leeni-imiinilld voidaan toteuttaa mielivaltaisessa jarjestyk-

sessa.

Glutaaridialdehydilla kéasiteltdessd katalyytin yhtad grammaa
kohden, kuiva-aineena laskien, kaytetdan 5...500 mg, edullises-
ti 25...250 mg, glutaaridialdehydid. Katalyytin kuiva-aineella
tarkoitetaan tdlléin silaanilla kédsitellyn kantajan painoa,
kantajaan sidottu entsyymi mukaan lukien. Koska kantajaan
sitoutuneen silaanin ja siihen sitoutuneen entsyymin massat
ovat vain murto-osa kantajan massasta, niin katalyytin kui-
va-aine voidaan olettaa yhtasuureksi kuin kantajan massa.
Kédsittely toteutetaan edullisesti glutaarialdehydin vesiliuok-
sella, Jjonka pitoisuus (w/v) on 0,1...10 %, mielelldan
0,5...5 %, pH-arvon ollessa 4...9, mielell&ddn 5...8, ja kasit-
telyn kestdessd 15...120 minuuttia, mielell&&n 30...60 minuut-

tia.
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Kasittely polyetyleeni-imiinilla toteutetaan tarkoituksenmukai-
sesti polyetyleeni-imiinin vesiliuoksella, Jjonka pitoisuus
(w/v) on 0,1...20 %, mielellé&an 0,5...8.%. Téssd kasittelyssa
polyetyleeni-imiinid kdytetd&n edullisesti 3...600 mg, mielel-
1ain 15...240 mg katalyytin yhtd grammaa kohden, kuivapainona
laskien. Kiasittelyn aikana pH-arvo asetetaan sopivasti alueel-
le 4...9, mielell&d&n 5...8. On jarkevaa, ettd kdsittely kestda
vidhintidan 5 minuuttia, edullisesti mielelldan 15 minuuttia.
Polyetyleeni-imiinilld késittelyn ajallinen yl&raja riippuu
siitd, kuinka paljon polyetyleeni-imiini& kdytetaan katalyytin
kuiva-aineen yhtid grammaa kohden, sekd kéytetyn polyetyleeni-
imiiniliuocksen pitoisuudesta. Keksinndn mukaisesti korkeintaan
24 tunnin pituinen ajanjakso on riittdva, ja tyydyttéavid tu-
loksia saadaan jo 12 tunnin kuluttua. 24 tuntia pitempi késit-
tely ei tuota en##d mit#ddn erityista lisdvaikutusta.

Periaatteessa keksinnén mukaisessa menetelmdssd kantajana
voidaan kayttdd kaikkia myds muuten kdyttdkelpoisia kantajia.
Keksinndss& kaytetddn edullisesti huokoisia epdorgaanisia
kantajia, jotka perustuvat metallioksidiin tai silikaattiin.
Tyypillisi&d esimerkkeja ovat alumiinioksidi, zirkoniumoksidi,
magnesiumoksidi, piidioksidi, niiden oksidien sekaoksidit,
aluminosilikaatit sekd zeoliitit. Keksinndssad kéytetdan eri-
tyisen edullisesti kantajia alumiinioksidista ja piidioksidis-
ta.

Kantajaan sidottava entsyymi voi olla oksidoreduktaasi, trans-
feraasi, hydrogenaasi, lyaasi, ligaasi tai isomeraasi. Kek-
sinndn mukaisessa menetelmdssd entsyymeind tulevat kysymykseen
erityisesti ne, Jjoita kdytetddn teollisissa prosesseissa,
kuten esimerkiksi glukoamylaasi, glukoosioksidaasi, laktaasi,
trypsiini, pepsiini, papaiini, muut proteaasit, lipaasi, pek-
tinaasi, invertaasi, fumaraasi, aspartaasi, ureaasi, aminohap-
po-oksidaasi, penisillinasylaasi, glukoosi-isomeraasi. Erityi-

sen edullinen on glukoosi-isomeraasi.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksintdd edelleen.



