LAPPEENRANNAN TEKNILLINEN YLIOPISTO
Teknillinen tiedekunta
Kemiantekniikka

Minna Nevalainen

ULTRASUODATUSMEMBRAANIN MODIFIOINTI ENTSYYMEILLA
SUODATUSOMINAISUUKSIEN PARANTAMISEKSI

Tyon tarkastajat: Professori Mika Méanttari
Tutkijatohtori Mari Kallioinen

TyoOn ohjaaja: Nuorempi tutkija Timo Laakso



ALKUSANAT

Tama tyd on tehty Lappeenrannan teknillisessa yliopistossa Membraanitekniikan
laboratoriossa 14.5.2012-15.2.2013 osana Fubio Il projektia. Kiitdn tyoni
tarkastajia Mika Manttaria ja Mari Kallioista, sek& tyoni ohjaajaa Timo Laaksoa
saamastani opastuksesta, tuesta ja palautteesta. Haluan myds Kiittdd Greg
DeLozier ja Novozymes yhtiotd tutkimuksessa kaytetyn lakkaasientsyymin
lahjoittamisesta.

Tutkimuksen edetessa vastaan tulee aina ongelmia ja niiden ratkaisemiseen ei aina
oma tietdmys ja voimat riitd, mink& vuoksi suuret kiitokset kaikille
Membraanitekniikan laboratoriossa tyoskennelleille tyokavereille tuesta ja hyvista
neuvoista. Kiitos myds analyysi ongelmien ratkaisusta Liisa Purolle ja koko
analyysikeskuksen tiimille.

Erityiskiitos kuuluu kuitenkin miehelleni Tuomakselle, joka uskoi minuun koko
taman projektin ajan vaikka usko itseeni olikin joskus kadoksissa. Ilman
Tuomasta tdmakin tyo olisi ollut minulle melkein ylitsepéddseméaton. Kiitokset
my6s hyvalle ystavélleni Anne-Marille, joka kuunteli valitustani viikoittain
ymmartdmatta aiheestani juurikaan mitddn. N&ihin mustiin kansiin pééattyy yksi
elamani vaihe, minka jalkeen alkaa valmistautuminen seuraavien kansien sisallon

hankkimiseen.



THVISTELMA

Lappeenrannanteknillinen yliopisto
Teknillinen tiedekunta
Kemiantekniikka

Minna Nevalainen

Ultrasuodatusmembraanin modifiointi entsyymeilla suodatusominaisuuksien

parantamiseksi

Diplomityo

2013

60 sivua, 26 kuvaa, 6 taulukkoa ja 5 liitetta

Tarkastajat: Professori Mika Méanttéri
Tutkijatohtori Mari Kallioinen

Hakusanat:  Membraanin modifiointi, lakkaasientsyymi, ultrasuodatus,

ristisilloitus
Taman  diplomitydon  tarkoituksena  oli  kiinnittdd  lakkaasientsyymi
polyeetterisulfonimembraaniin suodatusominaisuuksien parantamiseksi.

Lakkaasientsyymin  tiedetddn  pilkkovan  ligniinia  ja  kiinnittdmalla
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The aim of the Master’s thesis study was to immobilize laccase enzyme to
polyethersulfone membrane for improving filtration properties of the membrane.
Studies have shown that laccase enzyme can degrade lignin and therefore,
immobilizing the laccase enzyme to membrane could reduce fouling. By enzyme
immobilization to membrane there is no need for pretreatment and the final
product would be purer.

The laccase enzyme product used in this study was Novozym® 51003 and the
glutaraldehyde was used as a cross linking agent. Activity of free and
immobilized laccase was measured with 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) in UV-VIS spectroscopy. ATR-FTIR spectroscopy was used to
confirm the immobilized laccase on the membrane. Birch extract was used in the
filtration and absorption studies for the modified membranes.

Laccase enzyme was successfully immobilized to the membrane, but the water
flux was decreased to half of the original water flux. In the filtration study with
the immobilized laccase membrane the flux was negligible for the birch extract.
However, adsorption experiments showed that immobilized laccase enzyme can
degrade lignin from the birch extract. The laccase activity varied widely in the
parallel immobilization tests. The immobilization mechanism needs further
studies, in order to repeatability of the modification process can be improved.
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1 JOHDANTO

Puu-uutteiden fraktiointi membraanien avulla on osoittautunut haasteelliseksi
ligniinin likaavan ominaisuuden vuoksi. Ligniinin poisto uutteista on hyvin
haastavaa ligniinin kolmiulotteisen ja vaihtelevan rakenteen vuoksi. Ligniini on
usein kiinnittyneend puun muihin yhdisteisiin, kuten hemiselluloosiin, mika

vaikeuttaa sen poistoa ilman, ettd muutkin yhdisteet poistuvat.

Kantasieniin kuuluvissa valkolahottajasienissa olevilla entsyymeilld on ligniinia
hajottavia ominaisuuksia. Valkolahottajasienestd on pystytty tunnistamaan kolme
ligniinia  hajottavaa entsyymid, jotka ovat ligniinperoksidaasi (LiP),
mangaaniperoksidaasi (MnP) ja lakkaasi. N&iden entsyymien pilkkoessa ligniinia
pienempiin osiin voitaisiin vadhentdd membraanin likaantumista ja parantaa

membraanin kdyttémahdollisuuksia puu-uutesuodatuksissa.

Entsyymit eivét kuitenkaan ole stabiileja &ariolosuhteiden vallitessa. Stabiilisuutta
voidaan yleensd parantaa kiinnittaméalla entsyymit johonkin matriisiin tai toisiinsa,
mutta tdman seurauksena entsyymin aktiivisuus saattaa karsid. Oikealla tavalla
kiinnittyneet entsyymit eivat kuitenkaan menetd aktiivisuuttaan. Tama saattaisi
olla ratkaisu suodatusta haittaavan ligniinin poistoon, mikd mahdollistaisi puu-

uutteen paremman fraktioinnin membraanilla.

Ligniinin pilkkominen pienempiin osiin mahdollistaisi puhtaamman tuotteen
saamisen sellaisissa tapauksissa, joissa tuotteena on yhdiste johon ligniini on
kiinnittynyt. Tallaisessa tilanteissa ligniini saataisiin pilkottua yhdisteesta ja ndin
ollen myds membraanin likaantuvuutta voitaisiin véhentdd. Kiinnittamalla
pilkkova entsyymi membraaniin véltyttaisiin erilliseltd esikésittelyvaiheelta
ligniinin poistamiseksi. Tassé tydssé on tarkoituksena kiinnittaa ligniinid pilkkova

lakkaasientsyymi membraaniin siten, ettg siitd olisi hyotya suodatuksessa.



KIRJALLISUUSOSA

2 ULTRASUODATUS

Puu-uutteet sisaltavat paljon luonnonpolymeerejd, kuten hemiselluloosia.
Hemiselluloosa on haaroittunut polymeeri, joka on muodostunut erilaisista
sokerirakenteista. Hemiselluloosien polymerisaatio aste vaihtelee valilla 100—200.
Hemiselluloosien moolimassa on siis suhteellisen pieni muihin puupolymeereihin
verrattuna. Hemiselluloosat ovat osoittautuneet potentiaaliseksi uudistuvaksi
raaka-aineeksi useille tuotteille. Puu-uutteesta kerattavalle hemiselluloosalle
ultrasuodatus on lahes ainoa potentiaalinen vaihtoehto teollisuuden mittakaavan
sovellukseksi. Puu-uutteet siséltavat myos paljon muitakin yhdisteitd, jotka
aiheuttavat ongelmia membraanisuodatuksessa. Ligniini on yksi puu-uutteissa
oleva membraaneja likaava komponentti, mik& haittaa teollisen mittakaavan

sovellukset hemiselluloosan fraktioimiseksi. [1]

Membraanisuodatus tehdadn poikkivirtaus- tai panossuodatusperiaateella.
Poikkivirtauksessa syottd tulee membraanin pinnalle sivusta, eik& kohtisuorasti
membraanin paaltd ja ajavana voima toimii poikkivirtaus ja paine-ero.
Membraanin l&pimennytté virtausta kutsutaan permeaatiksi ja syottod, joka jatkaa
matkaansa meneméattd membraanin l&vitse kutsutaan konsentraatiksi tai
retentaatiksi. [2] Kuvassa 1 on esitetty poikkivirtausmembraanisuodatuksen
periaate. Panostoimisessa membraanisuodatuksessa syottd tulee kohtisuorassa
membraaniin nahden. Tdssd suodatusmenetelméssd konsentraatiksi kutsutaan
syottod, joka ei mene membraanin lavitse. Panossuodatuksessa ajavana voimana
toimii my6s poikkivirtaus ja paine-ero, mutta poikkivirtaus panostoimisessa

suodatuksessa luodaan sekoituksen avulla. [2]



Syéitts Konsentraatti

Permeaatti

Kuva 1 Poikkivirtaus membraanisuodatuksen periaatekuva [2]

Ultrasuodatusmembraanit ovat huokosellisia puolildpdisevid filmeja. Ne ovat
yleensa rakenteeltaan asymmetrisia membraaneja. Asymmetrisissa
membraaneissa on ohut pé&allyskerros, joka on tuettuna huokoisella
tukimateriaalilla. Rakenteensa takia ultrasuodatusmembraanin ominaisuudet kuten
huokoskokojakauma ja pinnan huokoisuus maaraytyvat paéllyskerroksen mukaan.

Tyypillisesti ultrasuodatusmembraanin huokoskoko on valilla 20-1000 A. [2]

Polymeeriset kaupalliset ultrasuodatusmembraanit on yleensd valmistettu
kaanteisfaasi-inversiolla. Nykyisin my6s keraamisia ultarasuodatusmembraaneja
on paljon saatavilla. Ultrasuodatusta kdytetddn usein makromolekyyliliuosten
konsentroinnissa tai fraktioinissa. Makromolekyyli on sellainen molekyyli, jolla
on joko suhteellisen suuri moolimassa tai rakenne, joka sisaltd4 paljon toistuvia
yksikoita, joilla on suhteellisen pieni moolimassa [3]. Ultrasuodatuksessa liuoksen
suurimmat molekyylit konsentroituvat retentaattiin ja pienemmét molekyylit
l&pdisevat membraanin, jolloin ne voidaan kerdta permeaattina. Membraaneille
ilmoitetaan yleensa katkaisukoko, joka tarkoittaa moolimassaa, jossa 90% taman
moolimassan molekyyleistd konsentroituu retentaattiin. Tatd tietoa k&ytetdén

oikeanlaisen membraanin valinnassa. [2]

Ultrasuodatusmembraanin valinnassa on kaksi péékriteerid, selektiivisyys ja
tuottavuus. Tuottavuus maaraytyy permeaattivuon perusteella ja se on madritelty
permeaatin  maardnd membraanin pinta-alaa  kohden. Permeaattivuohon
vaikuttavia tekijoita ovat liuoksen tyyppi, konsentraatio, pH ja ionivahvuus.

Lisdksi permeaattivuohon vaikuttavat membraanin tyyppi, kaytetty paine ja



hydrodynaamiset olosuhteet sy6tdn puolella. Permeaatin tilavuuteen perustuvan
permeaattivuon maarittdmisessa kaytetadan yhtaloa 1. [4]

] _ AP—-AT _ W
V' u(Rm+Rcp+Rg) At

(1)
jossa J,  Permeaattivuo, Kg/(m?h)

AP Paine-ero, bar

Azm  Osmoottinen paine, bar

M Viskositeetti, Pas

Rm  Membraanin vastus, bar

Rep  Konsentraatiopolarisaatiokerroksen vastus, bar

Ry  Geelikerroksen vastus, bar

V,  Permeaatin tilavuus, dm®

A Membraanin pinta-ala, m?

t Aika, h

Liuoksessa olevien molekyylien kulkeutuminen ultrasuodatusmembraanin lapi

voidaan kuvata rentention avulla, mik& on maaritelty yht&lossa 2. [2,4]

Cr—C
R= —fcf L )

jossa R Retentio
Cp, Konsentraatio permeaatissa

Ct  Konsentraatio syotossa

Suuri permeaattivuo voidaan saavuttaa optimoimalla yhtdlossd 1 esiintyvié
parametreja. Y leisesti sanottuna permeaattivuon parametrien optimointi tapahtuu,
kun valtetddn suodatettavan liuoksen konsentroituminen membraanin pinnan
l&heisyyteen, sekd erilaisten molekyylien adsorptio membraaniin ja huokosten
tukkeutuminen. Naitd ilmiditda kutsutaan konsentraatiopolarisaatioksi ja
membraanin likaantumiseksi. Jos konsentraatiopolarisaatio ja membraanin
likaantuminen voidaan est&a tai niiden vaikutukset pystytadn minimoimaan, séilyy

membraanin permeaattivuo korkeana pitkaan. [4]



Membraanin likaantuminen voi tapahtua hyvinkin lyhyelld aikavélill4 ja sen voi
alheuttaa suhteellisen pieni pitoisuus yhdistettd. Membraanin likaantumista
voidaan véhentdd fysikaalisin ja kemiallisin keinoin, mutta sitd ei voida
tutkimustulosten mukaan poistaa kokonaan. Likaantumista vahentévéat
keinot/toimenpiteet ovat usein tapauskohtaisesti toimivia, silla likaantuminen
aiheuttuu membraanin, suodatettavan liuoksen sisaltdmien yhdisteiden ja
prosessiolosuhteiden yhteisvaikutuksen tuloksena. Té&std syysta likaantumisen
vahentdmiseen kéytettdvat keinot on optimoitava tapauskohtaisesti. Yksinkertaisin
tapa on kdyttdd membraanin pesuun tarkoitettuja kemikaaleja. Kemikaaleilla
voidaan  palauttaa  likaantuneen  membraanin  ominaisuuksia, = mutta

pesukemikaalien kaytto kuitenkin kuluttaa membraaneja. [2]

Tuottavuuden ja selektiivisyyden lisdksi membraaniprosessilta vaaditaan
taloudellisuutta, joka voidaan saavuttaa membraanin kayttoik&da pidentamalld.
Membraanin taloudellisuus maaraytyy veden permeabiliteetti kerrottuna
membraaniin kayttoidlla, joka sen jalkeen jaetaan membraanin hinnalla, kuten

yhtélostd 3 voidaan havaita. [5]

Permabiliteetti-Kayttoika

Taloudellisuus = 3

Hinta

3 LIGNIINIA PILKKOVAT ENTSYYMIT

Ligniini on kolmiulotteinen amorfinen yhdiste, jonka moolimassaa on hankala
madrittdd sen polydispersisyyden vuoksi. Ligniinin epdsaannollisen rakenteen
selvittdminen ei ole helppoa, koska vieldkin 10ydetdan uudella tavalla sitoutuneita
ligniineja. Puhtaan ligniinin eristdminen on todella monimutkaista tai se voi olla
jopa taysin mahdotonta. Ndiden seikkojen vuoksi ligniinin pilkkominenkin on
hyvin haasteellista. Entsymaattinen ligniinin pilkkominen on osoittautunut
lupaavimmaksi vaihtoehdoksi viimeaikaisten tutkimusten perusteella. [6] Kuvassa

2 on esitetty havupuista l16ytyvan ligniinin rakenne.



