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Menetelmd biologisten materiaalien immobilisoimiseksi

Témd keksintd koskee menetelmdd. immobilisoida biologisia ma- ;
teriaaleja. Tarkemmin sanottuna keksintd koskee biologisten
materiaalien immobilisoimista siten, ettd materiaalit absor-
boidaan vermikuliittihiukkasiin, jotka pddllystetdadn sitten

polymeerillsi.

Biologisia materiaaleja kuten entsyymejd tai entsyymejd tuot-
tavia mikro-~organismeja tai soluja kdytetddn usein katalysaat-
toreina synteettisissd reaktioissa ja analyysitekniikassa.
Tdllaiset katalysaattorit ovat edullisia, koska ne toimivat
erittdin spesifisesti ja tehokkaasti olosuhteissa, jotka

ovat tavallisesti hell&varaisia.

Koska entsyymit ja muut biokatalysaattorit ovat tavallisesti ve-
siliukoisia, ne soveltuvat kdytettdviksi panostyyppisissé
reaktiosysteemeissd. Tdllaisten entsyymien Jja muiden bio-
katalysaattorien uudelleenkdyttd on rajoitettua, koska ndiden
materiaalien talteenotto kdytetystd reaktiovd@liaineesta aktiivi-
sessa tai kiyttokelpoisessa muodossa on vaikeata. Materiaaleil-
la on myds taipumus jddda valmistettuun tuotteeseen epdpuhtauk-
sina. Ndiden pulmien vdlttdmiseksi on kehitetty menetelmid
sellaisten biologisten materiaalien immobilisoimiseksi, Jjoiden
katalyyttinen aktiivisuus sdilyy liukenemattomissa kiinteissi
kantaja-alustoissa. Immobilisoinnin avulla on tarkoituksena
saada aikaan stabiloitua biologista materiaalia, joka kestda

toistetun tai jatkuvan kdytdn rasitukset.

Useita biologisten materiaalien immobilisoimissysteemejd on

jo selostettu. Entsyymejd on immobilisoitu absorboimalla
liukenemattomaan materiaaliin kuten hiileen, lasiin, sellu-
loosaan, kalsiumfosfaattigeeliin, montmorilloniittiin, orgaa-
nisiin ioninvaihtohartseihin ym. Immobilisointi on tapahtunut
myos sulkemalla tdrkkelykseen ja akryyliamidigeeleihin,

kiinnitt&m&lla kovalenttisesti entsyymit ja liukenemattomat



orgaaniset polymeerit toisiinsa, sekd kiinnittdm&dllid itse

entsyymimolekyylit kovalenttisesti toisiinsa.

Aikaisemman tekniikan mukaisissa menetelmissd pdddytddn usein
tuotteisiin, joissa on pienempi biologinen aktiivisuus verrat-
tuna vastaavaan sitomattomaan biologiseen materiaaliin. Nai-
den biologisten materiaalien tiedet&din olevan herkkii termi-
selle ja kemialliselle denaturoimiselle tai inaktivoimiselle.
Biologisen aktiivisuuden vidheneminen on usein tuloksena sil-
loin, kun immobilisoimistoimenpiteet suoritetaan kovakourai-
sesti, ja erikoisen vaikeiksi tulevat olosuhteet, kun mukaan
liittyvdt polymeerin kondensoimisreaktiot. Aikaisemman tek-
niikan mukaisesti valmistetut tuotteet ovat lisdksi epdedulli-
sia hydrofiilisyytensd, lujuutensa, kestdvyytensd ja huokoi-

suutensa puolesta.

Kyseessd olevan keksinn®dn kohteena on sen vuoksi kehittdd
menetelmd biologisten materiaalien immobilisoimiseksi siten,

ettd tuotteiden biologinen aktiivisuus el pienene.

Tdmdn keksinndn kohteena on mySs kehittid menetelmd biologis-
ten materiaalien immobilisoimiseksi siten, ettd tuloksena ole-
vissa tuotteissa on erinomainen lujuus, kestdvyys, huokoisuus
ja biologinen stabhiilisuus. Keksinndn kohteena on vield saada
aikaan menetelmd, jonka avulla voidaan immobilisoida hyvin
suuri mddri biologista materiaalia lopullisen kantaja-alustan

tilavuusyksikkdd kohti (suuri tiheys).

Nyttemmin on keksitty, ettd biologisia materiaaleja voidaan
immobilisoida yksinkertaisella ja hyvin taloudellisella tavalla
ja sailyttdd samalla niiden katalyyttinen aktiivisuus korkealla
tasolla. Kyseessd olevan keksinndn mukaisella menetelm&dlld
saadaan aikaan liukenemattomaksi tehtyd biologisen materiaalin
seosta, joka sisdltdd biologista materiaalia suljettuna vermi-
kuliittihiukkasiin, jotka on pddllystetty polymeerilld. Vali-

tun polymeerin laadusta ja vermikuliitin sisd&@n suljetun



biclogisen materiaalin laadusta riippuen saattaa olla edul-
lista verkkouttaa tai kondensoida polymeeri. Aktiivisuuden
vihenemistd tapahtuu vain hyvin vdhdn kun seos valmistetaan

ja tdllaisilla seoksilla on erinomainen lujuus ja kestdvyys.
Lisdksi, kun polymeeri verkkoutetaan tai kondensoidaan, voi-
daan niiden materiaalien hydrofiilisyyttd sddtdd vaihtelemalla
verkkouttamis~ tai kondensoimisastetta. Kyseessd olevan
keksinndn mukaisen menetelmdn avulla valmistetaan seosta, joka
voidaan erottaa reaktioseocksista yksinkertaisen suodatuksen
avulla, tai kdyttdd jatkuvissa reaktioprosesseissa kuten
sellaisissa, joissa reagoiva substraatti virtaa pakatun pyl-

vidsreaktorin ldpi.

