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Menetelmi mekaanisen massan valmistamiseksi

Esilla olevan keksinnon kohteena on menetelma mekaanisen massan valmistamiseksi
patenttivaatimuksen 1 johdannon mukaisesti, Keksintd koskee myds menetelmai puu-
hakkeen hiertimiseen perustuvan mekaanisen massanvalmistuksen energiankulutuksen

viahentéimiseksi patenttivaatimuksen 17 johdannon mukaisesti.

Kemiallisilla ja mekaanisilla massoilla on erilaiset kemialliset ja kuitutekniset ominai-
suudet ja siten niiden kayttokohteet paperinvalmistuksessa voidaan valita ndiden
ominaisuuksien perusteeila. Monet paperilaadut sisdltdvit kumpaakin massatyyppid
vaihtelevissa suhteissa haluttujen lopputuoteominaisuuksien mukaan. Mekaanista massaa
kaytetdén tarvittaessa parantamaan/ lisddmaan tuotteen jaykkyyttd, tilavuusmassaa

(bulkkia) tai optisia ominaisuuksia.

Paperin valmistamista varten on puumateriaalin kuidut ensin erotettava toisistaan.
Mekaanisessa massanvalmistuksessa kdytetddn paiasiassa hionta- tai hierremenetelmii,
joissa puuraaka-aine altistetaan jaksoittaisten painepulssien alaiseksi. Kitkalimmon
vaikutuksesta puurakenne pehmenee ja sen rakenne héllentyy, mika lopulta johtaa kuitujen
eroamiseen toisistaan (Virkola, 1983). Kuitenkin vain pieni osa systeemiin tuodusta
energiasta kuluu kuitujen irrottamiseen toisistaan; valtaosa muuttuu lammaoksi. Tastd

syysté kuidutuksen kokonaisenergiatalous on hyvin huono.

Tunnetussa tekniikassa on ehdotettu erilaisia ratkaisuja mekaanisen massanvalmistuksen
energiatalouden parantamiseksi. Erdit ndistd perustuvat hakkeen esikisittelyyn esim.
vedelld tai hapolla (FI-patenttijulkaisut 74493 ja 87371). Tunnetaan myds menetelmis,
joissa kuidutettavaa ainesta kasitelldéin entsyymeilld kuidutusenergian vahentimiseksi. FI-
patenttihakemuksessa 895676 on kuvattu koe, jossa kertaalleen jauhettua massaa kisiteltiin
ksylanaasientsyymilld. Tdmén entsyymikésittelyn on esitetty jossain miirin vihentivin
kuidutuksen energiankulutusta. Julkaisussa mainitaan myds mahdollisuus kiyttia sellu-
laaseja, mutta niisti ei ole annettu esimerkke;jd eikd niiden vaikutusta ole osoitettu. Eristet-
tyjen entsyymien osalta kiinnostus on hemisellulaasien liséksi kohdistunut ligniiniin
vaikuttaviin entsyymeihin, mm. lakkaasientsyymiin (Jokinen ja Savolainen, 1991). Lak-
kaasikésittelylld ei kuitenkaan todettu vaikutusta energiankulutukseen (Jokinen ja

Savolainen, 1991).
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Patenttijulkaisussa EP 0429 422 on ehdotettu lakkaasikésittelyd mekaanista massaa valmis-
tettaessa ensimmadisen ja toisen jauhatuskasittelyn valissd. Lakkaasikdsittelyn on esitetty
tdssd julkaisussa pienentdvin jauhatuskésittelyn energiankulutusta. Patenttijulkaisussa WO
93/23606 on puolestaan ehdotettu kisittelyd fenolioksidaasientsyymeilld viimeisen jauha-
tus- tai hienonnuskasittelyn jilkeen. Mainitulla késittelylld ei ollut vaikutusta jauhatuski-
sittelyn energiankulutukseen, mutta sillé on esitetty olevan vaikutusta paperin tai kartongin

Iujuuteen.

Koska kuidutuksessa energiaa sitoutuu 1dhinnd vain kuituaineksen amorfiseen osaan, eli
hemiselluloosaan ja ligniiniin, raaka-aineen amorfisuuden lisiys parantaa kuidutuksen
energiataloutta. Patenttijulkaisuissa WO 94/20666 ja WO 94/20667 on ehdotettu raaka-
aineen amorfisuuden korottamista mekaanisen massan valmistuksen yhteydessi kisitte-
lemdlld kuidutettavaa materiaalia sopivalla entsyymilli, joka reagoi raaka-aineen kiteisen,
liukenemattoman selluloosan kanssa. Patenttihakemuksessa WO 94/20666 on ehdotettu,
ettd kuidutettava aine kisitelldéin sellaisella entsyymivalmisteella, jonka pidasiallinen
sellulaasiaktiivisuus koostuu sellobiohydrolaasi-aktiivisuudesta. Patenttihakemuksessa
WO 94/20667 ehdotetaan samaan tarkoitukseen kaytettdvaksi entsyymivalmistetta, joka
siséltdi sellobiohydrolaasiaktiivisuutta ja mannanaasiaktiivisuutta. Mainittujen julkaisujen
esimerkeissd kisiteltiin karkeaa puuainesta kuten fraktioidun TMP-kuusimassan pitka-
kuitujaetta, kertaalleen jauhettuja TMP-kuusimassoja (freeness-arvot CSF 450 - 550 ) tai
eri freeness tasoille jauhettuja TMP-massoja (30 -300). Jos mekaanisen massan valmis-
tuksen yhteydessé kaytettiin synergistisesti toimivaa sellulaasientsyymituotetta eli
sellulaasia, joka sisdltda sekd sellobiohydrolaasia etti endoglukanaasia, johti kisittely
liukenemattoman selluloosan hydrolysoitumiseen ja siten massan lujuusominaisuuksien

heikkenemiseen.

Patenttijulkaisussa US 6,267,841 on kuvattu termomekaanisen massan valmistusme-
netelmé, jossa massalle on tehty entsyymikésittely ensimmiisen ja toisen hierté-
miskasittelyn vélissd. Myos hakkeen késittelyd entsyymeilld ennen ensimmiisti
hiertdmisti on ehdotettu. Entsyymeistd mainitaan pektinaasi, ksylanaasi, lakkaasi,
sellulaasi tai ndiden seokset. Julkaisussa ei anneta mitéin lukuarvoja saavutetusta

energiansaastosts.
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Edelld mainittujen eristettyjen entsyymien lisdksi on my®s tutkittu kasvavien valkolahotta-

jasienten hyviksikdytt64 mekaanisen massan valmistuksessa. Téllaisen ennen kuidutusta
suoritetun valkolahottajasienikésittelyn on todettu laskevan ominaisenergiankulutusta ja
parantavan massojen lujuusominaisuuksia (Setliff ym., 1990, Leatham ym., 1990 ja Akhtar
ym., 1992). Haittapuolina ndissi valkolahottajasieni-kisittelyissd on niiden vaatima pitka
kasittelyaika (useimmiten viikkoja), alentunut saanto (85 - 95 %), prosessin vaikea sdddet-

tdvyys ja huonontuneet optiset ominaisuudet.

