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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinto koskee entsyymikoostumusta, joka Uppfinningen avser en enzymsammansittning
soveltuu lignoselluloosasubstraatin polysak- som lé&mpar sig f8r hydrolys av polysacka-
karidien hydrolyysiin, sen valmistusta ja rider fran ett lignocellulosamaterial,
kdyttoa. Koostumus saadaan menetelmalla, jos- ett fdrfarande f8r framst#llning ddrav samt
sa viedaan yhteen vahintain yhta Trichoderma dess anvandning. Sammans&ttningen erh4lls
reesej kantaa hiilipitoisen kasvatusvaliai- genom ett fdrfarande didr man kontaktar
neen kanssa, ja menetelma kasittaa sellaisten dtminstone en Trichoderma reesei stam med
vesiliukoisten sokerien lisayksen, joihin ett kolhaltig niringsmedium innehdllande
kuuluu ainakin osaksi esikasitellysta lig- en tillsats av vattenl8sliga socker, som
noselluloosasubstraatista peraisin olevien omfattar dtminstone delvis ett rdextrakt
vesiliukoisten pentoosien raakauutetta. Kay- av vattenl8sliga pentoser som hirstammar
tetaan sellaisten substraattien, kuten lehti- f8r ett f&rbehandlat lignocellulosamaterial.
puiden, viljakasvien korsien ja maissinvarsi- Anvénds vid hydrolys av material sasom

en hydrolysoimiseen. lévtrdd, strdn av sddeslag och blaster av

majs.
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Lignoselluloosasubstraatin polysakkaridien hydrolysoimi-
seen soveltuva entsyymikoostumus, sen valmistus ja kaytto

Tama keksinto koskee lignoselluloosasubstraatin polysakka-
ridien hydrolyysiin soveltuvan entsyymikoostumuksen valmis-
tusmenetelmaa, nain saatua koostumusta ja sen kayttoa.
Naita entsyymeja nimitetaan lyhyesti sellulaaseiksi tai
sellulaasikoostumukseksi.

Tama koostumus soveltuu varsinkin esikasitellyn lignosellu-
loosasubstraatin, kuten lehtipuun, viljakasvien korsien ja
maissinvarsien, hydrolysointiin.

Valmistettaessa korvaavaa polttoainetta lignoselluloosabio-
massasta bioteknisesti, pysyy sellulolyyttisten ja he-
misellulolyyttisten entsyymien valmistus koko prosessin
kriittisena vaiheena niin teknisista kuin taloudellisista-
kin syistd. Lukuisista tunnetuista sellulaaseja erittavista
mikro-organismeista on askomykeetti-sienen Trichoderma ree-
sei todettu olevan yksi soveliaimmista entsyymituotannon
teollistamisessa. Mandels (Annual Reports on fermentation
processes vol. 5, G. Tsao Editeur, Academic Press NY 1981,
s. 35 - 78) ja Morikawa ja kumppanit (Agricultural and
Biological Chemistry, vol. 49, nro 6, 1985, Tokio, sivut
1869 - 1871) ovat osoittaneet, etta voimakkaimpaan entsyy-
mituotantoon paastaan antamalla sienelle puhdistettuja
selluloosia paaasialliseksi hiili- ja energialahteeksi
kasvua ja ekstrasellulaaristen proteiinien tuotantoa var-
ten, jolloin sellulaasien tuotanto on verrannollinen kasva-
tusalustan selluloosamaaraan.

Tunnettu tekniikka (US-A-3 972 775), Biotechnology and Bio-
engineering, vol. 35, tammikuu 1990, sivut 211 - 216 ja
vol. 17, nro 3, 1975, sivut 361 - 374)) selostaa lisaa
naille kannoille tarkoitettuja substraatteja, ja niihin
kKuuluu selluloosan kaytto yksinaan tai seoksena ksyloosin
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kanssa sellulolyyttisten entsyymien tuotannossa.

Kaikki nama julkaisut opettavat siis, etta kasvatusvaliai-
neen taytyy sisaltaa selluloosaa tai sita sisaltavaa kiin-
teaa ainetta, ja etta osa siitd on mahdollista korvata puh-
taalla ksyloosilla, ilman etta kuitenkaan ylitetaan tiettya
rajaa, jonka ylapuolella tuottavuus heikkenee tai jopa
lakkaa.

Luonnonvaraisten kantojen parantaminen klassisilla mutaa-
tioerottelutekniikoilla on johtanut sellaisten hypertuotta-
vien Trichoderma reesei-kantojen saamiseen, kuten MCG77 (US
4 275 163), MCG80 (US 4 472 504) tai CL847 (Biotechnol.
Lett. 1983, 514 - 243 - 246), mutta niiden merkittavimpien
sellulaasien tuottoon liittyy puhdistetun selluloosan las-

naolo viljelyvaliaineen tarkeimpana hiilipitoisena subst-
raattina. Valitettavasti naita viljelyvaliaineita ei voida
soveltaa teollisessa mittakaavassa toisaalta puhdistetun
selluloosan korkean hinnan vuoksi ja toisaalta niiden suu-
rien energiamaarien vuoksi, joita kuluu suuria selluloosa-
maaria sisaltavien (70 - 80 g/1) ja siis suuriviskoosisten

valiaineiden sekoittamiseen.

Juuri siksi nykyaan onkin pyrkimyksena kayttaa laktoosia
fermentaation paaasiallisena hiilipitoisena substraattina.
Itse asiassa laktoosi on sellulaasin biosynteesin hyva in-
duktori ja sen kaytto fed batch-syotetyn entsyymituotannon
puitteissa antaa mielenkiintoiset tulokset.