Kyseessd olevan keksinngn mukaan pannaan vermikuliittihiukka-
set kontaktiin biologisen materiaalin kuten kokonaisten mdr-
kien solujen kanssa, jotka on saatu kdymisliemest&d. Biologi-
nen materiaali absorboidaan vermikuliittihiukkasiin. Vermi-
kuliittiin lis&t&8n jotakin polymeeristd pddllystysainetta hiuk-
kasten pddllystidmiseksi. Erilaisia verkkouttamis-, kondensoin-
ti- ja geeliyttdmisaineita voidaan sitten lis&td verkkoutta-
maan ja vahvistamaan polymeerid ja/tai biologista materiaalia

ja muodostamaan kova permeabeli pddllystys. Valinnanvaraisesti
voidaan polymeeriin yhdistdd polykarboksyylihappoa muodosta-
maan veteen liukenevaa pre-polymeerid ennen kuin se yhdiste-
tddn vermikuliittiin. T&mé&n menettelytavan tuloksena on
biologisen materiaaliseoksen muodostuminen, jossa biologinen
materiaali on immobilisoituna polymeerilld p&dllystettyyn vermi-

kuliittiin.

Biologisen materiaalin immobilisoiminen vermikuliittiin voi
tapahtua fysikaalisesti sulkemalla, tai sitomalla polymeeri
kovalenttisesti verkkouttamis- tai kondensointiaineen ja
biologisen materiaalin p&ddlld olevien reaktiokykyisten

ryhmien v&litykselld, tai verkkouttamalla vermikuliittihiukkas-
ten sisdlld sopivan verkkouttamismateriaalin v&lityksellsd.

Kun polymeeri on esimerkiksi polyalkyleeni-imiinid, voidaan



biologinen materiaali immobilisoida kovalentin sidoksen
kautta, koska biologisen materiaalin amiini- ja karboksyyli-
ryhmdt voivat substituoida joko amiiniryhm&n polyalkyleeni-
imiinissd tai karboksyyliryhman polykarbocksyylihapossa, jota
voidaan lisdtd pddllystettyyn vermikuliittiin. ZKovalenttinen
sitoutuminen polymeeriin tapahtuu lopuksi kondensointiaineen

kautta.

Kyseessd olevan keksinnén menetelmdn avulla voidaan valmistaa
suuri joukko biologisen materiaalin seoksia. Biologinen ma-
teriaali voi olla entsyymejid, mikrobisoluja, antigeenejd,
vasta-aineita, antibiocotteja, koentsyymejd, kasvisoluja, eldin-
soluja, bakteereja, hiivoja, sienid, kudosviljelyjd tai niiden
seoksia. Biologiset materiaalit lisdtiddn vermikuliittiin mie-

Juimmin vettd sisdltdvidssid muodossa.

On havaittu, ettd vermikuliitti on erinomainen kantaja-alusta
biologisen materiaalin immobilisoimiseen. Vermikuliittihiuk-
kaset pystyvdt absorboimaan hyvin suuria md&dria biologisia
materiaaleja, niin ettd tuloksena on hyvin tihed panostus.
Vermikuliitti on myds hyvin halpaa ja helposti saatavissa,

niin ettd sen k&3yttd tulee kantaja-alustana hyvin edulliseksi
tuotteiden suuren mittakaavan valmistuksessa. Lopuksi vield
immobilisoitu kantaja-alusta, joka saadaan t&lld biologisen ma-
teriaalin immobilisoimismenetelmdll&d, on tukeva ja erittdin

aktiivinen.

Tdmdn keksinndn mukaisessa immobilisoimismenetelmdssd kdytetty
vermikuliitti voi analyysien mukaan vaihdella hiukkaskokonsa
puolesta hyvin paljon. Vermikuliitin hiukkaskoko voi esimer-
kiksi vaihdella hienosta jauheesta noin 1 cm:iin, etupdédssd
noin 0O,5-1 mm v&dlilld. Vermikuliittiin lisdtyn biologisen
materiaalin miirid voi vaihdella biologisen materiaaliseoksen
lopullisen spesifisen kdytdn mukaan. Tavallisesti se on noin
0,001-2 g (kuivapaino) grammaa kohti kdytettyd vermikuliittia,

etupddssd noin 0,01 - noin 1 g grammaa kohti vermikuliittia.



Timin keksinndn mukaisen menetelmdn avulla valmistetut
biologisen materiaalin seokset voivat vaihdella suuresti
hydrofiilisyyden, lujuuden, kestdvyyden ja huokoisuuden suhteen.
Vermikuliitin p&dllystédmiseen kdytetyn polymeerin verkkoutta-
misasteen alentaminen voi aiheuttaa sen, ettd seoksen hydro-
fiilisyys on suurempi. Multifunktionaalisten verkkouttamis-
aineiden lisd&@minen voi suurentaa polymeeri-vermikuliitti-
biologinen materiaaliseoksen lujuutta ja kestdvyyttd, ja lisd-
tyt funktionaaliset ryhm&t kondensoivat vield lisdd polymeerid

ja tekevidt seoksen hydrofobisemmaksi.