Yleensd erilaiset tunnetun tekniikan mukaiset entsyymikésittelyt on tehty puuraaka-ai-
neelle, jolle valmistusprosessin aikana on jo suoritettu jonkinasteinen kuidutus. Suoraan
hakkeelle tehtynid entsyymikdisittely ei yleisen késityksen mukaan ole yhta tehokas, koska
entsyymivalmistetta on vaikea saada imeytymaéin tehokkaasti hakkeen muodossa olevan
raaka-aineen kuituihin. Natiivissa hakemuodossa puuraaka-aineen pinta-alaa ei ole riit-
tavisti niin ettd entsyymikisittely tapahtuisi tehokkaasti. Toinen syy on se, ettd suuri osa
puun huokosista on liian pienid vastaanottamaan entsyymimolekyylejd (Grethlein, H.E.
Biotechnology, February 1985, pp.155 - 160).

Tunnetun tekniikan mukaisesti sellunkeitossa kdytettivaian hakkeeseen saadaan keittoliuos
tunkeutumaan kisittelemalld haketta paineiskuilla keittoliuoksen ldsnéollessa. Esimerkiksi
Vilamo-menetelméssd haketta kisitelldin keittoliuoksen lasnéollessa vaihtelemalla painetta
4,5 kp/cm’ paineesta ja 10-16 s kisittelyajasta paineeseen 2 kp/cm’ ja kisittelyaikaan 5-6
s, kdsittely toistetaan 6-8 kertaa, 1 minuutin inter-vallein (Rydholm, 1965).

Patenttihakemuksessa WO 95/09267 on ehdotettu sellunkeitossa kiytettivin hakkeen
késittelyd kemiallisella liuoksella saattamalla hake vakuumiin ja viemilld kemiallinen liuos
paineiskulla puun kuituihin. Kemiallinen liuos voi hakemuksen mukaan olla keittoliuos,
joka siséltdi esimerkiksi katalyyttejd ja entsyymeja. Keksinnén tavoitteena on ollut saada
ligniinin méérdd vadhennettyd, jotta jainnosligniinin vahentimisen tarve keiton loppu-
vaiheessa pienenisi. Hakemuksessa ei kuitenkaan ldhemmin kuvata, saadaanko entsyymit

puun solukkoon ja onko entsyymeilld mitdin vaikutusta ligniinin méiran vihenemiseen.

US-patentissa 5,374,555 on ehdotettu ligniinin poistoa lignoselluloosamateriaalista
proteaasientsyymin avulla. Entsyymikasittelyn tehostamiseksi on ehdotettu hakkeen

mekaanista késittelyd esimerkiksi ruuvipuristimessa. Patenttijulkaisussa on mainittu, ettd
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4
sellulaasia voidaan kayttdd hakkeen tai massan esikasittelyentsyymind, mutta seltu-

laasikdsittelyi ei ole ehdotettu tehtidviksi mekaanisen kisittelyn yhteydessd. Patentissa ei
ole ollut tarkoituksena energian siist0 vaan ligniinin poisto, eikd energiataloudesta ole
tehty mitddn havaintoja. Vaikka hakemuksessa ehdotetaan proteaasikisittelys sekd mekaa-
nisessa massan valmistuksessa ettd kemiallisessa massan valmistuksessa kéiytéttévén
puumateriaalin késittelemiseksi, kyseessd on 1dhinnd ollut ligniinin poisto kemiallisen

massan valmistuksen esikisittelynd.

Patenttihakemuksessa WO 97/40194 on ehdotettu puun rakenteen tai koostumuksen muut-
tamista lisddamalla paineen avulla puristettuun hakkeeseen sieni- tai bakteeriviljelmii, tai
niistd saatuja tuotteita kuten entsyymeji. Puristuksen tarkoituksena on aikaansaada puuhun
sardja ja halkeamia. Kun hake péistetddn puristuksesta, mikrobit tai niiden tuotteet imey-

- tyvat hakkeen laajentuessa puun rakenteisiin osittain alipaineen osittain kapillaari-ilmién

ansiosta, Hakemuksessa on ehdotettu mm. sienid suvuista Ceriposiophsis, Phanerochaete
ja Ophiostoma. Entsyymeistd on mainittu lipolyyttiset, proteolyyttiset, ligninolyyttiset,
sellulolyyttiset ja hemisellulolyyttiset entsyymit. Patenttijulkaisussa kuvattiin entsyymi-
valmisteen Clariant Cartazyme HS ™ (ksylanaasi) imeyttiminen puristettuun hakkeeseen
paineen vapauttamisen jalkeen. Kisittelyn jilkeen neste poistettiin ja hakkeesta valmis-
tettiin mekaanista massaa. Energiaa kului tilldin 7,5 % vdhemman kuin pelkaild puskurilla
kisitellylld hakkeella. Toisessa kokeessa kisittelyt tehtiin entsyymivalmisteilla Clariant
Cartazyme NS ™ (ksylanaasi) ja Sigma porcine pancreas Lipase L-3126. Energiaa kului
tdll6in 12,5 % vihemmin kuin pelkilld puskurilla kisiteltiessé. Julkaisussa ei ollut mai-
nintaa massan optisten ominaisuuksien siilymisesti. Paras energiansiéstd saavutettiin
julkaisun mukaan yhdistamaélls eri lahteistd perdisin olevia entsyymivalmisteita, joista
erityisesti nisdkdsperdisen lipaasin m#iréd oli huomattavan suuri. Muidenkin kiytettyjen
entsyymien méaéri oli varsin korkea, mikd antaa aiheen epdilld, ettei energiansasstod

saavutettu erityisen taloudellisesti.

Eriksson ja Heitman (1998) kuvasivat kokeita, joissa puupalasia (kooltaan 1x1x 1.5
tuumaa) kasiteltiin sellulaasientsyymiseoksella ja sen jdlkeen palaset hierrettiin ja ja
tutkittiin hiertdmiseen kuluvaa energiaan. Entsyymiseoksen imeytymistd puupalasiin
helpotettiin viemélla palaset vakuumiin. Kisittelylld ei havaittu olevan vaikutusta hierta-

misenergian kulutukseen.
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Tunnetuissa mekaanisen massan valmistuksen menetelmissd ongelmana on suuri energian

kulutus. Kun jauhautuvuutta ja energiataloutta on pyritty parantamaan entsyymikasit-
telyjen avulla, ei energiansddstoa juurikaan ole saavutettu ja tuloksena on usein ollut mas-
san lujuusominaisuuksien heikkeneminen (sellulaasikisittely) tai massan tummuminen ja
optisten ominaisuuksien heikkeneminen (lakkaasikisittely). Lisdksi entsyymiliuosta ei
aina ole tehokkaasti saatu vaikuttamaan puuainekseen. Joissakin tapauksissa kokeissa
kéytetyn entsyymikoostumuksen valmistaminen on saattanut sisiltid aikaavievii vaiheita

ja/tai olla muuten epataloudellista.

