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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-
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confirm the immobilized laccase on the membrane. Birch extract was used in the 
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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 kiinnittyneenä puun muihin yhdisteisiin, kuten hemiselluloosiin, mikä 

vaikeuttaa sen poistoa ilman, että muutkin yhdisteet poistuvat.  

Kantasieniin kuuluvissa valkolahottajasienissä olevilla entsyymeillä on ligniiniä 

hajottavia ominaisuuksia. Valkolahottajasienestä on pystytty tunnistamaan kolme 

ligniiniä hajottavaa entsyymiä, jotka ovat ligniinperoksidaasi (LiP), 

mangaaniperoksidaasi (MnP) ja lakkaasi. Näiden entsyymien pilkkoessa ligniiniä 

pienempiin osiin voitaisiin vähentää membraanin likaantumista ja parantaa 

membraanin käyttömahdollisuuksia puu-uutesuodatuksissa.  

Entsyymit eivät kuitenkaan ole stabiileja ääriolosuhteiden vallitessa. Stabiilisuutta 

voidaan yleensä parantaa kiinnittämällä entsyymit johonkin matriisiin tai toisiinsa, 

mutta tämän seurauksena entsyymin aktiivisuus saattaa kärsiä. Oikealla tavalla 

kiinnittyneet entsyymit eivät kuitenkaan menetä aktiivisuuttaan. Tämä saattaisi 

olla ratkaisu suodatusta haittaavan ligniinin poistoon, mikä mahdollistaisi puu-

uutteen paremman fraktioinnin membraanilla. 

Ligniinin pilkkominen pienempiin osiin mahdollistaisi puhtaamman tuotteen 

saamisen sellaisissa tapauksissa, joissa tuotteena on yhdiste johon ligniini on 

kiinnittynyt. Tällaisessa tilanteissa ligniini saataisiin pilkottua yhdisteestä ja näin 

ollen myös membraanin likaantuvuutta voitaisiin vähentää. Kiinnittämällä 

pilkkova entsyymi membraaniin vältyttäisiin erilliseltä esikäsittelyvaiheelta 

ligniinin poistamiseksi. Tässä työssä on tarkoituksena kiinnittää ligniiniä pilkkova 

lakkaasientsyymi membraaniin siten, että siitä olisi hyötyä suodatuksessa.  
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KIRJALLISUUSOSA  

2 ULTRASUODATUS 

Puu-uutteet sisältävät paljon luonnonpolymeerejä, kuten hemiselluloosia. 

Hemiselluloosa on haaroittunut polymeeri, joka on muodostunut erilaisista 

sokerirakenteista. Hemiselluloosien polymerisaatio aste vaihtelee välillä 100 200. 

Hemiselluloosien moolimassa on siis suhteellisen pieni muihin puupolymeereihin 

verrattuna. Hemiselluloosat ovat osoittautuneet potentiaaliseksi uudistuvaksi 

raaka-aineeksi useille tuotteille. Puu-uutteesta kerättävälle hemiselluloosalle 

ultrasuodatus on lähes ainoa potentiaalinen vaihtoehto teollisuuden mittakaavan 

sovellukseksi. Puu-uutteet sisältävät myös paljon muitakin yhdisteitä, jotka 

aiheuttavat ongelmia membraanisuodatuksessa. Ligniini on yksi puu-uutteissa 

oleva membraaneja likaava komponentti, mikä haittaa teollisen mittakaavan 

sovellukset hemiselluloosan fraktioimiseksi. [1]  

Membraanisuodatus tehdään poikkivirtaus- tai panossuodatusperiaateella. 

Poikkivirtauksessa syöttö tulee membraanin pinnalle sivusta, eikä kohtisuorasti 

membraanin päältä ja ajavana voima toimii poikkivirtaus ja paine-ero. 

Membraanin läpimennyttä virtausta kutsutaan permeaatiksi ja syöttöä, joka jatkaa 

matkaansa menemättä membraanin lävitse kutsutaan konsentraatiksi tai 

retentaatiksi. [2] Kuvassa 1 on esitetty poikkivirtausmembraanisuodatuksen 

periaate. Panostoimisessa membraanisuodatuksessa syöttö tulee kohtisuorassa 

membraaniin nähden. Tässä suodatusmenetelmässä konsentraatiksi kutsutaan 

syöttöä, joka ei mene membraanin lävitse. Panossuodatuksessa ajavana voimana 

toimii myös poikkivirtaus ja paine-ero, mutta poikkivirtaus panostoimisessa 

suodatuksessa luodaan sekoituksen avulla. [2] 
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Kuva 1 Poikkivirtaus membraanisuodatuksen periaatekuva [2]  

Ultrasuodatusmembraanit ovat huokosellisia puoliläpäiseviä filmejä. Ne ovat 

yleensä rakenteeltaan asymmetrisiä membraaneja. Asymmetrisissä 

membraaneissa on ohut päällyskerros, joka on tuettuna huokoisella 

tukimateriaalilla. Rakenteensa takia ultrasuodatusmembraanin ominaisuudet kuten 

huokoskokojakauma ja pinnan huokoisuus määräytyvät päällyskerroksen mukaan. 

Tyypillisesti ultrasuodatusmembraanin huokoskoko on välillä 20–1000 Å. [2] 

Polymeeriset kaupalliset ultrasuodatusmembraanit on yleensä valmistettu 

käänteisfaasi-inversiolla. Nykyisin myös keraamisia ultarasuodatusmembraaneja 

on paljon saatavilla. Ultrasuodatusta käytetään usein makromolekyyliliuosten 

konsentroinnissa tai fraktioinissa. Makromolekyyli on sellainen molekyyli, jolla 

on joko suhteellisen suuri moolimassa tai rakenne, joka sisältää paljon toistuvia 

yksiköitä, joilla on suhteellisen pieni moolimassa [3]. Ultrasuodatuksessa liuoksen 

suurimmat molekyylit konsentroituvat retentaattiin ja pienemmät molekyylit 

läpäisevät membraanin, jolloin ne voidaan kerätä permeaattina. Membraaneille 

ilmoitetaan yleensä katkaisukoko, joka tarkoittaa moolimassaa, jossa 90% tämän 

moolimassan molekyyleistä konsentroituu retentaattiin. Tätä tietoa käytetään 

oikeanlaisen membraanin valinnassa. [2] 

Ultrasuodatusmembraanin valinnassa on kaksi pääkriteeriä, selektiivisyys ja 

tuottavuus. Tuottavuus määräytyy permeaattivuon perusteella ja se on määritelty 

permeaatin määränä membraanin pinta-alaa kohden. Permeaattivuohon 

vaikuttavia tekijöitä ovat liuoksen tyyppi, konsentraatio, pH ja ionivahvuus. 

Lisäksi permeaattivuohon vaikuttavat membraanin tyyppi, käytetty paine ja 
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hydrodynaamiset olosuhteet syötön puolella. Permeaatin tilavuuteen perustuvan 

permeaattivuon määrittämisessä käytetään yhtälöä 1. [4] 

  =
( )

=  (1) 

 jossa Jv Permeaattivuo, Kg/(m2h) 

  P Paine-ero, bar 

   Osmoottinen paine, bar 

  µ Viskositeetti, Pas 

  Rm Membraanin vastus, bar 

  Rcp Konsentraatiopolarisaatiokerroksen vastus, bar 

  Rg Geelikerroksen vastus, bar 

  Vp Permeaatin tilavuus, dm3 

  A Membraanin pinta-ala, m2 

  t Aika, h 

Liuoksessa olevien molekyylien kulkeutuminen ultrasuodatusmembraanin läpi 

voidaan kuvata rentention avulla, mikä on määritelty yhtälössä 2. [2,4] 

  =  (2) 

 jossa R Retentio 

  Cp Konsentraatio permeaatissa 

  Cf Konsentraatio syötössä 

Suuri permeaattivuo voidaan saavuttaa optimoimalla yhtälössä 1 esiintyviä 

parametreja. Yleisesti sanottuna permeaattivuon parametrien optimointi tapahtuu, 

kun vältetään suodatettavan liuoksen konsentroituminen membraanin pinnan 

läheisyyteen, sekä erilaisten molekyylien adsorptio membraaniin ja huokosten 

tukkeutuminen. Näitä ilmiöitä kutsutaan konsentraatiopolarisaatioksi ja 

membraanin likaantumiseksi. Jos konsentraatiopolarisaatio ja membraanin 

likaantuminen voidaan estää tai niiden vaikutukset pystytään minimoimaan, säilyy 

membraanin permeaattivuo korkeana pitkään. [4] 
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Membraanin likaantuminen voi tapahtua hyvinkin lyhyellä aikavälillä ja sen voi 

aiheuttaa suhteellisen pieni pitoisuus yhdistettä. Membraanin likaantumista 

voidaan vähentää fysikaalisin ja kemiallisin keinoin, mutta sitä ei voida 

tutkimustulosten mukaan poistaa kokonaan. Likaantumista vähentävät 

keinot/toimenpiteet ovat usein tapauskohtaisesti toimivia, sillä likaantuminen 

aiheuttuu membraanin, suodatettavan liuoksen sisältämien yhdisteiden ja 

prosessiolosuhteiden yhteisvaikutuksen tuloksena. Tästä syystä likaantumisen 

vähentämiseen käytettävät keinot on optimoitava tapauskohtaisesti. Yksinkertaisin 

tapa on käyttää membraanin pesuun tarkoitettuja kemikaaleja. Kemikaaleilla 

voidaan palauttaa likaantuneen membraanin ominaisuuksia, mutta 

pesukemikaalien käyttö kuitenkin kuluttaa membraaneja. [2] 

Tuottavuuden ja selektiivisyyden lisäksi membraaniprosessilta vaaditaan 

taloudellisuutta, joka voidaan saavuttaa membraanin käyttöikää pidentämällä. 

Membraanin taloudellisuus määräytyy veden permeabiliteetti kerrottuna 

membraaniin käyttöiällä, joka sen jälkeen jaetaan membraanin hinnalla, kuten 

yhtälöstä 3 voidaan havaita. [5] 

  = ä ö ä (3) 

3 LIGNIINIÄ PILKKOVAT ENTSYYMIT 

Ligniini on kolmiulotteinen amorfinen yhdiste, jonka moolimassaa on hankala 

määrittää sen polydispersisyyden vuoksi. Ligniinin epäsäännöllisen rakenteen 

selvittäminen ei ole helppoa, koska vieläkin löydetään uudella tavalla sitoutuneita 

ligniinejä. Puhtaan ligniinin eristäminen on todella monimutkaista tai se voi olla 

jopa täysin mahdotonta. Näiden seikkojen vuoksi ligniinin pilkkominenkin on 

hyvin haasteellista. Entsymaattinen ligniinin pilkkominen on osoittautunut 

lupaavimmaksi vaihtoehdoksi viimeaikaisten tutkimusten perusteella. [6] Kuvassa 

2 on esitetty havupuista löytyvän ligniinin rakenne. 
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Kuva 2 Havupuuligniinin rakenne. [7] 

Ligniinissä ei ole hydrolysoitavia ligandeja, minkä vuoksi ligniiniä pilkkovan 

entsyymin on oltava hapettava. Muihin luonnon polymeereihin verrattuna ligniini 

on rakenteeltaan hyvin epäsäännöllinen, mikä aiheuttaa ongelmia entsymaattiseen 

pilkkomiseen. [6]  

Entsyymit ovat biologisia katalyyttejä, joiden spesifisyys johtuu niiden 

kolmiulotteisesta rakenteesta. Kolmiulotteinen rakenne sallii aktiivisen kohdan 

muodostumisen, johan substraatti voi kiinnittyä. Substraatti on molekyyli, johon 

entsyymin toiminta kohdistuu. Aktiivinen kohta tuo entsyymille sen katalyyttisen 

ominaisuuden. Yleensä substraatti-entsyymi kompleksi muodostuu heikkojen 

vuorovaikutusvoimien avulla. Yleisesti voidaan ajatella entsyymin toimivan 

yhtälössä 4 esitetyn kemiallisen reaktion seurauksena. [8] 
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 + +  (4) 

 jossa E Entsyymi 

  S Substraatti 

  P Entsyymireaktion tuote 

Matemaattisesti ilmaistuna entsyymien kineettinen käyttäytyminen noudattaa 

tunnettua Michaelis-Mentenin yhtälöä, joka on esitetty yhtälössä 5. [8] 

  = [ ]
[ ]

 (5) 

 jossa V Reaktio-nopeus, mol/s 

  Vmax Reaktion maksimi-nopeus, mol/s 

  [S] Substraatin konsentraatio, mol/L 

  Km Michaelis-Mentenin vakio, mol/L 

Teollisuus on ollut kiinnostunut entsyymien käytöstä jo pitkään niiden teknisten ja 

taloudellisten ominaisuuksien vuoksi [9]. Metsäteollisuus on etsinyt uusia 

energiatehokkaampia tapoja valmistaa paperia ja kartonkia entsyymien avulla. 