Siita huolimatta laktoosin kaytto karsii useista haitoista:
laktoosia ei ole helposti saatavilla kaikissa maissa; sita
ei valttamatta tuoteta entsyymien tuotantopaikalla. Sita
paitsi laktoosi liukenee heikosti veteen, mika merkitsee
muihin sokereihin verrattuna entista suurempien ja laimen-
netumpien liuosmaarien kasittelya ja nainollen kalliita
investointeja ja kasvanutta saastumisvaaraa.
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Nayttaa toisaalta silta, etta laktooseista lahtemalla val-
mistetut sellulaasit eivat sovellu minka tahansa lignosel-
luloosabiomassan hydrolyysiin. Itse asiassa silla on nmie-
lenkiintoinen aktiivisuus vain happamissa olosuhteissa
toteutetuista hoyryesikasittelyista saatuihin tuotteisiin.

Tama esikasittely on operaatio, jonka taytyy yleensa tapah-
tua ennen lignoselluloosabiomassan minkaanlaista entsymaat-
tista sokeriksi muuttumista. Sen tavoitteena on niiden eri-
laisten anatomisten, fysikaalisten‘tai kemiallisten raja-
aitojen osittainen tai taydellinen tuhoaminen, jotka esta-
vat entsyymien paasyn ja vaikutuksen kohteena oleviin po-
lysakkarideihin.

Vaikkakin erilaisia esikasittelytekniikkoja on ehdotettu,
kuten hapanta tai emaksista keittoa tai keittoa orgaanisten
liuotinten lasnaollessa, on nykyaan suuntauksena suositella
héyryrajahdyksen tyyppisia esikasittelyja, joiden aikana
lignoselluloosabiomassaa keitetaan vesihoyryssa korkeassa
lampétilassa (150 - 250°C) muutamien minuuttien ajan; tata
keittamista seuraa rajahtava laajeneminen ilmakehan painee-
seen, mika pysayttaa keittamisen aikana tapahtuneet kemial-
liset reaktiot ja aiheuttaa rajahdyksen vaikutuksesta kasi-
tellyn materiaalin voimakkaan hajoamisen. Esikasitellyn
materiaalin entsymaattisen hydrolyysin tehokkuus on riippu-
vainen kaytettyjen esikasittelyolosuhteiden (lampotila ja
kesto) kovuudesta, mutta on olemassa raja, jonka ylapuolel-
la sokerien kemialliset hajoamisilmiot muuttuvat keittami-
sen aikana liian merkittaviksi, jotta esikasitellyn materi-
aalin hyvaksikayttaminen olisi taloudellisesti mielenkiin-

toista.

Toisaalta hoyryesikasittelyn eras tarkoitus on esikasitel-
lyn biomassan hemiselluloosafraktion saaminen liukenevaksi
ja sen hydrolysoiminen, joka fraktio voidaan siis esika-
sittelyn jalkeen ottaa talteen yksinkertaisella vesiuutol-
la. Sellaisissa hoyryesikasittelyissa, jotka toteutetaan
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happamissa olosuhteissa, jotka on aikaansaatu kyllastamalla
biomassa etukateen yleensa voimakkaalla hapolla, antaa
vedella tapahtuva uutto mahdollisuuden ottaa talteen taval-
lisesti koko hemiselluloosafraktio monomeereina, paaasiassa
ksyloosina; uuttamisjaannos ei siis enaa sisalla muuta kuin
selluloosaa ja ligniinia.

Kun on kyse hoyryesikasittelysta ilman edeltavaa happokyl-
lastamista, ei vedella uuttaminen anna mahdollisuutta saada
talteen kuin osan hemiselluloosista, jotka ovat hydrolysoi-
tuneet enemman tai vahemman kulloinkin kaytettyjen olosuh-
teiden kovuuden mukaan, ja toinen osa jaa liukenemattomassa

jaannoksessa olevaan selluloosaan ja ligniiniin.

Naita vesiuutteita, joissa on runsaasti pentooseja tai pen-
tosaaneja, voidaan kayttaa hyvaksi erityisesti tuottoisina
ksylitoli- tai furfurolikohteina. Valitettavasti naiden
tuotteiden markkinat ovat liian kapeat niiden pentoosituot-
teiden absorboimiseksi, jotka saataisiin lignoselluloosa-
biomassojen suurimittaisesta hyvaksikaytosta.

Lopuksi esikasiteltyjen, vedella uutettujen tai uuttamatto-
mien, lignoselluloosabiomassojen entsymaattinen sokeriksi
muuttaminen johtaa hydrolysaateiksi nimitettyihin sokeri-
liuoksiin, joiden koostumus on riippuvainen niista olosuh-
teista, joissa nama biomassat ovat aiemmin olleet, mutta
jotka muodostavat hiilipitoisten substraattien potentiaali-
sia fermentaatiolahteita.

US-patentin 4 472 505 mukaan tuotetut sellulaasit ovat
tunnettuja siita, etta ne on valmistettu puhtaasta sellu-
loosasta, laktoosista ja puhtaan selluloosan entsymaatti-
sista hydrolysaateista lahtemalla, ja ne hydrolysoivat
tehokkaasti puhdistettuja selluloosia, mutta eivat pysty
tyydyttavasti hydrolysoimaan sellaisia lignoselluloosabio-
massoja, jotka saadaan ilman edeltavaa happokyllastamista
tehdysta hoyryesikasittelysta.
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Eras keksinnon tavoitteista on siis yllakuvattujen epakoh-
tien poistaminen.

Tarkemmin sanoen keksinnon eras tavoite on ehdottaa uutta
hiililahdetta, joka on hyvin helposti saatavilla ja halpa,
ja yleisemmin sanoen uutta fermentaatiomenetelmaa sellais-
ten entsyymien tuottamiseen, jotka ovat soveliaita hydro-
lysoimaan esikasiteltyja lignoselluloosabiomassoja.