Esilld olevan keksinndn tarkoituksena on poistaa ainakin joitain tunnetun tekniikan
epakohtia ja saada aikaan parannettu menetelméd mekaanisen massan valmistamiseksi.
Tarkemmin sanoen keksinndn tarkoituksena on ollut tarjota hakkeen esikasittelymenetelms

kaytettdvaksi ennen mekaanisen massan valmistusta.

Esilla olevassa keksinnossé on yllittden havaittu, ettd haketta voidaan esikisitelld entsyy-
mivalmisteella, jossa on synergistisesti vaikuttavia entsyymiaktiivisuuksia. Entsyymival-

misteen ei t&llBin tarvitse ainoastaan sisiltds tiettyd, eristettyd entsyymiaktiivisuutta, vaan

- entsyymivalmisteena voidaan kdyttda suoraan erilaisia entsyymiaktiivisuuksia sisiltavad

entsyymivalmistetta.

Menetelmin mukainen kisittely voidaan kohdistaa suoraan hakkeeseen. Jauhatusenergian
sidstd on tdlloin mahdollisimman suuri, koska entsyymikadsittely tapahtuu massanvalmis-

tuksen varhaisessa vaiheessa.

Esilld olevan keksinnén menetelmén mukaisesti hake esikisitellddn entsyymills, joka
kykenee hajottamaan puun rakenneosia, mink3 jalkeen hakkeesta valmistetaan mekaanista
massaa hiertdmélli. Entsyymikésittely on edullista suorittaa puristamalla haketta kokoon ja
saattamalla kokoonpuristettu hake nestefaasissa kosketuksiin entsyymikoostumuksen
kanssa entsyymikoostumuksen imeyttimiseksi hakkeeseen. Entsyymikoostumus siséltda
edullisesti seka sellobiohydrolaasia ettd endoglukanaasia. Erityisen edullista on, ettd
koostumus siséltds tehokkaan midran kumpaakin, seki sellobiohydrolaasia etti endo-
glukanaasia. Edullisia ovat entsyymikoostumukset, jotka sisdltavit sellobiohydrolaasia ja

endoglukanaasia suhteessa 20:1 — 1:20 proteiinien painosuhteena ilmoitettuna.
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Endoglukanaasin méird verrattuna sellobiohydrolaasin méirisn on keksinnén joidenkin

edullisten sovellusmuotojen mukaisesti suurempi kuin miti teolliset sellulaasin tuotto-

kannat, kuten Trichoderma, luonnostaan tuottavat kasvuliuokseensa.

Tasméllisemmin sanottuna keksinnén mukaiselle menetelmille on pasasiallisesti tunnus-

omaista se, miké on esitetty patenttivaatimuksen 1 tunnusmerkkiosassa.

Keksinn6én mukaiselle menetelmille on tunnusomaista myds se, miki on esitetty patent-

tivaatimuksen 17 tunnusmerkkiosassa.

Keksinndn avulla saavutetaan useita huomattavia etuja. Kiytettiiessi keksinnén edullisten
sovellusmuotojen mukaisia menetelmid energiaa kuluu huomattavasti vihemman kuin tun-
netun tekniikan mukaisissa menetelmissi. Energiansiistd voi olla jopa 20 % verrattuna

menetelméin, jossa haketta ei kisitelld entsyymivalmisteella.

Kasiteltdessd haketta keksinnon edullisten sovellusmuotojen mukaisilla menetelmilld mas-
san lujuudet eivit heikenneet, vaan jopa paranivat. Mys optiset ominaisuudet pysyivit
hyvind. Késiteltdessa haketta keksinnon edullisten sovellusmuotojen mukaisilia menetel-

milld massan laatua pystyttiin siis parantamaan.

Tunnetun tekniikan mukaisesti kuidutettavan aineen kisittely ei-optimoidun sellulaasi-
entsyymituotteen avulla johti liukenemattoman selluloosan hydrolysoitumiseen ja siten
massan lujuusominaisuuksien heikkenemiseen. Téssé keksinndssd on yllittden havaittu,
ettd sellobiohydrolaasia ja endoglukanaasia sisiltdvi entsyymivalmiste ei valttamatti

aiheuta massan lujuuksien menetysti.

Keksinndn edullisten sovellusmuotojen mukaisesti entsyymivalmiste tuotetaan sellaisessa
isintdorganismissa, joka erittdd entsyymivalmisteen ulos solusta, jolloin entsyymivalmis-
tetta ei tarvitse eristdd solusta. Erittdin edullista on myds kéiyttdd tuottajaisinténi geneet-
tisesti modifioitua organismia, joka tuottaa suoraan kasvuliuokseen halutunlaista entsyymi-
valmistetta. Téstd on se huomattava etu, ettd kiytettivii entsyymiaktiivisuutta ei tarvitse
eristad isdntiorganismista tai sen kasvuliuoksesta, vaan voidaan kiyttis suoraan esimer-

kiksi isdntdorganismin kasvuliuosta.
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Keksintdd kuvataan seuraavassa yksityiskohtaisen selostuksen ja muutamien esimerkkien

avulla, joiden tarkoituksena ei ole kuitenkaan rajoittaa keksinnén suojapiirii.

Selluloosan modifiointiin ja hajotukseen osallistuvista entsyymeistd kiiytetiéin yhteisni-
mitystd "sellulaasit". Nita entsyymeja ovat endo-B-glukanaasit, sellobiohydrolaasit ja -
glukosidaasi. Hyvin monet organismit, kuten erilaiset lahottajasienet, homeet ja anaero-
biset bakteerit tuottavat joitakin mainituista entsyymeisti tai niitd kaikkia. Organismin ja
kasvatusolosuhteiden mukaan kyseisid entsyymeja erittyy solun ulkopuolelle vaihtelevissa

suhteissa ja méirissi.

Téssd hakemuksessa kiytetylld termilld "entsyymivalmiste" tarkoitetaan miti tahansa sel-
laista tuotetta, joka sisdltdd ainakin yhden entsyymin tai entsyymin rakenneosan. Niinpé
entsyymivalmiste voi olla esim. entsyymia tai entsyyme;ji sisiltavé kasvatusliuos, eristetty
entsyymi tai kahden tai useamman entsyymin seos. "Sellulaasi® tai "sellulaasientsyymi-
valmiste" tarkoittaa puolestaan entsyymivalmistetta, joka sisdltii ainakin yhden edells
mainituista sellulaasientsyymeisti. *Entsyymikoostumus” tarkoittaa tissi hakemuksessa
samaa kuin entsyymivalmiste. Entsyymivalmiste tai entsyymikoostumus voi sisaltis
entsyymien lisdksi myGs esimerkiksi puskureita, stabilaattoreita, sdilontdaineita tai muita

tarvittavia apuaineita.