Matriksen kokonaishuokoisuutta voidaan lis&dtd vesiliukoisen
hiukkasmateriaalin avulla, joka lisd&tddn polymeeriseokseen
ennen kuin se on tdysin kondensoitunut. Kuiva materiaali pois-
tetaan sitten lis&d&mdlld vettd kondensoinnin j&lkeen, mikéd
liuottaa kiintedn aineen. Se osa seosta, jonka kiintedt aineet
aikaisemmin syrjdyttivdt, jdd tyhjdksi, mikd lisdd matriksen
huokoisuutta. Mitd tahansa vesiliukoista hiukkasmateriaalia,
joka ei wvaikuta merkittdvdn vahingollisesti polymeeriin, vermi-
kuliittiin tai biologiseen materiéaliin, voidaan k&yttdd seoksen
huokoisuuden parantamiseen. Vesiliukoiset polykarboksyyli-
hapot, kuten ne joita kdytettiin reaktiossa kondensoitumatto-
mien polymeerien kanssa, ovat erikoisen sopivia matriksen huo-
koisuuden parantamiseen, koska ylimd&r&t huokoisuuden paran-
tamiseen kdytettyind eivat hd@iritse lainkaan kondensaatio-

reaktioita.

Menetelmdssd kdytettyjen polymeerien ja kyseessd olevan keksin-
ndén mukaisten seosten molekyylipaino tavallisesti vaihtelee
reaktio-olosuhteista riippuen ja niilld on etupddssd haarautunut
ketjurakenne. Tadm&n keksinntn mukaisessa menetelmdssd voi-

daan kdyttdd hyvin erilaista polymeerimateriaalia, kuten poly-
alkyleeni~imiinejd, polysakkarideja, polyakryyliamidia, poly-
uretaania, alginaattia ja karrageenania. Parhaina pidettyj&

polymeerejd ovat polyalkyleeni-imiinit.



Polyalkyleeni-imiinejd voidaan valmistaa synteettisesti happo-
katalysoidun lisdyspolymeroinnin avulla alkyleeni-imiinimono-
meereistd. Parhaana pidetty polyalkyleeni-imiini on poly-
etyleeni-imiini (PEI), koska sitd on nykyisin helposti saata-
vissa suhteellisen alhaisella hinnalla ja se toimii hyvin ky-
seessd olevan keksinndn kondensaatioreaktioissa kdytettynd.
Polyetyleeni-imiinid valmistetaan renkaan avéus—polymeroinnin
avulla etyleeni-imiinistd ja ldsnd on esimerkiksi mineraali-
happokatalysaattoreita. Polymeeri on hyvin haarautunut ja se
sis&ltd88 primddrisid, sekundddrisid ja tertiddrisid aminoryh-
mi&. PEI on vesiliukoinen ja verkkouttamalla tai kondensoi-

malla polymeeriketjuja saadaan veteen liukenematonta ainetta.

Polyetyleeni-imiini voidaan verkkouttaa amiinia wverkkouttavan
aineen kanssa, mikd antaa lisdstabiilisuutta ja voimakkuutta.
Td118 k&8sittelylld pddastddn suljettuun biologiseen materiaaliin,
jossa on tapahtunut jonkin verran verkkoutumista polyalkyleeni-
imiinin ja biologisen materiaalin vapaiden amiiniryhmien v&-
1i11&. Verkkouttamisaineita ovat glutaari-dialdehydi, di-isosya-
naatit, polyisosyanaatit, 2,4,6-trikloori-s—-triatsiini, bis-
oksiraani, big-imidaatti, divinyylisulfoni, 1,5-difluori-2,4-
dinitrobentseeni yms. Glutaari-dialdehydid pidet&ddn parhaana

tdhdn tarkoitukseen.

Val££tua polymeerid tavallisesti lisdtd& seokseen riittdva
mddrd pddllystdmiddn vermikuliittihiukkaset hyvin ja tdmd mddrd
voi vaihdella suuresti wrmikuliitin hiukkasten koosta, biolo-
gisten materiaalien luonteesta ja halutuista fysikaalisista
ominaisuuksista riippuen. Polymeerid on tavallisesti noin

0,5 - noin 25 paino-% seoksesta ja etupddssd noin 2 % - noin
15 paino-% seoksesta. Verkkouttavan ja/tai kondensoivan
aineen mddrd, joka kdytetddn, on riippuvainen polymeerin md&-

rdstd, kuten edelld on esitetty.

Kun ' polymeeri on polyetyleeni-imiinid, kiytetdidn er&ddssi

erittdin tehokkaassa menetelmidssd polykarboksyylihappoa



(PCA) kytkemddn amiiniryhmid viereisiin PEI-ketjuihin.

Kondensointiaineet, etupddssd karbodi-imidit saavat helposti

aikaan kondensoitumisen.

Keksinndn mukaisen kondensoidun

polyetyleeni-imiinin valmistukseen liittyvid reaktioita

voidaan valaista seuraavalla kaaviolla:

(1) HzC—-CH2——>[CH2CH2N]n[CHZCHZNH]n|CH2CH2NH2
/S -

N

(2) - COOH

(3) - R +

(PEI)

[CHZCHZNH]n"'CH2CH2NH2




(PET) _(PEI)
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l _NH-R' ok ﬁ"
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(4) R mmmemmmmmmem > R + 2 0= f
NH
N__R" | .
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[l > §H-R |
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NH o
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Reaktio i) esittdd etyleeni-imiinin polymeroitumista, jolloin
muodostuu PEI, jolla on haarautunut ketjurakenne ja jossa n ja
n' ovat kokonaislukuja, jotka ovat suuremmat kuin O ja n" voi
olla O Lﬁiké ilmoittaa, ettd ryhmd (CH2CH2NH) on poiss§7 tai
suurempi kuin O. Reaktio 2) esittdd PEI:n amiiniryhmien

suolan muodostuksen polykarboksyylihapon kanssa, jossa R voi olla
substituoitu tai hiilivetyryhma, reaktiot 3) ja 4) esittavat
PEI:n ja polykarboksyylihapon kondensoitumisen kadyttdm&lla
karbodi-imidid kondensointiaineena. R ja R' ovat hiilivety-
ryhmid, jotka tullaan selostamaan tdydellisemmin jatkossa muiden
reagoivien aineiden ja esitettyjen reaktioiden olosuhteiden

yhteydessd.