Toinen tavoite on kayttaa hyvaksi ne pentoosi- tai pen-
tosaaniuutteet, jotka on saatu lignoselluloosasubstraattien
hoyryesikasittelyn jalkeen.

Eras lisatavoite koskee entsyymien valmistamista riitta-
vassa maarin ja hydrolyysiaktiivisuudeltaan sellaisina,
etta ne soveltuvat esikasiteltyjen lignoselluloosabiomasso-
jen entsymaattiseen sokeriksi muuttamiseen.

Keksinnoén lisatavoite koskee naiden entsyymien kayttoa
esikasiteltyjen lignoselluloosabiomassojen maksimaaliseen
sokeriksi muuttamiseen. Itse asiassa on yllattaen todettu,
etta keksinnon kohteina olevien sellulaasikoostumusten
sokeriksimuuttumisaktiivisuudet olivat paljon suuremmat
kuin se mita voitiin sellulaasiaktiivisuuksien standar-
disoitujen mittauksien (suodatinpaperiaktiivisuuksien)
perusteella odottaa.

Keksintd koskee siis sellaista sellulolyyttista entsyymi-
koostumusta, joka kykenee katalysoimaan eri tavoin esikasi-
teltyjen lignoselluloosabiomassojen hydrolyysin.

Tama sellulolyyttinen ja hemisellulolyyttinen entsyymikoos-
tumus on saatu prosessilla, joka kasittaa edullisesti ge-
neettisesti parannellun Trichoderma reesei-kannan inoku-
loinnin sopivaan fermentaatiovaliaineeseen ja nain inoku-
loidun valiaineen inkuboinnin olosuhteissa, jotka sallivat

mainitun kannan lisaantymisen ja sen ekstrasellulaaristen
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proteiinien erittamisen. Tarkemmin sanottuna kasvatusalusta
muodostuu olennaisesti epdorgaanisten suolojen vesiliuok-
sesta, johon on lisatty vesiliukoisia sokereita, joka soke-
rilisays ainakin osittain kasittaa lignoselluloosabiomassan
esikdsittelysta peraisin olevien vesiliuokoisten pentoosien
raakauutteen.

Termillda "muodostuu olennaisesti" tarkoitetaan fermentaa-
tiovaliainetta, josta selluloosa tai kaikki sita sisaltava
kiintea aine on jatetty pois.

Keksinnon mukainen sellulaasien valmistusmenetelma toteute-
taan edullisesti fed batch-menetelmalla hakijan US-paten-
tissa 4 762 788 kuvatun tekniikan mukaan.

Saadun sellulaasikoostumuksen ominaisuudet saadaan ta-
vanomaisilla analyyttisilla maarityksilla, jotka tehdaan
sieni-biomassasta otetuilla viljelynaytteilla: liukenevat
proteiinit mitataan Lowryn ja kumppaneiden menetelmalla
(Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L. ja Randall,
R. J. (1951). J. Biol. Chem., 193, 265 - 275); sellulaasi-
eli ns. suodatinpaperiaktiivisuus mitataan Montenecourtin
ja kumppaneiden mukaan (Montenecourt, B. S., Eveleigh, D.
E., Elmund, G. K. ja Parcells, J. (1978). Biotechnol. Bio-
eng., XX, 297 - 300); sellobiaasiaktiivisuus maaritetaan
mittaamalla 10 nM:sta sellobioosia 30 min aikana vapautunut
glukoosi.

Pentoosien raakauutteella tarkoitetaan sellaisten puhdista-
mattomien pentoosien uutetta, jotka voivat sisaltaa muita
sokereita kuten glukoosia, samoinkuin muitakin uutettavia
koostumuksia kuin vain sokereita (terpeeneja, fenolikoostu-

muksia esimerkiksi).

Tama raakauute voitaisiin puhdistaa taman keksinnon puit-

teissa kaytettavaksi.
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Keksintoon kaytettavat pentoosiuutteet voidaan saada lig-
noselluloosabiomassasta lahtemalla alan ammattimiehen tun-
temilla tavoilla. Substraatin esikasittely voi tapahtua:
* keittamalla hapossa, esimerkiksi 120 - 150°
C:ssa noin 2 - 6 tunnin ajan,
* hoyryrajahdykseksi nimitetylla tekniikalla, joka
kasittaa keittamisen vesihoyryssa korkeassa lampo-
tilassa joidenkin minuuttien (1 - 10 min) ajan, ja
keittamista seuraavan rajahtavan hajoamisen ilma-
kehan paineeseen.
Tama hoyryrajahdys parantaa entsymaattista hydro-
lyysiherkkyytta ja liuottaa pentosaanit ainakin
osittain.
Rajahtavaa hajoamista edeltava keittaminen voidaan
tavallisesti toteuttaa joko voimakkaalla hapolla
tapahtuvan kyllastamisen jalkeen 150 - 250°C:ssa
1 - 10 min aikana, mieluummin 180 - 200°C:ssa 2 -
4 min aikana, tai ilman hapanta kyllastamista, ta-
vallisesti 150 - 250°C:ssa 1 - 10 min aikana ja
mieluummin 205 - 220°C:ssa 3 - 6 min aikana.

Ensimmaisen sokerien valmistustavan mukaan sokerien syotta-
miseksi kantaan voidaan pentoosien raakauutteet uuttaa
suspendoimalla esikasitelty materiaali uudelleen veteen ja

suodattamalla saatu suspensio taman jalkeen.

Toisen tavan mukaan jaljelle jaava osa, joka on esikasitel-
ty, osittain depentosoitu substraatti, voidaan hydrolysoida
entsymaattisesti. Tavallisesti jarjestetaan siten, etta
esikasittely- ja uuttamisolosuhteet ovat silla tavoin saa-
detyt, etta pentoosi- tai pentosaanipitoisuus on 2 - 30 %
kuiva-aineesta ja mieluummin yli 5 %, esimerkiksi 8 - 25 %.

