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L3
Mannichin akryyliamidipolymeerien ja kvaternaaristen poly-
amiinien seosten kdyttd entsyymiliemivirtojen flokkuloin-

nissa

Keksinndén tausta

Entsyymien valmistusta fermentoimalla on harjoitet-
tu jo monien vuosien ajan. Fermentointi suoritetaan taval-
lisesti ruostumattomasta terdksestd valmistetuilla lait-
teilla, eli sekoitus- ja seostuss&gilidissa, sekd8 siemen-
ja padfermenttoreissa. Vakiol&mpdtilaa, automaattisia
vaahdon ja pH:n s88tdjia sekd ilmanpuhdistimia kaytet&én,
koska vieraiden mikro-organismien poissaolo on valttama-

tbntd. Hanavesi vyhdistetddn yleensd vdliaineen ainesten

- kanssa, ja entsyymin talteen ottaminen alkaa heti kun fer-

mentointi paattyy. Vdliaine ja&dhdytetddn ja sentrifugeja
kdytetddn bakteerjien ja suurten liukenemattomien kappalei-
den poistamiseen emdliuoksesta, ja sen jadlkeen pienemmit
partikkelit erotetaan suodattimilla. Entsyymit konsentroi-
daan ja poistetaan suodoksesta lisddmdlla saostusainetta.
Sitten saostumaa k&sitellddn edelleen uudella suodoatuk-
sella ja kuivauksella jne. ja sitten se standardiscoidaan,
kuten esimerkiksi kdyttédm&lld natriumkloridia.

Proteaasit ovat entsyymeja, joiden on havaittu ole-
van erityisen kayttokelpoisia sellaisilla teollisuuden
aloilla kuten juuston valmistus, lihan mureuttaminen, lei-
vdn paistaminen, oluen sameuden poistaminen, ruuansula-
tusapuvalmisteet, vaatteiden puhdistaminen, l&dkeaineiden
valmistaminen ja vastaavat. Viljelem&lld tuotettuja prote-
aaseja voidaan kayttdad ruokien lisdaineina.

Tunnusomaista proteaasientsyymiliemelle on sellai-
sen suspension muodostuminen, joka ei laskeudu. Sentrifu-
goitaessa ndyte koeputkessa kiintoaine laskeutuu koeputken
alempaan 70 %:iin ja ainoastaan putken ylin 30 % on emali-

uosta.
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Eras vaikeimmista entsyymien valmistukseen liitty-
vistd ongelmista on entsyymin erottaminen liemest&d. Vaikka
monia saostusaineita on kdytetty entsyymiliemien saostami-
seen, ovat useimmat ndistd kdrsineet tehottomuudesta, mika
tekee ndmd aineet kaupallisesti vahemmdn houkutteleviksi.
Esimerkkej& kaupallisesti kdytetyistd saostusaineista ovat
epikloorihydriini-dimetyyliamiini-kondensaatiotuotteet
jotka on silloitettu dietyleenitriamiini/disyanamidilla;

sekd Mannichin akryyliamidipolymeerit sekd polydimetyyli-

diallyyliammoniumhalogenidiseokset, joita on kuvattu US-

patentissa 4 997 759, Ndm&d lisdaineet, vaikka ne ovat hyo-
dyllisi8 monissa tilanteissa, eivdt ole osoittautuneet
vleisesti hyvdksyttéviksi kaikkien entsyymilienten kirkas-
tamiseen, ja sen vuoksi teollisuus etsii jatkuvasti muita
materiaaleja jotka ovat kdyttokelpoisia tédssd tarkoituk-
sessa.

Keksinndn yhteenveto

Tama Kkeksintd koskee koostumuksia ja menetelmiéd
vesipohjaisten entsyymiliemien saostamiseksi, késittéden
seosten Mannichin akryyliamidipolymeeristd ja sellaisesta
kvaternaarisestd polyamiinista jonka moolimassa on vdhin-
tdan noin 25 000 kéayttédmisen saostusaineena. Tdllaisten

saostusaineiden on havaittu tuottavan tehokkaan saostuman

. laskeutumisen.