Puussa oleva ligniini sitoo puun kuituja toisiinsa ja sen poistaminen kuitujen 

ympäriltä on ensimmäisiä vaiheita paperin/kartongin valmistuksessa. Ligniinin 

poisto paperi/kartonkitehtailla tehdään yleisesti joko mekaanisesti tai 

kemiallisesti. Nämä molemmat ovat energiaa ja ympäristöä kuormittavia 

menetelmiä, minkä takia metsäteollisuus on etsinyt uutta ratkaisua ligniinin 

poistoon. Entsymaattinen ligniinin pilkkomien saattaisi olla ratkaisu 

metsäteollisuuden ligniiniongelmaan. [10] 

Vain yksi organismiryhmä, kantasienet, ovat osoittautuneet pystyviksi ligniinin 

pilkkomiseen. Puussa elävässä valkolahosienessä on ligniiniä pilkkovia 

entsyymejä. [11] Valkolahottajasieniä on useita eri lajeja ja eri valkolahottajista 

peräisin olevat entsyymit pilkkovat ligniiniä eri tavalla ja nopeudella. Jotkut 

valkolahottajasienten entsyymit poistavat ligniinin ilman merkittävää 

selluloosahäviötä. Tällainen on esim. Phellinus nigrolimitatus 

valkolahottajasienilajike. Muita ligniiniä spesifisesti pilkkovia entsyymejä 

tuottavia valkolahottajasienilajikkeita on noin kymmenkunta. [12] 
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Ligniiniperoksidaasi (LiP), mangaaniperoksidaasi (MnP) ja lakkaasi ovat 

valkolahottajasienestä peräisin olevia ligniiniä pilkkovia entsyymejä. Taulukossa I 

on esitelty edellä mainittujen entsyymien yleisimmät reaktiot tai vaikutukset 

ligniiniin sekä entsyymin substraatit tai kofaktorit. Kofaktori on entsyymin 

toimintaa auttava yhdiste. [6] 

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

Entsyymi Kofaktori/substraatti Reaktio tai vaikutus 

Ligniiniperoksidaasi 

(LiP) 

H2O2 ja 

veratryylialkoholi 

Aromaattisen renkaan 

hapettaminen kationiradikaaliksi 

Mangaani-

peroksidaasi (MnP) 

H2O2, Mn, ograaniset 

hapot kelaatteina, 

tyydyttymättömät 

lipidit 

Mn(II) hapetus Mn(III), 

Kelatoidun Mn(III) fonolisten 

yhdisteiden hapettaminen 

fenoksiradikaaleiksi 

Lakkaasi O2 Fenolien hapettaminen fenoksi-

radikaaleiksi 

 

3.1 Lakkaasi 

Lakkaasientsyymi on kuparia sisältävä hapettava yhdiste, joka käyttää 

hapetuksessa hyväkseen kohde molekyylin happiatomeja [6]. Substraatit, joilla on 

taipumus hapetus-pelkitys reaktiolle, voidaan hapettaa suoraan lakkaasilla [13]. 

Lakkaasi pystyy hapettamaan fenolisia renkaita fenoksiradikaaleiksi. Lakkaasi 

pystyy myös hapettamaan ei fenolisia renkaita, jos reaktio seokseen on lisätty 

esim. 2,2-atso-bis(3-etyylibentsotiatsolyyli-6-sulfonihappo) (engl. 2,2'-azino-

bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) eli ABST:tä tai muita 

välittäjämolekyylejä. Kuvassa 3 on esitetty lakkaasientsyymin reaktiomekanismi 

fenolisen ligniinin pilkkomisessa. [6,14] 
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Kuva 3 Lakkaasientsyymin reaktiomekanismi fenolisen ligniinin 

pilkkomiseen. [6] 

Lakkaasissa olevat kupariatomit voidaan jakaa kolmeen kategoriaan sen 

perusteella, mikä on niiden tehtävä entsyymireaktiossa. Ensimmäisen tyypin 

kupariatomi aloittaa katalyyttisen mekanismin lakkaasissa luovuttamalla yhden 

elektronin substraatille. Tämän jälkeen alkaa lakkaasin sisäinen elektroninsiirto 

kaikkien kolmen tyyppisten kupariatomien välillä. Kolmatta tyyppiä edustavan 

kupariatomin tehtävänä on vastaanottaa kaksi elektronia aerobisessa 

hapettumisessa, jossa toista tyyppiä edustavan kupariatomin läsnäolo on 

välttämätön. Hapen pelkistyminen vedeksi tapahtuu kakkos- ja kolmostyyppisten 

kupariatomien avulla, jonka jälkeen vesi läpäisee lakkaasin peroksidaasiosan. 

Ensimmäisen tyypin kupariatomit on havaittavissa UV-VIS spektroskoopin avulla 

aallonpituudella 600 nm. Kahta muuta kuparityyppiä on hankala havaita UV-VIS 

spektroskoopin avulla, mutta kaikki kolme kuparityyppiä pystytään kuitenkin 

tunnistamaan elektroniparamagneettisella resonanssispektroskoopilla. [13] 

Yleisesti lakkaasientsyymin optimaalinen käyttö pH on välillä 3 5,7, mutta on 

myös olemassa lakkaasientsyymejä, joiden optimaalinen pH on noin seitsemän 

[6]. Crestinin et al. tutkimuksissa on havaittu, että lakkaasientsyymi on 

negatiivisesti varautunut, kun pH on 6 [15]. Heidän mukaansa parhaiten ligniiniä 

pilkkovia lakkaasientsyymejä ovat ne, joiden moolimassa on välillä 40 55 kDa. 

[16] Näissä tutkimuksissa käytetyt lakkaasientsyymit eivät kuitenkaan ole 

kaupallisesti saatavilla olevia lakkaasivalmisteita. 
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3.2 Ligniiniperoksidaasi (LiP)  

Ligniiniperoksidaasi (LiP) löydettiin 1983 [6]. LiP on heemiä (engl. Heme 

protein) sisältävä glykoproteiini, joka tarvitsee vetyperoksidia hapettaakseen. LiP 

hapettaa ligniinin ei-fenoliset rakenteet ottamalla yhden elektronin itselleen, 

jolloin syntyy kationinen radikaali, mikä on sen jälkeen hajotettavissa 

kemiallisesti. Kuvassa 4 on esitetty LiP entsyymin reaktiomekanismi. [6] 

 
Kuva 4 Ligniiniperoksidaasin reaktiomekanismi ei-fenolisen ligniinin 

pilkkomiseen.[6] 

LiP on vapaana entsyyminä vesiliukoinen, mutta paikalleen kiinnittäminen 

vähentää sen vesiliukoisuutta. LiP tarvitsee reagoidakseen vetyperoksidia, joka 

voidaan lisätä liuoksen joukkoon tai sitä voidaan muodostaa kontrolloidusti 

entsyymin avulla. Glukoosioksidaasi (GOD) entsyymi katalysoi reaktiota, jolla 

glukoosista voidaan valmistaa vetyperoksidia. Lan et al. [17] ovat tutkineet näiden 

kahden tavan vaikutusta LiP entsyymin aktiivisuuteen. Entsymaattisesti 

valmistetun vetyperoksidin todettiin olevan parempi vaihtoehto LiP entsyymin 

aktiivisuuden kannalta. [17]  

3.3 Mangaaniperoksidaasi (MnP) 

Mangaaniperoksidaasi (MnP) löydettiin LiP-entsyymin jälkeen vuonna 1984 [6]. 

MnP on heemiä sisältävä glykoproteiini, joka tarvitsee LiP:n tavoin 

vetyperoksidia hapettaakseen. [11] MnP hapettaa kahden arvoisen Mn:n kolmen 

arvoiseksi. Tämän jälkeen Mn3+ hapettaa fenolisen renkaan fenoksiradikaaleiksi, 
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jotka ovat hajotettavissa olevia yhdisteitä. MnP on isompi heemiproteiini kuin LiP 

proteiini ja MnP:llä on yleensä isoelektrinen piste happamassa pH:ssa. [6] 

Kuvassa 5 on esitetty hypoteettinen kaavio siitä, kuinka MnP entsyymi pilkkoo 

fenolisen ligniinin ja muodostaa näin yhtenä tuotteena hiilidioksidia. MnP 

entsyymin oletetaan aloittavan reaktioketjunsa ligniinin fenolirenkaasta, jonka 

MnP muuttaa fenoksiradikaaliksi. Resonanssiefektin vuoksi kuvassa 5 on myös 

esitetty hiilikeskeinen radikaali. Fenoksiradikaalin muodostuksen kanssa 

samanaikaisesti kelaattinen orgaaninen happo hapettuu peroksidiradikaaliksi ja 

muiksi radikaaleiksi, minkä seurauksena voi vapautua peroksidia. Peroksidi reagoi 

hiilikeskeisen radikaalin kanssa ja muodostaa epästabiilin eetteriperoksidin, joka 

muuntuu spontaanisti alifaattiseen muotoon. Nyt suorassa ketjurakenteessa on 

vapaita karboksyyliryhmiä, joiden kanssa MnP voi uudelleen reagoida. MnP voi 

tällä tavalla irrottaa hiilidioksidin suorasta ketjusta. Jäljelle jäävä alifaattinen 

radikaali reagoi edelleen hapen ja MnP:n kanssa, jolloin vapautuu lisää 

hiilidioksidia ja matalamoolimassaisia orgaanisia happoja. [11] 

 
Kuva 5 Hypoteettinen reaktio mekanismi MnP:n entsymaattiselle fenolisen 

ligniinin pilkkomiseen. [11] 
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4 ENTSYYMIEN KIINNITTÄMINEN 

Entsyymien käyttöä erilaisissa teollisuuden sovelluksissa on alettu tutkia jo 1900-

luvun alkupuolella. Entsyymien käyttö ääriolosuhteissa ei silloin ollut 

mahdollista, koska entsyymit eivät olleet riittävän stabiileja.[12] Entsyymien 

paikalleen kiinnittämisen pääasiallisena syynä onkin niiden stabiilisuuden 

parantaminen ja sitä kautta jatkuvatoimisten ja pitkäaikaisten prosessien 

kehittäminen [9]. Kuvassa 6 on esitetty mahdollisia paikalleen kiinnitettyjen 

entsyymien käyttökohteita.  

 
Kuva 6 Paikalleen kiinnitettyjen entsyymien mahdollisia sovelluksia. [12] 

Entsyymin peruskiinnittämistavat voidaan jakaa seuraaviin pääryhmiin: 

adsorptioon, kovalenttiseen sitoutumiseen, loukuntamiseen, kapselointiin ja 

ristisilloittamiseen. Loukuntamisella tarkoitettaan entsyymin kiinnittämistä siten, 

että entsyymi on osa matriisia. Erilaisia variaatioita ja yhdistelmiä näistä 

perusmekanismeista on tehty eri tarkoituksiin sopiviksi. Yksi tällainen 

kombinaation seurauksena syntynyt menetelmä on geelin avulla kiinnitettävät 

entsyymit. Tämä ratkaisu on hyvä esimerkki uusien menetelmien syntymisestä 

kun mikään perinteisistä tavoista ei sovellu käytettäväksi. [12,18] Seuraavaksi 

käsitellään sellaiset entsyymin kiinnittämismenetelmät, joilla on mahdollista 

kiinnittää entsyymi kaupallisesti valmistetun membraanin pinnalle ja/tai 

huokosiin.  

Paikalleen kiinnitettyjen entsyymien sovelluksia

Hetero  
geeninen 

biokatalyytti
Selektiivinen 
adsorbentti

Analyyttinen 
väline Kiinteä faasi 

Kontrolloitu 
lääkkeen  

vapauttaja
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4.1 Entsyymin kiinnittäminen kemiallisen sidoksen avulla  

Entsyymejä voidaan kiinnittää erilaisiin epäorgaanisiin ja orgaanisiin 

materiaaleihin kemiallisia sidoksia apuna käyttäen. Kiinnittyminen voi tapahtua 

kovalenttisen sidoksen avulla, adsorboitumalla tai ristisilloittamalla. Suuri pinta-

ala-tilavuus-suhde, suuri proteiinien kiinnittämiskapasiteetti ja hyvä mekaaninen 

ja kemiallinen kestävyys ovat kiinnitysmateriaalilta toivottavia ominaisuuksia. 

Näitä kaikkia ominaisuuksia tavataan harvoin yhdestä materiaalista, minkä vuoksi 

erilaiset sovellukset vaativat aina testausta. Laboratoriotesteissä toimivista 

materiaali-entsyymiyhdistelmistä harvat kuitenkin päätyvät teollisuuden käyttöön, 

koska teollisen mittakaavan toteutuksessa kustannukset määräävät materiaalin ja 

entsyymin valinnat. [9] 

4.1.1 Adsorptio 

Entsyymin ja matriisin välinen 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 menetelmä kiinnittää 

entsyymejä matriisiin siten, että kiinnitettävälle matriisille ei aiheudu pysyvää 

vahinkoa. Adsorptiolla pystytään kiinnittämään entsyymejä matriisiin 

määrällisesti paljon. Adsorption haittapuolena on kuitenkin entsyymien helppo 

desorptio matriisista. Desorption lisäksi adsorptiokiinnittämisen haittapuolena 

saattaa olla entsyymin haluttujen ominaisuuksien muuntuminen, kuten 

aktiivisuuden ja stabiilisuuden vähentyminen sekä konformaatiomuutokset. 

Vaikka entsyymien kiinnittämisellä matriisiin tavoitellaan stabiilimpeja 

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

Ioninvaihto on yksinkertainen ja tehokas tapa kiinnittää entsyymejä, koska suurin 

osa proteiineista adsorboituu nopeasti anionin- tai kationinvaihtohartseihin. 

Ongelma on kuitenkin proteiinin ja matriisin välisen ionisidoksen heikkous. 

Monet proteiinit desorpoituvat alhaisien ionivahvuuksien vuoksi ja pH vaihtelun 

seurauksena. Ionisidoksen kestävyyttä voidaan parantaa lisäämällä matriisin 
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pintaan esim. ionista polymeeriä kuten dekstraanisulfaattia. Näin lisätään ionisten 

ryhmien määrää matriisissa ja saadaan matriisin pinnalle adsorptiota ajatellen 

muovautuvampi rakenne. Tämä menetelmällä voisi toimia proteiinien 

kiinnittämisessä kationin- tai anioininvaihtomembraaneihin [9] 

Hydrofobinen adsorptio perustuu kiinnitysmatriisin hydrofobisen osan tai alueen 

vuorovaikutukseen entsyymin kanssa. Näin ollen hydrofobinen adsorptio on 

riippuvainen kiinnitysmatriisin pintakemiallisesta rakenteesta ja sen 

hydrofobisuudesta. Hydrofobisina kiinnitysmatriiseina käytetään yleensä jo 

olemassa olevien materiaalien muunnelmia, kuten luonnon polymeerejä (esim. 

selluloosaa ja agaroosihelmiä). [12] On olemassa myös paljon hydrofobisia 

membraaneita, joihin tällaista kiinnitysmenetelmää voitaisiin tutkia.  

Entsyymien toimivuus vaatii yleensä kiinnittämiseltä spesifisyyttä. Entsyymi tulee 

kiinnittää matriisiin siten, että sen aktiivisuutta ei alenneta. Tämä tarkoittaa 

entsyymin spesifistä kiinnittämistä matriisiin. Spesifinen entsyymien 

kiinnittyminen adsorption avulla on yleensä riippuvainen sopivasta ligandista. 

Jotta entsyymi voisi kiinnittyä ligandiin, täytyy ligandi ensin kiinnittää 

matriisiin.[12] Kuvassa 7 on esitetty ligandin merkitys spesifiseen entsyymin 

kiinnittymiseen.  