"Sellobiohydrolaasiaktiivisuudella"” tarkoitetaan tissd hakemuksessa aktiivisuutta, joka
kykenee modifioimaan selluloosan kiteisia osia. Sellobiohydrolaasi I ja II —aktiivisuudet
tarkoittavat Trichoderman tuottamia sellobiohydrolaasin pidaktiivisuuksia tai jonkin toisen
organismin tuottamia vastaavia aktiivisuuksia. Endoglukanaasiaktiivisuudella tarkoitetaan
tdssd hakemuksessa aktijvisuutta, joka kykenee modifioimaan selluloosan amorfisia osia.
Endoglukanaasi I- ja endoglukanaasi II- aktiivisuudet tarkoittavat Trichoderman tuottamia
endoglukanaasin padaktiivisuuksia tai jonkin toisen organismin tuottamia vastaavia
aktiivisuuksia.

Entsyymivalmisteella, joka siséltdd “tehokkaan maérén” sellobiohydrolaasia ja endogluka-
naasia tarkoitetaan entsyymivalmistetta, jossa molempien entsyymien vaikutus hakkeeseen
on mitattavissa jauhatuksen energiankulutuksen pienenemisend. Tehokas méiira sello-
biohydrolaasia ja endoglukanaasia saa aikaan vihintiiin 3 %, edullisesti vihintisin 5 %,
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edullisemmin ainakin 8 %, edullisimmin ainakin 10 % energiankulutuksen pienenemisen

jauhamisessa.

Keksinndn mukaisiin menetelmiin voidaan haluttaessa yhdistda muilla entsyymeilld, kuten
hemisellulaaseilla (esim. ksylanaasit, glukuronidaasit ja mannanaasit) tai esteraaseilla
suoritettuja kisittelyitd. Edelld mainittujen lisidksi esilld olevissa menetelmissa voidaan
lisdentsyymind kayttdd B-glukosidaasiaktiivisuuden omaavaa valmistetta, koska tillainen

glukosidaasiaktiivisuus estid sellobioosin aiheuttaman lopputuoteinhibition.

Sellobiohydrolaasi- ja endoglukanaasientsyymivalmisteet valmistetaan kasvattamalla sopi-
via mikro-organismikantoja, joiden tiedetéddn tuottavan sellulaasia. Edullisesti kannat ovat
teollisesti kaytettdvid tuottokantoja. Kasvatusalustana kiytetdin esimerkiksi yksinkertaista
seluloosa-alustaa (1 % Solka floc), johon on lisétty tarvittavat hivenaineet (Mandels ja
Weber, 1969). Tuottokantoina voidaan kéyttds bakteereja, homeita ja sienid. Esimerkkeina

mainittakoon seuraaviin sukuihin kuuluvat mikro-organismit:

Trichoderma (esim. T. reesei), Aspergillus (esim. A. niger ), Phanerochaete (esim. P.
chrysosporium, Covert ym., 1992), Penicillium (esim. P. janthinellum, P. digitatum),
Streptomyces (esim. S. olivochromogenes, S. flavogriseus), Humicola (esim. H, insolens) ja
Bacillus (esim. B. subtilis, B. circulans, Ito ym., 1989). Voidaan kiyttii myds muitakin
valkolahottajiin kuuluvia sienia, esim. Phlebia-, Ceriporiopsis-, Trametes- sukuihin

kuuluvia lajeja.

Sellobiohydrolaaseja, endoglukanaaseja tai niiden rakenneosia on mahdollista tuottaa
kannailla, jotka on geneettisesti parannettu tuottamaan juuri niiti proteiineja tai muilla
geneettisesti parannetuilla tuottoisénnilld, joihin nditd proteiineja koodaavat geenit on
siirretty. Kun halutun proteiinin geenit on kloonattu (Teeri ym., 1983), on proteiinia tai sen
osaa mahdollista tuottaa halutussa isinnissi. Haluttuna isiintiné voi olla esimerkiksi
Trichoderma -home (EP 244 234, Mitsuishi ym., 1990), hiiva (Penttild ym., 1988), jokin
toinen home, esim. 4spergillus -suvusta (van den Hondel ym., 1992), bakteeri tai mika

tahansa muu genetiikaltaan riittdvasti tunnettu mikro-organismi.

Keksinndn edullisten sovellusmuotojen mukaan haluttu sellobiohydrolaasi ja endoglu-

kanaasi tuotetaan Trichoderma - homekannan, edullisesti T, reesei - kannan avulla.
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Sanottu kanta on yleisesti kiytetty tuotto-organismi ja sen sellulaasit tunnetaan kohtuul-

lisen hyvin. T. reesei syntetisoi kahta sellobiohydrolaasia, joista seuraavassa kéytetdin
lyhenteitd CBH I ja CBH II, useita endoglukanaaseja, joista EGI ja EGII ovat pidaktiivi-
suudet ja ainakin kahta B-glukosidaasia (Chen ym., 1992). Entsyymien biokemiallisia
ominaisuuksia on runsaasti kuvattu erilaisilla, puhtailla setluloosasubstraateilla. Endo-
glukanaasit ovat tyypillisesti aktiivisia liukoisilla ja amorfisilla substraateilla (CMC, HEC,
B-glukaani), sen sijaan sellobiohydrolaasit pystyvit hydrolysoimaan kiteistd selluloosaa.
Sellobiohydrolaasit toimivat keskendéin selkeédn synergistisesti kiteiselld selluloosalla,
mutta niiden hydrolyysimekanismi on oletettavasti erilainen. Nykyiset késitykset sellu-
laasien toimintamekanismeista perustuvat puhtailla sellulaasipreparaateilla saatuihin tutki-
mustuloksiin, eivitks ne ole yleispétevid tapauksissa, joissa substraatti sisiltdd my6s muita

komponentteja, kuten esim. ligniinid tai hemiselluloosaa.

T. reesein sellulaasit (sellobiohydrolaasit ja endoglukanaasit) eivét juurikaan eroa toi-
sistaan optimaalisten toimintaolosuhteiden, esim. pH:n ja ldmp6tilan, suhteen. Sen sijaan
ne eroavat toisistaan puuraaka-aineen selluloosaa hydrolysoivan ja modifioivan kykynsi
perusteella.