Keksinnén ja edullisten suoritusmuotojen kuvaus

Tamda keksintd koskee koostumusta ja menetelmdd ve-
sipohjaisen entsyymiliemen saostamiseksi, joka menetelméa
kdsittdd sellaisen saostusaineen lisadmisen mainittuun
liemeen, joka koostuu seoksesta (1) Mannichin akryyliami-
dipolymeerid ja (2) sellaista kvaternaaristd polyamiinia,
jonka moolimassa on vahintdin noin 25 000.

Seokset sisdltévdt nditd kahta polymeeria (1) ja
(2) suhteessa 99:1 - 1:99, edullisesti 90:10 - 10:90, to-
dellisten polymeerikiintoaineiden painon mukaan, vastaa-

vasti.
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Mannichin akryyliamidipolymeerit ovat alalla ylei-
sesti hyvin tunnettuja, esimerkkej& niistd on kuvattu US-
patentissa 4 137 164. Yleisesti nd&m& polymeerit ovat ak-
ryyliamidin homopolymeerejd tai sen kopolymeerejd sellais-
ten komonomeerien kuten akrylonitriilin, metakryyliamidin,
akryylihapon jne. kanssa, madrind korkeintaan 50 %, edul-
lisesti 5 - 50 % tuloksena olevan kopolymeerin painosta.
Poolymeerien moolimassat ovat alueella noin 10 000 - noin
3 000 000, ja ne on kemiallisesti modifioitu tuottaen di-
metyyliaminometyyliryhmi& sellaisessa madrin, ettd poly-
meeri sisdltdd 25 - 100 mol-% n&itd ryhmid, edullisesti
ainakin 40 mol-%.

Kvaternaarinen polyamiini voi olla mitd tahansa

- polyamiinia, jota on kaupallisesti saatavilla, tai se voi-

daan valmistaa alalla aikaisemmin tunnetuilla menetelmil-
14. Kvaternaarisen polyamiinin moolimassa on edullisesti
alueella 50 000 - 350 000, erityisen edullisesti vdlilla
250 000 - 300 000. Edulliset kvaternaariset polyamiinit
voidaan valmistaa antamalla yhden moolin mono- (tai di-)
alkyyliamiinia tai mono- (tai di) alkanoliamiinia reagoida
noin 0,5 - noin 1,5 moolin, edullisesti noin 0,7 - noin
1,2 moolin, epihalohydriinid kanssa lampdtilassa joka on
alueella noin 0 °C - 100 °C. Pienten madrien, eli korkein=-
taan noin 10 mol-% multifunktionaalista amiinia voidaan
antaa reagoida mukana. Edelld oleva selostus on US-paten-
tigssa 4 717 550, sekd siind lainattujen viitteiden, eri-
tyisesti US~patenttien 1 977 253 ja 3 248 353, kuvatun

menetelmdn mukainen. Sopivia amiineja ovat ammoniakki,

" metyyliamiini, dimetyyliamiini, metanoliamiini, dimetano-

liamiini, etyleenidiamiini, dietyleenitriamiini, fenylee-
nidiamiini ja vastaavat, tai seokset mistd tahansa edellé
mainituista. Edullinen on seos joka sisdltda dimetyyli-
amiini ja etyleenidiamiinia.

Edullisia kvaternaarisiad polyamiineja ovat reaktio-

tuotteet (i) mono-~ (tai di-) alkyyliamiinista tai mono-



10

15

20

25

30

(tai di-) alkanoliamiinista ja (ii) epihalohydriinista
sekd (1iii) korkeintaan noin 10-mooli-%:ista alkyleenidia-

miinia tai ammoniakkia. Edullinen monoalkyyliamiini on

- monometyyliamiini, edullinen monoalkanoliamiini on mo-

noetanoliamiini, edullinen dialkyyliamiini on dimetyy-
liamiini, ja edullinen epihalohydriini on epikloorihydrii-
ni.

Edullisin kvaternaarinen polyamiini on reaktiotuote
noin 50-mol-%:ista epikloorihydriini&, noin 49-mol-%:sta
dimetyyliamiinia ja noin 1l-mol-%:ista etyleenidiamiinia.
Erinomaisia tuloksia saavutetaan, jos tuloksena olevan
polymeerin moolimassa on noin 250 000 - noin 300 000.