Kolmannen tavan mukaan kertaalleen esikasitelty substraatti
voidaan hydrolysoida entsymaattisesti ja esikasitellyn
substraatin entsymaattinen hydrolysaatti muodostaa kantaan
tarvittavan sokerilahteen.
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Entsymaattinen hydrolyysi toteutetaan sopivalla kaupalli-
sella sellulaasivalmisteella ja/tai keksinnon mukaisesti
tuotetulla sellulaasikoostumuksella yleisesti seuraavanlai-
sissa olosuhteissa: hydrolysoitavaa materiaalia pannaan
suspensiona veteen 6 - 20 %:n suhteessa kuiva-aineen maa-
raan, mieluiten 8 - 12 %:n suhteessa, suspension pH saade-
taan arvoon 4 - 5,5, mieluiten arvoon 4,4 - 4,8, saadetyn
lampétilan arvo on valilla 40 - 60°C, mieluiten 45 - 50°C;
hydrolyysireaktio kdynnistetaan tavallisesti lisaamalla
suspensioon yllamainittuja sellulaaseja maara, joka vastaa
yleisesti 5 - 20 suodatinpaperiyksikon annostusta esikasi-
tellyn, hydrolysoitavan substraatin grammaa kohti, mielui-
ten 10 yksikkbéa grammaa kohti; reaktio jatkuu yleensa 15 -
30 tuntia, mieluiten 20 - 24 tuntia; liukenematon ligniini-
jaanndés erotetaan sitten hydrolysaatista suodattamalla tai

sentrifugoimalla.
Mieluummin toimitaan keksinnon mukaisilla sellulaaseilla.

Keksinnon mukaisesti tuotettuja entsyymeja kaytetaan ylei-
sesti esikasiteltyjen lignoselluloosabiomassojen entsymaat-
tisissa hydrolyysiprosesseissa, jotka tapahtuvat tavalli-
sesti yllakuvatulla tavalla; tassa tapauksessa ei yleisesti
ole olemassa alarajaa hydrolysoitavan tuotteen pentoosi-
tai pentosaanipitoisuudelle. On todettu, etta tama sovellus
johti yllattavalla tavalla naiden entsyymien avulla tuotet-
tuun sokerimaiaraan, joka oli suurempi kuin se jota voitiin
odottaa niiden suodatinpaperiaktiivisuudet huomioiden.

Samoin on todettu, etta keksinnon mukaiset sellulaasit
osoittivat yllattavan ylivoimaisuutensa sellaisten subst-
raattien lasnaollessa, joita ei ollut esikasitelty happa-
masti. Nain valtetaan kyllastaminen happamassa, kuumassa
valiaineessa ja minimoidaan syopymisilmiot.

Edullisesti kaytetyt kannat ovat esimerkiksi hypertuotta-
vat, geneettisesti parannellut kannat kuten MCG 77, jonka
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on kuvannut Gallo US-patentissa 4 275 163; MCG 80, jonka on
kuvannut Alle, A. L. ja Andreotti, R. E., Biotechnology and
Bioengineering symposium nro 12, sivut 451 - 459 (1982);
RUT C 30, jonka on kuvannut Montenecourt, B. S. ja Eve-
leigh, D. E., Applied Environmental Microbiology, volyymi
34, sivu 777 (1977) ja CL 847, kuvannut Warzywoda, M. ja
kumppanit Biotechnology letter, volyymi 5, sivu 243 (huhti-
kuu 1983).

Erinomaisia tuloksia on saatu Trichoderma reesei CL 847:1la
ja RUT C 30:1la.

Kaytettavat lahtomateriaalit voivat olla viljakasvien ol-
kia, maissin varsia ja tahkia, lehtipuuhaketta tai -jatetta
tai kaikenlaista muuta lignoselluloosamateriaalia, jossa on
yleisesti ainakin 10 paino~-% potentiaalisia pentooseja tai
pentosaaneja, esimerkiksi 15 - 35 paino-%.

Keksinto selviaa paremmin alla olevien ei-rajoittavien
esimerkkien valossa.

ESIMERKKI 1 (vertailu)

Valmistetaan mineraalisuola-vesiliuos Cl, jonka koostumus
on seuraava: 3,32 g/l potaskaa (KOH), 85 %:sta fosforihap-
poa 4 ml/1l, 5,6 g/1 ammoniumsulfaattia (NH;),SO,, 1,2 g/1
magnesiumsulfaattia (Mgso,, 7 H,0), 1,2 g/1 kalsiumkloridia
(CaCl,), 6,4 g/1 mangaanisulfaattia (MnsoO,), 5,6 mg/l1 sink-
kisulfaattia (2nso,, 7 H,0), 8 mg/l kobolttikloridia
(CoCl,), 20 mg/l rautasulfaattia (FesSo,, 7 H,).

Valmistetaan steriili vesiliuos C2, jossa on 250 g laktoo-
sia yhdessa litrassa. Fermentori, joka sisaltaa yhden lit-
ran liuosta Cl1l, 0,8 1 vetta, 2 g/1 hiivauutetta, 2 ml vaah-
toutumisen estoainetta, 2 ml Tween 80:ta ja 7,5 g laktoosia
(suunnilleen 4,16 g/l1) steriloidaan 120°C:ssa autoklaavissa
20 min ajan.
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Jaahtymisen jalkeen valiaineen lampotila saadetaan
27°C:een, valiaineen pH arvoon 5. Fermentoriin istutetaan
sitten 0,2 litraa Trichoderma reesei RUT C 30 ATCC 56765
kannan nestemaista esiviljelmaa. Lampotila saadetaan
27°C:een viljelyn 24 ensimmaisen tunnin ajaksi ja sitten
25°C:een viljelyn loppuun asti. Ammoniakkiliuosta lisaamal-
1a pidetaan pH koko viljelyn ajan arvossa 5; viljelyn liu-
koisen hapen konsentraatio pidetaan 15 paino-%:n kyllastys-
konsentraation ylapuolella sekoitusnopeutta ja ilmastusas-
tetta saatamalla.