Kyseessd olevassa keksinn®ssd sopivat polykarboksyylihapot
voivat tavallisesti olla substituoituja tai ei-substituoituja
karboksyylihappoija, joissa on vdhintdin kaksi karboksyyli-
ryhmdd. Karboksyylihapot ovat mieluimmin vesiliukoisia,

niin ettd niitd voidaan kdyttdd seoksen huokoisuuden lisdami-
seen samoin kuin polyalkyleeni-imiinin kondensoimiseen. Esi-
merkkeind karboksyylihapoista, joita voidaan kayttdd kyseessa
olevan keksinndén mukaisissa menetelmissid ja seoksissa, ovat
adipiinihappo, atselaiinihappo, 1,ll-undekaanidioiinihappo,

1,12-dodekaanidioiinihappo, traumaattihappo, pentadekaanidioiini-



happo, heksadekaanidiociinihappo, sebasiinihappo, suberiini-
happo, glutaarihappo, malonihappo, pimelliinihappo, meripihka-
happo, maliinihappo, maleiinihappo, glutamiinihappo, aspara-
giinihappo, oksaalihappo, fumaarihappo, polyasparagiinihappo
yms. Seuraaville dikarboksyylihapoille annetaan etusija tdmén
keksinndn mukaisesti kdytettdviksi, nimittd8in maleiinihappo,
meripihkahappo, glutaarihappo ja adipiinihappo. Korkeampia po-
lykarboksyylihappoja voi olla mikd tahansa aine, joka sisdltaa
kaksi tai useampia karboksyylihapporyhmid, ja niitd ovat
korkean molekyylipainon omaavat polymeerimateriaalit kuten
polyasparagiinihappo, jonka molekyylipaino on 5000-50 0CO.
Kondensaatioreaktiot ovat tavallisesti eksotermisid, sen vuoksi
reaktioseckset on edullista jddhdytt&did ladmpbtilaan, joka ei

ole haitallinen immobilisoitavalle biologiselle materiaalille,

, . . . o) . .
esimerkiksi noin 377°C:een tai alemmaksi.

Polykarboksyylihapon ja polyalkyleeni-imiinin moolisuhde
(PCA:PAI) voi vaihdella paljon reagoivien aineiden molekyyli-
painon erocavaisuuden vuoksi. Tdm&8 suhde on tavallisesti
vdlilld 1:20-1:0,0005. Kun polyvkarboksyylihappoa lis&dtdén
kyseessd olevan keksinndn mukaisen seoksen huokoisuuden paran-—
tamiseksi, kdytetddn usein huomattava mooliylimd&ri polykarbok-

syylihappoa.

Polykarboksyylihappoa voidaan lis&dtd kondensoiva mddrd poly-
alkyleeni-imiiniin prepolymerointiolosuhteissa muodostamaan
vesiliukoista prepolymeerid. Prepolymeeri on tavallisesti
viskoosia nestettd, johon voidaan mukavasti lisdtd vermiku-
liitti, Joka sisdltdd immobilisoidun biologisen materiaalin ja
ylldpitad suspensiossa kondensoimisreaktion ajan. Kondensoin-
tiaine lisdtddn Ja tdmd saa aikaan prepolymeeri-vermikuliitti-
seoksen kondensoitumisen ja kiinteytymisen. Reaktioseoksen

pH pidetddn tasolla, joka ei olennaisesti inaktivoi tai wvaikuta
haitallisesti biologiseen materiaaliin. pH-alue voi olla via-

1i1ld noin 2 - noin 12 ja etupddssd v&alilld noin 5 - noin 1O.
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Kuten edelld on huomautettu, jotta saataisiin aikaan poly-
alkyleeni-imiiniketjujen kondensoituminen polykarboksyylihappo-
jen kanssa, kdytetddn edullisesti kondensointiainetta. Yleensa
voidaan k&yttdd mitd tahansa kondensointiainetta, joka kataly-
soi tai helpottaa amiinien ja karboksyylihappojen reaktiota.
Esimerkkeind sellaisista kondensointiaineista ovat N-etyyli-5-
fenyyli-isoatsolium-3-sulfonaatti, n-etoksikarbonyyli-2-etoksi-
1,2-dihydrokinoliini, ja eri karbodi-imidit. Kondensointi-
aineina kdytetyilld karbodi-imideilld t&mén keksinndn mukaisissa
seoksissa on kaava R'-N=C=N-R", jossa R' ja R" ovat hydrokar-
byyliryhmid, jotka sisdltdvat 3 - noin 20 hiiliatomia, etupddssd
noin 5 - noin 12 hiiliatomia. T&llaisia kondensointiaineita
ovat l-etyyli-3,3-dimetyyliaminopropyyli-karbodi-imidi, di-
sykloheksyyli-karbodi-imidi, l-sykloheksyyli-3-(2-morfoliino-
etyyli)-karbodi-imidimeto-p-tolueeni-sulfonaatti, tai niiden
suolat. Karbodi-imidi kondensointiaineita lisdtd&n reaktio-
seokseen kondensoiva mddrd, joka on tavallisesti l&dhes stdkio-
metrinen mddrd, esimerkiksi noin 0,2-3 kertaa, etupdidssd noin
0,5-1,5 kertaa stékiometrinen midrd. Kukin karbodi-imidi-
molekyyli reagoi vhden ainoan polykarboksyylihapon happoryhmén
kanssa. Kyseessd olevan keksinndn mukaisessa menetelmdssa
kdytetddn tavallisesti karbodi-imidi/dikarboksyylihappo mooli-
suhteita noin 2:1. Kun kondensointiaine lis&td&n huoneen
ldmm&ssd, on kolmenkymmenen sekunnin kuluttua huomattavissa
polymerisoitumista, ja se on tavallisesti tapahtunut t&ydelleen

noin kahden tunnin kuluttua.