Lignin-O
OCH,

OCH; Hg HQ
OCHg
o .
OCH5 CHzOH (or CHO}
OC
Kuva 2 Havupuuligniinin rakenne. [7]

Ligniinissa ei ole hydrolysoitavia ligandeja, mink& vuoksi ligniinia pilkkovan
entsyymin on oltava hapettava. Muihin luonnon polymeereihin verrattuna ligniini
on rakenteeltaan hyvin epasdannollinen, mik& aiheuttaa ongelmia entsymaattiseen

pilkkomiseen. [6]

Entsyymit ovat biologisia katalyytteja, joiden spesifisyys johtuu niiden
kolmiulotteisesta rakenteesta. Kolmiulotteinen rakenne sallii aktiivisen kohdan
muodostumisen, johan substraatti voi Kkiinnittyd. Substraatti on molekyyli, johon
entsyymin toiminta kohdistuu. Aktiivinen kohta tuo entsyymille sen katalyyttisen
ominaisuuden. Yleensd substraatti-entsyymi kompleksi muodostuu heikkojen
vuorovaikutusvoimien avulla. Yleisesti voidaan ajatella entsyymin toimivan

yhtélossa 4 esitetyn kemiallisen reaktion seurauksena. [8]



E+S2ES2E+P (4)
jossa E  Entsyymi

S Substraatti

P Entsyymireaktion tuote

Matemaattisesti ilmaistuna entsyymien Kineettinen kayttdytyminen noudattaa

tunnettua Michaelis-Mentenin yhtalod, joka on esitetty yhtalossa 5. [8]

— Vmax[s]
T KmlS] ©)

jossa V  Reaktio-nopeus, mol/s
Vmax Reaktion maksimi-nopeus, mol/s
[S] Substraatin konsentraatio, mol/L
Kn  Michaelis-Mentenin vakio, mol/L

Teollisuus on ollut kiinnostunut entsyymien kaytosta jo pitkdaan niiden teknisten ja
taloudellisten ominaisuuksien vuoksi [9]. Metséteollisuus on etsinyt uusia
energiatehokkaampia tapoja valmistaa paperia ja kartonkia entsyymien avulla.
Puussa oleva ligniini sitoo puun kuituja toisiinsa ja sen poistaminen kuitujen
ympériltd on ensimmaéisid vaiheita paperin/kartongin valmistuksessa. Ligniinin
poisto  paperi/kartonkitehtailla tehd&&n yleisesti joko mekaanisesti tai
kemiallisesti. Nam& molemmat ovat energiaa ja ympdristod kuormittavia
menetelmid, mink& takia metsateollisuus on etsinyt uutta ratkaisua ligniinin
poistoon.  Entsymaattinen ligniinin  pilkkomien saattaisi olla ratkaisu
metséateollisuuden ligniiniongelmaan. [10]

Vain yksi organismiryhmd, kantasienet, ovat osoittautuneet pystyviksi ligniinin
pilkkomiseen. Puussa eldvéssd valkolahosienessa on ligniinia pilkkovia
entsyymejé. [11] Valkolahottajasienid on useita eri lajeja ja eri valkolahottajista
perdisin olevat entsyymit pilkkovat ligniinid eri tavalla ja nopeudella. Jotkut
valkolahottajasienten  entsyymit  poistavat  ligniinin  ilman  merkittdvaa
selluloosahaviota. Tallainen on esim. Phellinus nigrolimitatus
valkolahottajasienilajike. Muita ligniinia spesifisesti pilkkovia entsyymeja
tuottavia  valkolahottajasienilajikkeita on  noin  kymmenkunta.  [12]



Ligniiniperoksidaasi (LiP), mangaaniperoksidaasi (MnP) ja lakkaasi ovat
valkolahottajasienesta peréisin olevia ligniinid pilkkovia entsyymejé. Taulukossa |
on esitelty edelld mainittujen entsyymien yleisimmét reaktiot tai vaikutukset
ligniiniin sekd entsyymin substraatit tai kofaktorit. Kofaktori on entsyymin

toimintaa auttava yhdiste. [6]

Taulukko I Ligniinia pilkkovat entsyymit ja niiden kofaktorit tai substraatit ja
niiden aiheuttamat reaktion ja vaikutukset. [6]

Entsyymi Kofaktori/substraatti | Reaktio tai vaikutus
Ligniiniperoksidaasi H;0; ja Aromaattisen renkaan
(LiP) veratryylialkoholi hapettaminen kationiradikaaliksi
Mangaani- H,O,, Mn, ograaniset Mn(I1) hapetus Mn(l11),
peroksidaasi (MnP) hapot kelaatteina, Kelatoidun Mn(l11) fonolisten
tyydyttyméattomat yhdisteiden hapettaminen
lipidit fenoksiradikaaleiksi
Lakkaasi o, Fenolien hapettaminen fenoksi-
radikaaleiksi
3.1 Lakkaasi

Lakkaasientsyymi on kuparia sisdltdvd hapettava yhdiste, joka kéyttaa
hapetuksessa hyvékseen kohde molekyylin happiatomeja [6]. Substraatit, joilla on
taipumus hapetus-pelkitys reaktiolle, voidaan hapettaa suoraan lakkaasilla [13].
Lakkaasi pystyy hapettamaan fenolisia renkaita fenoksiradikaaleiksi. Lakkaasi
pystyy myds hapettamaan ei fenolisia renkaita, jos reaktio seokseen on lisatty
esim. 2,2-atso-bis(3-etyylibentsotiatsolyyli-6-sulfonihappo) (engl. 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic  acid)) eli ABST:td tai muita
valittdjamolekyylejad. Kuvassa 3 on esitetty lakkaasientsyymin reaktiomekanismi
fenolisen ligniinin pilkkomisessa. [6,14]
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OH OH

HO D,L HO D_,L.

- many
laccase + 0, products
o~ o~
OH Os
Lignin Phenoxy radical
Kuva 3 Lakkaasientsyymin  reaktiomekanismi  fenolisen ligniinin

pilkkomiseen. [6]

Lakkaasissa olevat kupariatomit voidaan jakaa kolmeen kategoriaan sen
perusteella, mikd on niiden tehtdvd entsyymireaktiossa. Ensimmadisen tyypin
kupariatomi aloittaa katalyyttisen mekanismin lakkaasissa luovuttamalla yhden
elektronin substraatille. Taman jalkeen alkaa lakkaasin sisainen elektroninsiirto
kaikkien kolmen tyyppisten kupariatomien vélilla. Kolmatta tyyppid edustavan
kupariatomin tehtdvdnd on vastaanottaa kaksi elektronia aerobisessa
hapettumisessa, jossa toista tyyppid edustavan kupariatomin Il&sndolo on
valttamaton. Hapen pelkistyminen vedeksi tapahtuu kakkos- ja kolmostyyppisten
kupariatomien avulla, jonka jalkeen vesi lapdisee lakkaasin peroksidaasiosan.
Ensimmadisen tyypin kupariatomit on havaittavissa UV-VIS spektroskoopin avulla
aallonpituudella 600 nm. Kahta muuta kuparityyppid on hankala havaita UV-VIS
spektroskoopin avulla, mutta kaikki kolme kuparityyppid pystytddn kuitenkin

tunnistamaan elektroniparamagneettisella resonanssispektroskoopilla. [13]

Yleisesti lakkaasientsyymin optimaalinen kaytté pH on valilla 3-5,7, mutta on
my0s olemassa lakkaasientsyymejé, joiden optimaalinen pH on noin seitseman
[6]. Crestinin et al. tutkimuksissa on havaittu, ettd lakkaasientsyymi on
negatiivisesti varautunut, kun pH on 6 [15]. Heidan mukaansa parhaiten ligniini&
pilkkovia lakkaasientsyymeja ovat ne, joiden moolimassa on vélilla& 40-55 kDa.
[16] Naissa tutkimuksissa kéytetyt lakkaasientsyymit eivat kuitenkaan ole

kaupallisesti saatavilla olevia lakkaasivalmisteita.
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3.2 Ligniiniperoksidaasi (LiP)

Ligniiniperoksidaasi (LiP) I0ydettiin 1983 [6]. LiP on heemi& (engl. Heme
protein) sisaltava glykoproteiini, joka tarvitsee vetyperoksidia hapettaakseen. LiP
hapettaa ligniinin ei-fenoliset rakenteet ottamalla yhden elektronin itselleen,
jolloin syntyy Kkationinen radikaali, mikd on sen jalkeen hajotettavissa
kemiallisesti. Kuvassa 4 on esitetty LiP entsyymin reaktiomekanismi. [6]

CH OH
HO L Llgnin peroxidase + H.O O,
o~ P i~z HO {]""L many
1 products
H,0
o Veratryl alcohol
O o-""
DEL D\L
Lignin Cation radical
Kuva 4 Ligniiniperoksidaasin  reaktiomekanismi ei-fenolisen ligniinin

pilkkomiseen.[6]

LiP on vapaana entsyymind vesiliukoinen, mutta paikalleen Kiinnittdminen
vahent&4 sen vesiliukoisuutta. LiP tarvitsee reagoidakseen vetyperoksidia, joka
voidaan lisatd liuoksen joukkoon tai sitd voidaan muodostaa kontrolloidusti
entsyymin avulla. Glukoosioksidaasi (GOD) entsyymi katalysoi reaktiota, jolla
glukoosista voidaan valmistaa vetyperoksidia. Lan et al. [17] ovat tutkineet naiden
kahden tavan vaikutusta LiP entsyymin aktiivisuuteen. Entsymaattisesti
valmistetun vetyperoksidin todettiin olevan parempi vaihtoehto LiP entsyymin

aktiivisuuden kannalta. [17]

3.3  Mangaaniperoksidaasi (MnP)

Mangaaniperoksidaasi (MnP) l6ydettiin LiP-entsyymin jalkeen vuonna 1984 [6].
MnP on heemid siséltavd glykoproteiini, joka tarvitsee LiP:n tavoin
vetyperoksidia hapettaakseen. [11] MnP hapettaa kahden arvoisen Mn:n kolmen

arvoiseksi. Taman jalkeen Mn®* hapettaa fenolisen renkaan fenoksiradikaaleiksi,
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jotka ovat hajotettavissa olevia yhdisteitd. MnP on isompi heemiproteiini kuin LiP

proteiini ja MnP:114 on yleensd isoelektrinen piste happamassa pH:ssa. [6]

Kuvassa 5 on esitetty hypoteettinen kaavio siitd, kuinka MnP entsyymi pilkkoo
fenolisen ligniinin ja muodostaa néin yhtend tuotteena hiilidioksidia. MnP
entsyymin oletetaan aloittavan reaktioketjunsa ligniinin fenolirenkaasta, jonka
MnP muuttaa fenoksiradikaaliksi. Resonanssiefektin vuoksi kuvassa 5 on myds
esitetty hiilikeskeinen radikaali. Fenoksiradikaalin muodostuksen kanssa
samanaikaisesti kelaattinen orgaaninen happo hapettuu peroksidiradikaaliksi ja
muiksi radikaaleiksi, minka seurauksena voi vapautua peroksidia. Peroksidi reagoi
hiilikeskeisen radikaalin kanssa ja muodostaa epastabiilin eetteriperoksidin, joka
muuntuu spontaanisti alifaattiseen muotoon. Nyt suorassa ketjurakenteessa on
vapaita karboksyyliryhmig, joiden kanssa MnP voi uudelleen reagoida. MnP voi
talla tavalla irrottaa hiilidioksidin suorasta ketjusta. Jaljelle jaava alifaattinen
radikaali reagoi edelleen hapen ja MnP:n kanssa, jolloin vapautuu lis&a

hiilidioksidia ja matalamoolimassaisia orgaanisia happoja. [11]

O,

R-COOH
Lignin Lignin Lignin
MnP | M Mesomensm o:
_—
OCH,
CH;0 OCH3 CH;O OCH, CH3O OCH; CH;0 0
OH o) HO O
Phenoxyl Carbon-centered
radical radical spontaneous
Lignin
R MnP / Mn*"*
! OCH, <
CH;0 *o (
Cco,

+ [MnP /Mn*; O,]

CO, + organic acids

Kuva 5 Hypoteettinen reaktio mekanismi MnP:n entsymaattiselle fenolisen
ligniinin pilkkomiseen. [11]
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4 ENTSYYMIEN KIINNITTAMINEN

Entsyymien kayttoa erilaisissa teollisuuden sovelluksissa on alettu tutkia jo 1900-

luvun alkupuolella. Entsyymien kéayttd &éariolosuhteissa ei silloin ollut
mahdollista, koska entsyymit eivat olleet riittdvan stabiileja.[12] Entsyymien
paikalleen Kkiinnittdmisen péé&asiallisena syynd onkin niiden stabiilisuuden
parantaminen ja sitd kautta jatkuvatoimisten ja pitkdaikaisten prosessien
kehittdminen [9]. Kuvassa 6 on esitetty mahdollisia paikalleen kiinnitettyjen

entsyymien kayttokohteita.

Paikalleen kiinnitettyjen entsyymien sovelluksia

;e%tr?irnoe_n Se(;ektriti)vinr;te_n Analylyttinen Kiinte4 faasi K?égtliﬁtlelgrlltu
biokatalyytti | | 29SOroemt valine vapauttaja

Kuva 6 Paikalleen kiinnitettyjen entsyymien mahdollisia sovelluksia. [12]

Entsyymin peruskiinnittdmistavat voidaan jakaa seuraaviin  pdaryhmiin:

adsorptioon, kovalenttiseen sitoutumiseen, loukuntamiseen, kapselointiin ja
ristisilloittamiseen. Loukuntamisella tarkoitettaan entsyymin Kiinnittdmista siten,
ettd entsyymi on osa matriisia. Erilaisia variaatioita ja yhdistelmid néista
perusmekanismeista on tehty eri tarkoituksiin sopiviksi. Yksi téllainen
kombinaation seurauksena syntynyt menetelmd on geelin avulla Kkiinnitettavéat
entsyymit. Tadmé ratkaisu on hyva esimerkki uusien menetelmien syntymisesta
kun mik&an perinteisistd tavoista ei sovellu kéytettavaksi. [12,18] Seuraavaksi
késitellaan sellaiset entsyymin Kkiinnittdmismenetelmét, joilla on mahdollista
kiinnittdad entsyymi

kaupallisesti valmistetun membraanin pinnalle ja/tai

huokosiin.
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4.1  Entsyymin kiinnittdminen kemiallisen sidoksen avulla

Entsyymeja voidaan Kiinnittdd erilaisiin  ep&orgaanisiin  ja  orgaanisiin
materiaaleihin kemiallisia sidoksia apuna kayttden. Kiinnittyminen voi tapahtua
kovalenttisen sidoksen avulla, adsorboitumalla tai ristisilloittamalla. Suuri pinta-
ala-tilavuus-suhde, suuri proteiinien kiinnittdmiskapasiteetti ja hyva mekaaninen
ja kemiallinen kestavyys ovat kiinnitysmateriaalilta toivottavia ominaisuuksia.
Néit4 kaikkia ominaisuuksia tavataan harvoin yhdestd materiaalista, minka vuoksi
erilaiset sovellukset vaativat aina testausta. Laboratoriotesteisséd toimivista
materiaali-entsyymiyhdistelmistd harvat kuitenkin paatyvét teollisuuden kayttoon,
koska teollisen mittakaavan toteutuksessa kustannukset madréavat materiaalin ja

entsyymin valinnat. [9]

4.1.1 Adsorptio

Entsyymin  ja  matriisin  vélinen adsorptio voi tapahtua heikkojen
vuorovaikutusten, kuten van der Waals:n voimien avulla, tai hieman
voimakkaampien vuorovaikutusvoimien, kuten ionisidosten tai hydrofobisten
vuorovaikutusten avulla. Adsorptio on yksinkertainen menetelmd Kkiinnittaa
entsyymeja matriisiin siten, ettd kiinnitettavalle matriisille ei aiheudu pysyvéa
vahinkoa. Adsorptiolla  pystytddn  kiinnittdma@an entsyymeja  matriisiin
maaréllisesti paljon. Adsorption haittapuolena on kuitenkin entsyymien helppo
desorptio matriisista. Desorption lisdksi adsorptiokiinnittamisen haittapuolena
saattaa olla entsyymin haluttujen ominaisuuksien muuntuminen, kuten
aktiivisuuden ja stabiilisuuden vahentyminen sek& konformaatiomuutokset.
Vaikka entsyymien Kiinnittdmiselld  matriisiin  tavoitellaan  stabiilimpeja

entsyymejé, ei tavoitetta kuitenkaan aina saavuteta. [9,12]

loninvaihto on yksinkertainen ja tehokas tapa kiinnittad entsyymejé, koska suurin
osa proteiineista adsorboituu nopeasti anionin- tai kationinvaihtohartseihin.
Ongelma on kuitenkin proteiinin ja matriisin valisen ionisidoksen heikkous.
Monet proteiinit desorpoituvat alhaisien ionivahvuuksien vuoksi ja pH vaihtelun

seurauksena. lonisidoksen kestadvyytta voidaan parantaa lisadmalla matriisin
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pintaan esim. ionista polymeeria kuten dekstraanisulfaattia. N&in lisataan ionisten
ryhmien maarédd matriisissa ja saadaan matriisin pinnalle adsorptiota ajatellen
muovautuvampi rakenne. Tama menetelmalla voisi toimia proteiinien

kiinnittamisessa kationin- tai anioininvaintomembraaneihin [9]

Hydrofobinen adsorptio perustuu kiinnitysmatriisin hydrofobisen osan tai alueen
vuorovaikutukseen entsyymin kanssa. N&in ollen hydrofobinen adsorptio on
rilppuvainen  kiinnitysmatriisin ~ pintakemiallisesta  rakenteesta ja sen
hydrofobisuudesta. Hydrofobisina kiinnitysmatriiseina kaytetdan yleensa jo
olemassa olevien materiaalien muunnelmia, kuten luonnon polymeereja (esim.
selluloosaa ja agaroosihelmid). [12] On olemassa myo6s paljon hydrofobisia

membraaneita, joihin tallaista kiinnitysmenetelmé&é voitaisiin tutkia.