Lahtdé- ja vertailupreparaattien valmistaminen

Kayttéen hyvédksi patenttijulkaisun DE-2726188-C2 mukaista mene-
telmas, ajatellen erityisesti entsyymiliuoksen optimaalisen
pitoisuuden médrittdmistd, SiOz-kantajasta, 3jonka hiukkaskoko
oli 0,1...0,2 mm, ja jossa huokosten tavallisin halkaisija oli
430 A, valmistettiin kantajaan sidottu glukoosi-isomeraasiprepa-
raatti, minkd 1lisdksi entsyymiin muodostettiin ristisidoksia
glutaaridialdehydilld keksinndén erd&n osapiirteen mukaisesti.

Ristisidosten muodostamiseksi entsyymiin preparaattia késitel-
tiin 30 minuuttia glutaaridialdehydid sis#éltavidssd kiinnitys-
puskurissa (50 mM fosfaattipuskuria, pH 6, joka sis&ltaa 0,4 mM
yhdistettd MgSO4), Jjohon oli 1lis#tty niin paljon vakevampii
glutaaridialdehydiliuosta, etta siind glutaaridialdehydin
pitoisuus (w/v) oli 1 %. Glutaaridialdehydi#d kdytettiin m#&ri,
joka oli 40 mg/g katalyytin kuiva-ainetta. Sen jidlkeen, kun
preparaatti, johon oli muodostettu ristisidoksia, oli pesty
glutaaridialdehydid sis&lt&@mdtt6mdlla kiinnityspuskurilla, sita
sailytettiin muuhun kdytt&én saakka varastointipuskurissa (50
mM fosfaattipuskuri, pH 6, 3joka sisdltdd 0,4 mM yhdistettd
MgSO= ja yhteensd 2000 ppm para-hydroksibentsoehapon esterid).
T&td preparaattia kutsutaan seuraavassa "standardi-1"-prepa-
raatiksi.

Analogisella tavalla alumiinioksidikantajasta, Jjonka hiukkas-
koko oli 0,3...0,6 mm, ja jossa huokosten tavallisin halkaisija
oli 340 A, valmistettiin kantajaan sidottu glukoosi-isomeraasi-
preparaatti, Jja entsyymiin muodostettiin ristisidoksia glu-
taaridialdehydilla. Tatd valmistetta nimitetd#dn seuraavassa
"standardi-2" -preparaatiksi. MyOs t&t&d preparaattia sdilytet-
tiin muuhun kdytt6on saakka edelld kuvatun kaltaisessa varas-
tontipuskurissa.

Esimerkki 1

Samalla tavalla kuin "standardi-1"-preparaatin yhteydess&d koh-



dassa "1lahtd- ja vertailupreparaattien valmistaminen" esitet-
tiin, t#ssi esimerkissd valmistettiin preparaatteja, jotka
kdsiteltiin polyetyleeni-imiinien (alkuperd luettelon 1 mukai-
nen) 0, 5S-prosenttisella (w/v) vesiliuoksella, pH 5, ennenkuin
niihin muodostettiin ristisidoksia glutaaridialdehydilld. Té&ta
tarkoitusta varten kosteat preparaatit pinnoitettiin 3 milli-
litralla mainittua O0,5-prosenttista polyetyleeni-imiiniliuosta
katalyytin yht# grammaa, kuiva-aineesta laskien, kohden. Seosta
inkuboitiin huoneen lampdtilassa silloin talléin sekoittaen.
Tamin jalkeen pddllimmdinen liuos poistettiin imulla ja jééan-
nds pestiin kiinnityspuskurilla. Sitten ristisidosten muodos-
taminen glutaaridialdehydilla toteutettiin edelld kuvatulla
tavalla ja preparaatteja sdilytettiin varastointipuskurissa.