Kun polyetyleeni-imiini on tehty liukenemattomaksi lis&&m&dlla
kondensointiainetta, vaihtoehtoisena jdlkik&dsittelyvaiheena
verkkoutetaan kondensoitu p&dllystetty vermikuliitti amiinia
verkkouttavan aineen kuten glutaaridialdehydin kanssa kuten
edellad on selostettu, minkd avulla saadaan lisdlujuutta ja

stabiilisuutta lopulliseen seokseen.

Valitun polymeerin tyypistd riippuen voidaan kondensointi- ja

verkkoutumisaineet valita tekniikasta tunnetuista, seosta
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vahvistavista aineista. KXeksinndén mukaisten edelld selostettu-
jen menetelmien avulla on mahdollista immobilisoida hyvin eri-
laisia biologisia materiaaleja ja saada uusia biokatalyyttisid
seoksia. Seuraavissa esimerkeissd on selostettu immobilisocimis-
menetelmid yksityiskohtaisemmin. Namd esimerkit selostavat
keksinndn hyvdksikdyttdd ja valmistusmenetelmid ja -tapoja

ja keksinndn useita toteutusmuotoja, mutta niitd ei ole tul-

kittava rajoittaviksi.

Esimerkki I

Valmistettiin 80 g aspartaasia sisdltdvdd E.coli'n solumassaa,
joka sisdlsi noin 75 paino-% vettd, tuoreesta aspartaasia
sisdltdvdstd E.coli'sta. Massan valmistamiseksi valmistet-
tiin kdymisvdliainetta liuottamalla yhteen litraan vettad

24 g hiivauutetta, 30 g fumaarihappoa, 2 g natriumkarbonaattia,
2 mM magnesiumsulfaattia ja 0,1 mM kalsiumkloridia, ja pH sda-
dettiin arvoon noin 7,2 ammoniumhydroksidin avulla. T&dmd vdli-
aine ymp&dttiin 1 ml:n kanssa E.coli'n viljelyd (ATCC n:o 31976},
jota o0li inkuboitu 12-16 h ajan 37°%C:ssa péptonivaliaineessa,
joka sisdlsi 0,5 % mononatriumglutamaattia. Ympattyd vali-
ainetta inkuboitiin 12-14 h 37°C:ssa. Solut koottiin sentri-

fugoimalla 5000 kierr/min 30 min ajan.

80 g aspartaasia sisdltdvdd E.coli'a lisdttiin 20 g:aan vermi-
kuliittihiukkasia. Kun solumassan oli annettu absorboitua
vermikuliittiin, lis&dttiin 10 g polyetyleeni-imiinid seokseen
ja sekoitettiin kunnes jakautuminen oli tasaista. Sen jdlkeen
lisdttiin glutaaridialdehydid (20 g 25-prosenttista vesiliuosta)
ja sekoitettiin kunnes tuloksena oli kovia hiukkasia. Toinen
materiaalierd tehtiin saman menettelytavan mukaan. Molemmat

materiaalierdt jdtettiin kuivamaan yli yoén.

Materiaali pakattiin pylvd&seen, jonka lopullinen alustavolyymi
oli 353 cm3. Pylvadstd kdytettiin konvertoimaan ammoniumfuma-
raatti L-asparagiinihapoksi. Ammoniumfumaraatin 1,5 M liuok-

sen, jossa oli 1 mM magnesiumsulfaattia, pH 8,5 37°:ssa,
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annettiin virrata ldpi pylvddn 360 cm3/h (1,0 SVh_l). Lasku-
virtaa monitoroitiin aspartaasi-aktiivisuuden suhteen mittaa-
malla fumaarihapon hédvidminen spektrofotometrissd aallonpituu-
della 240 nm. Pylvds oli jatkuvassa toiminnassa 151 vrk. T&nd
aikana tutkittiin pylvddn laskuvirran ndytteitd substraatin
konversioprosentin mddrdédmiseksi. Tulokset on esitetty tau-

lukossa 1.

Taulukko 1

Paiva 1,5 M ammoniumfumaraatin konver-
sioaste
(1 lapivirtaus 1 SV/h)

1 98,2
99,2
16 99,4
26 99,2
37 99,0
55 98,7
90 98,2
120 91,0
151 91,3

Esimerkki II
Seurattiin esimerkin 1 yleistd menettelytapaa kdyttden 120 g

solumassaa ja 15 g polyetyleeni-imiinid. Yksi erd immobili-
soitua materiaalia pakattiin 173 cm3:n alustavolyymiksi
pylvdsreaktoriin. Pylvds konvertoi menestykselld 99 % 1,8 M
ammoniumfumaraattiliuoksesta 360 cm3/h virtaamalla (2,08 SVh—l).
Tamdn pylvddn tuotto laskettiin 493 g:ksi tuotettua L-aspara-
giinihappoa/litraa kohti alustavolyymid immobilisoituja soluja/h

lampdtilassa 37°C (3,7 mol/l/h).