Entsyymien toimivuus vaatii yleensé kiinnittamiselté spesifisyyttd. Entsyymi tulee
kiinnittdd matriisiin siten, ettd sen aktiivisuutta ei alenneta. Tama tarkoittaa
entsyymin  spesifistd  kiinnittdmistd  matriisiin.  Spesifinen  entsyymien
kiinnittyminen adsorption avulla on yleensé riippuvainen sopivasta ligandista.
Jotta entsyymi voisi Kkiinnittyd ligandiin, taytyy ligandi ensin kiinnittad
matriisiin.[12] Kuvassa 7 on esitetty ligandin merkitys spesifiseen entsyymin

kiinnittymiseen.

|
B
i |
i \
|
&

Kuva7 Ligandin k&yttd spesifisessd entsyymin adsorptio kiinnittdmisessa

matriisiin.[12]

4.1.2 Kovalenttinen sidos

Kovalenttinen sidos muodostuu matriisin ja entsyymin funktionaalisten ryhmien
valille.  Yleensd sidos muodostuu  entsyymissa  olevan  aktiivisen

aminohapporyhmén (A) ja aktiivisten funktionaalisten ryhmien (B) vélille, jotka
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ovat Kiinnitettavassa materiaalissa kiinni. Kuvassa 8 on esitetty kovalenttisen
sidoksen muodostuminen entsyymin ja kiinnitys materiaalin valille. Toimivan
sidoksen saavuttamiseksi entsyymin ja/tai kiinnitettdvan matriisin funktionaaliset

ryhmat on aktivoitava ennen entsyymin kiinnittamista. [12]

Eerries

Kuva 8 Kovalenttinen entsyymin kiinnittdminen matriisiin. A on aktiivinen
aminohappo ryhmé. B on matriisin sitoutuva ryhma.[12]

Kovalenttisen sidoksen kayttaminen entsyymin Kkiinnittdmisessd on hyvin
monimutkainen menetelmd ja matriisin palautuminen entsyymin poiston jalkeen
on hyvin hidasta tai matriisi ei palaudu lainkaan. Kovalenttisella kiinnittamisell&
kiinnittyneiden entsyyminen maaré on alhainen ja se saattaa muuttaa entsyymin
kineettisia ominaisuuksia. Kovalenttisilla sidoksilla kuitenkin saavutetaan

stabiilimmat entsyymit ja saadaan suhteellisen joustava kokonaisuus. [9,12]

Kovalenttisten sidosten aiheuttamat reaktiot entsyymin ja kiinnitettdvan matriisin
funktionaalisten ryhmien valillda voidaan jakaa yhdeks&d&dn eri ryhmaan;
diatsotoitumiseen, peptidisidokseen, alkylointiin ja arylointiin, Schiff-eméksen
muodostamiseen, ugi-reaktioon, aminoitumiseen, hapettumiseen, elohopean ja

entsyymin véliseen vuorovaikutukseen ja tiolidisulfidin vaihtoreaktoreihin. [12]

4.1.3 Ristisilloitus

Entsyymien ristisilloittaminen tehd&an nykyisin liukoisten esipolymeerien avulla.
Esipolymeerit ovat reaktiivinen materiaaliryhmd monomeeristen isosyanaattien ja
polyuretaanipolymeerien Véliltd. Ristisilloittamisessa voidaan kayttdd myos

esipolymeerejd, joissa on aktiivisia ryhmid. Esipolymeerejda kaytetdédn
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monomeerien sijasta, koska monomeerit saattavat myhemmissa vaiheissa tuhota
entsyymin  aktiivisuuden.  Liukenemattoman  matriisin  muodostumiseksi
esipolymeerit on ristisilloitettava kesken&&n. Esipolymeerien ristisilloittamisessa
voidaan kayttdd kemiallista ristisilloittajaa, valoa, radikaaleja tai séateilya.
Kéytettdva  ristisilloitusmenetelmd  riippuu  tietenkin  ristisilloitettavasta

polymeerista.[12]

Ristisilloittamisessa voidaan kdyttda apuna myods adsorptiota. Tat4 kombinaatiota
on tutkittu paljon 1960- ja 1970-luvuilla. Kuvassa 9 on esitetty yleiskuva, kuinka
adsorptio ja ristisilloittaminen toimisivat yhdessd. Ensin entsyymimolekyylit
adsorboidaan kiinnitettavaan matriisiin, jolloin ne muodostavat
entsyymikerroksen kiinnitettdvan matriisin pintaan. Taméan jalkeen entsyymit

kiinnitetaan paikoilleen ristisilloittajalla. [12]

Bifunctional
crosslinker
Enzyme 29 5
% B s

= ] o—Ac00—0

I

8
@
q_

2 Carrier

Kuva9 Entsyymin ristisilloittaminen kiinteddn pintaan. Ensin entsyymi
molekyylit adsorboidaan kiinnitettdvan matriisin pinnalle, jolloin
muodostuu entsyymikerros. Taman jalkeen entsyymit ristisilloitetaan
ristisilloittajalla. [12]

4.2 Entsyymin kiinnittyminen geelin muodostuksella

Entsyymin paikalleen kiinnittdmisen tarkoituksena geelin muodostuksella on
saada entsyymit kiinnittyméén geelid muodostavaan polymeeriin tai jadméaén sen
sisddn loukkuun. Kuvassa 10 on kuvattu aminoryhméllisen entsyymin

kiinnittyminen geeli& muodostavaan polymeerin. [12]
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+ —
Enzyme Gelatin
Kuva 10 Aminoryhméllisen entsyymin kiinnittyminen geelid muodostavaan

polymeeriin. [12]

Monien luonnon ja synteettisten polymeerien liukoisuutta voidaan muuttaa
lampotilaa muuttamalla. T&atd tietoa voidaan kayttdd hyvaksi entsyymien
kiinnittdmisessé geelin avulla. Liukosuutta muuttamalla saadaan polymeerista
muodostettua geeli, johon entsyymi voidaan kiinnittdd. Entsyymin aktiivisuus
geelissa on kuitenkin riippuvainen diffuusiosta ja geelimatriisin vaikutuksesta.
Lampotilan avulla muodostettu geelimatriisi vaikuttaa suuresti entsyymin
stabiilisuteen. Tietyt geelimatriisit antavat paremman stabiilisuden entsyymeille
kuin toiset. Geelin avulla Kkiinnitetyt entsyymit saattavat ajan kuluessa poistua

geelimatriisin sisalta. [12]

Tietyistd polymeereistd, joilla on happo- tai emésryhmid voidaan tehda
geeliméisid pH:ta vaihtamalla. Niiden liukoisuus riippuu polymeerin ionisaatio
asteesta. Yleisesti sanottuna polyelektrolyytteistda voidaan valmistaa pH herkki&
geeleja. Entsyymin kiinnittdmisessa kaytetyt polyhapot ja polyeméakset ovat usein
synteettisid, mutta puolisynteettista hydroksipropyylimetyyliselluloosa-asetaatti-
sukkinaattia voidaan myos kayttdd pH herkan geelin muodostuksessa. pH herkén
geelimatriisin k&yttaminen entsyymien Kiinnittdmisessa on kuitenkin hyvin
epatavallista.  Sitd kaytetddn oikeastaan vain lddkkeen vapautumisen

kontrollointiin. [12]

4.3  LiP:n, MgP:n ja lakkaasin kiinnittdminen

Entsyymien paikalleen kiinnittdminen erilaisiin matriiseihin on erittdin haastavaa.
Entsyymin Kiinnittdminen matriisiin vaatii tietdmyksen Kkiinnitystavan ja matriisin

valisistd reaktioista ja vuorovaikutuksista. Mahdollisten reaktioiden ja muiden
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vuorovaikutusten selvittdmien ja tietdmien ei ole yksiselitteistd, mink& vuoksi
kiinnitysmekanismit vaativat aina tutkimista. Entsyymin paikalleen kiinnittdminen
matriisiin ei aina tuota toivottua lopputulosta, kuten aktiivisuuden tai

stabiilisuuden kasvua.

Qiu et al. [19] tekemdssd tutkimuksessa LiP entsyymi Kkiinnitettiin
nanohuokoiseen kultaan adsorptiolla. Nanohuokoista kultaa, LiP entsyymid ja
glukoosioksidaasia (GOD) pidettiin samassa astiassa 24 tunnin ajan, jonka jalkeen
LiP ja GOD entsyymit olivat adsorboituneet nanohuokoselliseen kultaan. Suurin
madré tutkimuksissa saatiin LiP entsyymi& kiinnittymaan 10 mg/g. GOD vaatii
toimiakseen alhaisen pH:n. Molempien entsyymien adsorption tarkoituksena on
sdadelld vetyperoksidin tuotantoa. Kun liuokseen lisatdan glukoosia alkaa GOD
entsyymi tuottaa vetyperoksidia. Paras LiP entsyymin aktiivisuus saavutettiin, kun
entsyymien suhde oli yksi. Kiinnittdmalla LiP reaktio-olosuhteiden optimaalista
lampotilaa saatiin nostettua 10 C:lla vapaan entsyymin optimaalisesta 40 C:teen
reaktiolampdotilasta. Optimaalinen pH LiP entsyymireaktiolle oli molemmissa
tapauksissa 3,5. Kiinnittdmiselld saavutettiin  paljon parempi lammon ja

varastoinnin kestavyys LiP entsyymille. [19]

Mielgo et al. [20] ovat tutkineen MnP entsyymin Kiinnittdmista entsyymin
stabiilisuuden parantamiseksi emaksissa olosuhteissa. MnP entsyymi kiinnitettiin
glutaarialdehydi-agar geeliin kovalenttisella ja ionisella sidoksella. MnP entsyymi
tarvitsee myos reagoidakseen vetyperoksidia, mink& vuoksi sitd lisattiin seokseen.
Kovalenttinen kiinnittyminen saatiin aikaiseksi, kun kiinnitysmatriisissa oli paljon
aktiivisia aldehydiryhmid. [20] Glutaarialdehydi on geelin muodostuksen ohella
yksi kéytetyimmista entsyymien ristisilloittajista [21]. Crestini et al. tekemdssa
tutkimuksissa glutaarialdehydia on onnistuneesti kaytetty lakkaasientsyymin
ristisilloittamiseen alumiinioksidimatriisiin [15]. MnP entsyymin kiinnittamisella
ei ollut merkitystd sen pH stabiilisuuteen. MnP entsyymi oli stabiilimmeillaan
pH:ssa 4,5 molemmissa tapauksissa. Kiinnitetylld entsyymill4 havaittiin olevan
hieman parempi stabiilisuus l&mpoétilaa nostettaessa 40TC:ta 70TC:seen. MnP
entsyymin kiinnittamiselld kuitenkin saavutettiin 80%:n aktiivisuuden séailyminen,

jopa kuuden kuukauden ajan. [20]
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Forde et al. ovat kiinnittdneen lakkaasientsyymid mesohuokoiselliseen silikaattiin
adsorption avulla. Tutkimuksessa lakkaasientsyymia modifioitiin
sitrakonianhydridilla. pH:n ollessa 7,4 sdilytti kiinnitetty lakkaasientsyymi
stabiilisuuntensa 70 C:n saakka, jonka jalkeen aktiivisuus alkoi laskea. Vapaan
lakkaasientsyymin suurin aktiivisuus saavutettiin lampétilassa 25 °C, kun pH oli
7,4. Kiinnittdmiselld saavutettiin entsyymille myds parempi lammonkestavyys,
kun pH oli 4,3. [22]

) ENTSYYMIN VAIKUTUKSET MEMBRAANIIN

Membraanin rakenteeseen sijoitettujen entsyymien toimimisen edellytyksené on,
ettd substraatti on pé&&stdvd membraanin rakenteessa olevalle entsyymille, jotta
entsyymireaktio tapahtuisi. Toisena edellytyksend on, ett4d entsyymireaktion
seurauksen syntyvad tuote tulee voida kerdtd membraanin toiselta puolelta
permeaattina. N&istd ehdoista johtuen entsyymien sijoittamista membraanin
rakenteeseen ei voida helposti soveltaa useisiin kéyttokohteisiin. Membraanin
pintaan entsyymit voidaan kiinnittdd adsorptiolla, ionisidoksilla, kovalenttisilla
sidoksilla tai ristisilloitumalla. Entsyymit voidaan myos kiinnittadé geelikerroksen
avulla membraanin pintaan. [8] Veteen tai orgaaniseen liuottimeen liukenevista
esipolymeereistd voidaan muodostaa geeli haihduttamalla liuotinta. [12] Kuvassa
11 on esitetty kaaviokuvana kuinka entsyymien paikalleen Kkiinnityst4
membraaniin voidaan k&ayttdd hyvéaksi membraanisuodatuksessa. Tallaisissa
sovelluksissa saadaan yhdistettyd membraanisuodatuksen ja entsyymien

ominaisuudet yhteen prosessiyksikkoon.
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The membrane serves as
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Kuva 11 Tapoja joilla membraani voi olla katalyyttinen ja samalla
suodatusyksikko [8]

Entsyymin ollessa kiinnitettynd membraaniin ei suoraan voida olettaa, ett4
reaktiokinetiilkka noudattaa Michaelis-Mentenin yhtdlod kuten normaalissa
entsyymireaktiossa. Tdssd tapauksessa reaktionopeus riippuu reagenssin
kulkeutumisesta ja itse entsyymin aktiivisuudesta. Kiinnitetyn entsyymin
reaktionopeuden mallintamiseen tarvitaan yhtdld, joka ottaa huomioon
aineensiirron.  Joissakin tapauksissa kiinnitetyt entsyymit eivat noudata
reaktiomekanismiltaankaan normaalia entsyymien mekanismia, mika vaikeuttaa
edelleen sopivan mallin 10ytdmistd. Tapauksissa, joissa Vvoidaan olettaa
entsyymireaktion kinetiikan noudattavan Michaelis-Mentenin yhtdl6d oletetaan

sen tapahtuvan yhtalon 6 mukaisesti.[8]
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E+Sy — 2 ES —> E+Py