 
Kuva 7 Ligandin käyttö spesifisessä entsyymin adsorptio kiinnittämisessä 

matriisiin.[12] 

4.1.2 Kovalenttinen sidos 

Kovalenttinen sidos muodostuu matriisin ja entsyymin funktionaalisten ryhmien 

välille. Yleensä sidos muodostuu entsyymissä olevan aktiivisen 

aminohapporyhmän (A) ja aktiivisten funktionaalisten ryhmien (B) välille, jotka 



16 
 

 

ovat kiinnitettävässä materiaalissa kiinni. Kuvassa 8 on esitetty kovalenttisen 

sidoksen muodostuminen entsyymin ja kiinnitys materiaalin välille. Toimivan 

sidoksen saavuttamiseksi entsyymin ja/tai kiinnitettävän matriisin funktionaaliset 

ryhmät on aktivoitava ennen entsyymin kiinnittämistä. [12] 

 
Kuva 8  Kovalenttinen entsyymin kiinnittäminen matriisiin. A on aktiivinen 

aminohappo ryhmä. B on matriisin sitoutuva ryhmä.[12] 

Kovalenttisen sidoksen käyttäminen entsyymin kiinnittämisessä on hyvin 

monimutkainen menetelmä ja matriisin palautuminen entsyymin poiston jälkeen 

on hyvin hidasta tai matriisi ei palaudu lainkaan. Kovalenttisella kiinnittämisellä 

kiinnittyneiden entsyyminen määrä on alhainen ja se saattaa muuttaa entsyymin 

kineettisiä ominaisuuksia. Kovalenttisillä sidoksilla kuitenkin saavutetaan 

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

Kovalenttisten sidosten aiheuttamat reaktiot entsyymin ja kiinnitettävän matriisin 

funktionaalisten ryhmien välillä voidaan jakaa yhdeksään eri ryhmään; 

diatsotoitumiseen, peptidisidokseen, alkylointiin ja arylointiin, Schiff-emäksen 

muodostamiseen, ugi-reaktioon, aminoitumiseen, hapettumiseen, elohopean ja 

entsyymin väliseen vuorovaikutukseen ja tiolidisulfidin vaihtoreaktoreihin. [12] 

4.1.3 Ristisilloitus 

Entsyymien ristisilloittaminen tehdään nykyisin liukoisten esipolymeerien avulla. 

Esipolymeerit ovat reaktiivinen materiaaliryhmä monomeeristen isosyanaattien ja 

polyuretaanipolymeerien väliltä. Ristisilloittamisessa voidaan käyttää myös 

esipolymeerejä, joissa on aktiivisia ryhmiä. Esipolymeerejä käytetään 
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monomeerien sijasta, koska monomeerit saattavat myöhemmissä vaiheissa tuhota 

entsyymin aktiivisuuden. Liukenemattoman matriisin muodostumiseksi 

esipolymeerit on ristisilloitettava keskenään. Esipolymeerien ristisilloittamisessa 

voidaan käyttää kemiallista ristisilloittajaa, valoa, radikaaleja tai säteilyä. 

Käytettävä ristisilloitusmenetelmä riippuu tietenkin ristisilloitettavasta 

polymeeristä.[12] 

Ristisilloittamisessa voidaan käyttää apuna myös adsorptiota. Tätä kombinaatiota 

on tutkittu paljon 1960- ja 1970-luvuilla. Kuvassa 9 on esitetty yleiskuva, kuinka 

adsorptio ja ristisilloittaminen toimisivat yhdessä. Ensin entsyymimolekyylit 

adsorboidaan kiinnitettävään matriisiin, jolloin ne muodostavat 

entsyymikerroksen kiinnitettävän matriisin pintaan. Tämän jälkeen entsyymit 

kiinnitetään paikoilleen ristisilloittajalla. [12] 

 
Kuva 9 Entsyymin ristisilloittaminen kiinteään pintaan. Ensin entsyymi 

molekyylit adsorboidaan kiinnitettävän matriisin pinnalle, jolloin 
muodostuu entsyymikerros. Tämän jälkeen entsyymit ristisilloitetaan 
ristisilloittajalla. [12] 

4.2 Entsyymin kiinnittyminen geelin muodostuksella  

Entsyymin paikalleen kiinnittämisen tarkoituksena geelin muodostuksella on 

saada entsyymit kiinnittymään geeliä muodostavaan polymeeriin tai jäämään sen 

sisään loukkuun. Kuvassa 10 on kuvattu aminoryhmällisen entsyymin 

kiinnittyminen geeliä muodostavaan polymeerin. [12] 
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Kuva 10 Aminoryhmällisen entsyymin kiinnittyminen geeliä muodostavaan 

polymeeriin. [12] 

Monien luonnon ja synteettisten polymeerien liukoisuutta voidaan muuttaa 

lämpötilaa muuttamalla. Tätä tietoa voidaan käyttää hyväksi entsyymien 

kiinnittämisessä geelin avulla. Liukosuutta muuttamalla saadaan polymeeristä 

muodostettua geeli, johon entsyymi voidaan kiinnittää. Entsyymin aktiivisuus 

geelissä on kuitenkin riippuvainen diffuusiosta ja geelimatriisin vaikutuksesta. 

Lämpötilan avulla muodostettu geelimatriisi vaikuttaa suuresti entsyymin 

stabiilisuteen. Tietyt geelimatriisit antavat paremman stabiilisuden entsyymeille 

kuin toiset. Geelin avulla kiinnitetyt entsyymit saattavat ajan kuluessa poistua 

geelimatriisin sisältä. [12] 

Tietyistä polymeereistä, joilla on happo- tai emäsryhmiä voidaan tehdä 

geelimäisiä pH:ta vaihtamalla. Niiden liukoisuus riippuu polymeerin ionisaatio 

asteesta. Yleisesti sanottuna polyelektrolyytteistä voidaan valmistaa pH herkkiä 

geelejä. Entsyymin kiinnittämisessä käytetyt polyhapot ja polyemäkset ovat usein 

synteettisiä, mutta puolisynteettistä hydroksipropyylimetyyliselluloosa-asetaatti-

sukkinaattia voidaan myös käyttää pH herkän geelin muodostuksessa. pH herkän 

geelimatriisin käyttäminen entsyymien kiinnittämisessä on kuitenkin hyvin 

epätavallista. Sitä käytetään oikeastaan vain lääkkeen vapautumisen 

kontrollointiin. [12] 

4.3 LiP:n, MgP:n ja lakkaasin kiinnittäminen 

Entsyymien paikalleen kiinnittäminen erilaisiin matriiseihin on erittäin haastavaa. 

Entsyymin kiinnittäminen matriisiin vaatii tietämyksen kiinnitystavan ja matriisin 

välisistä reaktioista ja vuorovaikutuksista. Mahdollisten reaktioiden ja muiden 
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vuorovaikutusten selvittämien ja tietämien ei ole yksiselitteistä, minkä vuoksi 

kiinnitysmekanismit vaativat aina tutkimista. Entsyymin paikalleen kiinnittäminen 

matriisiin ei aina tuota toivottua lopputulosta, kuten aktiivisuuden tai 

stabiilisuuden kasvua.  

Qiu et al. [19] tekemässä tutkimuksessa LiP entsyymi kiinnitettiin 

nanohuokoiseen kultaan adsorptiolla. Nanohuokoista kultaa, LiP entsyymiä ja 

glukoosioksidaasia (GOD) pidettiin samassa astiassa 24 tunnin ajan, jonka jälkeen 

LiP ja GOD entsyymit olivat adsorboituneet nanohuokoselliseen kultaan. Suurin 

määrä tutkimuksissa saatiin LiP entsyymiä kiinnittymään 10 mg/g. GOD vaatii 

toimiakseen alhaisen pH:n. Molempien entsyymien adsorption tarkoituksena on 

säädellä vetyperoksidin tuotantoa. Kun liuokseen lisätään glukoosia alkaa GOD 

entsyymi tuottaa vetyperoksidia. Paras LiP entsyymin aktiivisuus saavutettiin, kun 

entsyymien suhde oli yksi. Kiinnittämällä LiP reaktio-olosuhteiden optimaalista 

lämpötilaa saatiin nostettua 10 C:lla vapaan entsyymin optimaalisesta 40 C:teen 

reaktiolämpötilasta. Optimaalinen pH LiP entsyymireaktiolle oli molemmissa 

tapauksissa 3,5. Kiinnittämisellä saavutettiin paljon parempi lämmön ja 

varastoinnin kestävyys LiP entsyymille. [19] 

Mielgo et al. [20] ovat tutkineen MnP entsyymin kiinnittämistä entsyymin 

stabiilisuuden parantamiseksi emäksissä olosuhteissa. MnP entsyymi kiinnitettiin 

glutaarialdehydi-agar geeliin kovalenttisella ja ionisella sidoksella. MnP entsyymi 

tarvitsee myös reagoidakseen vetyperoksidia, minkä vuoksi sitä lisättiin seokseen. 

Kovalenttinen kiinnittyminen saatiin aikaiseksi, kun kiinnitysmatriisissa oli paljon 

aktiivisia aldehydiryhmiä. [20] Glutaarialdehydi on geelin muodostuksen ohella 

yksi käytetyimmistä entsyymien ristisilloittajista [21]. Crestini et al. tekemässä 

tutkimuksissa glutaarialdehydiä on onnistuneesti käytetty lakkaasientsyymin 

ristisilloittamiseen alumiinioksidimatriisiin [15]. MnP entsyymin kiinnittämisellä 

ei ollut merkitystä sen pH stabiilisuuteen. MnP entsyymi oli stabiilimmeillaan 

pH:ssa 4,5 molemmissa tapauksissa. Kiinnitetyllä entsyymillä havaittiin olevan 

hieman parempi stabiilisuus lämpötilaa nostettaessa 40 C:ta 70 C:seen. MnP 

entsyymin kiinnittämisellä kuitenkin saavutettiin 80%:n aktiivisuuden säilyminen, 

jopa kuuden kuukauden ajan. [20] 
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Forde et al. ovat kiinnittäneen lakkaasientsyymiä mesohuokoiselliseen silikaattiin 

adsorption avulla. Tutkimuksessa lakkaasientsyymiä modifioitiin 

sitrakonianhydridillä. pH:n ollessa 7,4 säilytti kiinnitetty lakkaasientsyymi 

stabiilisuuntensa 70 C:n saakka, jonka jälkeen aktiivisuus alkoi laskea. Vapaan 

lakkaasientsyymin suurin aktiivisuus saavutettiin lämpötilassa 25 C, kun pH oli 

7,4. Kiinnittämisellä saavutettiin entsyymille myös parempi lämmönkestävyys, 

kun pH oli 4,3. [22]  

5 ENTSYYMIN VAIKUTUKSET MEMBRAANIIN 

Membraanin rakenteeseen sijoitettujen entsyymien toimimisen edellytyksenä on, 

että substraatti on päästävä membraanin rakenteessa olevalle entsyymille, jotta 

entsyymireaktio tapahtuisi. Toisena edellytyksenä on, että entsyymireaktion 

seurauksen syntyvä tuote tulee voida kerätä membraanin toiselta puolelta 

permeaattina. Näistä ehdoista johtuen entsyymien sijoittamista membraanin 

rakenteeseen ei voida helposti soveltaa useisiin käyttökohteisiin. Membraanin 

pintaan entsyymit voidaan kiinnittää adsorptiolla, ionisidoksilla, kovalenttisilla 

sidoksilla tai ristisilloitumalla. Entsyymit voidaan myös kiinnittää geelikerroksen 

avulla membraanin pintaan. [8] Veteen tai orgaaniseen liuottimeen liukenevista 

esipolymeereistä voidaan muodostaa geeli haihduttamalla liuotinta. [12] Kuvassa 

11 on esitetty kaaviokuvana kuinka entsyymien paikalleen kiinnitystä 

membraaniin voidaan käyttää hyväksi membraanisuodatuksessa. Tällaisissa 

sovelluksissa saadaan yhdistettyä membraanisuodatuksen ja entsyymien 

ominaisuudet yhteen prosessiyksikköön. 
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Kuva 11 Tapoja joilla membraani voi olla katalyyttinen ja samalla 
suodatusyksikkö [8] 

Entsyymin ollessa kiinnitettynä membraaniin ei suoraan voida olettaa, että 

reaktiokinetiikka noudattaa Michaelis-Mentenin yhtälöä kuten normaalissa 

entsyymireaktiossa. Tässä tapauksessa reaktionopeus riippuu reagenssin 

kulkeutumisesta ja itse entsyymin aktiivisuudesta. Kiinnitetyn entsyymin 

reaktionopeuden mallintamiseen tarvitaan yhtälö, joka ottaa huomioon 

aineensiirron. Joissakin tapauksissa kiinnitetyt entsyymit eivät noudata 

reaktiomekanismiltaankaan normaalia entsyymien mekanismia, mikä vaikeuttaa 

edelleen sopivan mallin löytämistä. Tapauksissa, joissa voidaan olettaa 

entsyymireaktion kinetiikan noudattavan Michaelis-Mentenin yhtälöä oletetaan 

sen tapahtuvan yhtälön 6 mukaisesti.[8] 
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    (6) 

 jossa S0 Substraattikonsentraatio kiinnitetyn entsyymin lähellä 

  P0 Tuotteen konsentraatio kiinnitetyn entsyymin lähellä 

  Sb Substraatin konsentraatio bulkkifaasissa 

  Pb Tuotteen konsentraatio bulkkifaasissa 

  kds Vakio, joka kuvaa substraatin diffuusiota bulkkifaasista 

entsyymille 

  kdp Vakio, joka kuvaa substraatin diffuusiota kiinnitetyltä 

entsyymiltä bulkkifaasiin 

Yhtälöstä 6 käy ilmi diffuusion merkitys kiinnitetyn entsyymin reaktionopeuteen. 

kds kuvaa substraatin diffuusiota bulkkifaasista entsyymille ja kdp kuvaa tuotteen 

diffuusiota kiinnitetyltä entsyymiltä bulkkifaasiin. Kiinnitetty entsyymi on 

riippuvainen substraatin kulkeutumisesta entsyymin läheisyyteen. [8] 

5.1 Entsyymin kiinnittyminen kemiallisella sidoksella  

Käytettäessä kovalenttista sidosta entsyymin kiinnittämisessä membraaniin 

entsyymin aktiivisuuden väheneminen on hyvin tavallista. Sen takia kovalenttisen 

sidoksen käyttäminen soveltuu vain tilanteisiin, joissa entsyymin aktiivisuuden 

väheneminen ei haittaa prosessia. [8] Aktiivisuuden väheneminen johtuu 

entsyymin sattumanvaraisesta kiinnittymisestä membraaniin. Tällöin entsyymin 

aktiivinen kohta ei ole vapaana katalysoinnille. Sattumanvarainen kiinnittyminen 

tapahtuu yleensä silloin, kun kovalenttinen kiinnittymien tapahtuu amiini- tai 

karboksyylihapporyhmien kautta. Entsyymin kiinnittäminen membraaniin ei saa 

olla katalyyttisen reaktion tulos, koska silloin entsyymi kiinnittyy aktiivisesta 

kohdastaan. Kiinnittämällä entsyymi-substraatti yhdistelmä voitaisiin välttää 

entsyymin kiinnittyminen aktiivisesta kohdasta. Aktiivisen kohdan vapaaksi 

jäämisen edellytyksenä on kuitenkin substraatin poistaminen kiinnittämisen 

jälkeen. Kuvassa 12 on esitetty satunnainen entsyymin kiinnittyminen ja tietyistä 

kohdista kiinnitetty entsyymi membraaniin. [23] 
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Kuva 12 Membraaniin sattumanvaraisesti kiinnittyneitä entsyymejä ja 

spesifisestä entsyymin kohdasta kiinnittyneitä entsyymejä.[23] 

Liu et al. [24] kiinnittivät piparjuuriperoksidaasientsyymin (engl. Horseradish 

peroxidase) polypropyleenimikrosuodatusmembraaniin adsorption avulla. 