Myds sellobiohydrolaasit 1 ja II eroavat toisistaan jossain méarin aktiivisuuksien osalta,
samoin endoglukanaasit I ja II. Tdmén keksinnén edullisissa sovelluksissa nayttda
kuitenkin sellobiohydrolaasien suhde endoglukanaaseihin olevan tirkeimpi kuin eri

seliobiohydrolaasien tai eri endoglukanaasien keskindinen suhde.

Trichoderma reesei tuottaa luonnostaan kasvuliuokseen eri sellulaasikomponentteja, joiden
maéri ja keskindinen suhde riippuu kdytetysti tuottokannasta ja kasvatusoloista. Villi-
tyypin Trichoderma reeseilla padsellulaasien suhteellisiksi médriksi painoprosentteina on
esitetty seuraavia: CBH I 60%, CBH 11 20%, EG I 10% ja EG II 10% (St3hlberg, 1991).

Sellobiohydrolaasien ja endoglukanaasien suhde on tilldin noin 4:1.

Tassd keksinnossd on havaittu, ettd keksinnén mukaisessa menetelméissa edullisia
entsyymiseoksia ovat sellaiset, joissa on seki sellobiohydrolaasientsyymeja ettd
endoglukanaasientsyymeji. Vaikka emme haluakaan sitoutua mihinkéén, teoriaan,
vaikuttaa vahvasti siltd, ettd keksinnén mukaisessa menetelméissé tarvitaan seki

sellobiohydrolaasi- ettd endoglukanaasientsyymeita siksi, ettd endoglukanaasi kykenee
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valmistelemaan hakkeessa kohteita, joihin seflobiohydrolaasi péddsee vaikuttamaan. Koska

kumpikaan aktiivisuus ei yksindén saa haluttua vaikutusta aikaiseksi, sellobichydrolaasien
ja endoglukanaasien pitdi toimia synergiassa. Sellobiohydrolaasien suhde endogluka-
naaseihin on keksinndn edullisten sovellusmuotojen mukaisesti proteiinien painosuhteena
ilmaistuna edullisesti 20: 1 — 1: 20, edullisemmin 9:1 — 1: 9, vield edullisemmin 5:1 - 1:5,
edelleen edullisemmin 3:1 — 1:3, suositeltavimmin 2:1 — 1:2, ja edullisimmin noin 1:1.
Kaikkein edullisimpia sellulaasikoostumuksia ovat siis sellaiset koostumukset, joissa
sellobiohydrolaasien ja endoglukanaasien painosuhde on ldhelld 1:1. Energiansiéstoefekti
voidaan kuitenkin saada aikaan tdstd poikkeavallakin painosuhteella, mikali kiytetty
endoglukanaasi on aktiivisuudeltaan hyvin voimakas, niin ettd jo pienikin mairi riittis
aikaansaamaan halutun efektin.

Keksinnén edullisten sovellusmuotojen mukainen on myGs sellainen entsyymivalmiste,
jossa endoglukanaasien osuus valmisteessa on 2 — 60 p-%. Viela edullisempi on valmiste,
jossa endoglukanaasien osuus valmisteessa on 20 — 55 p-% ja edullisin sellainen, jossa
endoglukanaasien osuus on 45 — 50 p-%. Téllainen endoglukanaasien mé#ird voidaan
saavuttaa lisidmilla joko EGL:n tai EGIL:n tai ndiden molempien médrad valmisteessa. Jos
pelkistiin EGl:n midrad lisatidin, EGI:n méird pitis saada valmisteessa nousemaan tasolle
15 — 45 p-%. Samoin, jos pelkistidn EGII:n mairid lisdtiin,

Esimerkiksi US-patentissa nro 5,874,293 kuvataan entsyymivalmiste, joka on tuotettu EGII
ylituottavalla Trichoderma-kannalla (ALKO 3529). Kannan tuottamassa kasvuliuoksessa
on suhde CBH:EG arvioitu olevan 1-1.4:1. Esimerkiksi téillaisen kannan tuottamaa kasvu-
liuosta olisi edullista kiyttia esilld olevassa keksinndssi. Julkaisussa Karhunen et al.
(1993) kuvataan Trichoderma-isinti, joka on modifioitu ylituottamaan EGI-entsyymis.
My6s tillaisen isdnnén kasvuliuosta voitaisiin kiyttd4 esilld olevassa keksinndssi. Ylei-
sesti ottaen edullisia entsyymiseoksia timén keksinnén edullisten sovellusmuotojen mu-
kaan ovat sellaiset, joissa endoglukanaasin méird on korkeampi kuin miti sellulaaseja
tuottavat mikro-organismit, kuten esimerkiksi Trichoderma, erityisesti T. reesei, tuottavat

luonnostaan kasvulinokseensa.

Modifioidulla sellulaasivalmisteella tarkoitetaan tissd valmistetta, jossa CBH- ja EG-
komponenttien suhdetta on muutettu keskitason ammattimiehen hyvin tuntemilla

menetelmilld. Téllaisia menetelmid ovat esimerkiksi isintdorganismin geneettinen modi-
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fiointi siten, ettd iséntdorganismi tuottaa uudenlaista sellulaasiyhdistelmas kasvulinok-

seensa. Muita mahdollisia tapoja valmistaa modifioituja sellulaasivalmisteita on sellulaasia

sisdltdvan kasvuliuoksen fraktiointi tai erilaisten sellulaasiseosten yhdistdminen.

Iséntdorganismi voidaan geneettisesti modifioida tuottamaan haluttuja sellobiohydrolaa-
seja ja endoglukanaaseja toivotussa suhteessa. Esimerkiksi Trichoderma-suvun kantojen
geneettinen modifiointi voidaan tehda patentissa EP 244 234 tai julkaisussa Suominen ym.,
1993 kuvatuilla menetelmilld. Edullisia entsyymivalmisteita kiytettdviksi timéin keksin-
nén sovellusmuodoissa ovat esimerkiksi sellaiset, joissa T. reesei-home on modifioitu
ylituottamaan EG I ja/tai EG Il-entsyymejé. Ylituottoiséntdd on saatettu modifioida myds
siten, ettd se tuottaa vihemmiin tai ei ollenkaan joitain sellobiohydrolaasiaktiivisuuksia,
etenkin CBH 1 tai CBHII-aktiivisuuksia, tai ettd se tuottaa vihemmiin tai ei ollenkaan
endoglukanaaseja, etenkin EG I ja/tai EG Il-aktiivisuuksia. On kuitenkin huomattava, ettd
keksinnén edullisten sovellusmuotojen mukaisissa entsyymivalmisteissa tulee olla
sellobiohydrolaasiaktiivisuuksia, joten endoglukanaasiaktiivisuuksien lisidminen
entsyymivalmisteisiin on edullisempaa kuin sellobiohydrolaasiaktiivisuuksien vihenti-

minen tai endoglukanaasien poistaminen.