Tka_;, lka;.
8 Py ©6)
jossa  Sp Substraattikonsentraatio kiinnitetyn entsyymin lahella
Po Tuotteen konsentraatio kiinnitetyn entsyymin lahella
Sy Substraatin konsentraatio bulkkifaasissa
Pp Tuotteen konsentraatio bulkkifaasissa
kgs Vakio, joka kuvaa substraatin diffuusiota bulkkifaasista
entsyymille
kap Vakio, joka kuvaa substraatin diffuusiota kiinnitetylta
entsyymiltd bulkkifaasiin

Yhtélosta 6 kay ilmi diffuusion merkitys kiinnitetyn entsyymin reaktionopeuteen.
kas Kuvaa substraatin diffuusiota bulkkifaasista entsyymille ja kg, kuvaa tuotteen
diffuusiota kiinnitetyltd entsyymiltd bulkkifaasiin. Kiinnitetty entsyymi on

riippuvainen substraatin kulkeutumisesta entsyymin l&heisyyteen. [8]
5.1 Entsyymin kiinnittyminen kemiallisella sidoksella

Kéytettdessa kovalenttista sidosta entsyymin kiinnittdmisessd membraaniin
entsyymin aktiivisuuden vdheneminen on hyvin tavallista. Sen takia kovalenttisen
sidoksen kayttdminen soveltuu vain tilanteisiin, joissa entsyymin aktiivisuuden
vaheneminen ei haittaa prosessia. [8] Aktiivisuuden vé&heneminen johtuu
entsyymin sattumanvaraisesta kiinnittymisestda membraaniin. Talléin entsyymin
aktiivinen kohta ei ole vapaana katalysoinnille. Sattumanvarainen kiinnittyminen
tapahtuu yleensa silloin, kun kovalenttinen Kiinnittymien tapahtuu amiini- tai
karboksyylihapporyhmien kautta. Entsyymin kiinnittdminen membraaniin ei saa
olla katalyyttisen reaktion tulos, koska silloin entsyymi kiinnittyy aktiivisesta
kohdastaan. Kiinnittdmalld entsyymi-substraatti yhdistelma voitaisiin valttaa
entsyymin Kiinnittyminen aktiivisesta kohdasta. Aktiivisen kohdan vapaaksi
jadmisen edellytyksend on kuitenkin substraatin poistaminen Kkiinnittdmisen
jalkeen. Kuvassa 12 on esitetty satunnainen entsyymin kiinnittyminen ja tietyista

kohdista kiinnitetty entsyymi membraaniin. [23]
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MEMBRANE MEMBRANE
RANDOM SITE-DIRECTED
IMMOBILIZATION IMMOBILIZATION
Kuva 12 Membraaniin  sattumanvaraisesti  Kkiinnittyneita entsyymeja ja

spesifisesta entsyymin kohdasta kiinnittyneitd entsyymeja.[23]

Liu et al. [24] kiinnittivat piparjuuriperoksidaasientsyymin (engl. Horseradish
peroxidase)  polypropyleenimikrosuodatusmembraaniin  adsorption  avulla.
Polypropyleenimembraani on luontaisesti hydrofobinen, mink& vuoksi membraani
modifioitiin glykosidilla, polypeptidilla tai aminoryhmillda hydrofiilisyyden
lisddmiseksi. Membraanin modifiointi lisdsi membraanin aktiivisuutta kaikilla
menetelmilld, mutta suurin adsorboituneen entsyymin aktiivisuus saavutettiin
alkyyliamidikésittelylla. Entsyymi saatiin kiinnittym&&n membraaniin adsorption
avulla, mutta entsyymi ei kestanyt kiinnittyneend membraanin pinnalle kovin
pitkddn. Heiddn tulostensa mukaan my0s entsyymin konsentraatiolla ja
membraanin altistusajalla entsyymeille on merkitysta entsyymien kiinnittymiseen.
Piparjuuriperoksidaasientsyymin  kohdalla  optimaalinen  konsentraatio ja
altistusaika olivat 0,3mg/mL ja 24h. [24]

Edellisten tietojen perusteella Liu et al. [24] jatkoivat tutkimuksia kayttaen
entsyymin kiinnitykseen kemiallista sidosta tai ligandia. Aminoryhma voi
muodostaa piparjuurientsyymin kanssa kemiallisen sidoksen, jonka seurauksen
entsyymin aktiivisuutta membraanin pinnalla saadaan lisattyd. Kaikkein suurin
aktiivisuus saavutettiin kuitenkin kayttdmalla biotiiniaminoheksaanihapon 3-
sulfo-N-butaani-imidiesteri (engl. biotinamidohexanoic acid 3-sulfo-N-hydroxy-
succinimide ester) ligandia entsyymin kiinnittdmiseen. Ligandin kaytolla ei ollut

suurta vaikutusta membraanin varastointikestavyyteen. [24]

Jochems et al. [25] tekemat tutkimukset vahvistavat Liu et al. [24] tekemat
tutkimukset ~ konsentraation ja  altistusajan  vaikutuksesta  entsyymien
kiinnittymiseen. He kiinnittivat p-galaktosidaasi entsyymin polysulfoni/zirkonium

dioksidimembraaniin. B-galaktosidaasi tunnetaan my6s nimelld laktaasi. He



24

huomasivat altistusajan lisddvan Kkiinnittyneiden entsyymien maard4, mutta
entsyymien aktiivisuus ei juurikaan kasvanut 60 min altistuksen jalkeen. He
tutkivat myos lampotilan ja pH:n  vaikutusta entsyymin Kkiinnittymiseen.
Lampotilaa nostettiin 5C:ta 25T:seen, jolloin entsyymin kiinnittymisessé
membraaniin huomattiin pientd kasvua. Kun I&mpdétilaa nostettiin 40 C:seen ja
siitd vield 60T, kiinnittyneiden entsyymien maard kasvoi selvasti, mutta
entsyymin aktiivisuus laski merkittavasti. Taman perusteella optimilampotilaksi
todettiin 25C, koska silloin entsyymin aktiivisuus oli korkeimmillaan. pH:n
vaikutus kiinnittymiseen oli vahdista pH:n arvoilla 5-8, mutta kiinnittyminen
lisddntyi kun pH:ta nostettiin 9:44n. Entsyymin aktiivisuuden maksimi kuitenkin

saavutettiin pH:ssa 7. [25]

Beir et al. [26] kiinnittivat adsorptiolla amylaasientsyymin Pall:n valmistamaan
polyeetterisulfoni (PES) ja Alfa Laval:n valmistamaan ETNA 10PP
membraaneihin. ETNA 10PP on polyvinylideenifluoridi membraani. Molempien
membraanien katkaisukoko oli 10 kDa. Beir et al. tutkivat paineen vaikutusta
entsyymin Kiinnittymiseen. Adsorboituneiden entsyymien méaard oli noin kolme
kertaa suurempi PES membraaniin kuin ETNA 10PP membraaniin staattisesti
suoritetuissa  kokeissa. Tama saattaa johtua ETNA 10PP membraanin
hydrofiilisemmasta pinnasta. Paineen avulla tehdyssa entsyymin Kkiinnittdmisessa
havaittiin, ettd suurin entsyymien Kiinnittyminen saavutettiin pienemmalla
konsentraatiolla kuin staattisessa adsorptiossa. Paineen avulla tehdyssé entsyymin
kiinnittdmisessd membraanien valilla ei havaittu suuria eroja entsyymin
kiinnittymisen kannalta, mutta kiinnittdmisen jalkeen mitatut vesivuon arvot
olivat molemmille membraaneille samat. Td&ma on mielenkiintoista siksi, ettd PES
membraanin alkuperdinen vesivuo on noin kolme kertaa suurempi kuin ETNA
10PP membraanin. [26]

Kim et al [27] onnistuivat kiinnittamaan asylaasientsyymin
nanosuodatusmembraaniin k&yttamalla ristisilloittajaa. Membraanimateriaalina he
kayttivat polyamidia. Modifioinnin tarkoituksena oli vahentdd membraanin
likaantuvuutta jateveden puhdistuksessa. Asylaasientsyymit Kiinnittdmisessa

membraaniin kaytettiin kahta eri ristisilloittajaa. Ensin asylaasientsyymit sidottiin
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toisiinsa kiinni kitosaani liuoksen avulla pH:ta nostamalla. Taman jalkeen liuos
suodatettiin membraanin lapi paineen avulla. Entsyymin pysyvampi paikalleen
kiinnittdiminen membraaniin tapahtui glutaarialdehydiristisilloittajalla. Té&lla
metodilla saavutettiin hyvd membraanin peittoaste, mutta puhtaan veden vuo laski
kuitenkin 70 prosenttiin alkuperéisestd. Polyamidimembraanin negatiivinen
pintavaraus vahentyi entsyymikerroksen vaikutuksesta. Entsyymin
aktiivisuusmittauksissa huomattiin ~ entsyymin olevan hyvin stabiili ja

séilyttavansa aktiivisuutensa hyvin pitkaan. [27]

Sen et al. [28] tutkivat B-galaktosidaasientsyymin kiinnittamista polyeetterisulfoni
(PES) ja selluloosatriasettaati (CTA) membraaneihin. He kayttivat ristisilloittajina
glutaarialdehydin ja polyeteeni-imiinin (PEI) seosta. Membraanit altistettiin PEI
liuokselle, jonka jalkeen PEI-adsorboitunutmembraani altistettiin
entsyymiliuokselle. Taman jalkeen membraani altistettiin vield
glutaarialdehydille, mika viimeisteli entsyymin kiinnittymisen membraaniin.
Entsyymin kiinnittdmisen jalkeen CTA membraanin veden permeabiliteetti oli
suurempi kuin PES membraanilla. Tama saattaa johtua CTA membraanin
kasvaneesta hydrofiilisuudesta, joka on PEI kerroksen aikaansaama. Entsyymin
kiinnittdminen kuitenkin alensi molempien membraanien vuon arvoja, PES
membraanilla alenema oli 46% ja CTA membraanilla 26% modifioimattomiin

membraaneihin verrattuna. [28]

5.2  Entsyymin kiinnittyminen geelin muodostuksella

Konsentraatiopolarisaatio katsotaan membraanisuodatuksessa yleensd haitaksi,
mutta sitd voidaan kayttdd hyvaksi geelikerroksen muodostuksessa membraanin
pinnalle. Membraanin pinnalle on mahdollista muodostaan yhden geelikerroksen
lisdksi useampia geelikerroksia ilman erillista kerrosten valistd kiinnitysta.
Geelikerroksen muodostuksessa saatetaan pienentdd entsyymin suorituskykya
aineensiirron rajoitusten vuoksi. Geelikerrokseen saattaa muodostua kanavia,
jotka ohjaavat virtausta kalvolle. Edella mainitut ominaisuudet ovat kuitenkin
membraanin toimivuutta huonontavia, jonka wvuoksi ne ovat ei toivottuja

ominaisuuksia. [8,9]
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Geelin muodostus ja entsyymien kiinnittyminen membraanin pinnalle riippuu
taysin entsyymikonsentraatiosta membraanin ja liuoksen rajapinnalla. Entsyymin
maksimikonsentraation ollessa rajapinnalla pienempi kuin geelin konsentraatio ei
entsyymeja enda kiinnity. Na&in tapahtuu vaikka entsyymin konsentraatio olisi
varsin korkea membraanin pinnan l&heisyydessd, koska entsyymi on talloin

liukoisessa muodossa. [8]

Giorno et al. [29] tekemissd tutkimuksissa entsyymind on kéytetty kaupallista
entsyymid Cytolase 219, jonka aktiivisimmat aineet ovat pektiini, sellulaasi ja
hemisellulaasi. Cytolase 219 muodostaa itsendisesti geelin polyamidi membraanin
pinnalle. Geelin muodostus membraanin pinnalle pienensi membraanin vesivuota
merkittdvasti, —mutta véhensi membraanin likaantumista omenamehua

suodatettaessa. [29]

6 LAITTEISTOJA ENTSYYMIN KIINNITTAMISEEN

Jochems et al. [25] ovat tutkineet entsyymien paikalleen Kiinnittdmista
membraaniin adsorption avulla. Jochems et al. eivat esikasitelleet membraania
mitenkddn vaan altistivat membraanin palaset entsyymille koeputkissa.
Membraanipalasia sekoitettiin koko altistuksen ajan. Kiinnittdmisen jalkeen
membraania huuhdeltiin useita kertoja ylimaaraisen kiinnittyméattoman entsyymin
saamiseksi pois. Kiinnittyneiden entsyymien madrén on ajateltu olevan se méaara,
mikd puuttuu alkuperdisesta entsyymiliuoksesta. Liu et al. [24] kayttivat myos
entsyymin kiinnittdmiseen samankaltaista tekniikkaa ja méaarittivét kiinnittyneiden

entsyymien maarén samalla periaatteella.

Kim et al. [27] kayttivat entsyymin kiinnittdmisessd tarkoitukseen suunniteltua
erillistd astiaa, jossa vain membraanin aktiivinen pintakerros altistui entsyymeille.
[27] Tallaisella astiaratkaisulla véltetddn entsyymin Kiinnittyminen membraanin
tukirakenteisiin. Silloin kun kiinnittyneiden entsyymien laskentatapana kéytetdan
alkuperéisesta altistusliuoksesta puuttuvien entsyymien maarédd, vahiten virhetta

tulokseen tulee, kun kdytetddn astiaa jossa vain membraanin pinta altistuu
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entsyymille. Kim et al. tutkimuksissa entsyymiliuos suodatettiin paineen avulla
membraanin lavitse, jolloin liuoksessa olleet entsyymit jaivdt membraanin
pinnalle. T&mén jalkeen membraania pestiin  ylimaardisen entsyymin
poistamiseksi, jonka jalkeen ristisilloittajaliuos lisattiin astiaan. Ylimadrdinen
ristisilloittajakin pestiin pois suodattamalla. [27] Beir et al. ovat myos kéyttaneen
entsyymien Kiinnityksessa membraaniin astiaa, jossa vain membraanin pintakerros
on kosketuksissa entsyymin kanssa. [26] Kuvassa 13 on esitetty heidéan

kéayttamansa laitteisto.

Kuva 13 Beir et al. kayttdamd laitteisto entsyymien Kiinnittdmisessa
ultrasuodatus membraaneihin. [26]

7 MAHDOLLISUUDET ENTSYYMIN KIINNTTAMISEKSI
MEMBRAANIIN

Entsyymien kiinnittdminen membraanin pinnalle siten, ettd séilytetdan entsyymin
aktiivisuus ei ole helppoa. Entsyymit ovat herkkiéd olosuhteiden muutoksille ja ne
eivat kestd dariolosuhteita. T&hdn on yritetty etsid ratkaisua entsyymin
kiinnittdmisestd, mutta oikeanlaisen menetelmén I0ytdminen joudutaan aina
testaamaan jokaiselle entsyymi-kiinnitysmatriisi-yhdistelmalle erikseen. Edelld
esitetyissd tutkimuksista kay ilmi, ettd kaikki olosuhdemuutokset vaikuttavat
hyvinkin radikaalisti entsyymin toimintaan ja Kiinnittymiseen. Tama onkin yksi
entsyymien k&yton haasteita, kun ajatellaan teollisuusmittakaavan sovelluksia,

joissa olosuhteet saattavat muuttua hyvinkin usein.
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Entsyymi voidaan saada helposti kiinnittym&&n membraanin pintaan adsorptiolla.
Entsyymin kiinnittdmisessa adsorptiolla membraanin pinnalle tulee ottaa
huomioon kaikki mik& voi muuttaa entsyymin tai membraanin ominaisuuksia,
kuten pinnan hydrofobisuus, ionivahvuus, pH tai lampotila. Pienetkin muutokset
voivat aiheuttaa entsyymin desorption membraanista. Taman takia entsyymin
kiinnityksessd  kannattaa harkita ristisilloittajan  kayttéa  kiinnittymisen
parantamiseksi.  Ristisilloittajan  k&ytolla saatetaan kuitenkin huonontaa
membraanin ominaisuuksia, jonka wvuoksi sen kayttdmahdollisuudet ovat

rajalliset.