Polymeerikoostumusta sekoitettaessa Mannichin ak-
ryyliamidipolymeeri on edullisesti vesiliuoksena jossa on
3 - 8 % kiintoainetta, ja kvaternaarinen polyamiini on
edullisesti vesiliuoksena, jossa on 50 paino-% kiinto-

ainetta.
Polymeeriseos voidaan lis&td entsyymiliemeen sel-

 laisenaan tai n#ém# kaksi polymeeris voidaan lis&td eril-

lddn, mutta niin tarkasti samaan aikaan kuin mahdollista,
koska polymeerien tuottama parantunut hyoty liittyy niiden
lasnd oloon liemessi samanaikaisesti. Liemeen lisattavi
seoksen m88rd on sellainen joka on tehokas tuottamaan
kirkkaimman em&dliuoksen ja saavuttamaan suurimman mahdol-
lisen kiintoaineen pakkautumisen. Yleensid ma&rit jotka
ovat noin 10 - 100 g polymeerid yht&d liemilitraa kohti,
edullisesti noin 25 - 75 g/litra, ovat tehokkaita, vaikka
erityisissd tapauksissa suuremmat tai pienemmidt masrit
saattavat olla hyodyllisia.

Taman keksinndn mukainen menetelmd sen edullisissa
suoritusmuodoissa sis&ltdd myds vaiheet (b) entsyymiliemen

ja saostusaineen sekoittaminen; sekid (c) entsyymiliemdi/

saostusaineseoksen laskeuttaminen.



10

15

20

25

30

35

Edullisten suoritusmuotojen kuvaus

Seuraavat esimerkit on esitetty ainoastaan Kuvaus-
tarkoituksessa, eik& niitd tule kdsittdd rajoituksina tal-
le keksinndlle. Tuotteet A ja B on esitelty seuraavissa
taulukoissa, suhteessa kdytettyihin maadriin, 0,065-%:sina
polymeerin vesiliuoksina, kun taas tuotteet C ja D on il-

moitettu 50,0-%:sina polymeerin vesiliuoksina. Kirkkaus on

- mitattu UV-absorbanssilla 660 mikronissa, 550 mikronissa,

tai visuaalisella havainnolla, riippuen ndytteestd.
Seuraavissa esimerkeiss& kdytetyt Mannichin akryy-

liamidipolymeerit ovat kukin Mannichin polyakryyliamidia

jossa on 70 %:n aminometylointi, ja lis&ksi ne on médri-

telty seuraavasti:

Tuote % kiintoainetta Brookfield-viskositeetti, cps
A 5,9-6,4 % 26 000 ~ 34 000
B 5,5-6,1 34 000 - 46 000

Kvaternaariset polyamiinit ovat reaktiotuotteita
epikloorihydriinistd, dimetyyliamiinista ja etyleenidia-

miinista, ja ne on ligdksi mddritelty seuraavasti:

. Tuote % kiintoainetta Keskimdidriinen moolimassa
C 49-51 % 300 000
D 49-51 % 250 000

Erilaisten polymeerien tehokkuuden entsyymiliemien
saostamisessa kokeilemiseksi kédytettiin seuraavaa koeme-
nettelyd: 5 ml:aan lientd 15 ml:n asteikolla varustetussa
sentrifuugiputkessa lisdttiin 5 ml polymeeriliuosnidytettad
jonka pitoisuus vaihteli. Kutakin ndytettid sekoitettiin
kaantamallad tulpalla varustettu putki 20 Kertaa yldsalai-
sin, sitten putkea sentrifugoitiin 5 minuutin ajan ja ko-
koon puristuneen entsyymin tilavuus mitattiin visuaalises-

ti. Mitd pienempi arvo, sen parempi. Lis&dksi emiliuoksen
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kirkkaus mitattiin UV-absorbanssilla 550 ja 660 mikronis-
sa, tapauksen mukaan. Arvo valilla 0,3 - 0,4 % on hyvak-
syttédvd, ja alle 0,1 on erinomainen.