Laktoosiannokset reagoivat viljelynaytteisiin ajan mittaan.
Kymmenen tunnin kuluttua laktoosikonsentraatio fermentaa-
tiovierteessa on 0,8 g/1. Viljelmaan syotetaan sitten ste-
riilisti jatkuvana C2-liuosta; syottonopeutta muutetaan
silla tavoin, etta sokerikonsentraatio ei koko viljelyn
aikana ylita 2 g/1. Laktoosin keskimaarainen syottonopeus
on 1,9 g tunnissa aina sadanteen tuntiin asti, ja 2,25 g
tunnissa viljelyn loppuun asti. Viljelmaan injektoidaan 145
tunnin kuluttua yksi litra C2 liuosta, syotto keskeytetaan

senjalkeen ja fermentaatiovierre korjataan pois.

Fermentaatiovierre selkiytetaan sentrifugoimalla. Sel-
kiytetty vierre E1 muodostaa entsyymivalmisteen. Talla
valmisteella El1 suoritetut analyyttiset maaritykset antavat
taulukossa 1 esitetyt tulokset.

Saadun entsyymivalmisteen sokeriksimuuttumispotentiaali
arvioidaan seuraavalla tavalla: valmistetaan kaksi lig-
noselluloosasubstraattia P, ja P, vehnan korsista lahtemal-
1a. Substraattia P, varten korsia liuotetaan 16 tunnin ajan
rikkihappoliuoksessa 0,08 N ja valutetaan senjalkeen; kos-
teaa tuotetta keitetdan sitten 3 min 18 bar paineessa vesi-
héyryssa; keittaminen keskeytyy akillisesti rajahtavaan
hajoamiseen ilmakehan paineeseen; saatua tuotetta pestaan
vedelld niin kauan, etta pesuveden pH on neutraali, se
otetaan talteen suodattamalla ja sailytetaan alhaisessa
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lampotilassa. Tuotteen P, jaannoshemiselluloosapitoisuus on
alle 3 % kuiva-aineen kokonaismaarasta. Tuote P, valmiste-
taan analogisella tavalla, poikkeuksena happoliuotusvaihe,
joka jaa pois. Tuotteen P, jaannoshemiselluloosapitoisuus
on 23 % kuiva-aineen kokonaismaarasta.

Sokeriksimuuttumiskokeet tehdaan inkuboimalla 50°C:ssa
inkubaattorissa, jota sekoitetaan, 250 ml:n erlenmayerpul-
loja, jotka on taytetty 100 g:lla koostumukseltaan seuraa-
vanlaista reaktiomassaa: 10 g (ilmoitettu kuiva-aineena)
hydrolysoitavaa substraattia P, tai P, 50 ml natriumase-
taattipuskuria 100 mM pH 4,8, 200 mg tutkittavan entsyymi-
valmisteen proteiineja ja vetta maara, joka on riittava
taydentamaan maaran 100 g:aan. 24 tunnin kuluttua inkuboin-
ti pysaytetaan asettamalla yksi osa hydrolysaateista kiehu-
vaan vesihauteeseen viideksi minuutiksi; naytteet selkiyte-
taan sitten sentrifugoimalla, suodatetaan 0,2 u kalvon lapi
ja niiden sokerisisalto analysoidaan painenestekromatogra-
fialla.

Entsyymivalmisteella E1 on voitu saavuttaa seuraavat soke-
riksimuuttumistulokset:

Taulukko Ibis

Substraatti P, (g/1) | Substraatti P, (g/1)
sellobioosi 9,2 2,7
glukoosi 26,6 17,9
ksyloosi 0,9 12,9
arabinoosi 0,3 1,1
yhteensa g/1 37 34,6

ESIMERKKI 2 (vertailu)
Tassa esimerkissa liuoksen C2 valmistamiseen kaytetty lak-
toosi korvataan samalla maaralla puhdasta, kaupallista
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ksyloosia. Fermentoriin istutetaan 200 ml esiviljeltya
Trichoderma reesei RUT C 30 kantaa. Viljely tapahtuu sa-
moissa olosuhteissa kuin esimerkissa 1. 145 tunnin viljelyn
jalkeen saadaan entsyymivalmiste E2. Talla valmisteella
tehdyt analyyttiset maaritykset on esitetty taulukossa I.

Valmisteen E2 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi

antaa seuraavat tulokset:

Taulukko II

“ Substraatti P, (g/1) | Substraatti P, (g/1)

Ilsellobioosi 7,9 5,6
glukoosi 15,5 22,4
ksyloosi 0,5 15,3
arabinoosi 0,1 0,9
yhteensa g/1 24 44,2

ESIMERKKI 3

Valmistetaan pentooseista raakauute P1 seuraavalla tavalla:
43 kg vehnan korsia upotetaan rikkihappoliuokseen 0,08 N,
valutetaan senjalkeen ja puristetaan. Saatu kostea tuote
pannaan autoklaaviin, jossa on varoventtiili. Autoklaavissa
tuotetta keitetaan 3 min 18 bar paineessa vesihoyryssa, ja
lopuksi ilmakehan paineeseen tapahtuvan rajahtavan laajene-
misen vuoksi se tyontyy autoklaavista ulos sykloniin. Syk-
lonin pohjalta talteen saatava kiintea tuote uutetaan kaksi
kertaa 180 litralla vetta. Suodattamalla talteen otetut
uuttamisvedet konsentroidaan hoyrystamalla tyhjossa, Kkunnes
saadaan seuraava koostumus: 315 g/l ksyloosia, 41 g/1 ara-
binocosia, 50 g/l glukoosia.