Kim et al. ja Beir et al. [26,27] tekemien tutkimusten perusteella entsyymin
kiinnityksessd kannattaa ké&yttdd painetta apuna, koska silloin saadaan
laimeammassa konsentraatiossa olevasta entsyymiliuoksesta kiinnittymaén yhta
paljon entsyymejé kuin vain altistamalla membraania suuremman konsentraation
entsyymiliuokselle. T&lla tavalla sadstetddn entsyymejd ja saadaan prosessista
tehokkaampi. Membraani kannattaa altistaa entsyymille vain sen pinnasta, jolloin
ei turhaan Kkiinnitetd entsyymejd membraaniin muihin osiin. Entsyymien
kiinnittdmiselld muualle kuin membraanin pinnalle saattaa olla membraanin

ominaisuuksia haittaavia vaikutuksia.

Hatakka et al. [6] tekemien tutkimusten mukaan MnP tai lakkaasi olisivat
potentiaalisimmat ligniinid pilkkovat entsyymit. MnP:n ongelmana kuitenkin on
sen vetyperoksidin tarve entsyymireaktiossa ligniinin kanssa. GOD:n kaytto
vetyperoksidin tuottajana voisi olla ratkaisu MnP:n kaytolle. GOD tarvitsee
glukoosia vetyperoksidin  muodostamiseen, jota on vaihtelevia madria
puuperasissd uutteissa. GOD pilkkoo glukoosimolekyylit muodostaessaan
vetyperoksidia, mika on ei toivottu reaktio. Lisatty vetyperoksidi saattaa aiheuttaa
ei toivottuja muutoksia hydrolysaattissa tai vaikeuttaa sen jatkokasittelyd, jonka

vuoksi vetyperioksidin lisadmisté taytyy tutkia hydrolysaatti kohtaisesti.

Hatakka et al. tutkimuksissa on myo6s kaynyt ilmi, etti tietyn moolimassan
lakkaasientsyymit pilkkovat ligniinid hyvin. Lakkaasientsyymia esiintyy

valkolahottajasienen liséksi my0s kasveissa ja vain tietyistd sienista saadut
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lakkaasientsyymit pilkkovat ligniinid tehokkaasti. Tam& ei kuitenkaan ole
yksiselitteistd, koska muut prosessiominaisuudet, kuten lampétila ja pH,
vaikuttavat my0s lakkaasientsyymin toimintaa. Vaikka Hatakka et al.
tutkimuksissa onkin todettu tiettyjen lakkaasientsyymien toimivan parhaiten, niin
samat lakkaasientsyymit eivat vélttdmattd toimi muissa samankaltaisissa
olosuhteissa. Hydrolysaateissa olevan ligniini muoto ja madrd vaihtelevat
hydrolysaatin tekotavan ja valmistusmateriaalin vuoksi hyvin paljon, mink&
vuoksi toinen entsyymi voi toimia toisessa hydrolysaatissa ja olla toimimatta

toisessa.
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KOKEELLINEN OSA

8 TYON TARKOITUS

Puuperdisten uutteiden késittely membraanitekniikan avulla on haasteellista
ligniinin  likaavien ominaisuuksien takia. Likaantumista saataisiin ehk&
vahennettyd, jos ligniini pystyttéisiin pilkkomaan pienempiin osiin. Ligniinid
pilkkovista entsyymeisté lakkaasi ei tarvitse muita apuaineita toimiakseen, minka
vuoksi se on hyva vaihtoehto puuperdisten uutteiden kasittelyyn siten, etté ei

vahingoitettaisi uutteessa olevia muita komponentteja.

Taman diplomityon tarkoituksena oli kiinnittdd lakkaasientsyymi PES
membraaniin  suodatusominaisuuksien  parantamiseksi.  Lakkaasientsyymin
tiedetdan pilkkovan ligniinia ja kiinnittdméalla lakkaasientsyymi membraaniin
voitaisiin vahent&a ligniinin aiheuttamaa membraanin likaantumista. Talloin
valtyttéisiin lisaksi erilliseltd esikasittelyvaiheelta ja voitaisiin saada puhtaampi

lopputuote.

9 MATERIAALIT JA MENETELMAT

9.1 Kaytetyt membraanit

TyoOssa lakkaasin kiinnittdmista testattiin kahteen eri membraaniin, UP010 ja
UP020. N&m& membraanit on valmistanut Microdyn-Nadir ja niiden ohut
aktiivinen pintakerros on valmistettu PES:ta. Taulukossa Il on esitetty valmistajan

antamat UP010 ja UP020 membraaneiden ominaisuuden.
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Taulukko I~ Valmistajan ilmoittamat membraanien UP010 ja UP020
katkaisukoot, veden vuon arvot, pH kestdvyydet ja maksimi
kayttolampdtilat. [30]

] Katkaisu- ] ) pH:n Maksimi k&yttd
Membraani Vesivuo [L/(m*h)] ]
koko [kDa] kestavyys lampdtila
UP010 10 > 150 1-14 95T
UP020 20 > 200 1-14 95T

9.2 Kaytetyt kemikaalit

Tutkimuksessa kéytetty puhdasvesi on valmistettu CENTRA-R 60/120
laitteistolla, joka on Elgan valmistama. Tdmé& puhdasvesilaitteisto tuottaa aina

vahintdén 15 MQ-cm puhtauden vetta.

Tutkimuksessa kaytettiin Novozym® 51003-entsyymivalmistetta, joka sisélsi
lakkaasientsyymia. Valmistajan mukaan lakkaasin moolimassa tuotteessa on noin
80 kDa [31]. Taulukossa Il on esitetty kaasukromatografialla tehdyt
sokerianalyysitulokset entsyymivalmisteesta. [32]

Taulukko 11l Novozym® 51003 kaasukromatografilla analysoidut sokerien
pitoisuudet.[32]

Sokeri [mg/L]

Arabinoosi 410

Ramnoosi 118

Ksyloosi 304

Glukuronihappo 115

Galakturonihappo 363

Mannoosi 7410 Yhteensd, | Yhteensa,
Galaktoosi 1012 [mg/L] [g/L]
Glukoosi 5684 15477 15

Entsyymin aktiivisuutta testattiin ABTS™ kromoforilla, joka on Calbiochem®:n

tuote. ABTS muuttaa variddn lakkaasin hapettaessa sitd vaalean keltaisesta
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vihreddn. Td&ma varin muutos pystytddn todentamaan UV-VIS spektroskoopilla

aallonpituudella 420 nm. pH:ta koesarjassa saddettiin suolahapolla ja NaOH:lla.

Lakkaasin  paikalleen  kiinnittdmiseen  ké&ytettiin  ristisilloittajana  25%
glutaarialdehydiliuoksen elektronimikroskooppilaatua, jonka on valmistanut
Merck KGaA. Glutaarialdehydin reaktiivisuuden takia kaikkien liuosten pohjana
kaytettiin 1% fosforipuskuriliuosta. Amresco®n valmistama fosfaattipuskuri oli
laadultaan bioteknistd. Kiinnittyneen lakkaasin maardd mitattiin  Thermo

Scientific:n valmistamalla Pierce® BCA Protein Assay Kit:lla.

Tutkimuksessa kéytetty koivu-uute on tehty Metsantutkimuslaitoksella Vantaalla
uuttamalla koivupuruja I&pivirtausmenetelmélld. Uuton tavoitelampdtila oli
170 °C, virtausnopeus 20 kg/min ja 0,1 M etikkahapponatriumasetaattipuskuria
syotettiin uuttoon 0,3 kg/min. Kaytetyn koivu-uutteen pH oli 3,75, johtokyky

1013 pS/cm ja kokonaiskuiva-ainepitoisuus 1,94%.

9.3 Kaytetty koelaitteisto

Lakkaasientsyymin paikalleen kiinnittdminen ja testisuodatukset tehtiin kaikki
Merck Milliporen Solvent-resistant Stirred Cell (XFUF07610)
suodatinlaitteistolla. Suodatinlaitteiston halkaisija on 76 mm, tilavuus 300 mL ja
membraanipinta-ala 0,004 m?>.  Suodatinlaitteisto  toimii  panossuodatin-
periaatteella. Membraani sijoitetaan suodatinlaitteiston alaosaan ja suodatettava
fluidi membraanin péalle. Kéytetty laitteisto on esitetty kuvassa 14. Apuna ty6ssa
kéytettiin metallista valmistettua sylinterin muotoista membraani pidikettd, joka
oli samankokoinen kuin kuvan 14 suodatinlaitteisto. Tatd pidikettd kaytettiin
kiinnitetyn lakkaasientsyymin aktiivisuuden madrittdmisesséd ja membraanin

pidempiaikaisessa markana séilyttdmisessa.
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Kuva 14 Suodatinlaitteiston kuva. Halkaisija 76 mm, tilavuus 300 mL ja
suodatuspinta-ala 0,004 m?

9.4  Analyysilaiteet ja analyysit

Entsyymikasiteltyjen ja -kasittelemattomien membraanien kemiallinen rakenne
analysoitiin Fourier muunnos infrapuna spektroskoopilla (engl. Fourier transform
infrared spectroskopy)(FTIR). Analyysit tehtiin PerkinElmer FT-IR spectrometer
Frontier™:1la, minka detektorina toimii litiumtantaali kide (LiTaO3). Membraanin
pinnan karakterisoimiseksi kaytettiin  kokonaisheijastus tekniikkaa (engl.
Attenuated total reflectance) (ATR), jossa membraani  asetetaan
talliumbromidijodidikiteen molemmille puolille ja IR-sdde kulkee kiteen lavitse
heijastuen sen pinnasta useita kertoja osuen samalla membraani néytteeseen
kuvan 15 osoittamalla tavalla. Spektrien ajoissa kaytettiin resoluutiota 4, 20

ajokertaa ja IR-sateen tulokulmana ATR kiteeseen kéytettiin 60 °.

\ ATR kide

Elektromagneettinen siteily

Kuva 15 FTIR spektroskoopilla kaytetyn ATR Kiteen toimintaperiaate. [33]
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Lakkaasientsyymin aktiivisuus (420 nm) ja Kkiinnittyneen lakkaasin maaré
(562 nm) maédritettiin  UV-VIS Jasco V-670 laitteella. Jasco V-670 on
kaksisédelaitteisto, jossa on deuteriumlamppu 190-350 nm ja halogeenilamppu
330—-2700 nm aallonpituuksilla. Detektorina laitteistossa toimii valomonistin putki
antimonirikkifotodiodilla.

Kiinnittyneen lakkaasin maéra analysoitiin Pierce® BCA Protein Assay Kit:llg,
jonka toimintaperiaate ja kalibrointisuora on esitetty liitteessd 1. Pakkauksen
reagensseista A ja B valmistettiin pakkaukseen ohjeen mukainen liuos. Liuoksen
ja néytteen annettiin reagoida 37 °C:n vesihauteessa 30 minuutin ajan. Taman
jalkeen naytteet nostettiin huoneen 1amp6on tasaantumaan 30 minuutiksi. Naytteet
analysointiin mahdollisimman samaan aikaan, koska reagenssien ja naytteen
valinen reaktio ei pysahdy. Na&in saatiin keskend&dn mahdollisimman

vertailukelpoisia tuloksia.

Vapaan lakkaasin ja kiinnittyneen lakkaasin aktiivisuuden méaéarittdmisessa
kaytettiin samaa aikaa, joka perustuu Johannes:n ja Majcherczyk:n [34] tekemaan
tutkimukseen. Tutkimuksen mukaan lakkaasi hapettaa ABTS:n maksimiarvoonsa
noin 1,5 minuutissa, minkd vuoksi aktiivisuus kokeissa k&ytettiin 2 minuutin

hapetusaikaa.

Vapaan lakkaasin aktiivisuuden méérittdmiseen kaytettiin liuosta, jossa oli ABTS,
250 pL lakkaasientsyymid ja 4 mL 1% fosfaattipuskuria. pH kestdvyyskokeissa
fosfaattipuskuri oli  huoneenlampdistd. Membraaniin  kiinnitetyn lakkaasin
aktiivisuus maaritettiin  liuoksella, jossa oli 1mL ABTS ja 4mL 1%
fosfaattipuskuria. Liuos oli lammitetty 45 °C:seen pH:n ollessa 7,4.
Lakkaasientsyymin aktiivisuuden sdailyminen membraaniin Kkiinnitettyna testattiin
jattamalla kaksi lakkaasia sisdltdvdad membraania 17 tunniksi fosfaattipuskuriin

huoneenlampdtilaan, minka jalkeen membraaneista mitattiin lakkaasin aktiivisuus.

Koivu-uutteen  ligniinipitoisuus ~ maaritettiin -~ UV-VIS  spektrofotometrilla
aallonpituuksilla 203 nm ja 205 nm. Tuloksena saatujen absorbanssiarvojen

perusteella pystyttiin laskemaan koivu-uutteessa olevan ligniinin maara.
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10 MITTAUKSET

Kaikille tutkimuksessa kaytetyille membraaneille tehtiin samanlainen esikasittely
mahdollisten pinnalla olevien epédpuhtauksien poistamiseksi. Membraaneja
pidettiin puhtaassa vedessa ultradénihauteessa kolme kertaa kymmenen minuutin
ajan. Talla esikésittelylla poistetaan myds mahdolliset ilmakuplat membraanin

huokosista

10.1 Vapaan lakkaasin pH:n ja lammoénkestavyys

Vapaan lakkaasientsyymin aktiivisuus eri pH:ssa ja lampoétiloissa madritettiin
entsyymin maksimaalisen aktiivisuuden selvittdmiseksi ja optimaalisten
olosuhteiden l6ytdmiseksi. Naméa kokeet suoritettiin koeputkikokeina ja niista

tehtiin kolme rinnakkaista méaaritysté.

pH véliksi valittiin 2-9, joka kattaa hyvin entsyymin kaytto-pH:t. Lakkaasin
aktiivisuus testattiin 0,5 pH:n valein. 4 mL fosfaattipuskuria mitattiin koeputkeen,
minka jalkeen sen pH sé&dettiin NaOH:ta ja suolahappoa kéyttaen. Kun pH oli
oikea, koeputkeen lisattiin ABTS. Lampdatilavaliksi valittiin 25—80C. Lakkaasin
aktiivisuus testattiin  5C valein lammittdmalla fosfaattipuskuri haluttuun

lampdtilaan ja sen jalkeen lisadmalla ABTS.