Vastaavanlaisia entsyymivalmisteita voidaan valmistaa myds puhdistamalla sopivia sello-

biohydrolaasi- ja endoglukanaasientsyymejd ja yhdistimalla niitd edullisissa suhteissa tai

lisdamilla modificimattoman isénnén tuottamaan entsyymivalmisteeseen haluttuja entsyy-
miaktiivisuuksia, esimerkiksi EGIja EGII-aktiivisuuksia.

EGI- ja EGII-entsyymejé ylituottamaan kykenevét kannat voidaan rakentaa esimerkiksi
siirtimélld niitd entsyymeji koodaavat geenit (eg/] Penttild et al. 1986 ja egl2 Saloheimo
et al. 1988) valittuun Trichoderma-isintiin useana kopiona taj korvaamaan joitain Trich-
oderman geeneji, kuten sellobiohydrolaaseja koodaavia cbhl- ja cbh2-geenejd, kuten on
kuvattu julkaisussa Suominen et al. (1993). Kyseiset geenit voidaan ekspressoida voimak-
kaan cbhi-promoottorin alaisuudessa, kuten on kuvattu julkaisussa Paloheimo et al.
(1993).

Valmistettaessa geneettisesti modifioituja isdntid, voidaan isintind kiyttdi esimerkiksi 7
reesei kantaa QM6a, siitd erityisesti sellulaasin tuottoon kehitettyjd kantoja QM9414 ja
Rut C -30 tai esimerkiksi ndistd kehitettyjd vihemmén proteeasia tuottavia kantoja.
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Esilld olevan keksinnén edullisten sovellutusmuotojen mukaan entsyymivalmiste
valmistetaan isdntdorganismin avulla, joka on modifioitu tuottamaan kasvulinokseensa
sellobiohydrolaaseja ja endoglukanaaseja halutussa suhteessa. Vaihtoehtoisesti
kasvuliuokseen, joka on tuotettu modifioimattomalla sellulaaseja kasvuliuokseensa
luonnostaan tuottavalla iséntdorganismilla, lisitddn endoglukanaasi I ja/tai II- entsyymej,
jotka on joko tuotettu néiti entsyyme;ja ylituottamaan modifioidulla mikro-organismilla tai
eristetty ja mahdollisesti puhdistettu kasvulinoksesta. Entsyymivalmisteen valmistamisessa
voidaan my6s yhdistelld ylldmainittuja menetelmid. Sellobiohydrolaasi ja endoglukanaasi
voidaan erottaa tuottajaisinnén kasvuliuoksista useilla tunnetuilla tavoilla. Ndissi
erotusmenetelmissi tyypillisesti yhdistetddn useita erilaisia puhdistustekniikoita, kuten
saostuksia, ioninvaihtokromatografisia ja affineettikromatografisia sekd geelikroma-

tografisia menetelmii.

Entsyymivalmisteet voidaan valmistaa Trichoderma- homeen tai jonkun muun tuotto-
isdnnén avulla. Sellobiohydrolaasia ja endoglukanaasia koodaavat geenit voivat olla
perdisin Trichodermasta tai jostain toisesta edullisia sellobiohydrolaasi- ja endogluka-
naasiaktiivisuuksia tuottavasta iséinnasté ja entsyymivalmisteessa Kyseiset aktiivisuudet

voivat olla samaa tai eri alkuperdi.

Esilld olevan keksinndn mukainen kisittely suoritetaan hakkeelle. Puuraaka-aine hake-
tetaan normaaliin tapaan siten, ettd hakepalasten pituus on noin 15-25 mm. Ennen
kisittelyd hake voidaan lajitella poistamalla siitd ylisuuret ja ylipaksut hakepalat seka

hienoaines.

Keksinnén mukaisessa menetelméssi hakemateriaali puristetaan tyypillisesti kokoon
ainakin 10 %, tavallisimmin 10 — 30 %, sen alkuperiisesti irtotilavuudesta (bulk volume).
Haketta puristetaan suhteessa 1:2 — 1:10. Edullisesti kiytetién puristussuhdetta, joka on
ainakin 1:4. Puristuskisittely suoritetaan edullisimmin menetelmélls, jossa haketta
puristetaan kasaan ilman merkittavii kiertoliikettd, koska tavoitteena ei ole murskata
hakepalaa vaan tehdi puuraaka-aineeseen mikrosirgji. Teknisesti puristuskisittely voidaan
toteuttaa monilla tavoin esim. ruuvipuristimessa tai hydraulipuristimella. Puristuskésit-
telyssd impregnoitua haketta kisitellddn riittivi aika entsyymin toiminnalle otollisissa

olosuhteissa, minka jilkeen haketta prosessoidaan normaaliin tapaan ennen jauhatusta,
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mukaanlukien esilimmitys hdyrylld ennen sy6ttod jauhimeen.

Keksinnén mukainen menetelmi ei ole rajoittunut tiettyyn puuraaka-aineeseen, vaan sitd
voidaan soveltaa yleisesti sekd havu- ettd lehtipuille, kuten esimerkiksi Pinaceae -lahkon
kasveille (esim Picea- ja Pinus- heimot), Salicaceae -lahkon kasveille (esim. Populus -

heimo) ja Betula -heimon kasveille.

Kokoonpuristettu hake saatetaan kosketuksiin entsyymivalmisteen kanssa nestefaasissa.
Parhaiten tima3 tapahtuu siten, ettd hakkeen puristus tapahtuu entsyymiliuoksessa. Nesteen
ja hakkeen suhde on edullista valita siten, ettd neste padsee kunnolla vaikuttamaan hakkee-
seen. Nesteen suhde hakkeeseen voi siten olla 10:1 — 2:1, sopivimmin se on 6-8:1. Puris-
tuspaine voi olla 10 ~ 20 MPa, edullisesti se on 12 — 15 MPa. Puristus-imeytysvaiheen
keston pitdd olla ainakin 1 min, edullisesti kesto on 5 — 100 min, tavallisimmin 10 — 30
min. Puristuksen vapauttamisen jilkeen hakkeen annetaan palautua alkuperdiseen

tilavuuteen entsyymiliuoksen alla, jolloin entsyymiliuos impregnoituu hakkeeseen.

Puristus-imeytysvaiheessa entsyymiliuoksen pH:n ja ldmpétilan tulee olla entsyymival-
misteen toiminnalle sopiva. Sellobiohydrolaaseilla ja endoglukanaaseilla pH:n tulee olla
mieluiten vililld pH 3 - 10, edullisesti pH 4 - 8 ja ldmpétilan 20 — 55 °C, edullisesti 30 — 45
°C. Haketta kisitellddn em. olosuhteissa riittidvén pitki aika, jotta entsyymi ehtii vaikuttaa
hakkeeseen ennen jauhatusta. Kisittelyaika vaihtelee suuresti hakkeen ominaisuuksista
(koko, paksuus), puulajista, puristuskasittelystd, entsyymivalmisteesta, kiyttooloista jne.
riippuen ja sopiva kisittelyaika on selvitettiivd tapauskohtaisesti. Kustannusteknisesti
mahdollisimman lyhyt aika on edullinen, mutta prosessiteknisesti estettii usean tunnin
kasittelylle ei ole. Tyypillisesti kisittelyaika voi olla 1-24 h vilills, edullisesti 1- 12 h
vililla.