Taulukko I esittda yksittdisten polymeerisaostusai-
neiden vaikutuksen entsyymilienten saostumiseen UV-absor-
banssilla joka on mitattu 660 mikronilla. Se on vertailu-
taulukko ja se osoittaa, ettd vaikka tuotteet A, B ja/tai
C yksittdin voivatkin toimia tehokkaasti suhteessa kokoon-
puristumiseen (til-% kiintoainetta) tai kirkkauteen, epé&-
onnistuvat ndmd saostusaineet eivatkid toimi tyydyttévasti,

mitd tulee molempiin kriteereihin.
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Taulukko II esittdd yksittdisten polymeerisaostus-
aineiden vaikutuksen entsyymilienten saostuksessa UV ab-
sorbanssilla joka on mitattu 550 mikronissa. Se on vertai-
lutaulukko, joka osoittaa ettd vaikka tuotteet A ja D yk-
sinddn voivatkin toimia tehokkaasti, mitd tulee kokoonpu-
ristumiseen (tilavuus-% kiintoainetta) tai kirkkauteen,
- eivdt ndmd saostusaineet yksinddn toimi tyydyttavidsti suh-

teessa molempiin kriteereihin.
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Taulukko III esittdd8 odottamattoman ylivoimaiset

~ tulokset jotka saavutettiin kdytettdessd seoksia B- ja C-

polymeereistd entsyymiliemessd témédn keksinndn mukaisesti.
Vaikka ei halutakaan sitoutua mihinkaddn erityiseen teori-
aan, osoittavat esimerkkien 1 - 6 tulokset, ettd saos-
tusainekoostumus jossa on polymeerin B suhde polymeeriin C
50:50, kaytettynd pienissd annostelumaarissd valilla 15 -
25 grammaa yhtd entsyymiliemilitraa kohti, tuottaa emdli-
uoksen jolla on parantunut kirkkaus ja kokoonpuristuminen
verrattuna emdliuokseen joka saadaan joko polymeerilld B
(vertailuesimerkit 7#*-9%) +tai polymeerillda C (vertai-

luesimerkit 10*-12%*) yksinddan.
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Taulukko IV esittdd odottamattoman hyvid tuloksia
jotka saavutettiin kun kdytettiin seoksia joissa o0li vaih-
televat suhteet A- ja D-polymeerejd, entsyymiliemiin t&mé&n
keksinndén mukaisesti. Tulokset sisdltavat havaitut kokoon-
puristumiset ja absorbanssit ilmoitetuilla annostelumda-
rilld. Esimerkkien 7 - 24 tulokset osoittavat, ettd poly-
meerien A ja D seos tuottaa synergistisen vaikutuksen joka
antaa tuloksena emdliuoksen jolla on parantunut kirkkaus
ja kokoonpuristuminen verrattuna emdliuokseen joka saadaan

joko polymeerilld A (vertailuesimerkit 13*-18%) tai poly-

"meerilla D (vertailuesimerkit 19*-24%*) yksin&dan.
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Taulukko V esittda odottamattoman hyvédt tulokset,
jotka saavutettiin kun kaytettiin seoksia, joissa oli
vaihtelevat suhteet A- ja D-polymeerejd, entsyymiliemessa
tdmin keksinnén mukaisesti. Tulokset sisdltavat kirkkauden

~ ja kokoonpuristumisen ilmoitetuilla annostuksilla. Kirk-

kaus perustuu visuaaliseen havaintoon, ja kutakin naytettéa
sekoitettiin k&didnt&dmdlla tulpalla suljettu putki ylésalai-
sin wviisitoista (15) kertaa. N&md tulokset osoittavat,
ettd edullinen A- ja D-polymeerien suhde on vadlilla 30 -
70 paino-osaa A:ta 70 - 30 paino-osaa D:t& kohti, edulli-
simman suhteen ollegssa wvdlilla 30 - 50 paino-osaa A:ta -
70 - 50 paino-osaa D:td. Esimerkkien 49 - 60 tulokset
osoittavat, ettd entsyymiliemen ja saostusaineseoksen se-
koittamisen lis&dmiselld ei ole havaittavaa vaikutusta

emdliuoksen kirkkauteen tai kokoonpuristumiseen.
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Edelld mainitut patentit, julkaisut ja koemenetel-
mat sisdllytetddn tahdn viitteiksi.