10.2 Lakkaasin kiinnittaminen membraaniin

Entsyymin kiinnittdminen aloitettiin laittamalla esik&sitelty membraani kuvan 14
osoittamaan  suodatinlaitteistoon, mink& jdlkeen mitattiin  puhtaanveden
permeaattivuo. Taman jalkeen valmistettiin 50 mL:sta fosfaattipuskuria ja
entsyymivalmisteesta seos, joka laitettiin kontaktiin membraanin kanssa
suodatinlaitteistossa. Entsyymivalmisteen madra seoksessa riippuu tehdysta
kokeesta. Seoksen annettiin sekoittua kymmenen minuuttia paineettomana, jotta
lisatty seos olisi mahdollisimman homogeeninen. Beir et al. [26] tutkimustulosten

mukaisesti suodattimessa oleva seos suodatettiin membraanin lavitse 2 bar:n
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paineella. Tdman jalkeen ylimaardinen entsyymi huuhdeltiin membraanin pinnalta
25 mL:lla fosfaattipuskuria, mink& jalkeen se suodatettiin 2 bar:n paineella
membraanin l&vitse. Huuhtelun jélkeen suodatinlaitteistoon liséttiin 0,2%:n
glutaarialdehydi liuos, jonka annettiin sekoittua 2 tuntia membraanin paalla.
Taman jalkeen mitattiin puhtaanveden permeaattivuo membraanille. Toisena
ristisilloitustyyling lakkaasientsyymin kiinnittamiseksi tehtiin kokeilu, joissa 2 mL
lakkaasientsyymivalmistetta ja 0,2% glutaarialdehydid annettiin  sekoittua
keskenddn ennen kontaktia membraaniin tai niiden annettiin sekoittua
membraanin p&alla. Taulukossa IV on esitetty kaikki tehdyt lakkaasin

membraaniin kiinnittamistestit.

Taulukko IV Tehdyt lakkaasientsyymin membraaniinkiinnittamistestit ja niiden
lakkaasi maarat, huuhtelut ja ristisilloitukset UP010 membraanille

Testin Lakkaasi, Huuhtelu, | Ristisilloitus 0,2% glutaarilaldehydi
nimi [mL] [mL]

Testi 1 0,25 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 2 0,25 - 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 3 0,5 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 4 1 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 5 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 5.1 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 5.2 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 5.3 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 5.4 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin péalla
Testi 5.5 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin p&alla
Testi 6 2 - lakkaasin kanssa sekoitus 2,5 h, seos
membraanin lapi 2 bar
Testi 6.1 2 - lakkaasin kanssa sekoitus 2,5 h, seos
membraanin l&pi 2 bar
Testi 7 2 - lakkaasin kanssa sekoitus 1 h, seos membraanin
péélla ilmanpaineessa 4 h
Testi 8 2 - lakkaasin kanssa sekoitus 4 h membraanin
paalla

Entsyymin  kiinnitystd tehtiin - my0s suuremman katkaisukoon UP020
membraanille. UP020 membraaniin tehtiin testin 5 mukainen entsyymin kiinnitys.

Tama lakkaasientsyymin kiinnitys toistettiin kaksi kertaa.
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Fosfaattipuskuri-lakkaasi-liuoksesta ennen paineistusta, membraanin l&pi tulleesta
liuoksesta sek& huuhteluliuoksesta otettiin naytteet kiinnittyneen lakkaasin
madritysté varten. Kiinnittyneen lakkaasin madritys tehtiin Pierce® BCA Protein
Assay Kit:lla. Membraaniin kiinnittyneen lakkaasin aktiivisuus madritettiin
ABTS:n avulla UV-VIS spektrofotometrilld. Entsyymilla modifioitu membraani
laitettiin  suodatinlaitteistoa muistuttavaan pidikkeeseen aktiivisuusmittauksia

varten.

Kaikki membraanit kuivattiin ATR-FTIR-analyysia varten. Menetelmd on esitelty
tarkemmin osiossa 11 mittaustulosten kasittely ja analytiikka. ATR-FTIR
mittauksia varten tehtiin myds UP010 ja UP020 membraaneista ndytepalat, joille

tehtiin sama esikaésittely kuin entsyymikasitellyille membraaneille.

10.3 Koivu-uutteen suodatukset ja adsorptiokoe

Suodatuskokeiden alussa entsyymikasittelemattomalla UPO010 membraanilla
tehtiin referenssisuodatus koivu-uutteella, jotta voitaisiin havaita entsyymin
mahdolliset suodatusolosuhteita parantavat vaikutukset. Membraanille tehtiin
sama esikasittely kuin entsyymikésitellyille membraaneille. Puhtaan veden

permeattivuo mitattiin ennen ja jalkeen koivu-uute suodatuksen.

Koivu-uutetta suodatettiin  myds entsyymikasittelylla UP010 membraanilla.
Lampdotila koivu-uute suodatuksessa oli 50 °C:ta, paine 2 bar ja sekoitus 500 rpm.
Membraaniin kiinnitetyn lakkaasin ligniinid pilkkovat ominaisuudet testattiin
adsorptiokokeella. UP010 membraaniin kiinnitettiin lakkaasi, jonka jalkeen
membraani laitettiin  kontaktiin  koivu-uutteen kanssa kolmeksi tunniksi
sekoituksen ollessa 500 rpm. Koivu-uutteesta otettiin ndyte sekd adsorptiokokeen
alussa ettd kolmen tunnin kuluttua kokeen aloittamisesta. UP010 membraanista
mitattiin vesivuot ennen ja jalkeen entsyymin Kiinnittdmisen, sek& koivu-uute

suodatuksen ja adsorptiokokeen jalkeen.
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11  MITTAUSTULOSTEN KASITTELY

Membraanien permeaattivuo laskettiin  kayttden yhtaléd 1. Tilavuuden
pieneneminen (engl. Volume reduction) (VR) voidaan madrittdd syoton ja

konsentraatin tilavuuksien. Panostoimisille prosesseille VR lasketaan yhtéalosta 7.

[2]

VR =" )

Vr
jossa VR tilavuuden pieneneminen, —
Vi syoton tilavuus, m®

V, konsentraatin tilavuus, m®

Ligniinin  pitoisuuden laskemiseen UV-VIS absorbanssiarvoista kéytettiin
yhtaloa 8.

e e Ap
Ligniinia = — T (8)

jossa  Ap Absorbanssi, —

12  TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimuksessa  kéytettyjen membraanien UP010 ja UP020 mitatut
permeaattivuoarvot loytyvét liitteesta I. Liitteessd 11 on tutkimuksessa kaytettyjen
UP010 ja UP020 membraaneille mitatut puhtaan veden permeaattivuoarvot ennen
ja jalkeen lakkaasientsyymi kiinnityksen. Membraanien aktiivisuudet on
ilmoitettu liitteessa  111. Lakkaasientsyymivalmisteen  Kiinnittyminen
membraaneihin on taulukoitu liitteeseen IV ja vapaan lakkaasin aktiivisuudet eri

pH:ssa ja lampdotiloissa on esitetty liitteessa V.
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12.1 Vapaan lakkaasin pH:n ja lammoénkestavyys

Tehtyjen tutkimusten perusteella [6,35] vapaan lakkaasin aktiivisuus vaihtelee
suuresti muuttuvissa pH olosuhteissa. Lakkaasin tarkoituksena oli pilkkoa
ligniinid puu-uutteesta, joka on hapanta. Téssa tutkimuksessa mitattu vapaan
lakkaasivalmisteen aktiivisuus pH-vélilla 2—9 on esitetty kuvassa 16. Mité

korkeampi on kuvan 15 absorbanssi sité aktiivisempi entsyymivalmiste on.

3.5
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Kuva 16 Vapaan Novozym® 51003 lakkaasientsyymivalmisteen aktiivisuus

pH valilla 2-9. Aktiivisuus on mitattu ABTS™ kromoforilla
420 nm aallonpituudella UV-VIS spektroskoopilla

Muihin tutkimuksiin [6,35] verrattuna Novozym® 51003 lakkaasivalmisteen pH-
kestavyys oli todella hyva. Aktiivisimmillaan entsyymivalmiste oli pH vélilla
5,5-7,5. Aktiivisuus ei kuitenkaan vahentynyt suuresti pH-véleilld 34,5 ja 8-9.
Aktiivisuus alkoi merkittavasti vahentyd, kun mentiin pH:n 2,5 alapuolelle.
Tyossa kaytetyn Kkoivu-uutteen pH oli 3,75. Taméd ei kuitenkaan ole
maksimiaktiivisuusalueella, mutta entsyymivalmisteen aktiivisuus on hyvé

kyseisessa pH:ssa.

Tassa tutkimuksessa mitattu vapaan lakkaasin aktiivisuus lampdotilavélilla
25—-80 °C on esitetty kuvassa 16. Aikaisempien tutkimusten [6,35] perusteella

vapaan lakkaasin aktiivisuus eri lampotiloissa vaihtelee. Vapaan lakkaasin
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aktiivisuus on aikaisemmin tehtyjen tutkimusten perusteella epdstabiilimpi kuin

kiinnitetyn lakkaasin.
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Kuva 17 Vapaan Novozym® 51003 lakkaasientsyymivalmisteen aktiivisuus

lampétila valilla 25-80°C. Aktiivisuus on mitattu ABTS™
kromoforilla 420 nm aallonpituudella UV-VIS spektroskoopilla.

Vapaa Novozym® 51003 lakkaasivalmiste kest&dé hyvin [ampdotilaa 55 “C:een asti.
Suurin  aktiivisuus  saavutettiin - 40—45 °C:ssa.  Merkittdva aktiivisuuden
vaheneminen alkoi tapahtua 60 °C:ta korkeammissa l&mpdtiloissa. Koivu-uute
valmistetaan tyypillisesti 140—170 °C:ssa. Néin ollen suodatuslampatilaksi pitaisi
valita 60 °C:tta, jotta uutteen jadhdytystarve olisi mahdollisimman pieni ja
olosuhteet lakkaasientsyymin aktiivisuudelle olisivat mahdollisimman hyvat.
Liséksi polymeerisen membraanin pitkdaikaisen kestavyyden takaamiseksi
suodatuksessa olisi lampdtila hyva pitdd 60 °C:ssa [36]. Kaytettdessd lakkaasia
apuna ligniinin pilkonnassa korkeissa lampdtiloissa sen aktiivisuus kuitenkin
kérsii, joka voidaan n&hdd kuvasta 16. Téllaisessa tapauksessa puu-uute
suodatukset kannattaa tehda 55 °C:ssa tai alhaisemmassa lampoétilassa. Tasta
syysta koesuodatuksiin valittiin lampotilaksi 50 °C. Kuvasta 16 huomataan myos
lakkaasin aktiivisuuden véhenevan hieman, kun lampotila laskee 35 °C:seen ja sité

alemmassa, mutta lasku on kuitenkin hyvin pieni.
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12. 2 Lakkaasin kiinnittaminen membraaniin

Koesarja aloitettiin testaamalla onko lakkaasin kiinnittdminen aktiivisena valitulla
menetelm& mahdollista UP010 membraaniin. Kuvassa 18 on esitetty testien 1-5
vuon alenemat ja entsyymin aktiivisuus Kiinnittdmisen jalkeen. Testissd 4

kokeiltiin irtoaako mahdollisesti kiinnittynyt lakkaasi jo vesivuota mitattaessa.

70 0,50
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L 0,45
60 1 & Aktiivisuus
L 0,40
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T z
) 0,30 E
- 40 T
5 025 <
= 30 Z
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Kuva 18 Testien 1, 2, 3, 4 ja 5 vuon alenema ja lakkaasin aktiivisuus

kiinnittdmisen jdlkeen membraanin UP010. Testissa 1 ja 2
Novozym® lakkasivalmistetta on 0,25 mL, testissa 3 0,5 mL,
testissa 4 1mL ja testissa 5 2mL. Kaikissa testeissd
ristisilloittajana on kéytetty 0,2% glutaaridialdehydia.

Kuten kuvasta 18 voidaan huomata, lakkaasi entsyymin séilyminen aktiivisena
membraaniin  kiinnittdmisen jalkeen ei ole yksiselitteistd. Testissé1 on
membraanissa huomattavissa aktiivisuutta kun entsyymi valmistetta kaytettiin
vain 250 pL, kun taas testissg 3 aktiivisuusta ei ollut membraanissa huomattavissa
vaikka entsyymivalmistetta kdytettiin 500 pL. Testi 2 on suoritettu samalla tavalla
kuin testi 1 jattaméalla kuitenkin ylimaarainen entsyymin huuhtelu pois kokonaan.
Tama ei kuitenkaan lisannyt kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuutta, vaan painvastoin

alensi aktiivisuutta. Testissa 4 vesivuota ei mitattu lakkaasin Kkiinnittamisen
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jalkeen, mutta siltikdédn membraanissa ei ollut havaittavissa aktiivisuutta. Testissa
5 kéytettiin lakkaasi valmistetta 2 mL, jonka jalkeen membraanissa oli
havaittavissa aktiivisuutta. Testissa 5 vuon alenema on kuitenkin suurempi kuin

aikaisemmissa testeissa.

Pierce® BCA Protein Assay Kit:lla mitatun kiinnittyneen lakkaasin mé&aran
mukaan eniten entsyymia on kiinnittynyt testissdé 5, noin 7,8 g/m® Vhiten
entsyymia on kiinnittynyt testissa 1, noin 0,7 g/m® Testeissa 2—4 lakkaasia on
kuitenkin kiinnittynyt huomattavasti enemmén kuin testissa 1, mutta tdma ei
kuitenkaan ndy lakkaasientsyymin aktiivisuudessa. Novozym® lakkaasivalmiste
sisaltdd paljon muitakin ainesosia kuten sokereita, jotka saattavat vaikuttaa
proteiinin maaritystestissad antaen virheellisia tuloksia. Lakkaasi voi myos olla
kiinnittyneend membraaniin, mutta se ei vain ole aktiivisessa muodossa. Taman

takia testien membraaneita on tutkittu myds ATR-FTIR:lla.

Suuremman aktiivisuuden saavuttamiseksi kokeiltiin lakkaasin ristisilloittamista
ensin glutaarialdehydin kanssa ennen kuin se saatettiin kontaktiin membraanin
kanssa. Talloin ristisilloittuneet lakkaasientsyymit eivat tukkisi membraanin
huokosia vaan jaisivat kerrokseksi membraanin pintaan. N&iden kolmen testin

tulokset ovat esitetty kuvassa 19.
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Kuva 19 Testien 6, 6.1, 7 ja 8 vuon alenema ja lakkaasin aktiivisuus

membraanin UP010 Kkiinnittdmisen jalkeen. Kaikissa testeissé
kaytettiin - 2 mL Novozym® lakkaasivalmistetta ja 0,2%
glutaarialdehydia ristisilloittajana. Testeissa 6 ja 6.1 lakkaasin ja
ristisilloitajan on annettu sekoittua keskenddn 2,5 h:a ennen
membraanin lapaisemistd 2 bar paineella. Testisséd 7 lakkaasi ja
glutaarialdehydi annettiin  sekoittua 1h ennen saattamista
kontaktiin membraanin kanssa 4 h:ksi ilman painetta. Testissd 8
lakkaasi ja glutaarialdenydi on saatettu suoraan kontaktiin
membraanin kanssa 4 h:ksi, jonka jalkeen membraani on huudeltu
fosfaattipuskurilla.

Testi 6.1 on testin 6 rinnakkainen testi. Testi 6.1 on tehty, koska alkuperéisen
testin 6 membraani vahingoittui. Testien 6—8 membraaniin kiinnitetyn lakkaasin
aktiivisuutta ei saatu kasvamaan. Tami saattaa johtua siitd, ettéd ristisilloittaja
ymparéi kokonaan entsyymid ja haittaa siten sen aktiivisuutta. Ristisilloittamalla
lakkaasientsyymit ensin toisiinsa ei kuitenkaan ollut suurta vaikutusta
membraanin vuon alenemaan. Glutaarialdehydi on myrkyllinen, jonka vuoksi se
taytyy havittdd asiaan kuuluvalla tavalla. Tamén vuoksi jatteen maara kannattaa
minimoida. Jatettd syntyy vahemman, kun lakkaasin Kiinnittdminen tehd&én
testin 5 mukaan. Naistd syistd johtuen toistettavuus kokeisiin valittiin testi 5.
Kiinnittyneen lakkaasin mééraa ei voitu luotettavasti mitata Pierce® BCA Protein

Assay Kit:1l4, koska glutaarialdehydi hdiritsi analyysia.
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Kuvassa 20 on esitetty testin 5 kaikki viisi rinnakkaisen lakkaasin kiinnitysta ja
niiden vuon alenemat ja aktiivisuudet. Liséksi kuvassa on testien 5.1 ja 5.3
kohdalla aktiivisuusmittaus 17 tunnin jalkeen lakkaasientsyymin kiinnittdmisesté.
Testejd 5.3 ja 5.5 on kaytetty koivu-uutteen suodatuskokeissa.
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Kuva 20 Testien 5, 5.1, 5.2, 5.3, 54 ja 5.5 vuo alenema ja lakkaasin
aktiivisuus Kkiinnittdmisen jalkeen membraanin UP010. Testeissa
51 ja 5.3 on mitattu aktiivisuus my6s 17 tunnin kuluttua
kiinnittdmisestd.  Testeissd  kaytettin -~ 2 mL  Novozym®
lakkaasivalmistetta ja 0,2% glutaarialdehydia ristisilloittajana.