Keksinndssd kiytettdvan entsyymivalmisteen méird hakkeen ksittelyssi valitaan siten,
ettd linokseen vapautuneiden sokereiden méérd on edullisesti noin 0,1-1,0 % alkuperiisesti
kuiva-aineesta. Sopiva annostus on kokonaisproteiinina médritettynd 0,1 - 7 mg prote-
iinia/g haketta, edullisesti 3 — 6 mg proteiinia/g haketta (kuiva-aineena).

Esilld olevassa keksinndssd mekaaninen massa valmistetaan hiertimalli entsyymikisitelty

hake suotautuvuusarvoon, joka oli edullisesti vihintiin 100 mi CSF, edullisemmin 40- 80
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ml CSF. Keksinnén mukaisella menetelmalld havaittiin ylldttden saatavan 13 %, edullisesti

15 % ja edullisimmin jopa 20 % energiansaasto.

Nayttéisi siltd, ettd esilld olevan keksinnén mukainen entsyymikisittely on edullinen
erityisesti yhdistettyni mekaanisen massan valmistukseen hierremenetelmalis ja

hierrettdessd massa suotautuvuusarvoon, joka on 100 CSF tai titd pienempi.

Keksinndn avulla saavutetaan huomattavia etuja. Niinpd sen avulla voidaan merkittavasti
vahentii hierrdtyksen ominaisenergiankulutusta; kuten alla esitettivit esimerkit osoittavat,
padstddn keksinndn edullisten sovellusmuotojen mukaan jopa 20 % alempaan energianku-
lutukseen kuin kisitteleméattomilld lihtéaineilla. Sopivalla entsyymivalmisteella voidaan
myds massan ominaisuuksia parantaa. Keksinnén edullisten sovellusmuotojen mukaisilla
ratkaisuilla saadaan mekaanisen massan valmistuksessa hiertimailld korkea saanto, massan
laatu on hyvé, lujuudet siilyvit, optiset ominaisuudet ovat hyvit ja menetelmin liittimi-

nen nykyisiin prosesseihin on yksinkertaista.

Keksintdd voidaan soveltaa kaikissa mekaanisissa massanvalmistusmenetelmissi, kuten
kuumahierteen (TMP) ja hierteen( RMP) valmistuksessa.

Keksint6d ryhdytidn seuraavassa ldhemmin tarkastelemaan muutaman ei-rajoittavan

sovellutusesimerkin avulla.
Esimerkki 1
Hakkeen entsymaattinen kasittely

Entsyymikésittelyt sellulaasiseoksella suoritettiin lajitellulle kuusen pintapuuhakkeelle (@
7 mm) kiyttien entsyymiannosta 6,3 mg proteiinia/g haketta (kuiva-aineena) Trichoderma-
kannalla tuotettua kaupallista entsyymivalmistetta, jossa CBH:EG paino-osuuksien mari-
tettiin olevan 1:1. Entsyymikasittelyn tehostamiseksi hakkeeseen kohdistettiin puristus-
késittely kayttien PREX-hydraulipuristinta. Hydraulipuristuksessa hake-erd (200 g)
puristettiin alkuperdistd n. 20% pienempéén tilavuuteen entsyymilinoksessa kiyttien
puristuspainetta 48t (14 Mpa). Neste:puusuhde oli 11:4 ja puristus-imeytysvaiheen kesto

10 min. Puristuksen vapauttamisen jilkeen hakkeen annettiin palautua alkuperiiseen



10

15

. 20

25

15
tilavuuteen entsyymilivoksen alla, jolloin entsyymiliuos impregnoitui hakkeeseen.

Verrokkina oli muuten sama kasittely, mutta ilman entsyymid. Puristuskisittelyssi
hakkeessa €i todettu visuaalisesti, eikd mik-roskooppisesti muutoksia, Puristuskisittelyn
jalkeen hake (+ purnistusliuos) siirrettiin pyorivéin ilmahaudekeittimeen jatkokasittelyi
varten. Kisittely suoritettiin ilman-paineessa ja limpétilassa 450C. Kisittelyliuokseen
vapautuneiden hiilihydraattien miré pelkistivini sokereina méiritettiin 6 ja 22h:n
kuluttua. Saatua tulosta verrattiin késittelyyn, jossa hakkeen puristuskisittely jéitettiin
kokonaan pois. Tulokset on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Entsyymikasittelyssd kuusen pintapuuhakkeesta liuokseen vapautuneiden
hiilihydraattien mééra (6 h ja 22 h:n jilkeen). Liuenneiden hiilihydraattien mésira on

laskettu prosentteina alkuperiisesti kuiva-aineesta.

Kisittely Liuenneet hiilihydraatit, % ka

6h 22h
Puristuskésittely 0,71 1,06
Ei puristuskésittelyd 0,04 0,26

Tulosten perusteella todettiin puristuskésittelylld aikaansaadun entsyymin impregnoi-
tumisen merkittivésti tehostaneen liukoisten hiilihydraattien vapautumista hakkeesta

verrattuna tilanteeseen, jossa puristuskésittelya ei suoritettu,

Esimerkki 2

Entsyymikisittelyn vaikutus hakkeen jauhautuvuuteen

Yhdistetyn puristus-imeytys- ja entsyymikisittelyn vaikutuksia hakkeen jauhautuvuuteen
tutkittiin siipijauhimella. Kokeissa kiytetty laitteisto sisélsi itse jauhimen ja siihen liitetyn
tarkan energianmittausjérjestelman. Siipijauhimen jauhinpesa koostui vastaterilld (20kpl)
varustetusta lierifsti ja pyOrivéstd roottorista, jossa oli neljd siipimdisti terdsi. Kutakin
energian ominaiskulutuskiyrda (EOK) varten suoritettiin useita jauhatuksia (125 g
ka/jauhatus) muuttelemalla jauhatusaikaa (3- 12 min) ja siten myds jauhatuksen energia-

tasoa. Jauhatuksen kokonaisenergiankulutus saatiin kWh-mittarilta summaavan
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pulssilaskurin avulla. Kuidutettua hakemééirda kohti saatu energiakulutusarvo korjattiin

tyhjékdyntikuormalla.