Luettelo 1

Tutkitut polyetyleeni-imiinit

Tyyppi Valmistaja Preparaatin no.
7000 BASF Esimerkki 1/1
20000 BASF 1/2
80000 BASF 1/3
Sedipur VP/FD BASF 1/4
Sedipur VP/mf BASF 1/5
Sedipur VP/ST BASF 1/6
Sedipur VP/P BASF 1/7
Polymin P BASF 1/8
Epomin-SP-006 Sumitomo 1/9
Epomin-SP-018 Sumitomo 1/10
Epomin-SP-200 Sumitomo 1/11
Epomin-SP-1000 Sumitomo 1712

Esimerkki 2

5 grammaa "standardi 1" -preparaattia pinnoitettiin 15 millilit-
ralla 0, 5S-prosenttista (w/v) polyetyleeni-imiiniliuosta
(Polymin P, BASF), pH 5, ja sitd inkuboitiin 30 minuuttia huo-
neen lampdtilassa silloin t3116in sekoittaen. Preparaatti pes-
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tiin kiinnityspuskurilla, minkd j&lkeen sitd s3ilytettiin varas-
tointipuskurissa.

Esimerkki 3

Analogisesti esimerkissa 2 esitetylld tavalla “standardi

2" -preparaatti muokattiin polyetyleeni-imiinillai.
Esimerkki 4

Analogisesti esimerkissd 1 kuvatulla tavalla valmistettiin pre-
paraatti 2-prosenttista polyetyleeni-imiiniliuosta kayttden
(Polyimin P, BASF)

Koe 1

Keksinndén mukaisesti valmistettujen, kantajaan sidottujen ent-
syymien suuremman stabiilisuuden osoittamiseksi esimerkissa 1
valmistettuja preparaatteja verrattiin "standardi 1" -preparaat-

tiin.

T&td tarkoitusta varten kulloinkin 1 ml preparaattia tdaytettiin
10 senttimetrin pituisiin pylvdisiin, Jjoissa oli lampdtilan
saatédmisen mahdollistava vaippa. T&m#n Jjilkeen pylvaisiin joh-
dettiin substraattiliuosta. Substraattiliuoksena kdytettiin
45-prosenttista (w/v) glukoosiliuosta, jonka pH oli asetettu
arvoon 7,5, ja joka sisdlsi kofaktoreina 120 ppm Mg+*+-ioneja ja
200 ppm yhdistettd SOz muodossa Na2SOs. Substraattiliuos 1l&mmi-
tettiin etukdteen 75 "C:n lampdtilaan ja sitd johdettiin wvaki-
ona pidettynd lé&pivirtaamana (tilavuusnopeus 35 v/vh) pylviin
lapi. Preparaattien aktiivisuuden mittaamiseksi glukoosista
kantajaan sidotun glukoosi-isomraasin vaikutuksesta muodostunut
fruktoosi médritettiin polarimetrisesti s#&&nndllisin vdliajoin
pylvéddstd poistuvasta substraatista. Tdstd saatava isomeroitumi-
saste esitettiin yksinkertaisesti logaritmipaperilla ajan fun-

ktiona. Stabiilisuuden mittana toimi se alue, jossa aktiivisuus
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pienenee lineaarisesti ajan funktiona, Jja se esitetdin isomeri-

soitumisasteen pienenemisend [%] 100 tunnissa.

Stabiilisuus on t&dlléin sitd suurempi, mitad vahAisempda aktii-
visuuden pieneneminen on tamin ajanjakson aikana. Saadut arvot
esitetddn taulukossa 1.

Standardipreparaateille esitetyt arvot saatiin substraatilla,
joka kasittaa mainittujen kofaktoreiden ohella vieldad 1 ppm
Co+~-ioneja.