Kaikissa testeissd oli havaittavissa aktiivisuutta, mutta aktiivisuuden maara
vaihteli rinnakkaisten Kiinnitysten valilla suuresti. Suurin aktiivisuus oli
havaittavissa testissa 5.4 ja alhaisin testissé 5.2. Taulukossa VI on esitetty testien
5-5.5 kiinnittyneen lakkaasientsyymin maarat. Kiinnittyneen entsyymin maaréassé
on myo6s havaittavissa suuria vaihteluita rinnakkaisten testien kesken. Tarkempi
ymmarrys entsyymin kiinnittymisesté olisi tarpeen, koska néin voitaisiin parantaa
entsyymin kiinnittymistd ja vahentda entsyymin havikkié. Tasta olisi myos hyotya
siten, ettd lakkaasientsyymi saataisiin Kkiinnittymaan aktiivinen kohta vapaana
membraanin.
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Taulukko V  Kiinnittyneen lakkaasientsyymin maara testeissaé 5-5.5 Pierce®
BCA Protein Assay Kit:ll&d mitattuna.

Entsyymia | Testi Testi Testi Testi Testi Testi
Kiinnittynyt &) 5.1 5.2 5.3 5.4 9.5
[g/m?] 7.8 6,8 10,7 12,0 9,0 9,5

Verrattaessa taulukon VI testejd 5-5.5 nahdaan, ettd eniten lakkaasia on
Kiinnittynyt membraaniin testissd 5.3, jossa entsyymid saatiin Kkiinnitettya
12,0 g/m% Vihiten lakkaasia on kiinnittynyt testissa 5.1, jossa entsyymia on saatu
kiinnittymaan 6,8 g/m® Testeista 5.1 ja 5.3 mitatut lakkaasin aktiivisuuden ovat
kuitenkin lahelld toisiaan, vaikka toisessa testissa on entsyymia kiinnittyneena
melkein puolet vdhemman. Pierce® BCA Protein Assay Kit:lla mitatut
kiinnittyneen lakkaasientsyymin maarat ovat kuitenkin vain suuntaa-antavia,
koska tarvike sarja ei ole pelk&stddn suunniteltu lakkaasientsyymin mé&éran

analysointiin.

Suuremman mittakaavan sovelluksia ajatellen noin 50% vuon alenema on liian
suuri, minka wvuoksi kokeiltiin samasta materiaalista valmistetun suurempi
huokoisen membraanin kayttdmista lakkaasin kiinnittdmisessa. Néin tehtiin, koska
haluttiin  ndhdd, saavutetaanko talloin suurempi permeaattivuo lakkaasin
kiinnittdmisen jalkeen. Kokeissa kaytettiin UP020 membraania. Kuvassa 20 on
esitetty testin 5 mukaiset lakkaasientsyymin kiinnittamiskokeiden tulokset. UP020

membraanin tehtiin kolme rinnakkaista entsyymin kiinnityskoetta.
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Kuva 21 Testien 5P, 5P.1 ja 5P.2 vuo alenema ja lakkaasin aktiivisuus

kiinnittdmisen jdlkeen membraanin UP020. Testeissa kaytettiin
2 mL Novozym® lakkaasi valmistetta ja 0,2% glutaarialdehydi&
ristisilloittajana.

UP020 membraanin kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuus jai kuitenkin alhaiseksi
useista toistoista huolimatta. Lakkaasin Kiinnittdmisprosessin huuhteluvaiheessa
testeissa 5P ja 5P.1 oli huomattavissa tummaa sakkaa, jota ei ole ollut
havaittavissa muissa testeissd. Sakka on voinut muodostua suodatinlaitteistoon
jadneistd epdpuhtauksista tai entsyymivalmiste on reagoinut epédpuhtauksiin
membraanissa. Vuo aleni prosentuaalisesti saman verran kuin UPO010
membraanillakin, mutta vuon arvon ollessa alussa suurempi saavutettiin
keskimaarin 14 kg/(m?h) suurempi vuo kuin UP010 membraaneille tehdyissa
kokeissa. Kiinnittyneen lakkaasientsyymin mé&ara membraaniin  UP020 jai
alhaisemmaksi verrattaessa UP010 membraaniin kiinnittyneeseen lakkaasiin.
Vahéisestd Kiinnittymisestd saattaa myos johtua matala lakkaasin aktiivisuus.
Lakkaasin véhdisestd aktiivisuudesta johtuen UP020 membraanin suodatus
ominaisuuksia ei testattu koivu-uutteella.
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12.3 ATR-FTIR spektrit membraaneista

Kaikissa kokeissa kaytettyjen membraanien spektreissa (kuvat 2326) on
nahtavissa piikit aaltoluvuilla 1580, 1488, 1325 ja 1300 1/cm. PES membraanin
rakenteessa olevien aromaattisten ryhmien vaste voidaan havaita piikeista 1580 ja
1488 1/cm. Kaksoispiikki aaltoluvuilla 1325 ja 1300 1/cm on vaste aromaattisesta
sulfonikromoforista PES-rakenteessa. [37-39]

Kuvassa 22 on esitetty ké&sittelemattoman UPO10 membraanin ja testien 1-5

ATR-FTIR spektrit. Kuvassa 23 oleva Ref. viittaa kasittelemattémaan UP010

membraaniin.
—Ref.
144 {r‘ ------- Testi 1
A Testi2
12 p ——-Testi 3
—-—Testi 4
L0 R | S T — Testi 5

Absorbanssi, [-]

=
[=
L

04 4

02 A

0.0

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250

Aaltoluku, [1/cm]
Kuva 22 Keskittelemattoman UP010 membraanin (Ref.), seka testien 1, 2, 3,

4 ja 5 ATR-FTIR spektrit.

Késittelemattomaan UP010 membraaniin (Ref.), joka on kokeissa toiminut niin
sanottuna referenssindytteend, verrattaessa huomataan entsyymikasiteltyjen
membraanien spektreissd muutoksia muutamalla aallonpituudella. 1650 1/cm
aallonpituudella huomataan pienen olkapddn muodostumista. Aallonpituudella

1650 ja 1632 1/cm piikit johtuvat todenndkdisesti primaari- ja
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sekundaariamideista. Primaarisen amidin C=0O sidos voidaan nahd& kohdassa
1650 1/cm ja sekundaarisen amidin C—N sidos voidaan ndhdd kohdassa
1632 1/cm. Primaarisen amidipiikin voidaan olettaa johtuvan membraaniin
kiinnittyneesta lakkaasientsyymista. Testien 1-5 spektreissd huomataan piikkien
intensiteetin kasvua 1377 1/cm kohdalla. Talla aallonpituudella havaitaan C—H
sidoksen antama vaste. T&ssa tapauksessa se voi johtua lakkaasientsyymin

rakenteessa sijaitsevista C—H sidoksista. [38-41]

Kuvassa 22 on huomattavissa muutosta testien 1-5 valill4 aallonpituudella
1443 1/cm. Referenssin ja testien 1-4 valilla piikki pysyy suhteellisen
samanlaisena, mutta testissa 5 piikin intensiteetti laskee. Aromaattisen renkaan
C—H sidos on néhtdvissa 1443 1/cm aallonpituudella. Membraanin rakenteessa on
aromaattisia renkaita, mutta entsyymin Kiinnittdminen membraaniin on ehk&

huonontanut sen nakyvyytta IR-spektrissa.

Kuvassa 23 on esitetty testien 5, 5.1 ja 5.4 ATR-FTIR spektrit. Kuvassa on

vertailun vuoksi myos késitteleméttoméan UP010 membraanin (Ref.) spektri.
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Kuva 23 Késittelematon UP010 (Ref) ja testein 5, 5.1 ja 5.4 membraanien
ATR-FTIR spektrit.

Kuvasta 23 ndhd&&n samat muutokset spektreissa kuin kuvassa 22. Testit 5, 5.1 ja
5.4 spektrien vasteet ovat erittdin yhdenmukaisia. Aallonpituudella 1443 1/cm on
huomattavissa pientd erovaisuutta. Kyseisella aallonpituudella testin 5.4 spektrissa
on hieman suurempi intensiteetti kuin testissé 5 ja 5.1. Td&md voi johtua entsyymin
epatasaisesta  kiinnittymisestd, minkd vuoksi membraanin rakenne nékyy

spektrissa paremmin. [39]

Kuvassa 24 on esitetty UP020 membraanien ATR-FTIR spektrit. Kuvassa on
esitettynd késittelemattoméan UP020 membraanin (Ref. UP020) ja testien 5P, 5P.1
ja 5P.2 membraanien spektrit. Testien 5P—5P.2 lakkaasientsyymin kiinnitys on
suoritettu sammalla tavalla kuin UP010 membraanille tehty testi 5.
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Kuva 24 Késittelemattoman UP020 membraanin (Ref. UP020) ja testien 5P,
5P.1 ja 5P.2 membraanien ATR-FTIR spektrit.

UP020 membraanille tehtyjen lakkaasientsyymin kiinnityskokeissa entsyymin
aktiivisuudessa ei péasty samalle tasolle kuin UP010 membraanin kohdalla.
Kuvan 24 spektreista voidaan kuitenkin huomata entsyymin Kkiinnittyneen
membraaniin, kuten UP010 membraanin tapauksessa. Tdémé& voidaan paéatella
amidi ja C—H piikeista aallonpituuksilla 1650, 1632 ja 1377 1/cm. [39,40]

Kuvassa 25 on esitetty koivu-uute suodatuksissa ja adsorptio kokeessa kaytetyt
UP010 membraanit, sek& kasittelem&ttoman UP010 membraani (Ref.) spektri.

Kuvassa 25 oleva Ref. koivu-uute viittaa Kkéasittelemattomalla UPO010
membraanilla tehtyd koivu-uute suodatusta.
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Kuva 25 Késittelemattoman (Ref.), koivu-uute suodatuksessa kaytetty

entsyymikasitelty (Testi 5.3 suodatus) ja entsyymikasitteleméaton
(Ref. Koivu-uute) ja adsorptiokokeessa kaytetyn
entsyymikasitellyn (Testi 5.5 adsorptio) UP010 membraanien
ATR-FTIR spektrit.

Kuvassa 25 on havaittavissa muutoksia aallonpituuksilla 1515 1/cm ja 1466 1/cm
koivu-uute kokeissa olleiden ja kasittelemattoman membraanin vélilla. Piikin
muodostuminen 1515 1/cm kohtaan voidaan olettaa johtuvan membraaniin
kiinnittyneesta ligniinista ja sen aromaattisesta rakenteesta. Adsorptiokokeessa
1515 1/cm piikki ei ole niin selked kuin koivu-uute suodatuksissa kaytettyjen
membraanien kohdalla. VVoidaan siis olettaa, ettd ligniinida ei ole adsorboitunut
membraanin pintaan yht4 paljon. 1466 1/cm voidaan tulkita hiiliketjujen CH-
rakenteesta johtuvaksi vasteeksi. [39,41]

12.4 Koivu-uute suodatukset ja adsorptiokoe

Kuvassa 26 on esitetty modifioimattomalla UP010 membraanilla tehty koivu-
uutteen konsentrointi suodatus. Koivu-uutteen konsentrointi on tehty 50 °C:een

lampotilassa, 5 bar:n paineessa kéyttden 500 rpm sekoitusnopeutta.
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Kuva 26 Koivu-uutteen  konsentrointi ~ panostoimisella ~ membraani-

suodattimella UP010 membraanilla.  Konsentrointi  tehtiin
lampotilassa 50 °C, paineessa 5 bar sekoituksen ollessa 500 rpm.
Suodatuspinta-ala oli 0,004 m?.

Permeabiliteetti laski nopeasti heti ensimmaéisten suodatustuntien aikana, mik&
kertoo membraanin suuresta taipumuksesta likaantua koivu-uutteen sisaltamill
yhdisteilld. PES membraanit olisivat lampdétila- ja pH-kestavyytensd puolesta
hyvia membraaneja puu-uutteiden konsentroinnissa, mutta niiden voimakas

likaantuminen on todellinen ongelma.

Seuraavaksi kokeiltiin onko lakkaasin kiinnittdmisestd UP010 membraaniin
hyotya koivu-uutteen kasittelyssd. Kokeessa kaytettiin testin 5.3 membraania
Lakkaasin kiinnityksessd membraanin permeaattivuo laskee keskimaarin noin
50%. Lakkaasikasitelty —membraani tukkeutui viel& nopeammin kuin
késittelematon membraani. Konsentrointisuodatuksessa permeaattia saatiin vain
muutama tippa, vaikka paine oli 5 bar:a, lampdtila 50 °C:ta ja sekoitus 500 rpm.
Permeaattivuon parantamiseksi kokeiltiin  paineetonta sekoitusta maksimi
sekoituksella (1400 rpm) kaksi tuntia, jotta mahdollinen lakkaasikiinnitetyn
membraanin pintaan tarttunut lika irtoaisi. Tastd kasittelystd ei kuitenkaan ollut
mitdan hyotyd. Koivu-uute on saattanut tukkia membraanin huokoset. Té&std
syystd membraanille tehtiin vastavirtapesu. Membraani k&&nnettiin vaarin pain

suodatinlaitteistoon niin, ettd membraanin tukimateriaali oli ylospéin. Tamén
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jalkeen suodatin laitteistoon muodostettiin 2,5 bar:n paine. Taman tarkoituksena
oli aukaista mahdolliset koivu-uutteesta tukkeutuneen huokoiset. Toimenpiteesta
el ollut apua koivu-uutteen konsentroinnissa. Nain ollen todettiin, ettd lakkaasin

kiinnittdminen membraaniin ei tuottanut parannusta koivu-uute konsentrointiin.

Lakkaasin ligniinia pilkkovat ominaisuudet testattiin laittamalla lakkaasilla
modifioitu membraani kontaktiin koivu-uutteen kanssa ilman painetta kolmen
tunnin ajaksi. Koivu-uutteen lampdotila oli 50 °C:ta ja sekoitus kokeessa oli
500 rpm. Téassd kokeessa ké&ytettiin testin 5.5 membraania. Koivu-uutteesta
mitattiin ligniini ennen ja jalkeen membraani kontaktin. Taulukossa VI on esitetty
UV-VIS spektroskoopilla maaritetyt ligniinin pitoisuudet koivu-uutteessa ennen ja

jalkeen kontaktin lakkaasia sisaltdvan membraanin kanssa.

Taulukko VI Koivu-uutteen ligniini pitoisuudet ennen ja jélkeen kontaktin
lakkaasi kiinnitetyn membraanin kanssa. Ligniini pitoisuus on
madritetty UV-VIS spektroskoopilla aallon pituudella 205 nm.