Valmistetaan steriili vesiliuos C3, jossa on 0,616 1 uutet-
ta P1 ja 0,384 1 vetta. Tassa esimerkissa esimerkin 1 lak-
toosiin pohjautuva valmiste C2 korvataan liuoksella C3;
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muut olosuhteet ovat muutoin samat. Fermentoriin istutetaan

200 ml Irjichoderma reesei RUT C 30 kannan esiviljelmaa.

Viljely tapahtuu samoissa olosuhteissa kuin esimerkissa 1.
145 tunnin viljelyn jalkeen saadaan entsyymivalmiste E3.
Talla valmisteella tehdyt analyyttiset maaritykset on esi-
tetty taulukossa I.

Valmisteen E3 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi

antaa seuraavat tulokset:

aulukko III

#= — e —
Substraatti P, (g/1) | Substraatti P, (g/1)
sellobiocosi 12,06 11,7
glukoosi 11,03 11,3
ksyloosi 0,97 16,3 "
arabinoosi 0,26 1,7
yhteensa g/1 24,34 41
— .
ESIMERKKI 4

Niukasti pentooseja sisaltava hydrolysaatti H1 valmistetaan
seuraavalla tavalla: niiden korsien kiintea jaannos, jotka
on kasitelty ja uutettu esimerkin 3 uutteen Pl saamiseksi,
pannaan 250 kg:aan vetta. Potaskaa lisaamalla saadetaan
suspension pH 4,8:aan. Esimerkin 2 mukaan tuotetun entsyy-
mivalmisteen proteiineja lisataan 700 g ja hydrolyysi ta-
pahtuu 50°C:ssa 20 tunnin aikana. Saatu suspensio erotetaan
suodattamalla nestefaasiin ja kiinteaan faasiin. Nestefaasi
konsentroidaan tyhjossa hoyrystamalla kunnes saadaan seu-
raavanlainen koostumus: 44,4 g/1 ksyloosia, 296,1 g/1 glu-
koosia, 14,3 g/1 sellobioosia ja 3,2 g/1 arabinoosia.

Valmistetaan steriili vesiliuos C4, jossa on 0,698 1 hyd-
rolysaattia Hl1 ja 302 ml vetta.
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Tassa esimerkissa esimerkin 1 laktoosiin pohjautuva val-
miste C2 korvataan liuocksella C4; muut olosuhteet ovat muu-
toin samat. Fermentoriin istutetaan 200 ml Trichoderma
reesej RUT C 30 kannan esiviljelmaa. Viljely tapahtuu sa-
moissa olosuhteissa kuin esimerkissa 1. 145 tunnin viljelyn
jalkeen saadaan entsyymivalmiste E4. Talla valmisteella E4
tehdyt analyyttiset maaritykset on esitetty taulukossa I.

Valmisteen E4 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi on
esitetty taulukossa IV.

Taulukko IV

Substraatti P, (g/1) | Substraatti P, (g/1)
sellobioosi 7,1 4,4
glukoosi 24,9 15,9
ksyloosi 0,9 16,5
arabinoosi 0,24 1,2
yhteensa g/1 33,1 38
ESIMERKKI 5

Runsaasti pentooseja sisaltava hydrolysaatti H2 valmiste-
taan seuraavalla tavalla: vehnankorsia esikasitellaan hap-
pamissa olosuhteissa hoyryrajahdysmenetelmalla tavalla,
joka on analoginen esimerkin 1 substraatin P, valmistuksen
kanssa. 70 kg rajahdykseen jalkeen talteen otettua tuotetta
180 vesikiloa kohti otetaan jatkokasittelyyn. Suspension pH
saadetaan 4,8:aan potaskaa lisaamalla. Lisataan 700 g esi-
merkin 7 mukaan tuotettua entsyymivalmistetta ja hydro-
lysoidaan 50°C:ssa 20 tunnin ajan. Saatu suspensio erote-
taan suodattamalla nestefaasiin ja kiinteaan faasiin. Nes-
tefaasi konsentroidaan tyhjossa hoyrystamalla kunnes saa-
daan seuraavanlainen koostumus: 118 g/l ksyloosia, 42,5 g/l
sellobioosia, 197,2 g/l glukoosia ja 14,3 g/l1 arabinoosia.
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Valmistetaan steriili vesiliuos C5, jossa on 0,672 1 hyd-
rolysaattia H2 ja 0,328 1 vetta.

Tassa esimerkissa esimerkin 1 laktoosiin pohjautuva valmis-
te C2 korvataan liuoksella C5; muut olosuhteet ovat muutoin
samat. Fermentoriin istutetaan 200 ml Trichoderma reesei
RUT C 30 kannan esiviljelmaa. Viljely tapahtuu samoissa
olosuhteisssa kuin esimerkissa 1. 145 tunnin viljelyn jal-
keen saadaan entsyymivalmiste E5. Talla valmisteella E5
tehdyt analyyttiset maaritykset on esitetty taulukossa I.

Valmisteen E5 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi on
esitetty taulukossa V.

Taulukko V
substraatti P, (g/1) | substraatti P, (g/1)
sellobioosi 10,2 2,11
glukoosi 16,9 22,7
ksyloosi 0,4 15,23
arabinoosi 0,1 1,18
yhteensa g/1 27,7 41,22

ESIMERKKI 6

Trichoderma reesei CL 847 kantaa viljellaan esimerkin 1
kanssa identtisissa olosuhteissa. 145 tunnin viljelyn jal-
keen saadaan entsyymivalmiste E6.