Polypropyleenimembraani on luontaisesti hydrofobinen, minkä vuoksi membraani 

modifioitiin glykosidilla, polypeptidillä tai aminoryhmillä hydrofiilisyyden 

lisäämiseksi. Membraanin modifiointi lisäsi membraanin aktiivisuutta kaikilla 

menetelmillä, mutta suurin adsorboituneen entsyymin aktiivisuus saavutettiin 

alkyyliamidikäsittelyllä. Entsyymi saatiin kiinnittymään membraaniin adsorption 

avulla, mutta entsyymi ei kestänyt kiinnittyneenä membraanin pinnalle kovin 

pitkään. Heidän tulostensa mukaan myös entsyymin konsentraatiolla ja 

membraanin altistusajalla entsyymeille on merkitystä entsyymien kiinnittymiseen. 

Piparjuuriperoksidaasientsyymin kohdalla optimaalinen konsentraatio ja 

altistusaika olivat 0,3mg/mL ja 24h. [24] 

Edellisten tietojen perusteella Liu et al. [24] jatkoivat tutkimuksia käyttäen 

entsyymin kiinnitykseen kemiallista sidosta tai ligandia. Aminoryhmä voi 

muodostaa piparjuurientsyymin kanssa kemiallisen sidoksen, jonka seurauksen 

entsyymin aktiivisuutta membraanin pinnalla saadaan lisättyä. Kaikkein suurin 

aktiivisuus saavutettiin kuitenkin käyttämällä biotiiniaminoheksaanihapon 3-

sulfo-N-butaani-imidiesteri (engl. biotinamidohexanoic acid 3-sulfo-N-hydroxy-

succinimide ester) ligandia entsyymin kiinnittämiseen. Ligandin käytöllä ei ollut 

suurta vaikutusta membraanin varastointikestävyyteen. [24] 

Jochems et al. [25] tekemät tutkimukset vahvistavat Liu et al. [24] tekemät 

tutkimukset konsentraation ja altistusajan vaikutuksesta entsyymien 

kiinnittymiseen. He kiinnittivät -galaktosidaasi entsyymin polysulfoni/zirkonium 

dioksidimembraaniin. -galaktosidaasi tunnetaan myös nimellä laktaasi. He 
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huomasivat altistusajan lisäävän kiinnittyneiden entsyymien määrää, mutta 

entsyymien aktiivisuus ei juurikaan kasvanut 60 min altistuksen jälkeen. He 

tutkivat myös lämpötilan ja pH:n vaikutusta entsyymin kiinnittymiseen. 

Lämpötilaa nostettiin 5 C:ta 25 C:seen, jolloin entsyymin kiinnittymisessä 

membraaniin huomattiin pientä kasvua. Kun lämpötilaa nostettiin 40 C:seen ja 

siitä vielä 60 C, kiinnittyneiden entsyymien määrä kasvoi selvästi, mutta 

entsyymin aktiivisuus laski merkittävästi. Tämän perusteella optimilämpötilaksi 

todettiin 25 C, koska silloin entsyymin aktiivisuus oli korkeimmillaan. pH:n 

vaikutus kiinnittymiseen oli vähäistä pH:n arvoilla 5 8, mutta kiinnittyminen 

lisääntyi kun pH:ta nostettiin 9:ään. Entsyymin aktiivisuuden maksimi kuitenkin 

saavutettiin pH:ssa 7. [25] 

Beir et al. [26] kiinnittivät 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 määrä oli noin kolme 

kertaa suurempi PES membraaniin kuin ETNA 10PP membraaniin staattisesti 

suoritetuissa kokeissa. Tämä saattaa johtua ETNA 10PP membraanin 

hydrofiilisemmasta pinnasta. Paineen avulla tehdyssä entsyymin kiinnittämisessä 

havaittiin, että suurin entsyymien kiinnittyminen saavutettiin pienemmällä 

konsentraatiolla kuin staattisessa adsorptiossa. Paineen avulla tehdyssä entsyymin 

kiinnittämisessä membraanien välillä ei havaittu suuria eroja entsyymin 

kiinnittymisen kannalta, mutta kiinnittämisen jälkeen mitatut vesivuon arvot 

olivat molemmille membraaneille samat. Tämä on mielenkiintoista siksi, että PES 

membraanin alkuperäinen vesivuo on noin kolme kertaa suurempi kuin ETNA 

10PP membraanin. [26] 

Kim et al. [27] onnistuivat kiinnittämään asylaasientsyymin 

nanosuodatusmembraaniin käyttämällä ristisilloittajaa. Membraanimateriaalina he 

käyttivät polyamidia. Modifioinnin tarkoituksena oli vähentää membraanin 

likaantuvuutta jäteveden puhdistuksessa. Asylaasientsyymit kiinnittämisessä 

membraaniin käytettiin kahta eri ristisilloittajaa. Ensin asylaasientsyymit sidottiin 
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toisiinsa kiinni kitosaani liuoksen avulla pH:ta nostamalla. Tämän jälkeen liuos 

suodatettiin membraanin läpi paineen avulla. Entsyymin pysyvämpi paikalleen 

kiinnittäminen membraaniin tapahtui glutaarialdehydiristisilloittajalla. Tällä 

metodilla saavutettiin hyvä membraanin peittoaste, mutta puhtaan veden vuo laski 

kuitenkin 70 prosenttiin alkuperäisestä. Polyamidimembraanin negatiivinen 

pintavaraus vähentyi entsyymikerroksen vaikutuksesta. Entsyymin 

aktiivisuusmittauksissa huomattiin entsyymin olevan hyvin stabiili ja 

säilyttävänsä aktiivisuutensa hyvin pitkään. [27] 

Sen et al. [28] tutkivat -galaktosidaasientsyymin kiinnittämistä polyeetterisulfoni 

(PES) ja selluloosatriasettaati (CTA) membraaneihin. He käyttivät ristisilloittajina 

glutaarialdehydin ja polyeteeni-imiinin (PEI) seosta. Membraanit altistettiin PEI 

liuokselle, jonka jälkeen PEI-adsorboitunutmembraani altistettiin 

entsyymiliuokselle. Tämän jälkeen membraani altistettiin vielä 

glutaarialdehydille, mikä viimeisteli entsyymin kiinnittymisen membraaniin. 

Entsyymin kiinnittämisen jälkeen CTA membraanin veden permeabiliteetti oli 

suurempi kuin PES membraanilla. Tämä saattaa johtua CTA membraanin 

kasvaneesta hydrofiilisuudesta, joka on PEI kerroksen aikaansaama. Entsyymin 

kiinnittäminen 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 yleensä haitaksi, 

mutta sitä voidaan käyttää hyväksi geelikerroksen muodostuksessa membraanin 

pinnalle. Membraanin pinnalle on mahdollista muodostaan yhden geelikerroksen 

lisäksi useampia geelikerroksia ilman erillistä kerrosten välistä kiinnitystä. 

Geelikerroksen muodostuksessa saatetaan pienentää entsyymin suorituskykyä 

aineensiirron rajoitusten vuoksi. Geelikerrokseen saattaa muodostua kanavia, 

jotka ohjaavat virtausta kalvolle. Edellä mainitut ominaisuudet ovat kuitenkin 

membraanin toimivuutta huonontavia, jonka vuoksi ne ovat ei toivottuja 

ominaisuuksia. [8,9] 
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Geelin muodostus ja entsyymien kiinnittyminen membraanin pinnalle riippuu 

täysin entsyymikonsentraatiosta membraanin ja liuoksen rajapinnalla. Entsyymin 

maksimikonsentraation ollessa rajapinnalla pienempi kuin geelin konsentraatio ei 

entsyymejä enää kiinnity. Näin tapahtuu vaikka entsyymin konsentraatio olisi 

varsin korkea membraanin pinnan läheisyydessä, koska entsyymi on tällöin 

liukoisessa muodossa. [8] 

Giorno et al. [29] tekemissä tutkimuksissa entsyyminä on käytetty kaupallista 

entsyymiä Cytolase 219, jonka aktiivisimmat aineet ovat pektiini, sellulaasi ja 

hemisellulaasi. Cytolase 219 muodostaa itsenäisesti geelin polyamidi membraanin 

pinnalle. Geelin muodostus membraanin pinnalle pienensi membraanin vesivuota 

merkittävästi, mutta vähensi membraanin likaantumista omenamehua 

suodatettaessa. [29]  

6 LAITTEISTOJA ENTSYYMIN KIINNITTÄMISEEN 

Jochems et al. [25] ovat tutkineet entsyymien paikalleen kiinnittämistä 

membraaniin adsorption avulla. Jochems et al. eivät esikäsitelleet membraania 

mitenkään vaan altistivat membraanin palaset entsyymille koeputkissa. 

Membraanipalasia sekoitettiin koko altistuksen ajan. Kiinnittämisen jälkeen 

membraania huuhdeltiin useita kertoja ylimääräisen kiinnittymättömän entsyymin 

saamiseksi pois. Kiinnittyneiden entsyymien määrän on ajateltu olevan se määrä, 

mikä puuttuu alkuperäisestä entsyymiliuoksesta. Liu et al. [24] käyttivät myös 

entsyymin kiinnittämiseen samankaltaista tekniikkaa ja määrittivät kiinnittyneiden 

entsyymien määrän samalla periaatteella. 

Kim et al. [27] käyttivät entsyymin kiinnittämisessä tarkoitukseen suunniteltua 

erillistä astiaa, jossa vain membraanin aktiivinen pintakerros altistui entsyymeille. 

[27] Tällaisella astiaratkaisulla vältetään entsyymin kiinnittyminen membraanin 

tukirakenteisiin. Silloin kun kiinnittyneiden entsyymien laskentatapana käytetään 

alkuperäisestä altistusliuoksesta puuttuvien entsyymien määrää, vähiten virhettä 

tulokseen tulee, kun käytetään astiaa jossa vain membraanin pinta altistuu 
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entsyymille. Kim et al. tutkimuksissa entsyymiliuos suodatettiin paineen avulla 

membraanin lävitse, jolloin liuoksessa olleet entsyymit jäivät membraanin 

pinnalle. Tämän jälkeen membraania pestiin ylimääräisen entsyymin 

poistamiseksi, jonka jälkeen ristisilloittajaliuos lisättiin astiaan. Ylimääräinen 

ristisilloittajakin pestiin pois suodattamalla. [27] Beir et al. ovat myös käyttäneen 

entsyymien kiinnityksessä membraaniin astiaa, jossa vain membraanin pintakerros 

on kosketuksissa entsyymin kanssa. [26] Kuvassa 13 on esitetty heidän 

käyttämänsä laitteisto.  

 
Kuva 13 Beir et al. käyttämä laitteisto entsyymien kiinnittämisessä 

ultrasuodatus membraaneihin. [26] 

7  MAHDOLLISUUDET ENTSYYMIN KIINNTTÄMISEKSI 

MEMBRAANIIN 

Entsyymien kiinnittäminen membraanin pinnalle siten, että säilytetään entsyymin 

aktiivisuus ei ole helppoa. Entsyymit ovat herkkiä olosuhteiden muutoksille ja ne 

eivät kestä ääriolosuhteita. Tähän on yritetty etsiä ratkaisua entsyymin 

kiinnittämisestä, mutta oikeanlaisen menetelmän löytäminen joudutaan aina 

testaamaan jokaiselle entsyymi-kiinnitysmatriisi-yhdistelmälle erikseen. Edellä 

esitetyissä tutkimuksista käy ilmi, että kaikki olosuhdemuutokset vaikuttavat 

hyvinkin radikaalisti entsyymin toimintaan ja kiinnittymiseen. Tämä onkin yksi 

entsyymien käytön haasteita, kun ajatellaan teollisuusmittakaavan sovelluksia, 

joissa olosuhteet saattavat muuttua hyvinkin usein. 
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Entsyymi voidaan saada helposti kiinnittymään membraanin pintaan adsorptiolla. 

Entsyymin kiinnittämisessä adsorptiolla membraanin pinnalle tulee ottaa 

huomioon kaikki mikä voi muuttaa entsyymin tai membraanin ominaisuuksia, 

kuten pinnan hydrofobisuus, ionivahvuus, pH tai lämpötila. Pienetkin muutokset 

voivat aiheuttaa entsyymin desorption membraanista. Tämän takia entsyymin 

kiinnityksessä kannattaa harkita ristisilloittajan käyttöä kiinnittymisen 

parantamiseksi. Ristisilloittajan käytöllä saatetaan kuitenkin huonontaa 

membraanin ominaisuuksia, jonka vuoksi sen käyttömahdollisuudet ovat 

rajalliset.  