Aallonpituus
Koivu-uute 205 nm

Ligniini [g/L]
Ennen 4,46
Jéalkeen 4,11

Taulukon VI tulosten perusteella voidaan huomata, ettd UV-VIS spektroskoopilla
havaittavan ligniinin maaré on vahentynyt mitatulla aallonpituudella. Novozym®
51003 lakkaasivalmisteella pystytddn véhentdmadn ligniinin maaraa koivu-
uutteessa, vaikka entsyymimodifioinnista ei ollut suoraa apua puu-uute

suodatukseen.

13 VIRHEARVIO

Tutkimuksessa kéytettiin Pierce® BCA Protein Assay Kit:d kiinnittyneen
lakkaasin  méaaritamisessd.  Valmistaja antaa analyysin  maaritysrajoiksi

20—2000 pg/mL.  Lakkaasivalmisteen  proteiinipitoisuus  meni  joissakin
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analyyseissa hieman madritysrajan ylapuolelle, mink& takia n&iden kokeiden
osalta tulokseen ei voida tdysin luottaa. Tutkimuksessa ké&ytetyn
entsyymivalmisteen siséllosta ei tiedetd kaikkea ja se saattaa sisaltdd analyysia
haittaavia aineita. Analyysid haittaavia aineita on mainittu liitteessé 1. Analyysin
epéluotettavuus kdy myds ilmi testeissd, joissa on kaytetty saman verran
entsyymivalmistetta. Analyysin tulokset pelkélld lakkaasientsyymivalmisteella

olivat jopa kolminkertaiset pieninté ja suurinta tulosta verrattaessa.

UP020 membraanin permeaattivuon arvoissa oli huomattavissa eroavaisuuksia
riippuen siitd mista kohta membraanirullaa mitattava pala oli leikattu. VValmistajan
mukaan UP020 membraanilla pitéisi olla UP010 membraania suurempi
permeaattivuon arvo, mutta ndin ei kuitenkaan jokaisessa mitatussa membraanissa
ollut. UP010 membraanin kanssa ei ollut havaittavissa samanlaista vaihtelua
membraanin permeaattivuossa. Tastd vaihtelusta johtuen UP020 membraanin
vuon aleneman arvot lakkaasin kiinnityksestda johtuen voivat myods vaihdella

suuresti.

14  YHTEENVETO

UP010 ja UP020 membraanit on valmistettu PES:ta, minkd vuoksi ne ovat
luonnostaan hydrofobisia. Hydrofobisilla membraaneilla on taipumus likaantua
helpommin kuin hydrofiilisilla membraaneilla, kun suodatetaan hydrofobisia
yhdisteitda sisdltdvia liuoksia. Ta&ma on néhtavissa myods tutkimuksen
referenssisuodatuksessa koivu-uutteella. UP010 membraanin permeaattivuo

laskee hyvin nopeasti suodatuksen edetessa.

Lakkaasin Kkiinnittdmiselld membraaniin pyrittiin - vdhentdm&an membraanin
likaantuvuutta puu-uutteessa olevalla ligniinilla. Lakkaasi pystyttiin kiinnittamaan
UP010 membraaniin aktiivisena. Lakkaasin kiinnittyminen huomataan myos
tehdyistd ATR-FTIR spektreistd. Lisddmalla lakkaasivalmisteen maaréa
kiinnitysprosessissa ei suoranaisesti pystytty vaikuttamaan kiinnittyneen lakkaasin
maaréén tai aktiivisuuteen. Lakkaasin Kiinnitysprosessin toistettavuus ty0ssa

kéaytetyllda menetelmélla on my6s hyvin epdvarmaa, mik4 voidaan huomata
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tehdyistd rinnakkaisista maarityksista. Rinnakkaisissa kokeissa Kiinnittyneen
lakkaasin aktiivisuus vaihteli suuresti. Kiinnitetyn lakkaasin pysyminen
aktiivisena sdilytettdessa on hieman kyseenalaista, mutta tassa ty0ssé osoitettiin

sen olevan mahdollista.

Kéaytetty lakkaasivalmiste on hyvin stabiili erilaisille pH- ja lampdétilavaihteluille.
Maksimaalisen aktiivisuuden se saavuttaa pH-valilla 5,5-7,5 ja lampdtilavalilla
4045 °C. Vaikka lakkaasi ei olekaan aktiivisimmillaan tyypillisissa koivu-
uutteen suodatusolosuhteissa, voitiin lakkaasin havaita olevan aktiivisena myos
naissé olosuhteissa. Kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuus oli huomattavasti pienempi
kuin vapaan lakkaasin ABTS:Il4 mitattuna. Kiinnitetty lakkaasi liséksi vé&hensi
koivu-uutteessa olevan ligniinin maar&d4, mutta membraanin vuo pieneni
merkittavasti, jonka vuoksi se ei ole ndiden kokeiden perusteella suoraan
hyddynnettdvissd koivu-uute suodatuksissa. Vaihtamalla lakkaasientsyymin
ristisilloitustapaa membraanin kiinnitettdessa ei myoskaan saavutettu suurempaa
aktiivisuutta eikd pienempdd vuonalenemaa. Suuremman katkaisukoon UP020
membraaniin Kiinnitetty lakkaasi ei ollut kiinnityksen jalkeen aktiivinen, minka
vuoksi entsyymikasiteltyd UP020 membraania ei testattu koivu-uutteen
suodatuksissa. Lakkaasin kiinnityksen jalkeen UP020 membraanilla oli kuitenkin

suurempi permeaattivuon arvo kuin UP010 membraanilla.

15 JATKOTUTKIMUS EHDOTUKSET

Lakkaasi entsyymin k&yttd membraaniin kiinnitettynd ei valttaméatta ole paras
vaihtoehto, vaikka lakkaasin saisi Kiinnitettyd aktiivisena isomman huokoskoon
membraaniin. Ta&ma siksi, ettd lakkaasin kiinnittdminen pienentdd aina
membraanin permeaattivuon arvoa. Jatkotutkimukset kannattaisikin suunnata
entsyymin Kiinnittdmiseen johonkin muuhun tukimateriaaliin esim. hartsiin tai
erillisen séilion seiniin. Talldin membraanin permeaattivuohon ei aiheutettaisi
muutosta entsyymilld ja voitaisiin my6s hyédyntad lakkaasientsyymin ligniinia
pilkkova ominaisuus. Vapaan lakkaasientsyymin kéyttdminen esikésittelynd voi

olla hankalaa siind tilanteessa, jossa konsentraatti on haluttu tuote, koska tallgin
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lakkaasi on mukana tuotteessa, mik& saattaa aiheuttaa ongelmia

jatkoprosessoinnissa.

Tutkimuksessa kaytettiin ristisilloittajana glutaarialdehydia, joka on myrkyllinen
kemikaali. Teollisen mittakaavan sovelluksia ajatellen myrkyllisen kemikaalin
kéyttd suurina mé&arind aiheuttaa suuren riskin, mikd wvuoksi toisenlaisen
ristisilloittajan kayttdmistd kannattaisi tutkia. Lakkaasientsyymin kiinnittdminen
ilman ristisilloitusta olisi varteenotettava jatkotutkimuksen kohde, mutta se vaatisi
lakkaasientsyymin ja Kiinnitettdvdn materiaalin vuorovaikutusten syvallista

tutkimista.

Tutkitulla menetelmalld pystyttiin kiinnittamaan lakkaasientsyymi membraaniin
aktiivisena, mutta rinnakkaisissa kiinnityksissa aktiivisuudet vaihtelivat suuresti.
Teollisuuden sovellusta ajatellen lakkaasin Kiinnittdminen membraaniin tulisi
saada toistettavammaksi. Taman toistettavuuden lisdédmiseksi kannattaa tehda
lisdtutkimuksia. Kiinnitetyn lakkaasin aktiivisena pysyminen sdilytettdesséa on

tarked ominaisuus teollisuuden sovelluksia ajatellen.

Kéytettdessd entsyymivalmistetta, joka siséltdad muitakin aineita kuin pelk&&
lakkaasientsyymid, tulisi muiden aineiden vaikutus tietdd. Tdman takia puhtaan
lakkaasin kayttaminen membraaniin paikalleen kiinnitettyna saattaa tuottaa aivan
toisenlaisen tuloksen, minkd vuosi sitd kannattaisi tutkia. Puhtaan lakkaasin

saaminen tutkimusk&yttéon on kuitenkin hyvin hankalaa.
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PROTEIINI

PITOISUUDEN MAARITTAMINEN PIERCE® BCA PROTEIN ASSAY
KIT:LLA

1. Menetelméan periaate ja soveltaminen

Menetelma perustuu 4,4'-dikarboksi-2,2'-bikinoliini hapon (engl. 4,4'-Dicarboxy-
2,2'-biquinoline) (BCA) kolorimetriseen detektointiin  ja kantitatiiviseen
kokonaisproteiinin  maarittamiseen.  Menetelmad  perustana  toimii  Cu®*
pelkistyminen Cu'* alkalisissa olosuhteissa. UV-VIS spektrofotometrilla 562 nm
havaittava varin muutos perustuu kahden 4,4'-dikarboksi-2,2'-bikinoliini happo ja
yhden kuparimolekyylin  kelatoitumiseen. Talld menetelmdlla pystytdan

maarittdmaan proteiinin konsentraatio 20—2000 pg/mL

2. Reagenssit

Kaikki tarvittavat reagenssit tulivat Pierce® BCA Protein Assay Kit:n mukana.
BCA reagenssi A sisdltdd natriumkarbonaattia, natriumbikarbonaattia,
bicinchoninic happoa ja natrium tartraattia 0,1 M natriumhydroksidissa. BCA
Reagenssi B on 4%:sta kuparisulfaattia. Mukana tuli myds standardiampullit,
jotka sisélsivat 0,9% suolaa ja 0,05% natriumatsidia. Alla olevassa kuvassa on

esitetty mitattu standardisuora.
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3. Tarvittavat valineet

Korkillisia koeputkia
Lampaotilasééadettava vesihaude
UV-VIS spektroskooppi

0,1 mL ja 2 mL pipetit

Kumihanskat ja suojalasit

4. Tyo6n suoritus

Valmistetaan reagesista A ja B seos suhteessa 50:1. Mitataan 0,1 mL tutkittavaa
nestettd kolmeen koeputkeen, jotta saadaan kolme rinnakkaista tulosta. Tdmén
jalkeen mitataan 2 mL valmistettua reagensien A ja B seosta koeputkeen.
Koeputket suljetaan korkilla, jonka jalkeen ne laitetaan 37 °C vesihauteeseen 30
minuutiksi. Taman jalkeen naytteiden annetaan jadhtyd huoneenldmpdiseksi,
minkd jalkeen ne niistda mitataan UV-absorpanssi 562 nm aallonpituudella.
Tutkittavat ndytteet tulisi mitata 10 minuutin sisélld toisistaan, jotta saavutetaan
mahdollisimman vertailukelpoiset tulokset.
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5. Tulosten Kkasittely

Tehdyn standardisuoran avulla voidaan UV-VIS spektroskoopin antaman
absorbanssin avulla méérittad naytteessa ollut proteiini pitoisuus. Saatu tulos on

yksikossa pg/mL.

6. Menetelman tarkkuus ja virhearvio

UV-VIS spektroskoopilla havaittava varinmuutos ei pysédhdy kun nédytteet otetaan
vesihauteesta pois. Analyysid haittaavia aineita ovat, askorbiinihappo,
katekolamiinit, kreatiini, systeiini, EGTA, epdpuhdas glyseroli, vetyperoksiidi,
hydratsidi, rauta, lipidit, fenolipunainen, epédpuhdas sakkaroosi, truptofaasi,
tyrosiini ja virtsahappo. Nama analyysid haittaavat aineet aiheuttavat

korkeimmillaan 10 %:n virheen analyysiin.
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MEMBRAANIEN UP010 JA UP020 MITATUT PUHTAAN VEDEN
PERMEAATTIVUO ARVOT

Ennen ja jalkeen lakkaasientsyymin kiinnityksen mitatut puhtaan veden
permaattivuon arvot membraanille UP010 tehdyissa kokeissa.

Vuo Vuo Vuon
UPO010 ennen, jalkeen, | alenema,

[kg/(m2h)] | [kg/(m2h)] |  [%0]
Testi 1 283 - -
Testi 2 244 167 32
Testi 3 257 179 30
Testi 4 302 - -
Testi 5 297 158 47
Testi 5.1 278 127 54
Testi 5.2 276 143 48
Testi 5.3 280 126 55
Testi 5.4 268 118 56
Testi 5.5 228 127 44
Testi 6 279 111 60
Testi 6.1 281 112 60
Testi 7 314 17 45
Testi 8 288 168 42

Ennen ja jalkeen lakkaasientsyymin kiinnityksen mitatut puhtaan veden
permaattivuon arvot membraanille UP020 tehdyissa kokeissa.

Vuo Vuo Vuon
UP020 |  ennen, jalkeen, | alenema,

[kg/(m2h)] | [kg/(m2h)] | [%0]
Testi 1 196 - -
Testi 5 170 120 29
Testi 5.1 328 161 51
Testi 5.2 418 163 61
Testi 6 160 66 59
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LAKKAASIENTSYYMILLA MODIFIOIDUISTA MEMBRAANEISTA
MITATUT AKTHVISUUDET

UP010 | Absorbanssi | Absorbanssi
420nm 17h 420nm

Testi 1 0,114

Testi 2 0,042

Testi 3 0

Testi 4 0

Testi 5 0,101

Testi 5.1 0,208 0,094 |

Testi 5.2 0,044

Testi 5.3 0,237 0240 |

Testi 5.4 0,455

Testi 5.5 0,305

Testi 6 0

Testi 6.1 0,141

Testi 7 0,097

Testi 8 0,040

UP020 | Absorbanssi
420nm

Testi 1 0,024

Testi 5 0,051

Testi 5.1 0,080

Testi 5.2 0,101

Testi 6 0,310
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LAAKKASIENTSYYMIN KIINNITTYMINEN UP010 JA UP020
MEMBRAANEIHIN

Entsyymia | Entsyymid | Entsyymia | Entsyymia
UP010 ennen jalkeen | huuhtelussa | kiinnittynyt
[wg/mL] | [ug/mL] | [pg/mL] [o/m?]

Testi 1 314 148 238 0,7
Testi 2 322 162 19 2,0
Testi 3 408 191 8 2,8
Testi 4 1111 605 92 6,2
Testi 5 1408 777 138 7,8
Testi 5.1 1989 1360 339 6,8
Testi 5.2 2692 1811 281 10,7
Testi 5.3 2754 1807 199 12,0
Testi 5.4 2430 1685 254 9,0
Testi 5.5 2362 1535 329 9,5

Entsyymia | Entsyymid | Entsyymia | Entsyymia

UP020 ennen jalkeen | huuhtelussa | kiinnittynyt

[o/mL] | [ug/mL] | [pg/mL] [9/m’]

Testi 1 280 135 193 0,7
Testi 5 1347 846 272 5,3
Testi 5.1 1732 1207 342 54
Testi 5.2 2108 1538 309 6,3
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VAPAAN LAKKAASIENTSYYMIN MITATUT AKTIIVISUUSARVOT
Ph-VALILLA 2-9 JA LAMPOTILAVALILLA 25-80°C

pH Absorbanssi Lampdotila | Absorbanssi
420nm [C] 420 nm
2 0,320 25 2,803
2,5 2,256 30 2,794
3 2,705 35 2,797
3,5 2,671 40 2,871
4 2,672 45 2,873
4,5 2,692 50 2,830
5 2,824 55 2,835
5,5 3,006 60 2,606
6 2,905 65 2,728
6,5 3,030 70 2,558
7 2,976 75 2,398
7,5 2,905 80 2,286
8 2,608
8,5 2,676
9 2,587