Monia muunnelmia tastd keksinnostd tulee alan tun-

 tijoiden mieleen edelld olevan, vksityiskohtaisen kuvauk-

sen avulla. Esimerkiksi, dimetyyliamiinin sijasta poly-
amiini voi sisdltda yksiksitd jotka on johdettu metyy-
liamiinista, metanoliamiinista, tai dimetanoliamiinista.
Mannichin akryyliamidihomopolymeerin sijasta voidaan kdayt-
t&a Mannichin kopolymeeri#d akryyliamidista joka sigdltaa
5 - 50 % komonomeerid. Etyleenidiamiinin sijasta kvater-
naarinen polyamiini voi olla johdettu ammoniakista tai
dietyleenitriamiinista. Kaikki tdllaiset ilmeiset muunnel-
mat ovat tdysin liitteen&d olevien patenttivaatimusten suo-

japiirin sisdpuolella.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmi vesipohjaisen entsyymiliemen saostami-
seksi, tunnettu siitd, etta se kdsittda (a) sel-
laisen saostusaineen lisdamisen mainittuun liemeen, joka
koostuu seoksesta (1) Mannichin akryyliamidipolymeeria ja
(2) kvaternaaristd polyamiinia, jonka moolimassa on vadhin-
tdsdn noin 25 000.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t u n-
nettu siitd, ettd (1):n suhde (2):een on alueella
noin 99:1 - 1:99, todellisen polymeerikiintoaineen painon
mukaan, vastaavasti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siiti, ettd (1) on Mannichin akryyliamidihomo-
polymeeri.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd (1) on Mannichin akryyliamidikopo-
lymeeri joka sis#ltdd 5 - 50 % komonomeeria.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siita, ettad (1) sisaltds 25 - 100 mol-3% dime-
tyyliaminometyyliryhmia.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-

nettu siitd, ettd kaytetty kvaternaarinen polyamiini

" on valmistettu (i) mono- (tai di-) alkyyliamiinista tai

mono- (tai di-) alkanoliamiinista ja (ii) epihalohydrii-
nistd sekd (iii) korkeintaan noin 10-mol-%:ista alky-
leenidiamiinia tai ammoniakkia.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd kaytetty mono- (tai di-) alkyyli-
amiini on monometyyliamiini tai dimetyyliamiini.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd kdytetty monoalkanoliamiini on mo-
noetanoliamiini.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-

nettu siitd, ettd se sisaltad myds vaiheet (b) ent-
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syymiliemen ja saostusaineen sekoittaminen keskenddn; ja
(c) entsyymiliemi/saostusaineseoksen laskeuttaminen.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd (2) on kvaternaarinen poly-
amiini joka on reaktiotuote epihalohydriinista ja.amiinis-
ta tai amiinien seoksesta, mainitun polyamiinin moolimas-
gsan ollessa alueella noin 25 000 - noin 350 000.

11. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd epihalohydriini on epikloori-
hydriini.

12. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd amiini koostuu dimetyyliamii-
nin ja etyleenidiamiinin seoksesta.

13. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kvaternaarinen polyamiini (2)
on reaktiotuote noin 50-mol-%:ista epikloorihydriinia,
noin 49-mol-%:ista dimetyyliamiinia ja noin l-mol-%:ista
etyleenidiamiinia, mainitun polyamiinin moolimassan olles-
sa noin 50 000 - noin 300 000.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd entsyymi on proteaasi.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitda, ettd lis#dtddn noin 10 - noin 100
grammaa saostusaineseosta yhtd liemilitraa kohti.

16. Saostusainekoostumus, joka parantaa emdliuoksen
kirkkautta ja kokoonpuristumista vesipohjaisessa entsyymi-

liemessd siihen lisdttynd m&&rédnd noin 10 - noin 100 gram-

- maa yhtd liemilitraa kohti, tunnettu siita, etta

mainittu saostusainekoostumus sisdltad:

(1) 1,0 - 99,0 paino-osaa Mannichin akryyliamidipo-~
lymeeria ja

(2) 99,0 - 1,0 paino-osaa kvaternaaristd polyamii-

nia, jonka moolimassa on vahintddn noin 25 000.
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