Kim et al. ja Beir et al. [26,27] tekemien tutkimusten perusteella entsyymin 

kiinnityksessä kannattaa käyttää painetta apuna, koska silloin saadaan 

laimeammassa konsentraatiossa olevasta entsyymiliuoksesta kiinnittymään yhtä 

paljon entsyymejä kuin vain altistamalla membraania suuremman konsentraation 

entsyymiliuokselle. Tällä tavalla säästetään entsyymejä ja saadaan prosessista 

tehokkaampi. Membraani kannattaa altistaa entsyymille vain sen pinnasta, jolloin 

ei turhaan kiinnitetä entsyymejä membraaniin muihin osiin. Entsyymien 

kiinnittämisellä muualle kuin membraanin pinnalle saattaa olla membraanin 

ominaisuuksia haittaavia vaikutuksia. 

Hatakka et al. [6] tekemien tutkimusten mukaan MnP tai lakkaasi olisivat 

potentiaalisimmat ligniiniä pilkkovat entsyymit. MnP:n ongelmana kuitenkin on 

sen vetyperoksidin tarve entsyymireaktiossa ligniinin kanssa. GOD:n käyttö 

vetyperoksidin tuottajana voisi olla ratkaisu MnP:n käytölle. GOD tarvitsee 

glukoosia vetyperoksidin muodostamiseen, jota on vaihtelevia määriä 

puuperäsissä uutteissa. GOD pilkkoo glukoosimolekyylit muodostaessaan 

vetyperoksidia, mikä on ei toivottu reaktio. Lisätty vetyperoksidi saattaa aiheuttaa 

ei toivottuja muutoksia hydrolysaattissa tai vaikeuttaa sen jatkokäsittelyä, jonka 

vuoksi vetyperioksidin lisäämistä täytyy tutkia hydrolysaatti kohtaisesti. 

Hatakka et al. tutkimuksissa on myös käynyt ilmi, että tietyn moolimassan 

lakkaasientsyymit pilkkovat ligniiniä hyvin. Lakkaasientsyymiä esiintyy 

valkolahottajasienen lisäksi myös kasveissa ja vain tietyistä sienistä saadut 
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lakkaasientsyymit pilkkovat ligniiniä tehokkaasti. Tämä ei kuitenkaan ole 

yksiselitteistä, koska muut prosessiominaisuudet, kuten lämpötila ja pH, 

vaikuttavat myös lakkaasientsyymin toimintaa. Vaikka Hatakka et al. 

tutkimuksissa onkin todettu tiettyjen lakkaasientsyymien toimivan parhaiten, niin 

samat lakkaasientsyymit eivät välttämättä toimi muissa samankaltaisissa 

olosuhteissa. Hydrolysaateissa olevan ligniini muoto ja määrä vaihtelevat 

hydrolysaatin tekotavan ja valmistusmateriaalin vuoksi hyvin paljon, minkä 

vuoksi toinen entsyymi voi toimia toisessa hydrolysaatissa ja olla toimimatta 

toisessa.  
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KOKEELLINEN OSA 

8 TYÖN TARKOITUS 

Puuperäisten uutteiden käsittely membraanitekniikan avulla on haasteellista 

ligniinin likaavien ominaisuuksien takia. Likaantumista saataisiin ehkä 

vähennettyä, jos ligniini pystyttäisiin pilkkomaan pienempiin osiin. Ligniiniä 

pilkkovista entsyymeistä lakkaasi ei tarvitse muita apuaineita toimiakseen, minkä 

vuoksi se on hyvä vaihtoehto puuperäisten uutteiden käsittelyyn siten, että ei 

vahingoitettaisi uutteessa olevia muita komponentteja. 

Tämän diplomityön tarkoituksena oli kiinnittää lakkaasientsyymi PES 

membraaniin suodatusominaisuuksien parantamiseksi. Lakkaasientsyymin 

tiedetään pilkkovan ligniiniä ja kiinnittämällä lakkaasientsyymi membraaniin 

voitaisiin vähentää ligniinin aiheuttamaa membraanin likaantumista. Tällöin 

vältyttäisiin lisäksi erilliseltä esikäsittelyvaiheelta ja voitaisiin saada puhtaampi 

lopputuote. 

9 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 

9.1 Käytetyt membraanit 

Työssä lakkaasin kiinnittämistä testattiin kahteen eri membraaniin, UP010 ja 

UP020. Nämä membraanit on valmistanut Microdyn-Nadir ja niiden ohut 

aktiivinen pintakerros on valmistettu PES:ta. Taulukossa II on esitetty valmistajan 

antamat UP010 ja UP020 membraaneiden ominaisuuden.  
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Taulukko II Valmistajan ilmoittamat membraanien UP010 ja UP020 
katkaisukoot, veden vuon arvot, pH kestävyydet ja maksimi 
käyttölämpötilat. [30] 

Membraani 
Katkaisu- 

koko [kDa] 
Vesivuo [L/(m2h)] 

pH:n 

kestävyys 

Maksimi käyttö 

lämpötila 

UP010 10  150 14 95 C 

UP020 20  200 14 95 C 

 

9.2 Käytetyt kemikaalit 

Tutkimuksessa käytetty puhdasvesi on valmistettu CENTRA-R 60/120 

laitteistolla, joka on Elgan valmistama. Tämä puhdasvesilaitteisto tuottaa aina 

vähintään 15 M cm puhtauden vettä.  

Tutkimuksessa käytettiin Novozym® 51003-entsyymivalmistetta, joka sisälsi 

lakkaasientsyymiä. Valmistajan mukaan lakkaasin moolimassa tuotteessa on noin 

80 kDa [31]. Taulukossa III on esitetty kaasukromatografialla tehdyt 

sokerianalyysitulokset entsyymivalmisteesta. [32] 

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

Sokeri [mg/L] 
Arabinoosi 410 
Ramnoosi 118 
Ksyloosi 304 
Glukuronihappo 115 
Galakturonihappo 363 
Mannoosi 7470 Yhteensä, 

[mg/L] 
Yhteensä, 

[g/L]  Galaktoosi 1012 
Glukoosi 5684 15477 15 

 

Entsyymin aktiivisuutta testattiin ABTSTM kromoforilla, joka on Calbiochem®:n 

tuote. ABTS muuttaa väriään lakkaasin hapettaessa sitä vaalean keltaisesta 
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vihreään. Tämä värin muutos pystytään todentamaan UV-VIS spektroskoopilla 

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

Lakkaasin paikalleen kiinnittämiseen käytettiin ristisilloittajana 25% 

glutaarialdehydiliuoksen elektronimikroskooppilaatua, jonka on valmistanut 

Merck KGaA. Glutaarialdehydin reaktiivisuuden takia kaikkien liuosten pohjana 

käytettiin 1% fosforipuskuriliuosta. Amresco®n valmistama fosfaattipuskuri oli 

laadultaan bioteknistä. Kiinnittyneen lakkaasin määrää mitattiin Thermo 

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

Tutkimuksessa käytetty koivu-uute on tehty Metsäntutkimuslaitoksella Vantaalla 

uuttamalla koivupuruja läpivirtausmenetelmällä. Uuton tavoitelämpötila oli 

170 C, virtausnopeus 20 kg/min ja 0,1 M etikkahapponatriumasetaattipuskuria 

syötettiin uuttoon 0,3 kg/min. Käytetyn koivu-uutteen pH oli 3,75, johtokyky 

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

9.3 Käytetty koelaitteisto 

Lakkaasientsyymin paikalleen kiinnittäminen 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 m2. Suodatinlaitteisto toimii panossuodatin-

periaatteella. Membraani sijoitetaan suodatinlaitteiston alaosaan ja suodatettava 

fluidi membraanin päälle. Käytetty laitteisto on esitetty kuvassa 14. Apuna työssä 

käytettiin metallista valmistettua sylinterin muotoista membraani pidikettä, joka 

oli samankokoinen kuin kuvan 14 suodatinlaitteisto. Tätä pidikettä käytettiin 

kiinnitetyn lakkaasientsyymin aktiivisuuden määrittämisessä ja membraanin 

pidempiaikaisessa märkänä säilyttämisessä. 
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Kuva 14 Suodatinlaitteiston kuva. Halkaisija 76 mm, tilavuus 300 mL ja 

suodatuspinta-ala 0,004 m2 

9.4 Analyysilaiteet ja analyysit 

Entsyymikäsiteltyjen ja -käsittelemättömien membraanien kemiallinen rakenne 

analysoitiin Fourier muunnos infrapuna spektroskoopilla (engl. Fourier transform 

infrared spectroskopy)(FTIR). Analyysit tehtiin PerkinElmer FT-IR spectrometer 

FrontierTM:lla, minkä detektorina toimii litiumtantaali kide (LiTaO3). Membraanin 

pinnan karakterisoimiseksi käytettiin kokonaisheijastus tekniikkaa (engl. 

Attenuated total reflectance) (ATR), jossa membraani asetetaan 

talliumbromidijodidikiteen molemmille puolille ja IR-säde kulkee kiteen lävitse 

heijastuen sen pinnasta useita kertoja osuen samalla membraani näytteeseen 

kuvan 15 osoittamalla tavalla. Spektrien ajoissa käytettiin resoluutiota 4, 20 

ajokertaa ja IR-säteen tulokulmana ATR kiteeseen käytettiin 60 .  

 
Kuva 15 FTIR spektroskoopilla käytetyn ATR kiteen toimintaperiaate. [33] 
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Lakkaasientsyymin aktiivisuus (420 nm) ja kiinnittyneen lakkaasin määrä 

(562 nm) määritettiin UV-VIS Jasco V-670 laitteella. Jasco V-670 on 

kaksisädelaitteisto, jossa on deuteriumlamppu 190 350 nm ja halogeenilamppu 

330 2700 nm aallonpituuksilla. Detektorina laitteistossa toimii valomonistin putki 

antimonirikkifotodiodilla.  

Kiinnittyneen lakkaasin määrä analysoitiin Pierce® BCA Protein Assay Kit:llä, 

jonka toimintaperiaate ja kalibrointisuora on esitetty liitteessä I. Pakkauksen 

reagensseista A ja B valmistettiin pakkaukseen ohjeen mukainen liuos. Liuoksen 

ja näytteen annettiin reagoida 37 C:n vesihauteessa 30 minuutin ajan. Tämän 

jälkeen näytteet nostettiin huoneen lämpöön tasaantumaan 30 minuutiksi. Näytteet 

analysointiin mahdollisimman samaan aikaan, koska reagenssien ja näytteen 

välinen reaktio ei pysähdy. Näin saatiin keskenään mahdollisimman 

vertailukelpoisia tuloksia. 

Vapaan lakkaasin ja kiinnittyneen lakkaasin aktiivisuuden määrittämisessä 

käytettiin samaa aikaa, joka perustuu Johannes:n ja Majcherczyk:n [34] tekemään 

tutkimukseen. Tutkimuksen mukaan lakkaasi hapettaa ABTS:n maksimiarvoonsa 

noin 1,5 minuutissa, minkä vuoksi aktiivisuus kokeissa käytettiin 2 minuutin 

hapetusaikaa.  

Vapaan lakkaasin aktiivisuuden määrittämiseen käytettiin liuosta, jossa oli ABTS, 

250 µL lakkaasientsyymiä ja 4 mL 1% fosfaattipuskuria. pH kestävyyskokeissa 

fosfaattipuskuri oli huoneenlämpöistä. Membraaniin kiinnitetyn lakkaasin 

aktiivisuus määritettiin liuoksella, jossa oli 1 mL ABTS ja 4 mL 1% 

fosfaattipuskuria. Liuos oli lämmitetty 45 C:seen pH:n ollessa 7,4. 

Lakkaasientsyymin aktiivisuuden säilyminen membraaniin kiinnitettynä testattiin 

jättämällä kaksi lakkaasia sisältävää membraania 17 tunniksi fosfaattipuskuriin 

huoneenlämpötilaan, minkä jälkeen membraaneista mitattiin lakkaasin aktiivisuus.  

Koivu-uutteen ligniinipitoisuus määritettiin UV-VIS spektrofotometrillä 

aallonpituuksilla 203 nm ja 205 nm. Tuloksena saatujen absorbanssiarvojen 

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

Kaikille tutkimuksessa käytetyille membraaneille tehtiin samanlainen esikäsittely 

mahdollisten pinnalla olevien epäpuhtauksien poistamiseksi. Membraaneja 

pidettiin puhtaassa vedessä ultraäänihauteessa kolme kertaa kymmenen minuutin 

ajan. Tällä esikäsittelyllä poistetaan myös mahdolliset ilmakuplat membraanin 

huokosista 

10.1 Vapaan lakkaasin pH:n ja lämmönkestävyys 

Vapaan lakkaasientsyymin aktiivisuus eri pH:ssa ja lämpötiloissa määritettiin 

entsyymin maksimaalisen aktiivisuuden selvittämiseksi ja optimaalisten 

olosuhteiden löytämiseksi. Nämä kokeet suoritettiin koeputkikokeina ja niistä 

tehtiin kolme rinnakkaista määritystä.  

pH väliksi valittiin 2 9, joka kattaa hyvin entsyymin käyttö-pH:t. Lakkaasin 

aktiivisuus testattiin 0,5 pH:n välein. 4 mL fosfaattipuskuria mitattiin koeputkeen, 

minkä jälkeen sen pH säädettiin NaOH:ta ja suolahappoa käyttäen. Kun pH oli 

oikea, koeputkeen lisättiin ABTS. Lämpötilaväliksi valittiin 25 80 C. Lakkaasin 

aktiivisuus testattiin 5 C välein lämmittämällä fosfaattipuskuri haluttuun 

lämpötilaan ja sen jälkeen lisäämällä ABTS.  

10.2 Lakkaasin kiinnittäminen membraaniin 

Entsyymin kiinnittäminen aloitettiin laittamalla esikäsitelty membraani kuvan 14 

osoittamaan suodatinlaitteistoon, minkä jälkeen mitattiin puhtaanveden 

permeaattivuo. Tämän jälkeen valmistettiin 50 mL:sta fosfaattipuskuria ja 

entsyymivalmisteesta seos, joka laitettiin kontaktiin membraanin kanssa 

suodatinlaitteistossa. Entsyymivalmisteen määrä seoksessa riippuu tehdystä 

kokeesta. Seoksen annettiin sekoittua kymmenen minuuttia paineettomana, jotta 

lisätty seos olisi mahdollisimman homogeeninen. Beir et al. [26] tutkimustulosten 

mukaisesti suodattimessa oleva seos suodatettiin membraanin lävitse 2 bar:n 
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paineella. Tämän jälkeen ylimääräinen entsyymi huuhdeltiin membraanin pinnalta 

25 mL:lla fosfaattipuskuria, minkä jälkeen se suodatettiin 2 bar:n paineella 

membraanin lävitse. Huuhtelun jälkeen suodatinlaitteistoon lisättiin 0,2%:n 

glutaarialdehydi liuos, jonka annettiin sekoittua 2 tuntia membraanin päällä. 