Kisitellyilld kuusipintahakkeella kuidutusajat olivat 3-12min. Kisittelyt suoritettiin, kuten
on esitetty esimerkissé 3 (450C, 22 h). Puristus-imeytys-kisittelyt suoritettiin kidyttien
muokattua sellulaasiseosta kuten esimerkissa 1, CBH I't4, ja EG-rikasta entsyymival-
mistetta. Muokatulla seoksella annokset olivat 0,63 ja 6,3 mg proteiinia/g haketta (kuiva-
aineena). CBH I ja EG-rikkaalla entsyymeilld annostus oli 5,0 mg proteiinia/g haketta (k-
a). Vertailujauhatukset suoritettiin kisittelemattomille hakkeelle, sekd hakkeelle, joka
késiteltiin muuten samoin kuin muut, mutta ilman entsyymid (puskurikisittely). Jauha-
tuksen jilkeen massa poistettiin jauhimesta, suodatettiin, homogenoitiin ja miéritettiin
kuiva-ainepitoisuus, jonka perusteella voitiin laskea EOK-arvo (kWh/kg).

Tulokset on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2.
Kisittely CSF,ml EOK,
kWh/kg
Puskurikisittely (pHS5) 100 ml 4,78
Sellulaasiseos, 0.63mg/g " 4,15
Sellulaasiseos, 6,3 mg/g " 3,79
CBH ], proteiini 5mg/g " 4,94
EG-rikas, proteiini 5mg/g " 4,14

Tulosten mukaan voidaan todeta, ettd hakkeen esikasittely muokatulla sellulaasiseoksella
tehosti merkittédvasti jauhautumista verrattuna muihin sellulaasivalmisteisiin (CBH I ja EG-
rikas): kdytetystd entsyymiannoksesta riippuen sellulaasiseoksella saavutettiin 10 - 20%:n

energiansaistd verrattuna vastaavaan puskurikisittelyyn.

Esimerkki 3

Entsyymikiésittelyn vaikutus massan arkkiominaisuuksiin
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Hake impregnoitiin ja kasiteltiin sellulaasiseoksella (annos 0,63 mg proteiinia/g haketta
(k-a), 459C, 22 h) kuten on esitetty esimerkissd 1. Tdmin jilkeen hake jauhettiin siipi-
jauhimella esimerkin 2 mukaisesti. Jauhetuista massoista valmistettiin laboratorioarkit,
jotka testattiin SCAN-menetelmien mukaisesti. Arkkiominaisuuksia on esitetty taulukossa
3.

Taulukko 3.

Kisit- EOK, CSF, Tihe- Veto- Repiii- Scott Opasi- Vaale-
tely kWh’k ml ys, ind., syind. Bond, teetti, us, %

g kgm Nm/g pmNm2/g  J/m?2 %
3
Vertai- 4,61 115 361 38,5 8,24 112 94,5 54,4
lu
Sellu- 4,19 108 375 399 7,84 139 93,5 56,0
laasi

Tulosten mukaan hakkeelle tehty sellulaasikésittely paransi massan lujuusominaisuuksia,
etenkin vetolujuutta ja z-suuntaista lujuutta (Scott Bond). Myds optiset ominaisuudet

sdilyivit hyvina.
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Patenttivaatimukset;

1. Menetelmi mekaanisen massan valmistamiseksi, jonka menetelmén mukaan
- puuraaka-aine haketetaan,
- hake esikisitellddn entsyymilld, joka kykenee hajottamaan puun rakenneosia,
mink3 jilkeen
- hakkeesta valmistetaan mekaanista massaa hiertamalla,
tunnettusiits, ettid
- entsyymikasittely suoritetaan puristamalla haketta kokoon ja saattamalla
kokoonpuristettu hake nestefaasissa kosketuksiin entsyymivalmisteen kanssa, joka

sisiltdd tehokkaan méirin seki sellobiohydrolaasia ettd endoglukanaasia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd kiytetddn
entsyymivalmistetta, joka siséltdd sellobiohydrolaaseja ja endoglukanaaseja proteiinien
painosuhteessa 20:1 - 1:20, edullisesti painosuhteessa 9:1 - 1:9.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmé, tunnettu siitd, ett kiytetadn
entsyymivalmistetta, joka sisdltia sellobiohydrolaaseja ja endoglukanaaseja proteiinien
painosuhteessa 5:1 - 1:5, edullisesti painosuhteessa 3:1 —1:3.

4. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd
kiytetddn entsyymivalmistetta, joka sisiltdd endoglukanaaseja 2 — 60 p-%, edullisesti 20 —
55 p-%.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

entsyymivalmiste on tuotettu jollain teollisesti kdytettavdlla tuottokannalla.

6. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmi, tunnettu siiti, ettd
entsyymivalmiste on tuotettu kannalla, joka kuuluu sukuun, joka on valittu joukosta
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Humicola, Phanerochaete, Streptomyces, ja

Bacillus.

7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

entsyymivalmistetta kiytetdén 0,1-7 mg proteiinia/g haketta, edullisesti 3 — 6 mg
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proteiinia/g haketta (k-a).

8. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd
massa hierretdin suotautuvuuteen, joka on vahintdsn 100 ml CSF, edullisesti vihintdin
noin 80 ml CSF.

9. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmi, tunnettu siits, etti
hake puristetaan kokoon ainakin 10 %.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd hake puristetaan
kokoon puristussuhteelia, joka on 1:2 - 1:10.

11. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelms, tunnettu siit, ettd
puristuskdsittelyyn saatettavan hakkeen keskimaardinen hakepalasten koko on noin 15 — 25

mm.

12. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmé, tunnettu siiti, ettd

puristuskisittely suoritetaan ruuvi- tai hydraulipuristimessa.

13. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmé, tunnettu siits, ettd
entsyymivalmisteen annetaan vaikuttaa hakkeeseen ainakin noin 1 minuutti, edullisesti
noin 5 — 100 minuuttia, ennen hierteen valmistamista.

14, Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmé, tunnettu siit, ettd

haketta hdyrytetddn ennen puristuskisittelya.

15. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siitd, ettd
mekaaninen massa valmistetaan TMP- tai RMP-menetelmilli.

16. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukaisen menetelman kiytté paperimassaksi

kaytettdvin mekaanisen massan valmistamiseksi.

17. Menetelméd puuhakkeen hiertimiseen perustuvan mekaanisen massanvalmistuksen

energiankulutuksen vihentdmiseksi, tunnettu siiti, ettd puuhaketta kisitelldsin ennen
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hiertimistd entsyymivalmisteella, joka sisaltid sellobiohydrolaasi- ja endoglukanaasi-

entsyymeji suhteessa 20:1 — 1:20, ja joka imeytetdin hakkeeseen puristamalla titi
mekaanisesti kokoon ja saattamalla kokoonpuristettu hake kosketuksiin entsyymi-

valmisteen kanssa nestefaasissa.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd haketta
hierretdén suotautuvuustasolle, joka on < 100 ml CSF, edullisesti < 80 ml CSF.
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