Esimerkki TIT

Kymmenen er&dd immobilisoituja E.coli'n soluja (100 g vermiku-

liittia/erd) valmistettiin esimerkin II yleisen menettelytavan

mukaisesti.
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Biokatalysaattori pakattiin sitten 12,5 1 alustavolyymin
pylvddseen. Ammoniumfumaraatin (1,8 M) 37°C:ssa annettiin
virrata ldpi pylvddn eri suuruisilla virtausnopeuksilla ja
laskuvirtaa tutkittiin ammoniumfumaraatin konversion suhteen

kuten esimerkissda I. Taulukko II esittdd testin tulokset.

Taulukko II

Virtausnopeus Konversio—% kg/h Mol/1/h
(1/h) (fumaarihappo)- (L-asparagiini- (L—asparagiinihappo)
happo) .
12,50 99,1 2,97 1,79
18,75 97,5 4,38 2,63
25,00 95,0 5,69 3,42
62,50 56,00 8,38 5,04

Esimerkki IV
Toistettiin esimerkin III yleinen menettelytapa kdyttden tuo-

reita E.coli'n soluja sillid poikkeuksella, ettd tuoreissa soluis-
sa 0li 29 % enemmdn aktiivisuutta kuin aikaisemmassa erdassa.

Kun substraatti virtasi pylvddn ldpi nopeudella 62,5 1/h (kuten
esimerkissd III) oli tuotetun asparagiinihapon mddrd 10,56

kg/h (6,35 mol/1/h). T&md on 27 %:n nousu tuotoksessa esimerk-

kiin III n&dhden.

Esimerkki VvV

Entsyymi-tryptofaanin syntetaasia voidaan k&dyttdd t&mén keksin-
ndn mukaisessa menetelmdssd katalysoimaan indolin ja seriinin
konversiota tryptofaaniksi. Vermikuliitin hiukkasia (2 qg)
ja'4 ml puhdistamatonta tryptofaanin syntetaasin uuttoliuosta
E.coli-soluista sekoitettiin keskenddn. Uutteen annettiin
absorboitua vermikuliittiin. Sitten lis&dttiin polyetyleeni-
imiinid& (1 g) seokseen vermikuliitti-hiukkasten pddllystami-
seksi. Sitten lisdttiin glutaaridialdehydid (2 ml 25-prosent-
tista vesiliuosta) ja sekoitettiin kunnes saatiin tulokseksi
kovia pd&dllystettyjd hiukkasia. Koko materiaalimddrd pantiin
sitten pylvéddseen ja pestiin substraattiliuocksella, joka

sisdlsi 0,5 M gseriinii, 0,05 M indolia, 0,005 M glutationia,
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0,005 M kaksiem&ksistd kaliumfosfaattia ja 200 mg pyridoksaali-
5-fosfaattia/litra, pH sdddettiin arvoon 7,8. Pylvdstd kay-
tettiin sitten toistuvasti erien uudelleen kiertosysteemisséi,

jolloin tuotettiin 80 mg L-trypofaania 24 h aikana.

Esimerkki VI

9 g kokonaisia hiivasoluja R.rubra'sta, jotka”sisélsivat entsyy-
mi-fenyylialaniinin ammoniakkilyaasia sekoitettiin 3 g:aan vermi-
kuliittihiukkasia, annettiin absorboitua ja pddllystdd tdysin
hiukkaset, sen jidlkeen jddhdytettiin 10°C:een. Valmistettiin
polysakkaridi-pddllystysliuos lisddmdlld 0,8 g Kelco-polysakka-
ridia (K9 A 50) jauheena 100 ml:aan deionoitua vettd 80°C:ssa

ja sekoittaen 10 min ajan. Jauhe liukeni ja sitten lis&ttiin

1 g kaliumkloridia liuokseen. Liuoksen annettiin jadhtyd
50°C:een (pysyi liuoksena). Lammin liuos kaadettiin sitten
kylmdn vermikuliittimateriaalin pddlle sekoittaen. Polysakkaridi
muodosti geelin hyvin nopeasti ja pddllysti vermikuliittihiukka-
set, jotka sis8lsivdt R.rubra'a. Hiukkaset pantiin 100 ml:aan
0,01 M kaliumfosfaattipuskuria, pH 7,0, ja pestiin sekoittaen
ldpikotaisin. Hiukkaset poistettiin puskuriliuoksesta. Liuos

ei osoittanut mitddn merkkid samentumisesta ja se oli tdysin
vapaa hiivasoluista, mikd ilmoitti immobilisoitumisen onnistu-
neen. Hiukkaset pantiin 50 ml:aan 0,1 M ammoniumkinnamaattia
pH-arvolla 9,3 ja liuoksen PAL-aktiivisuutta testattiin monito-
roimalla L-fenyylialaniinin tuotos. Immobilisoitu solumateriaali
tuotti hyvalld menestykselld L-fenyylialaniinia; aikaa mydten
havaittiin lisd&ntyvid md8&drid L-fenyylialaniinia reaktioliuok-

sessa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd, jonka avulla voidaan immobilisoida biologi-

sia materiaaleja valmistamalla liukenemattomaksi tehty biolo-
gisen materiaalin seos, t unnet tu siitd, ettd suori-
tetaan seuraavat vaiheet:

a) lisdtddn vermikuliittihiukkasia biologisen materiaalin vesi-
pitoiseen vdliaineeseen;

b) annetaan mainitun biologisen materiaalin vesipitoisen
viliaineen absorboitua mainittuun vermikuliittiin; ja

c) pddllystetddn mainittu vermikuliitti polymeerillé.f

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd vaiheen c) pddllystetty vermikuliitti verkkoutetaan
verkkouttamisaineen kanssa tai kondensoidaan kondensointi-

aineen kanssa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd polymeeri valitaan ryvhmdstd, jonka
muodostavat polyalkyleeni-imiinit, polysakkaridit, polyakryyli-