Tämän jälkeen mitattiin puhtaanveden permeaattivuo membraanille. Toisena 

ristisilloitustyylinä lakkaasientsyymin kiinnittämiseksi tehtiin kokeilu, joissa 2 mL 

lakkaasientsyymivalmistetta ja 0,2% glutaarialdehydiä annettiin sekoittua 

keskenään ennen kontaktia membraaniin tai niiden annettiin sekoittua 

membraanin päällä. Taulukossa IV on esitetty kaikki tehdyt lakkaasin 

membraaniin kiinnittämistestit. 

Taulukko IV Tehdyt lakkaasientsyymin membraaniinkiinnittämistestit ja niiden 
lakkaasi määrät, huuhtelut ja ristisilloitukset UP010 membraanille 

Testin 
nimi 

Lakkaasi, 
[mL] 

Huuhtelu, 
[mL] 

Ristisilloitus 0,2% glutaarilaldehydi 

Testi 1 0,25 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 2 0,25  4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 3 0,5 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 4 1 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5.1 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5.2 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5.3 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5.4 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 5.5 2 25 4 h sekoitus ilmanpaineessa membraanin päällä 
Testi 6 2  lakkaasin kanssa sekoitus 2,5 h, seos 

membraanin läpi 2 bar 
Testi 6.1 2  lakkaasin kanssa sekoitus 2,5 h, seos 

membraanin läpi 2 bar 
Testi 7 2  lakkaasin kanssa sekoitus 1 h, seos membraanin 

päällä ilmanpaineessa 4 h 
Testi 8 2  lakkaasin kanssa sekoitus 4 h membraanin 

päällä  
 

Entsyymin kiinnitystä tehtiin myös suuremman katkaisukoon UP020 

membraanille. UP020 membraaniin tehtiin testin 5 mukainen entsyymin kiinnitys. 

Tämä lakkaasientsyymin kiinnitys toistettiin kaksi kertaa.  
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Fosfaattipuskuri-lakkaasi-liuoksesta ennen paineistusta, membraanin läpi tulleesta 

liuoksesta sekä huuhteluliuoksesta otettiin näytteet kiinnittyneen lakkaasin 

määritystä varten. Kiinnittyneen lakkaasin määritys tehtiin Pierce® BCA Protein 

Assay Kit:llä. Membraaniin kiinnittyneen lakkaasin aktiivisuus määritettiin 

ABTS:n avulla UV-VIS spektrofotometrillä. Entsyymillä modifioitu membraani 

laitettiin suodatinlaitteistoa muistuttavaan pidikkeeseen aktiivisuusmittauksia 

varten.  

Kaikki membraanit kuivattiin ATR-FTIR-analyysiä varten. Menetelmä on esitelty 

tarkemmin osiossa 11 mittaustulosten käsittely ja analytiikka. ATR-FTIR 

mittauksia varten tehtiin myös UP010 ja UP020 membraaneista näytepalat, joille 

tehtiin sama esikäsittely kuin entsyymikäsitellyille membraaneille. 

10.3 Koivu-uutteen suodatukset ja adsorptiokoe 

Suodatuskokeiden alussa entsyymikäsittelemättömällä UP010 membraanilla 

tehtiin referenssisuodatus koivu-uutteella, jotta voitaisiin havaita entsyymin 

mahdolliset suodatusolosuhteita parantavat vaikutukset. Membraanille tehtiin 

sama esikäsittely kuin entsyymikäsitellyille membraaneille. Puhtaan veden 

permeattivuo mitattiin ennen ja jälkeen koivu-uute suodatuksen.  

Koivu-uutetta suodatettiin myös entsyymikäsittelyllä UP010 membraanilla. 

Lämpötila koivu-uute suodatuksessa oli 50 C:ta, paine 2 bar ja sekoitus 500 rpm. 

Membraaniin kiinnitetyn lakkaasin ligniiniä pilkkovat ominaisuudet testattiin 

adsorptiokokeella. UP010 membraaniin kiinnitettiin lakkaasi, jonka jälkeen 

membraani laitettiin kontaktiin koivu-uutteen kanssa kolmeksi tunniksi 

sekoituksen ollessa 500 rpm. Koivu-uutteesta otettiin näyte sekä adsorptiokokeen 

alussa että kolmen tunnin kuluttua kokeen aloittamisesta. UP010 membraanista 

mitattiin vesivuot ennen ja jälkeen entsyymin kiinnittämisen, sekä koivu-uute 

suodatuksen ja adsorptiokokeen jälkeen. 



38 
 

 

11 MITTAUSTULOSTEN KÄSITTELY  

Membraanien permeaattivuo laskettiin käyttäen yhtälöä 1. Tilavuuden 

pieneneminen (engl. Volume reduction) (VR) voidaan määrittää syötön ja 

konsentraatin tilavuuksien. Panostoimisille prosesseille VR lasketaan yhtälöstä 7. 

[2] 

 =  (7) 

 jossa VR tilavuuden pieneneminen,  

  Vf syötön tilavuus, m3 

  Vr konsentraatin tilavuus, m3 

Ligniinin pitoisuuden laskemiseen UV-VIS absorbanssiarvoista käytettiin 

yhtälöä 8. 

 ä =
/

 (8) 

 jossa Ab Absorbanssi,  

12 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 

Tutkimuksessa käytettyjen membraanien UP010 ja UP020 mitatut 

permeaattivuoarvot löytyvät liitteestä I. Liitteessä II on tutkimuksessa käytettyjen 

UP010 ja UP020 membraaneille mitatut puhtaan veden permeaattivuoarvot ennen 

ja jälkeen lakkaasientsyymi kiinnityksen. Membraanien aktiivisuudet on 

ilmoitettu liitteessä III. Lakkaasientsyymivalmisteen kiinnittyminen 

membraaneihin on taulukoitu liitteeseen IV ja vapaan lakkaasin aktiivisuudet eri 

pH:ssa ja lämpötiloissa on esitetty liitteessä V. 
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12.1 Vapaan lakkaasin pH:n ja lämmönkestävyys  

Tehtyjen tutkimusten perusteella [6,35] vapaan lakkaasin aktiivisuus vaihtelee 

suuresti muuttuvissa pH olosuhteissa. Lakkaasin tarkoituksena oli pilkkoa 

ligniiniä puu-uutteesta, joka on hapanta. Tässä tutkimuksessa mitattu vapaan 

lakkaasivalmisteen aktiivisuus pH-välillä 2 9 on esitetty kuvassa 16. Mitä 

korkeampi on kuvan 15 absorbanssi sitä aktiivisempi entsyymivalmiste on.  

 
Kuva 16 Vapaan Novozym® 51003 lakkaasientsyymivalmisteen aktiivisuus 

pH välillä 2 9. Aktiivisuus on mitattu ABTSTM kromoforilla 
420 nm aallonpituudella UV-VIS spektroskoopilla 

Muihin tutkimuksiin [6,35] verrattuna Novozym® 51003 lakkaasivalmisteen pH-

kestävyys oli todella hyvä. Aktiivisimmillaan entsyymivalmiste oli pH välillä 

5,5 7,5. Aktiivisuus ei kuitenkaan vähentynyt suuresti pH-väleillä 3 4,5 ja 8 9. 

Aktiivisuus alkoi merkittävästi vähentyä, kun mentiin pH:n 2,5 alapuolelle. 

Työssä käytetyn koivu-uutteen pH oli 3,75. Tämä ei kuitenkaan ole 

maksimiaktiivisuusalueella, mutta entsyymivalmisteen aktiivisuus on hyvä 

kyseisessä pH:ssa. 

Tässä tutkimuksessa mitattu vapaan lakkaasin aktiivisuus lämpötilavälillä 

25 80 C on esitetty kuvassa 16. Aikaisempien tutkimusten [6,35] perusteella 

vapaan lakkaasin aktiivisuus eri lämpötiloissa vaihtelee. Vapaan lakkaasin 
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aktiivisuus on aikaisemmin tehtyjen tutkimusten perusteella epästabiilimpi kuin 

kiinnitetyn lakkaasin.  

 
Kuva 17 Vapaan Novozym® 51003 lakkaasientsyymivalmisteen aktiivisuus 

lämpötila välillä 25 80 C. Aktiivisuus on mitattu ABTSTM 
kromoforilla 420 nm aallonpituudella UV-VIS spektroskoopilla. 

Vapaa Novozym® 51003 lakkaasivalmiste kestää hyvin lämpötilaa 55 C:een asti. 

Suurin aktiivisuus saavutettiin 40 45 C:ssa. Merkittävä aktiivisuuden 

väheneminen alkoi tapahtua 60 C:ta korkeammissa lämpötiloissa. Koivu-uute 

valmistetaan tyypillisesti 140 170 C:ssa. Näin ollen suodatuslämpötilaksi pitäisi 

valita 60 C:tta, jotta uutteen jäähdytystarve olisi mahdollisimman pieni ja 

olosuhteet lakkaasientsyymin aktiivisuudelle olisivat mahdollisimman hyvät. 

Lisäksi polymeerisen membraanin pitkäaikaisen kestävyyden takaamiseksi 

suodatuksessa olisi lämpötila hyvä pitää 60 C:ssa [36]. Käytettäessä lakkaasia 

apuna ligniinin pilkonnassa korkeissa lämpötiloissa sen aktiivisuus kuitenkin 

kärsii, joka voidaan nähdä kuvasta 16. Tällaisessa tapauksessa puu-uute 

suodatukset kannattaa tehdä 55 C:ssa tai alhaisemmassa lämpötilassa. Tästä 

syystä koesuodatuksiin valittiin lämpötilaksi 50 C. Kuvasta 16 huomataan myös 

lakkaasin aktiivisuuden vähenevän hieman, kun lämpötila laskee 35 C:seen ja sitä 

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

Koesarja aloitettiin testaamalla onko lakkaasin kiinnittäminen aktiivisena valitulla 

menetelmä mahdollista UP010 membraaniin. Kuvassa 18 on esitetty testien 1 5 

vuon alenemat ja entsyymin aktiivisuus kiinnittämisen jälkeen. Testissä 4 

kokeiltiin irtoaako mahdollisesti kiinnittynyt lakkaasi jo vesivuota mitattaessa.  

 
Kuva 18 Testien 1, 2, 3, 4 ja 5 vuon alenema ja lakkaasin aktiivisuus 

kiinnittämisen jälkeen membraanin UP010. Testissä 1 ja 2 
Novozym® lakkasivalmistetta on 0,25 mL, testissä 3 0,5 mL, 
testissä 4 1 mL ja testissä 5 2 mL. Kaikissa testeissä 
ristisilloittajana on käytetty 0,2% glutaaridialdehydiä.  

Kuten kuvasta 18 voidaan huomata, lakkaasi entsyymin säilyminen aktiivisena 

membraaniin kiinnittämisen jälkeen ei ole yksiselitteistä. Testissä 1 on 

membraanissa huomattavissa aktiivisuutta kun entsyymi valmistetta käytettiin 

vain 250 µL, kun taas testissä 3 aktiivisuusta ei ollut membraanissa huomattavissa 

vaikka entsyymivalmistetta käytettiin 500 µL. Testi 2 on suoritettu samalla tavalla 

kuin testi 1 jättämällä kuitenkin ylimääräinen entsyymin huuhtelu pois kokonaan. 

Tämä ei kuitenkaan lisännyt kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuutta, vaan päinvastoin 

alensi aktiivisuutta. Testissä 4 vesivuota ei mitattu lakkaasin kiinnittämisen 
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jälkeen, mutta siltikään membraanissa ei ollut havaittavissa aktiivisuutta. Testissä 

5 käytettiin lakkaasi valmistetta 2 mL, jonka jälkeen membraanissa oli 

havaittavissa aktiivisuutta. Testissä 5 vuon alenema on kuitenkin suurempi kuin 

aikaisemmissa testeissä. 

Pierce® BCA Protein Assay Kit:llä mitatun kiinnittyneen lakkaasin määrän 

mukaan eniten entsyymiä on kiinnittynyt testissä 5, noin 7,8 g/m2. Vähiten 

entsyymiä on kiinnittynyt testissä 1, noin 0,7 g/m2. Testeissä 2 4 lakkaasia on 

kuitenkin kiinnittynyt huomattavasti enemmän kuin testissä 1, mutta tämä ei 

kuitenkaan näy lakkaasientsyymin aktiivisuudessa. Novozym® lakkaasivalmiste 

sisältää paljon muitakin ainesosia kuten sokereita, jotka saattavat vaikuttaa 

proteiinin määritystestissä antaen virheellisiä tuloksia. Lakkaasi voi myös olla 

kiinnittyneenä membraaniin, mutta se ei vain ole aktiivisessa muodossa. Tämän 

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

Suuremman aktiivisuuden saavuttamiseksi kokeiltiin lakkaasin ristisilloittamista 

ensin glutaarialdehydin kanssa ennen kuin se saatettiin kontaktiin membraanin 

kanssa. Tällöin ristisilloittuneet lakkaasientsyymit eivät tukkisi membraanin 

huokosia vaan jäisivät kerrokseksi membraanin pintaan. Näiden 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 kiinnittämisen jälkeen. Kaikissa testeissä 
käytettiin 2 mL Novozym® lakkaasivalmistetta ja 0,2% 
glutaarialdehydiä ristisilloittajana. Testeissä 6 ja 6.1 lakkaasin ja 
ristisilloitajan on annettu sekoittua keskenään 2,5 h:a ennen 
membraanin läpäisemistä 2 bar paineella. Testissä 7 lakkaasi ja 
glutaarialdehydi annettiin sekoittua 1 h ennen saattamista 
kontaktiin membraanin kanssa 4 h:ksi ilman painetta. Testissä 8 
lakkaasi ja glutaarialdehydi on saatettu suoraan kontaktiin 
membraanin kanssa 4 h:ksi, jonka jälkeen membraani on huudeltu 
fosfaattipuskurilla. 