Taulukko 1

Erilaisten polyetyleeni-imiinien stabiloiva vaikutus

Preparaatti Isomeroitumisasteen pieneneminen
(%) / 100 h

Esimerkki 1/1 5,1

1/2 7,0

1/3 8,8

1/4 6,7

1/5 6,6

1/6 7,2

1/7 7,3

1/8 7,0

1/9 9,2

1/10 6,1

1/11 7,7

1/12 7,3
Standardi 1 10,7
Koe 2

Vertailun vuoksi koe 1 toistettiin erailla preparaateilla kéyt-
taen muunnettuja olosuhteita (70 °¢, 30,5 v/vh). Tulokset esite-

tian taulukossa 2.
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Taulukko 2

Erilaisten polyetyleeni-imiinien stabiloiva vaikutus

Preparaatti Isomeroitumisasteen pieneneminen
(% ) / 100h
Esimerkki 1/8 3,5
1/9 3,9
1712 2,9
Esimerkki 2 4,3
Standardi 1 4,8
Koe 3

Kédytanndn olosuhteiden jdljittelemiseksi koe 1 toistettiin
60 "C:n lampdStilassa, kaytt&mattd kuitenkaan vakiona pysyvida
lapivirtaamaa, vaan l&apivirtaama (tilavuusnopeus) asetettiin
vastaamaan aktiivisuudesta riippuen vakiona, eli arvossa
46,5 %, pysyvaa isomeroitumisastetta. Stabiilisuuden mittana
kdytettiin tunteina mitattua puoliintumisaikaa. Saadut arvot
esitetdan taulukossa 3. Kokeessa 3 k3ytettiin myds "standardi

2" -preparaattia sekd esimerkin 3 mukaista preparaattia.

Taulukko 3

Eri preparaattien puoliintumisajat kdytdntdad vastaavissa olosuh-
teissa

Preparaatti Puocliintumisaika~
(h)
Standardi 1 1260
Esimerkki 1/8 2150
Esimerkki 2 2200
Standardi 2 1900
Esimerkki 3 2500

* Puoliintumisaika maadritettiin diagrammista 1ln aktiivisuus ->
t, jolloin Ao saatiin ekstrapoloimalla.
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Koe 4

Jotta saataisiin osoitetuksi, etteivat keksinndn mukaisesti val-
mistetut kantajaan sidotut entsyymit ole ainoastaan ajan suh-
teen stabiilimpia, vaan ettd myds niiden lampbstabiilisuus on
parantunut, koe 1 toistettiin "standardi 1"-preparaatilla sekéa
esimerkin 4 mukaisella preparaatilla, jossa kokeessa substraat-
tiliuos lammitettiin edeltdkésin 70, 75 ja 80 *C:n lampoétilaan,
miti vastaten lépivirtaama asetettiin tilavuusnopeutena esit-
tien arvoon 30,5 v/vh, 35 v/vh ja 41 v/vh. Stabiilisuuden mit-
tana kaytettiin kuten kokeessa 1 aktiivisuuden pienenemista 100
tunnissa, ilmaistuna prosentteina isomeroitumisasteesta. Saadut

arvot esitetddn taulukossa 4.

Taulukko 4
Lampdtila Isomeroitumisasteen pieneneminen
(%) / 100h
( =C ) Preparaatti
Standardi 1 Esimerkki 4
70 4,8 2,0
75 10,7 6,8

80 60, 3 42, 2
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd@ kantajiin sidottujen entsyymien valmistamiseksi,
jossa menetelmdssd kantajaan, Jjoka k#sittdd kovalenttisten
sidosten muodostamiseen kykenevid funktionaalisia ryhmii,
liitetddn entsyymi, t unnettu siita, ettd saatu, kanta-
jaan sidottu entsyymi kédsitellddn lisdksi mielivaltaisessa jar-
jestyksessd Dbifunktionaalisella, ristisidoksia muodostavalla
aineella, kuten glutaaridialdehydin 0,1...10 prosenttisella
(w/v) vesiliuoksella, sekd polyamiinilla, kuten polyetyleeni-
imiinin 0,1...20 prosenttisella (w/v) vesiliuoksella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd kantajaan sidottu entsyymi k&sitell#dn ensin poly-