. . AT
amidi, polyuretaani, alginaatti ja karrageeméﬁiu

4. Menetelmd, jonka avulla voidaan immobilisoida biologisia
materiaaleja valmistamalla liukenemattomaksi tehty biologi-
sen materiaalin seos, tunnet tu siitd, ettd se sisdltii
vaiheet:

a) lisdtddn vermikuliittihiukkasia bioclogisen materiaalin
vesipitoiseen vdliaineesSeen;

b) annetaan mainitun biologisen materiaalin vesipitoisen
vdliaineen absorboitua mainittuun vermikuliittiin;

c) pdallystetddn mainittu vermikuliitti polyalkyleeni-
imiini-polymeerilld; ja

d} verkkoutetaan mainittu pddllystetty vermikuliitti amiinia
verkkouttavan aineen kanssa tai kondensoidaan se kondensointi-

aineen kanssa.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un n e t-

t u siita, ettd mainittu polymeerilld pddllystetty vermiku-
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liitti sekoitetaan verkkouttavan mddrdn kanssa amiinia verk-
kouttavaa ainetta niin, ettd biologinen materiaali immobili-

soituu mainitun pddllystetyn vermikuliitin sisddn.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd mainittu polyalkyleeni-imiini~polymeeri sekoite-
taan kondensoivan mddridn kanssa polykarboksyylihappoa, jolloin
muodostuu osittain polymeroitua prekondensoitua veteen liuke-
nevaa polymeerid ennen kuin se sekoitetaan mainitun vermiku-

liitin kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd mainittu pddllystetty vermikuliitti kondensoidaan
lisddmdlld kondensoiva mddrd karbodi-imidid& kun kondensoivaa

ainetta kondensoimisolosuhteissa.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd mainittu pd&dllystetty vermikuliitti kondensoidaan
lisi3midllsi kondensoiva midrid karbodi-imidid kondensoivaa

ainetta kondensoimisolosuhteissa.

9. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd lisdksi modifioidaan liukenemattomaksi
tehty biologinen materiaaliseos jdlkikdsittelemdlld sitd
amiinia verkkouttavalla aineella, jotta seos saisi lisdlujuut-

ta ja stabiilisuutta.

10. Patenttivaatimuksen 4, 5, 6, 7 tai 8 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd polyalkyleeni-imiini-polymeeri
valitaan ryhmdstd, jonka muodostavat polyetyleeni-imiini,
polypropyleeni-imiini, polybutyleeni-imiini ja polypentyleeni-

imiini.

11. Patenttivaatimuksen 4, 5, 6, 7 ja 8 mukainen menetelmd,
tunnetttu siitd, ettd polyalkyleeni-imiini-polymeeri

on polyetyleeni-imiini.
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12. Patenttivaatimuksen 6 tai 8 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd polykarboksyylihappo valitaan ryhmdstd,
jonka muodostavat maleiinihappo, meripihkahappo ja adipiini-

happo.

13. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd karbodi-imidin kondensoiva aine valitaan
ryhmédstd, jonka muodostavat l-etyyli-3,3-dimetyyliaminopropyyli-
karbodi-imidin hydrokloridi, disykloheksyyli-karbodi-imidi

ja l-sykloheksyyli-3-(2-morfoliinoetyyli)-karbodi-imidimeto-

p~-tolueeni-sulfonaatti ja niiden suolat.

14. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu amiinia verkkouttava aine vali-
taan ryhmdstd, jonka muodostavat glutaaridialdehydi, di-iso-
syanaatit, polyisosyanaatit, 2,4,6-trikloori-5-triatsiini,
bis-oksiraani, bis-imidaatti, divinyylisulfoni ja 1,5-difluori-

2,4-dinitrobentseeni.

15. Patenttivaatimuksen 1 tai 4 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainitun biologisen materiaalin md&ard,
joka lisdtd3dn mainittuun vermikuliittiin, on noin 0,001- noin

2 g laskettuna kuiva -aineesta grammaa kohti vermikuliittia.

16. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd polyalkyleeni-imiinin ja polykarboksyylihapon

moolisuhde on noin 1:20-1:0,0005.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unnettau
siitd, ettd karbodi-imidid kdytetddn sellainen mddrd, ettéd
se on noin 0,2-3 kertaa stdkiometrinen mddrd suhteessa poly-

karboksyylihappoon.

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd karbodi-imidid kdytetddn sellainen mdidrd, ettd
se on noin 0,5-1,5 kertaa stdkiometrinen mddri suhteessa

polykarboksyylihappoon.
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19. Patenttivaatimuksen 1 tai 4 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd immobilisoitu biologinen materiaali
valitaan ryhmdstd, jonka muodostavat entsyymit, mikrobisolut,
antigeenit, vasta-aineet, antibiootit, koentsyymit, bakteerit,

hiivat, sienet, kasvisolut, eldinsolut ja kudosviljelyt.

20. Patenttivaatimuksen 1 tai 4 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitid, ettd biologinen materiaali on mikrobisesti

valmistettua aspartaasia.

21. Patenttivaatimuksen 1 tai 4 mukainen menetelmd, t u n-

nettu siitd, ettd entsyymi on tryptofaanin syntetaasia.