Testi 6.1 on testin 6 rinnakkainen testi. Testi 6.1 on tehty, koska alkuperäisen 

testin 6 membraani vahingoittui. Testien 6 8 membraaniin kiinnitetyn lakkaasin 

aktiivisuutta ei saatu kasvamaan. Tämä saattaa johtua siitä, että ristisilloittaja 

ympäröi kokonaan entsyymiä ja haittaa siten sen aktiivisuutta. Ristisilloittamalla 

lakkaasientsyymit ensin toisiinsa ei kuitenkaan ollut suurta vaikutusta 

membraanin vuon alenemaan. Glutaarialdehydi on myrkyllinen, jonka vuoksi se 

täytyy hävittää asiaan kuuluvalla tavalla. Tämän vuoksi jätteen määrä kannattaa 

minimoida. Jätettä syntyy vähemmän, kun lakkaasin kiinnittäminen tehdään 

testin 5 mukaan. Näistä syistä johtuen toistettavuus kokeisiin valittiin testi 5. 

Kiinnittyneen lakkaasin määrää ei voitu luotettavasti mitata Pierce® BCA Protein 

Assay Kit:llä, koska glutaarialdehydi häiritsi analyysiä. 
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Kuvassa 20 on esitetty testin 5 kaikki viisi rinnakkaisen lakkaasin kiinnitystä ja 

niiden vuon alenemat ja aktiivisuudet. Lisäksi kuvassa on testien 5.1 ja 5.3 

kohdalla aktiivisuusmittaus 17 tunnin jälkeen lakkaasientsyymin kiinnittämisestä. 

Testejä 5.3 ja 5.5 on käytetty koivu-uutteen suodatuskokeissa.  

 
Kuva 20 Testien 5, 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 ja 5.5 vuo alenema ja lakkaasin 

aktiivisuus kiinnittämisen jälkeen membraanin UP010. Testeissä 
5.1 ja 5.3 on mitattu aktiivisuus myös 17 tunnin kuluttua 
kiinnittämisestä. Testeissä käytettiin 2 mL Novozym® 
lakkaasivalmistetta ja 0,2% glutaarialdehydiä ristisilloittajana. 

Kaikissa testeissä oli havaittavissa aktiivisuutta, mutta aktiivisuuden määrä 

vaihteli rinnakkaisten kiinnitysten välillä suuresti. Suurin aktiivisuus oli 

havaittavissa testissä 5.4 ja alhaisin testissä 5.2. Taulukossa VI on esitetty testien 

5.5 kiinnittyneen lakkaasientsyymin määrät. Kiinnittyneen entsyymin määrässä 

on myös havaittavissa suuria vaihteluita rinnakkaisten testien kesken. Tarkempi 

ymmärrys entsyymin kiinnittymisestä olisi tarpeen, koska näin voitaisiin parantaa 

entsyymin kiinnittymistä ja vähentää entsyymin hävikkiä. Tästä olisi myös hyötyä 

siten, että lakkaasientsyymi saataisiin kiinnittymään aktiivinen kohta vapaana 

membraanin. 
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Taulukko V Kiinnittyneen lakkaasientsyymin määrä testeissä 5 5.5 Pierce® 
BCA Protein Assay Kit:llä mitattuna. 

Entsyymiä 
kiinnittynyt 

[g/m2] 

Testi 
5 

Testi 
5.1 

Testi 
5.2 

Testi 
5.3 

Testi 
5.4 

Testi 
5.5 

7,8 6,8 10,7 12,0 9,0 9,5 
 

Verrattaessa taulukon VI testejä 5 5.5 nähdään, että eniten lakkaasia on 

kiinnittynyt membraaniin testissä 5.3, jossa entsyymiä saatiin kiinnitettyä 

12,0 g/m2. Vähiten lakkaasia on kiinnittynyt testissä 5.1, jossa entsyymiä on saatu 

kiinnittymään 6,8 g/m2. Testeistä 5.1 ja 5.3 mitatut lakkaasin aktiivisuuden ovat 

kuitenkin lähellä toisiaan, vaikka toisessa testissä on entsyymiä kiinnittyneenä 

melkein puolet vähemmän. Pierce® BCA Protein Assay Kit:llä mitatut 

kiinnittyneen lakkaasientsyymin määrät ovat kuitenkin vain suuntaa-antavia, 

koska tarvike sarja ei ole pelkästään suunniteltu lakkaasientsyymin määrän 

analysointiin.  

Suuremman mittakaavan sovelluksia ajatellen noin 50% vuon alenema on liian 

suuri, minkä vuoksi kokeiltiin samasta materiaalista valmistetun suurempi 

huokoisen membraanin käyttämistä lakkaasin kiinnittämisessä. Näin tehtiin, koska 

haluttiin nähdä, saavutetaanko tällöin suurempi permeaattivuo lakkaasin 

kiinnittämisen jälkeen. Kokeissa käytettiin UP020 membraania. Kuvassa 20 on 

esitetty testin 5 mukaiset lakkaasientsyymin kiinnittämiskokeiden 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 

kiinnittämisen jälkeen membraanin UP020. Testeissä käytettiin 
2 mL Novozym® lakkaasi valmistetta ja 0,2% glutaarialdehydiä 
ristisilloittajana. 

UP020 membraanin kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuus jäi kuitenkin alhaiseksi 

useista toistoista huolimatta. Lakkaasin kiinnittämisprosessin huuhteluvaiheessa 

testeissä 5P ja 5P.1 oli huomattavissa tummaa sakkaa, jota ei ole ollut 

havaittavissa muissa testeissä. Sakka on voinut muodostua suodatinlaitteistoon 

jääneistä epäpuhtauksista tai entsyymivalmiste on reagoinut epäpuhtauksiin 

membraanissa. Vuo aleni prosentuaalisesti saman verran kuin UP010 

membraanillakin, mutta vuon arvon ollessa alussa suurempi saavutettiin 

keskimäärin 14 kg/(m2h) suurempi vuo kuin UP010 membraaneille tehdyissä 

kokeissa. Kiinnittyneen lakkaasientsyymin määrä membraaniin UP020 jäi 

alhaisemmaksi verrattaessa UP010 membraaniin kiinnittyneeseen lakkaasiin. 

Vähäisestä kiinnittymisestä saattaa myös johtua matala lakkaasin aktiivisuus. 

Lakkaasin vähäisestä aktiivisuudesta johtuen UP020 membraanin suodatus 

ominaisuuksia ei testattu koivu-uutteella.  
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12.3 ATR-FTIR spektrit membraaneista 

Kaikissa kokeissa käytettyjen membraanien spektreissä (kuvat 2326) on 

nähtävissä piikit aaltoluvuilla 1580, 1488, 1325 ja 1300 1/cm. PES membraanin 

rakenteessa olevien aromaattisten ryhmien vaste voidaan havaita piikeistä 1580 ja 

1488 1/cm. Kaksoispiikki aaltoluvuilla 1325 ja 1300 1/cm on vaste aromaattisesta 

sulfonikromoforista PES-rakenteessa. [37-39] 

Kuvassa 22 on esitetty käsittelemättömän UP010 membraanin ja testien 1 5 

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

membraaniin. 

 
Kuva 22 Keskittelemättömän UP010 membraanin (Ref.), sekä testien 1, 2, 3, 

4 ja 5 ATR-FTIR spektrit. 

Käsittelemättömään UP010 membraaniin (Ref.), joka on kokeissa toiminut niin 

sanottuna referenssinäytteenä, verrattaessa huomataan entsyymikäsiteltyjen 

membraanien spektreissä muutoksia muutamalla aallonpituudella. 1650 1/cm 

aallonpituudella huomataan pienen olkapään muodostumista. Aallonpituudella 

1650 ja 1632 1/cm piikit johtuvat todennäköisesti primaari- ja 
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sekundaariamideista. Primaarisen amidin C=O sidos voidaan nähdä kohdassa 

1650 1/cm ja sekundaarisen amidin C N sidos voidaan nähdä kohdassa 

1632 1/cm. Primaarisen amidipiikin voidaan olettaa johtuvan membraaniin 

kiinnittyneestä lakkaasientsyymistä. Testien 1 5 spektreissä huomataan piikkien 

intensiteetin kasvua 1377 1/cm kohdalla. Tällä aallonpituudella havaitaan C H 

sidoksen antama vaste. Tässä tapauksessa se voi johtua lakkaasientsyymin 

rakenteessa sijaitsevista C H sidoksista. [38-41] 

Kuvassa 22 on huomattavissa muutosta testien 1 5 välillä aallonpituudella 

1443 1/cm. Referenssin ja testien 1 4 välillä piikki pysyy suhteellisen 

samanlaisena, mutta testissä 5 piikin intensiteetti laskee. Aromaattisen renkaan 

H sidos on nähtävissä 1443 1/cm aallonpituudella. Membraanin rakenteessa on 

aromaattisia renkaita, mutta entsyymin kiinnittäminen membraaniin on ehkä 

huonontanut sen näkyvyyttä IR-spektrissä. 

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

vertailun vuoksi myös käsittelemättömän UP010 membraanin (Ref.) spektri. 
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Kuva 23 Käsittelemätön UP010 (Ref.) ja testein 5, 5.1 ja 5.4 membraanien 

ATR-FTIR spektrit. 

Kuvasta 23 nähdään samat muutokset spektreissä kuin kuvassa 22. Testit 5, 5.1 ja 

5.4 spektrien vasteet ovat erittäin yhdenmukaisia. Aallonpituudella 1443 1/cm on 

huomattavissa pientä erovaisuutta. Kyseisellä aallonpituudella testin 5.4 spektrissä 

on hieman suurempi intensiteetti kuin testissä 5 ja 5.1. Tämä voi johtua entsyymin 

epätasaisesta kiinnittymisestä, minkä vuoksi membraanin rakenne näkyy 

spektrissä paremmin. [39] 

Kuvassa 24 on esitetty UP020 membraanien ATR-FTIR spektrit. Kuvassa on 

esitettynä käsittelemättömän 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 Käsittelemättömän UP020 membraanin (Ref. UP020) ja testien 5P, 

5P.1 ja 5P.2 membraanien ATR-FTIR spektrit. 

UP020 membraanille tehtyjen lakkaasientsyymin kiinnityskokeissa entsyymin 

aktiivisuudessa ei päästy samalle tasolle kuin UP010 membraanin kohdalla. 

Kuvan 24 spektreistä voidaan kuitenkin huomata entsyymin kiinnittyneen 

membraaniin, kuten UP010 membraanin tapauksessa. Tämä voidaan päätellä 

amidi ja C H piikeistä aallonpituuksilla 1650, 1632 ja 1377 1/cm. [39,40] 

Kuvassa 25 on esitetty koivu-uute suodatuksissa ja adsorptio kokeessa käytetyt 

UP010 membraanit, sekä käsittelemättömän UP010 membraani (Ref.) spektri. 

Kuvassa 25 oleva Ref. koivu-uute viittaa käsittelemättömällä UP010 

membraanilla tehtyä koivu-uute suodatusta.  
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Kuva 25 Käsittelemättömän (Ref.), koivu-uute suodatuksessa käytetty 

entsyymikäsitelty (Testi 5.3 suodatus) ja entsyymikäsittelemätön 
(Ref. Koivu-uute) ja adsorptiokokeessa käytetyn 
entsyymikäsitellyn (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 käsittelemättömän membraanin välillä. Piikin 

muodostuminen 1515 1/cm kohtaan voidaan olettaa johtuvan membraaniin 

kiinnittyneestä ligniinistä ja sen aromaattisesta rakenteesta. Adsorptiokokeessa 

1515 1/cm piikki ei ole niin selkeä kuin koivu-uute suodatuksissa käytettyjen 

membraanien kohdalla. Voidaan siis olettaa, että ligniiniä ei ole adsorboitunut 

membraanin pintaan yhtä paljon. 1466 1/cm voidaan tulkita hiiliketjujen CH2 

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 

lämpötilassa, 5 bar:n paineessa käyttäen 500 rpm sekoitusnopeutta. 
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Kuva 26 Koivu-uutteen konsentrointi panostoimisella membraani-

suodattimella UP010 membraanilla. Konsentrointi tehtiin 
lämpötilassa 50 C, paineessa 5 bar sekoituksen ollessa 500 rpm. 
Suodatuspinta-ala oli 0,004 m2. 

Permeabiliteetti laski nopeasti heti ensimmäisten suodatustuntien aikana, mikä 

kertoo membraanin suuresta taipumuksesta likaantua koivu-uutteen sisältämillä 

yhdisteillä. PES membraanit olisivat lämpötila- ja pH-kestävyytensä puolesta 

hyviä membraaneja puu-uutteiden konsentroinnissa, mutta niiden voimakas 

likaantuminen on todellinen ongelma. 

Seuraavaksi kokeiltiin onko lakkaasin kiinnittämisestä UP010 membraaniin 

hyötyä koivu-uutteen käsittelyssä. Kokeessa käytettiin testin 5.3 membraania 

Lakkaasin kiinnityksessä membraanin permeaattivuo laskee keskimäärin noin 

50%. Lakkaasikäsitelty membraani tukkeutui vielä nopeammin kuin 

käsittelemätön membraani. Konsentrointisuodatuksessa permeaattia saatiin vain 

muutama tippa, vaikka paine oli 5 bar:a, lämpötila 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. Tästä käsittelystä ei kuitenkaan ollut 

mitään hyötyä. Koivu-uute on saattanut tukkia membraanin huokoset. Tästä 

syystä membraanille tehtiin vastavirtapesu. Membraani käännettiin väärin päin 

suodatinlaitteistoon niin, että membraanin tukimateriaali oli ylöspäin. Tämän 
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jälkeen suodatin laitteistoon muodostettiin 2,5 bar:n paine. Tämän tarkoituksena 

oli aukaista mahdolliset koivu-uutteesta tukkeutuneen huokoiset. Toimenpiteestä 

ei ollut apua koivu-uutteen konsentroinnissa. Näin ollen todettiin, että lakkaasin 

kiinnittäminen membraaniin ei tuottanut parannusta koivu-uute konsentrointiin. 