amiinilla ja sitten ristisidoksia muodostavalla aineella.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmid, t u n -
nettu siitd, ettd kasittelemiseen kaytetddn 5...500 mg
glutaari- dialdehydid, edullisesti 25...250 mg glutaaridi-
aldehydia, katalyytin yhtd kuiva-ainegrammaa kohden.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd glutaaridialdehydiad kaytetdan 0,5...5-prosentti-
sena (w/v) vesiliuoksena.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 3 tai 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siita, ettd ka@sittely glutaaridialdehydilla
toteutetaan pH-alueella 4...9, edullisesti pH-alueella 5...8.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, ¢t un -
nettu siitd, ettda siind kaytet&ddn polyetyleeni-imiinia,
jonka molekyylipaino on korkeintaan 2 000 000 Daltonia,
edullisesti alueella 600...1 000 000 Daltonia.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi, tunnettu
siitd, ettd polyetyleeni-imiini& kdytet&an 3...600 mg, edulli-
sesti 15...240 mg, katalyytin yhtd kuiva-ainegrammaa kohden.
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8. Patenttivaatimuksen 6 tai 7 mukainen menetelmd, t un -
nettu siita, etta polyetyleeni-imiinié kaytetdan

0,5...8-prosenttisena (w/v) vesiliuoksena.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 6...8 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, -ettd késittely polyetyleeni-imiinilla
toteutetaan pH-alueella 4...9, edullisesti pH-alueella 5...8.

10. Jonkin edell#i esitetyn patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd siind kaytetadéan huokoista
epidorgaanista kantajaa, joka perustuu alumiinioksidiin tai pii-

happoon.

11. Jonkin edell# esitetyn patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, t unnet tu siitd, etta entsyymind k&ytetddn glu-

koosi-isomeraasia.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r framstdllning av bé&rarbundna enzymer, var-
vid man beldgger en bdrare, som uppvisar funktionella grupper
som f&érmadr bilda kovalenta bindningar, med ett enzym, k & n -
netecknatav att man ytterligare behandlar det erhall-
na bararbundna enzymet i valfri ordning med ett bifunktionellt
tvarbindningsmedel, s&som glutardialdehyd i 0,1...10 procentig
(w/v) vattenldsning, samt en polyamin, sdsom polyetylenimin i
0,1...20 procentig (w/v) vattenldsning.

2. Foérfarande enligt patentkravet 1, ki@ nnetecknat
av att det bararbundna enzymet behandlas f&rst med en polyamin

och darefter med tvarbindningsmedlet.

3. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k& nne -
t ecknat av att man f6r behandlingen anvidnder 5...500 mg
glutardialdehyd, fdretradesvis 25...250 mg glutardialdehyd,

per gram katalysatortorrsubstans.

4. Forfarande enligt patentkravet 3, k annetecknat
av att man anvdnder glutardialdehyd i 0,5...5-procentig (w/v)
vattenldsning.

5. Forfarande enligt patentkravet 3 eller 4, k& nne -
t ecknat av att behandlingen med glutardialdehyd utfdrs
vid ett pH mellan 4 och 9, fOretriddesvis ett pH mellan 5 och
8.

6. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k& nne -
t ecknat av att man anvidnder polyetylenimin, vars mole-
kylvikt &r hdgst 2 000 000 Dalton, fOretriddesvis mellan 600
och 1 000 000 Dalton.

7. Forfarande enligt patentkravet 6, k @& nnetecknat
av att man anvdnder 3...600 mg, foOretradesvis 15...240 mg

polyetylenimin per gram katalysatortorrsubstans.



8. FOrfarande
tecknat
procentig (w/v)

9. Forfarande
neteckna

férs vid ett pH

10. F6érfarande
kdannetec

barare pa basen

11. Forfarande
k a&nne¢tec

isomeras.
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enligt patentkravet 6 eller 7, k adnne

av att man anvdnder polyetylenimin i O0,5...8

vattenldsning.

enligt nagot av patentkraven 6...8, kan
t av att behandlingen med polyetylenimin wut-
om 4...9, fdéretradesvis ett pH om 5...8.

enligt nagot av de fdregaende patentkraven,
k nat av att man anvinder en pords oorganisk

av aluminiumoxid eller kiselsyra.

enligt nadgot av de fdregaende patentkraven,

knat av att man som enzym anvdnder glukos-



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