Valmisteen E6 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi on
esitetty taulukossa VI.
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Tau \'4
— — m
substraatti P, (g/1) | substraatti P, (g/1)

sellobioosi 8,81 1,4
glukoosi 30,39 22,4
ksyloosi 1 14,9
arabinoosi 0,36 1,4
yhteensa g/1 40,56 40 "

ESIMERKKI 7

Trichoderma reesei CL 847 kantaa viljellaan esimerkin 2

kanssa identtisissa olosuhteissa. 145 tunnin viljelyn jal-

keen saadaan entsyymivalmiste E7.

Valmisteen E7 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi on
esitetty taulukossa VII.

Taulukko VII

substraatti P, (g/l) | substraatti P, (g/1)=1
sellobiocosi 12,5 5
glukoosi 25,7 23,4
ksyloosi 0,7 15,1
arabinoosi 0,3 1,1
yhteensa g/1 39,4 44

ESIMERKKI 8

Trichoderma reesei CL 847 kantaa viljellaan esimerkin 3

kanssa identtisissa olosuhteissa. 145 tunnin viljelyn jal-

keen saadaan entsyymivalmiste ES8.

Valmisteen E8 sokeriksimuuttumispotentiaalin arviointi on
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esitetty taulukossa VIII.

Taulukko VIIT

101719

Substraatti P, (g/1)

Substraatti P, (g/1)

sellobioosi 12,46 8,4
glukoosi 23,71 20,5
ksyloosi 1,1 18,3
arabinoosi 0,3 1,2 “
yhteensa g/1 37,57 48,4

LSS — =
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Patenttivaatimukset:

1. Sellulolyyttinen ja hemisellulolyyttinen entsyymikoos-
tumus, joka on valmistettu menetelmdlld, jossa fermentaa-
tio-olosuhteissa viedd&n yhteen vdhintdén yht& Trichoderma
reesei -kantaa hiilipitoisen fermentaatiovdliaineen kanssa,
tunnettu siitd, ettd mainittu fermentaatiovaliaine
koostuu olennaisesti epdorgaanisten suolojen vesiliuoksesta
ja vesiliukoisten sokerien lisdyksestd, joka ainakin osit-
tain kasittdi esikésitellystd lignoselluloosasubstraatista
perdisin olevien vesiliukoisten pentoosien raakauutteen,
edellyttden ettd mainittuun fermentaatiovdliaineeseen ei
sisdlly selluloosaa eikd mitdadn sitd sisdltdvad kiinteda

ainetta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t-
t u siitd, ettd Trichoderma reesei -kanta on hypertuotta-

va.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen koostumus, t u n-
nettu siitd, ettd pentoosiraakauute on mukana esikasi-

tellyn substraatin entsymaattisessa hydrolysaatissa.

4. Patenttivaatimuksen 1 tail 2 mukainen koostumus, t u n-
nettu siit&, ettd pentoosiraakauute on mukana esikdsi-
tellyn ja osittain depentosoidun substraatin entsymaatti-

sessa hydrolysaatissa.

5. Menetelmid sellaisten entsyymien valmistamiseksi, jotka
kykenevat katalysoimaan esikdsitellyn lignoselluloosasubst-
raatin hydrolyysin, jonka menetelmdn mukaan
- Trichoderma reesei -kanta siirrostetaan sopivaan hii-
lipitoiseen fermentaatiovdliaineeseen, ja
- ndin siirrotettu valiaine inkuboidaan olosuhteissa,
jotka mahdollistavat kannan kasvun ja entsyymituotan-
non,
tunnettu siitd, etta

101719



10

15

20

25

30

35

101719

20

- fermentaatioviliaine muodostuu olennaisesti epaor-
gaanisten suolojen vesiliuoksesta ja vesiliukoisten
sokerien lisayksestd, joka ainakin osittain kasittéaa
esikasitellystd lignoselluloosasubstraatista perdisin
olevan vesiliukoisten pentoosien raakauutteen,

edellyttéden ettd mainittuun fermentaatiovdliaineeseen ei
sisally selluloosaa eikéd mitddn sitd sisaltavaa kiinteaa

ainetta.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unne t-
t u siitd, ettd sydtettavat sokerit ovat perdisin kasitte-
lystd, johon kuuluu lignoselluloosasubstraatin esikdsitte-
lyvaihe ja esikésitellyn substraatin entsymaattinen hydro-

lyysi.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmda, t unne t-
t u siita, ettd sydtettdvidt sokerit ovat perdisin k&sitte-
lystd, johon kuuluu lignoselluloosasubstraatin esikésitte-
lyvaiheen, esikésitellyn substraatin osittainen pesu ja
esikdsitellyn, mainitussa osittaispesussa osittain depen-

tosoidun substraatin entsymaattinen hydrolyysi.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unn e t-
t u siitd, ettd sydtettdvat sokerit ovat perdisin kasitte-
lystd, johon kuuluu lignoselluloosasubstraatin esikasitte-
lyvaihe, jota seuraa uuttaminen vedelld pentoosiuutteen

saamiseksi talteen.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 5 - 8 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd substraatin esikésittely ta-
pahtuu keittdm&lld hapossa, 120 - 150°C:ssa 2 - 6 tunnin
ajan, tai hoéyryréjahdykseksi nimitetyll& tekniikalla, joka
kasittas substraatin keittdmisen 150 - 250°C:ssa 1 - 10 min
ajan ja sitd seuraavan rajahtavan laajenemisen ilmakehan

paineeseen.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma, t unmne t-
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t u siitd, ettd keittdminen tapahtuu voimakkaasti happa-

messa valiaineessa.

11. Patenttivaatimuksen 6 tai 7 mukainen menetelmda, t u n-
nettu siitd, ettd esikdsitellyn substraatin entsymaat-
tinen hydrolyysi ja osittain depentosoidun substraatin

entsymaattinen hydrolyysi tapahtuvat kaupallisen sellulaa-
sin ja/tai jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukaisen sellu-
laasikoostumuksen lasniollessa, jolloin 5 - 20 suodatinpa-
periyksikdssd esikisitellyn substraatin grammaa kohti on 6
- 20 % kuiva-ainetta, 15 - 30 tunnin aikana, 40 - 60°C:ssa,

ja pH on valilla 4 - 5,5.

12. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukaisen koostumuksen
tai jonkin patenttivaatimuksen 5 - 11 mukaan saadun koostu-
muksen kayttd esikasitellyn lignoselluloosasubstraatin

polysakkaridien entsymaattisessa hydrolyysissa.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kayttd, jossa koostu-
muksen maara vastaa 5 - 20 suodatinpaperiyksikdén annostusta
substraattigrammaa kohti, l&mpdétila on 40 - 60°C ja hydro-

lyysiaika 15 - 30 tuntia.
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Patentkrav:

1. Komposition med cellulosa- och hemicellulosanedbrytande
enzymer bildad medelst ett fdrfarande, vari man under for-
mentationsbetingelser bringar minst en stam av Trichoderma
reesei i kontakt med ett kolhaltigt fermenetationsmedium,
kannetecknad av att fermentationsmediet vasent-
ligen utgdres av en vattenhaltig ldsning med oorganiska
salter och av en matning med vattenldsliga socker som at-
minstone delvis innefattar ett rdextrakt av vattenldsliga
pentoser som harrdér fran ett férbehandlat substrat av lig-
nocellulosatyp med villkoret att cellulosan eller vilket
fast material som helst, vari den ingdr, uteslutes fran
fermentationsmediet.

2. Komposition enligt patenkrav 1, k Aannetecknad

av att stammen av Trichoderma reesei &ar hyperproduktiv.

3. Komposition enligt patentkrav 1 eller 2, kdanne -
t ec knad av att raextraktet av pentoser ingar i ett
enzymatiskt hydrolysat av det fbrbehdllande substratet.

4. Komposition enligt patentkrav 1 eller 2, k danne -

t ecknad av att raextraktet av pentoser ingar i ett
enzymatiskt hydrolysat av det forbehandlade substratet frén
vilket pentos partiellt borttagits.

5. Foérfarande f£6r framstdllning av enzymer med férméga att
katalysera hydrolys av ett fébrbehandlat substrat av ligno-
cellulosatyp innefattande
- ympning av en stam av Trichoderma reesei i ett lamp-
ligt kolhaltigt fermentationsmedium och
- inkubering av det pa detta satt ympade mediet under
betingelser som mdjliggdr tillvaxt av stammen och
enzymtillverkning,
kannetecknat avatt
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- fermentationsmediet vasentligen utgdres av en vatten-
haltig 1&sning av oorganiska salter och av en matning
med vattenldsliga socker som dtminstone delvis inne-
fattar ett raextrakt av pentoser som hdrrdr sig fran
en fdrbehandling av ett substrat av lignocellulosatyp

med villkoret att cellulosan eller vilket fast material som

helst, vari den ingdr, uteslutes fran fermentationsmediet.

6. Forfarande enligt patentkrav 5, k annetecknat
av att matningen med socker harrér fran en behandling inne-
fattande ett steg fdr fdrbehandling av substratet av ligno-
cellulosatyp och en enzymatisk hydrolys av det férbehandla-

de substratet.

7. Forfarande enligt patentkrav 5, k annetecknat
av att matningen med socker harrér fran en behandling inne-
fattande ett steg for fdrbehandling av substratet av ligno-
cellulosatyp, ett steg fér partiell tvéttning av det férbe-
handlade substratet och ett steg fér enzymatisk hydrolys av
det f&rbehandlade substratet, fran vilket pentos partiellt

borttagits genom den partiella tvattningen.

8. Fo6rfarande enligt patentkrav 5, k dnnetec knat
av att matningen med socker harrér fran en behandling inne-
fattande ett steg fér férbehandling av substratet av ligno-
cellulosatyp f6ljt av ett steg for extraktion med vatten

f6r att tillvarata pentosextraktet.

9. Forfarande enligt nadgot av patentkraven 5-8, k a nn e -
t ecknat av att férbehandlingen av substratet utfdéres
medelst en varmebehandling med syra, vid 120-150 °C i 2-6 h
eller medelst en s3 kallad &ngexplosionsteknik innefattande
ett steg for varmebehandling av substratet mellan 150 °C
och 250 °C i 1-10 min f61jd av en explosiv trycksankning

till atmosfaruttryck.

Q
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10. Férfarande enligt patentkrav 9, k édnnetec k -
n a t av att varmebehandlingssteget utféres i ett medium

med en stark syra.

11. Férfarande enligt patentkrav 6 eller 7, k ann e -

t ecknat av att den enzymatiska hydrolysen av det
fdrbehandlade substratet och den enzymatiska hydrolysen av
substratet, fran vilket pentos partiellt borttagits, utfd-
res i narvaro av en mangd saluférda cellulaser och/eller
cellulaskompositionen enligt nagot av patentkraven 1-4 av
5-20 filtrerpappersenheter/g férbehandlat substrat innefat-
tande 6-20 % torrsubstans i 15-30 h vid 40-60 °C och wvid
ett pH som ligger mellan 4 och 5,5.

12. Anvandning av en komposition enligt nidgot av patentkra-
ven 1-4 eller av en komposition erhdllen enligt nagot av

patentkraven 5-11 i ett forfarande for enzymatisk hydrolys
av polysackarider i ett forbehandlat substrat av lignocel-

lulosatyp.

13. Anvandning enligt patentkrav 12, kannetec k -

n a d av att mangden av kompositionen motsvarar en dosering
av 5-20 filtrerpappersenheter/g substrat, temperaturen ar
40-60 °C och hydrolystiden &r 15-30 h.
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