Lakkaasin ligniiniä pilkkovat ominaisuudet testattiin laittamalla lakkaasilla 

modifioitu membraani kontaktiin koivu-uutteen kanssa ilman painetta kolmen 

tunnin ajaksi. Koivu-uutteen lämpötila oli 50 C:ta ja sekoitus kokeessa oli 

500 rpm. Tässä kokeessa käytettiin testin 5.5 membraania. Koivu-uutteesta 

mitattiin ligniini ennen ja jälkeen membraani kontaktin. Taulukossa VI on esitetty 

UV-VIS spektroskoopilla määritetyt ligniinin pitoisuudet koivu-uutteessa ennen ja 

jälkeen kontaktin lakkaasia sisältävän membraanin kanssa.  

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

Koivu-uute 
Aallonpituus 

205 nm 
Ligniini [g/L] 

Ennen  4,46 
Jälkeen 4,11 

 

Taulukon VI tulosten perusteella voidaan huomata, että UV-VIS spektroskoopilla 

havaittavan ligniinin määrä on vähentynyt mitatulla aallonpituudella. Novozym® 

51003 lakkaasivalmisteella pystytään vähentämään ligniinin määrää koivu-

uutteessa, vaikka entsyymimodifioinnista ei ollut suoraa apua puu-uute 

suodatukseen.  

13 VIRHEARVIO 

Tutkimuksessa käytettiin Pierce® BCA Protein Assay Kit:ä kiinnittyneen 

lakkaasin määritämisessä. Valmistaja antaa analyysin määritysrajoiksi 

20 2000 µg/mL. Lakkaasivalmisteen proteiinipitoisuus meni joissakin 
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analyyseissa hieman määritysrajan yläpuolelle, minkä takia näiden kokeiden 

osalta tulokseen ei voida täysin luottaa. Tutkimuksessa käytetyn 

entsyymivalmisteen sisällöstä ei tiedetä kaikkea ja se saattaa sisältää analyysiä 

haittaavia aineita. Analyysiä haittaavia aineita on mainittu liitteessä I. Analyysin 

epäluotettavuus käy myös ilmi testeissä, joissa on käytetty saman verran 

entsyymivalmistetta. Analyysin tulokset pelkällä lakkaasientsyymivalmisteella 

olivat jopa kolminkertaiset pienintä ja suurinta tulosta verrattaessa.  

UP020 membraanin permeaattivuon arvoissa oli huomattavissa eroavaisuuksia 

riippuen siitä mistä kohta membraanirullaa mitattava pala oli leikattu. Valmistajan 

mukaan UP020 membraanilla pitäisi olla UP010 membraania suurempi 

permeaattivuon arvo, mutta näin ei kuitenkaan jokaisessa mitatussa membraanissa 

ollut. UP010 membraanin kanssa ei ollut havaittavissa samanlaista vaihtelua 

membraanin permeaattivuossa. Tästä vaihtelusta johtuen UP020 membraanin 

vuon aleneman arvot lakkaasin kiinnityksestä johtuen voivat myös vaihdella 

suuresti.  

14 YHTEENVETO 

UP010 ja UP020 membraanit on valmistettu PES:ta, minkä vuoksi ne ovat 

luonnostaan hydrofobisia. Hydrofobisilla membraaneilla on taipumus likaantua 

helpommin kuin hydrofiilisilla membraaneilla, kun suodatetaan hydrofobisia 

yhdisteitä sisältäviä liuoksia. Tämä on nähtävissä myös tutkimuksen 

referenssisuodatuksessa koivu-uutteella. UP010 membraanin permeaattivuo 

laskee hyvin nopeasti suodatuksen edetessä.  

Lakkaasin kiinnittämisellä membraaniin pyrittiin vähentämään membraanin 

likaantuvuutta puu-uutteessa olevalla ligniinillä. Lakkaasi pystyttiin kiinnittämään 

UP010 membraaniin aktiivisena. Lakkaasin kiinnittyminen huomataan myös 

tehdyistä ATR-FTIR spektreistä. Lisäämällä lakkaasivalmisteen määrää 

kiinnitysprosessissa ei suoranaisesti pystytty vaikuttamaan kiinnittyneen lakkaasin 

määrään tai aktiivisuuteen. Lakkaasin kiinnitysprosessin toistettavuus työssä 

käytetyllä menetelmällä on myös hyvin epävarmaa, mikä voidaan huomata 
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tehdyistä rinnakkaisista määrityksistä. Rinnakkaisissa kokeissa kiinnittyneen 

lakkaasin aktiivisuus vaihteli suuresti. Kiinnitetyn lakkaasin pysyminen 

aktiivisena säilytettäessä on hieman kyseenalaista, mutta tässä työssä osoitettiin 

sen olevan mahdollista. 

Käytetty lakkaasivalmiste on hyvin stabiili erilaisille pH- ja lämpötilavaihteluille. 

Maksimaalisen aktiivisuuden se saavuttaa pH-välillä 5,5 7,5 ja lämpötilavälillä 

40 45 C. Vaikka lakkaasi ei olekaan aktiivisimmillaan tyypillisissä koivu-

uutteen suodatusolosuhteissa, voitiin lakkaasin havaita olevan aktiivisena myös 

näissä olosuhteissa. Kiinnitetyn lakkaasin aktiivisuus oli huomattavasti pienempi 

kuin vapaan lakkaasin ABTS:llä mitattuna. Kiinnitetty lakkaasi lisäksi vähensi 

koivu-uutteessa olevan ligniinin määrää, mutta membraanin vuo pieneni 

merkittävästi, jonka vuoksi se ei ole näiden kokeiden perusteella suoraan 

hyödynnettävissä koivu-uute suodatuksissa. Vaihtamalla lakkaasientsyymin 

ristisilloitustapaa membraanin kiinnitettäessä ei myöskään saavutettu suurempaa 

aktiivisuutta eikä pienempää vuonalenemaa. Suuremman katkaisukoon UP020 

membraaniin kiinnitetty lakkaasi ei ollut kiinnityksen jälkeen aktiivinen, minkä 

vuoksi entsyymikäsiteltyä UP020 membraania ei testattu koivu-uutteen 

suodatuksissa. Lakkaasin kiinnityksen jälkeen UP020 membraanilla oli kuitenkin 

suurempi permeaattivuon arvo kuin UP010 membraanilla. 

15 JATKOTUTKIMUS EHDOTUKSET 

Lakkaasi entsyymin käyttö membraaniin kiinnitettynä ei välttämättä ole paras 

vaihtoehto, vaikka lakkaasin saisi kiinnitettyä aktiivisena isomman huokoskoon 

membraaniin. Tämä siksi, että lakkaasin kiinnittäminen pienentää aina 

membraanin permeaattivuon arvoa. Jatkotutkimukset kannattaisikin suunnata 

entsyymin kiinnittämiseen johonkin muuhun tukimateriaaliin esim. hartsiin tai 

erillisen säiliön seiniin. Tällöin membraanin permeaattivuohon ei aiheutettaisi 

muutosta entsyymillä ja voitaisiin myös hyödyntää lakkaasientsyymin ligniiniä 

pilkkova ominaisuus. Vapaan lakkaasientsyymin käyttäminen esikäsittelynä voi 

olla hankalaa siinä tilanteessa, jossa konsentraatti on haluttu tuote, koska tällöin 
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lakkaasi on mukana tuotteessa, mikä saattaa aiheuttaa ongelmia 

jatkoprosessoinnissa. 

Tutkimuksessa käytettiin ristisilloittajana glutaarialdehydiä, joka on myrkyllinen 

kemikaali. Teollisen mittakaavan sovelluksia ajatellen myrkyllisen kemikaalin 

käyttö suurina määrinä aiheuttaa suuren riskin, mikä vuoksi toisenlaisen 

ristisilloittajan käyttämistä kannattaisi tutkia. Lakkaasientsyymin kiinnittäminen 

ilman ristisilloitusta olisi varteenotettava jatkotutkimuksen kohde, mutta se vaatisi 

lakkaasientsyymin ja kiinnitettävän materiaalin vuorovaikutusten syvällistä 

tutkimista. 

Tutkitulla menetelmällä pystyttiin kiinnittämään lakkaasientsyymi membraaniin 

aktiivisena, mutta rinnakkaisissa kiinnityksissä aktiivisuudet vaihtelivat suuresti. 

Teollisuuden sovellusta ajatellen lakkaasin kiinnittäminen membraaniin tulisi 

saada toistettavammaksi. Tämän toistettavuuden lisäämiseksi kannattaa tehdä 

lisätutkimuksia. Kiinnitetyn lakkaasin aktiivisena pysyminen säilytettäessä on 

tärkeä ominaisuus teollisuuden sovelluksia ajatellen. 

Käytettäessä entsyymivalmistetta, joka sisältää muitakin aineita kuin pelkää 

lakkaasientsyymiä, tulisi muiden aineiden vaikutus tietää. Tämän takia puhtaan 

lakkaasin käyttäminen membraaniin paikalleen kiinnitettynä saattaa tuottaa aivan 

toisenlaisen tuloksen, minkä vuosi sitä kannattaisi tutkia. Puhtaan lakkaasin 

saaminen tutkimuskäyttöön on kuitenkin hyvin hankalaa. 
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PROTEIINI 

PITOISUUDEN MÄÄRITTÄMINEN PIERCE® BCA PROTEIN ASSAY 

KIT:LLÄ 

1. Menetelmän periaate ja soveltaminen 

Menetelmä perustuu 4,4'-dikarboksi-2,2'-bikinoliini hapon (engl. 4,4'-Dicarboxy-

2,2'-biquinoline) (BCA) kolorimetriseen detektointiin ja kantitatiiviseen 

kokonaisproteiinin määrittämiseen. Menetelmä perustana toimii Cu2+ 

pelkistyminen Cu1+ alkalisissa olosuhteissa. UV-VIS spektrofotometrillä 562 nm 

havaittava värin muutos perustuu kahden 4,4'-dikarboksi-2,2'-bikinoliini happo ja 

yhden kuparimolekyylin kelatoitumiseen. Tällä menetelmällä pystytään 

määrittämään proteiinin konsentraatio 20 2000 µg/mL 

2. Reagenssit 

Kaikki tarvittavat reagenssit tulivat Pierce® BCA Protein Assay Kit:n mukana. 

BCA reagenssi A sisältää natriumkarbonaattia, natriumbikarbonaattia, 

bicinchoninic happoa ja natrium tartraattia 0,1 M natriumhydroksidissa. BCA 

Reagenssi B on 4%:sta kuparisulfaattia. Mukana tuli myös standardiampullit, 

jotka sisälsivät 0,9% suolaa ja 0,05% natriumatsidia. Alla olevassa kuvassa on 

esitetty mitattu standardisuora.  
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3. Tarvittavat välineet 

Korkillisia koeputkia 

Lämpötilasäädettävä vesihaude  

UV-VIS spektroskooppi  

0,1 mL ja 2 mL pipetit 

Kumihanskat ja suojalasit 

4. Työn suoritus 

Valmistetaan reagesista A ja B seos suhteessa 50:1. Mitataan 0,1 mL tutkittavaa 

nestettä kolmeen koeputkeen, jotta saadaan kolme rinnakkaista tulosta. Tämän 

jälkeen mitataan 2 mL valmistettua reagensien A ja B seosta koeputkeen. 

Koeputket suljetaan korkilla, jonka jälkeen ne laitetaan 37 C vesihauteeseen 30 

minuutiksi. Tämän jälkeen näytteiden annetaan jäähtyä huoneenlämpöiseksi, 

minkä jälkeen ne niistä mitataan UV-absorpanssi 562 nm aallonpituudella. 

Tutkittavat näytteet tulisi mitata 10 minuutin sisällä toisistaan, jotta saavutetaan 

mahdollisimman vertailukelpoiset tulokset.  

y = 0.0016x + 0.2478
R² = 0.9902
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5. Tulosten käsittely 

Tehdyn standardisuoran avulla voidaan UV-VIS spektroskoopin antaman 

absorbanssin avulla määrittää näytteessä ollut proteiini pitoisuus. Saatu tulos on 

yksikössä µg/mL. 

6. Menetelmän tarkkuus ja virhearvio 

UV-VIS spektroskoopilla havaittava värinmuutos ei pysähdy kun näytteet otetaan 

vesihauteesta pois. Analyysiä haittaavia aineita ovat, askorbiinihappo, 

katekolamiinit, kreatiini, systeiini, EGTA, epäpuhdas glyseroli, vetyperoksiidi, 

hydratsidi, rauta, lipidit, fenolipunainen, epäpuhdas sakkaroosi, truptofaasi, 

tyrosiini ja virtsahappo. Nämä analyysiä haittaavat aineet aiheuttavat 

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

Ennen ja jälkeen lakkaasientsyymin kiinnityksen mitatut puhtaan veden 
permaattivuon arvot membraanille UP010 tehdyissä kokeissa. 

UP010 
Vuo 

ennen, 
[kg/(m2h)] 

Vuo 
jälkeen, 

[kg/(m2h)] 

Vuon 
alenema, 

[%] 
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 jälkeen lakkaasientsyymin kiinnityksen mitatut puhtaan veden 
permaattivuon arvot membraanille UP020 tehdyissä kokeissa. 

UP020 
Vuo 

ennen, 
[kg/(m2h)] 

Vuo 
jälkeen, 

[kg/(m2h)] 

Vuon 
alenema, 

[%] 
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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LAKKAASIENTSYYMILLÄ MODIFIOIDUISTA MEMBRAANEISTA 
MITATUT AKTIIVISUUDET 

UP010 Absorbanssi 
420nm  

Absorbanssi 
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 0,240 
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 

 

UP010 
Entsyymiä 

ennen 
[µg/mL] 

Entsyymiä 
jälkeen 
[µg/mL] 

Entsyymiä 
huuhtelussa 

[µg/mL] 

Entsyymiä 
kiinnittynyt 

[g/m2] 
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 

UP020 
Entsyymiä 

ennen 
[µg/mL] 

Entsyymiä 
jälkeen 
[µg/mL] 

Entsyymiä 
huuhtelussa 

[µg/mL] 

Entsyymiä 
kiinnittynyt 

[g/m2] 
Testi 1 280 135 193 0,7 
Testi 5 1347 846 272 5,3 
Testi 5.1 1732 1207 342 5,4 
Testi 5.2 2108 1538 309 6,3 
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VAPAAN LAKKAASIENTSYYMIN MITATUT AKTIIVISUUSARVOT 
Ph-VÄLILLÄ 2 9 JA LÄMPÖTILAVÄLILLÄ 25–80 C 

pH Absorbanssi 
420nm  

Lämpötila 
C] 

Absorbanssi 
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 

 