22. Liukenemattomaksi tehty biologisen materiaalin seos,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd biologisesti aktiivia
materiaalia absorboituneena vermikuliittihiukkasiin, jotka on

immobilisoitu polymeerin sisdén.

23. Liukenemattomaksi tehty biologisen materiaalin seos,
joka sis&ltdd biologisesti aktiivia materiaalia absorboituna
vermikuliittihiukkasiin, jotka on immobilisoitu polymeerin si-
sdédn, tunnet tu siitd, ettd mainittu polymeeri on verk-

koutettu verkkouttamisaineen kanssa.

24 . Patenttivaatimuksen 23 mukainen liukenemattomaksi tehty
bioclogisen materiaalin seos, t unnet tu siita, ettd
polymeeri on polyalkyleeni-imiinid ja verkkouttamisaine on

amiinia wverkkouttava aine.

25. Patenttivaatimuksen 24 mukainen seos, t unnet t u
siitd, ettd amiinia verkkouttava aine valitaan ryhmdstd, jonka
muodostavat glutaaridialdehydi, di-isosyanaatit, polyisosya-
naatit, 2,4,6-trikloori-S-triatsiini, bis-oksiraani, bis-

imidaatti, divinyylisulfoni ja 1,5-difluori-2,4-dinitrobentseeni.

26. Patenttivaatimuksen 24 mukainen seos, t unnet t u

siitd, ettd amiinia verkkouttava aine on glutaaridialdehydi.
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27. Liukenemattomaksi tehty biologisen materiaalin seos,
joka sis&dltdd biologisesti aktiivista materiaalia adsorboituna
vermikuliittihiukkasiin, jotka on immobilisoitu polymeerin
sisddn, tunnet tu siitd, ettd mainittu polymeeri

kondensoidaan kondensointiaineen kanssa.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen liukenemattomaksi tehty
biologisen materiaalin seos, t unne t tu siitd, ettad
polymeeri on polyalkyleeni-imiini&d ja kondensointiaine on

karbodi~-imidid kondensoiva aine.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen seos, t unnet tu
siitd, ettd kondensointiaine valitaan ryhmdstd, jonka muodosta-
vat l-etyyli-3,3-dimetyyliaminopropyylikarbodi-imidin hydro-
kloridi, disykloheksyyli-karbodi-imidi ja l-sykloheksyyli-
3(2-morfoliincetyyli)~-karbodi-imidi-meto-p-tolueeni-sulfonaatti

ja niiden suolat.

30. Patenttivaatimuksen 24 tai 26 mukainen seos, t unn e t-
t u siitd, ettd polyalkyleeni-imiini-polymeeri valitaan ryh-
midstd, jonka muodostavat polyetyleeni-imiini, polypropyleeni-

imiini, polybutyleeni-imiini ja polypentyleeni-imiini.

31. Patenttivaatimuksen 22, 23, 24, 27 tai 28 mukainen seos,
tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivinen materiaali
valitaan ryhm3std, jonka muodostavat entsyymit, mikrobisolut,
antigeenit, vasta-aineet, koentsyymit, kasvisolut, eldinsolut,

bakteerit, hiivat, sienet ja kudosviljelyt.

32. Patenttivaatimuksen 22, 23, 24, 27 tai 28 mukainen seos,
tunne=tttu siitd, ettd biologisesti aktiivinen

materiaali on aspartaasia.

33. Patenttivaatimuksen 22, 23, 24, 27 tai 28 mukainen seos,

tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivinen materiaali

on tryptofaanin syntetaasia.
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34. Menetelmd, jonka avulla voidaan valmistaa asparagiini-
happoa siten, ettd pannaan kontaktiin asparagiinihapon valmis-
tusoclosuhteissa substraattia, joka sisdltdd ammoniumfumaraat-
tia, liukenemattomaksi tehdyn biologisen materiaalin seoksen
kanssa, jossa on aspartaasia tai aspartaasia sisdltdvia
mikrobisoluja absorboituina vermikuliittihiukkasiin ja immo-
bilisoituna polymeeriin, t unne t tu siitd, ettd immobili-
soitu vermikuliitti on verkkoutettu verkkouttamisaineen

kanssa tai kondensoitu kondensointiaineen kanssa.

35. Menetelmd, jonka avulla voidaan valmistaa tryptofaania
siten, ettd pannaan kontaktiin tryptofaanin valmistusolosuh-
teissa substraatti, joka sisdltdd indolia ja seriinid, liukene-
mattomaksi tehdyn biologisen materiaalin seoksen kanssa, joka
sisdltidd tryptofaanin syntetaasia tai tryptofaanin syntetaa-
sia sisdltdviid mikrobisoluja absorboituina vermikuliittihiuk-
kasiin ja immobilisoituina polymeeriin, t unne t tu

siitd, ettd immobilisoitu vermikuliitti on verkkqutettu verk-

kouttamisaineen kanssa tal kondensoitu kondensointiaineen

kanssa.

-~ - P

36. Menetelmd, jonka avulla voidaan valmistaa L-fenyyli-
alaniinia siten, ettd pannaan kontaktiin L-fenyylialaniinin
valmistusolosuhteissa substraatti, joka sisdltdd ammonium-—
kinnamaattia, liukenemattomaksi tehdyn biologisen materiaalin
seoksen kanssa, joka sisdltdd fenyylialaniinin ammoniakki-
livosta tai fenyylialaniinin ammoniakkilyaasia sisdlt&vid
mikrobisoluja absorboituina vermikuliittihiukkasiin ja immobili-

soituina polymeeriin.
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