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Menetelmd ksylanaasin valmistamiseksi, - Fdrfarande f&r
framstdllning av xylanas.

Keksintd koskee menetelmd&d ksylanaasin valmistamiseksi,
ksylanaasin kdytt$da, mikro-organismia Thermomyces lanu-

ginosis DSM 5826 ja sen avulla valmistettua ekso- ja en-

dosellulaasivapaata ksylanaasia.

Yksivuotisilla kasveilla tai lehtipuilla pddasiallisesti
ksylaanista koostuvan hemiselluloosan hajottaminen on
valttdmdton selluloosan tuotannon vaihe. Tdmd hajottaminen
voi tapahtua joko kemiallista tietd, esimerkiksi emdksisen
kuumauuton avulla, tai entsymaattista tietd substraatti-
spesifisen entsyymikdsittelyn, erityisesti ksylanaasikdsit-
telyn avulla. Valkaisemattoman tai puoliksi wvalkaistun
selluloosan entsymaattinen kdsittely ksylanaaseilla johtaa
hemiselluloosasidosten katkeamiseen ja ksylaanin hajoami-
seen. T4116in voidaan kdyttdd kuitenkin vain puhtaita
ksylanaaseja, joiden sellulaasissa ei ole epdpuhtauksia,

koska muuten myds selluloosi pilkkoutuu ja hajoaa, mikd

on ddrimmdisen epdtoivottavaa.

Ennen kaikkea muutamat mesofiilit ja termofiilit mikro-
organismit tuottavat ksylanaaseja, jotka hajottavat ravin-
toalustassa esiintyvid ksylaanipitoisia raaka-aineita ja
kdyttdvdt niitd C-ldhteend. Riippuen muista ravintoalustas-—
sa olevista raaka-aineista, pééasiassa selluloosasta,
muodostuu my6s tdlle substraatille spesifisid sellulaaseja.
Jotta saadaan ekso- ja endosellulaasivapaata ksylanaasia,
ksylanaasi taytyy erottaa muodostuneista sellulaaseista
kdytettdvdssd menetelmdssd ja puhdistaa. Kdymistapahtumassa
sellulaasien muodostumisen vdhentdmiseksi mikro-organis-
meja voidaan viljelld myds puhdistetulla ksylaanilla.
Julkaisussa D. J. Senior et al., Biotechnology Letters,

vol 10, no 12, sivut 907 - 912 (1988) kuvataan puhdistetul-
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la ksylaanilla viljellystd Trichoderma harzianumista saatu-

jen ksylanaasien kdyttdd ksylaanin hajottamiseksi vali-

koivasti.

Ksylanaasin tuottaminen viljelemdlld erityisen puhdasta
ksylaania kdyttden ei tule suurten raaka-ainekustannusten

takia kysymykseen useimmissa teknisissd sovellutuksissa.

Havaittiin ylldttden, ettd tuotetaan ylldttdvdn suuren
aktiivisuuden omaavaa ksylanaasia, kun viljellddn erdstd
sientd elatusaineessa, joka sisdltdd maissintdhkdd, jolloin
muodostuneella ksylanaasilla ei ole lainkaan ekso- ja en-

dosellulaasiaktiviteettia tai se on hyvin vdhdinen.

Keksinnon aihe on siten ksylanaasin valmistusmenetelmd,
joka on tunnettu siitd, ettd viljellddn erdstd sientd

elatusaineessa, joka sisdltdd maissintdhkds.

Keksinnén mukaisesti ksylanaasia valmistetaan viljelem&dllad
sientd elatusaineessa, joka sisdltad maissintdhkdad. Ksy-
lanaaseilla tarkoitetaan t4110in pelkdstddm ksylanaaseja,
joilla ei ole lainkaan ekso- tai endosellulaasiaktiivisuut-
ta tai se on erittdin vdhdinen. Tdll6in kiyttdkelpoiset
sienet ovat sienid, jotka voivat tuottaa keksinndnmukai-
sessa menetelmdssd suuren ksylanaasiaktiivisuuden. Esimerk-
ki tdllaisista sienistd on Thermomyces lanuginosus (aikai-
semmin Humicola lanuginosa). Monylianys-lajin heimo eris-
tettiin Bangladeshissd 61jyemulsiolla juuttikuituja kasit-
televidn juuttitehtaan juuttijdtekasasta. Juuttijdtekasan
ldmpotila oli 65 - 70 °C. Tdmd heimo tallennettiin saksa-
laiseen mikro-organismien ja soluviljelmien kokoelmaan
nimelld DMS 5826. Ta&md& heimo on erityisen sopiva tuottamaan
ylldttdvan suuren aktiivisuuden omaavia ksylanaaseja mais-
sintdhkdd sisdltdvdssd elatusaineessa. Thermomyces lanu-

ginosus DSM 5826 on uusi ja samoin keksinn®én aihe.
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Elatusaine, jossa sientd viljelldsdn, sisdltdda kasvulle
valttamdttomien ravinteiden ja hivenaineiden ohella mais-
sintdhkdd. Maissintdhkd voidaan kdyttdd sindlldian tai
jauhettuna ja mahdollisesti steriloituna kuumentamalla

110 - 160 °C:n ldmpdtilaan tai esikdsiteltynd esimerkiksi
ylikuumennetulla vesih6yrylld. Erityisen suuri ksylanaasi-
aktiivisuus saavutetaan odottamatta, kun maissint&hkd
jauhetaan karkeaksi ennen sen kdyttod. Vaikka maissintdhki
rouhitaan tai jauhetaan hienoksi, tulokset ovat yhid yllat-
tdvdn hyvid, mutta karkeaksi jauhetun maissintdhkidn kaytto

antoi kuitenkin ylivoimaisesti parhaat tulokset.

Sopivia typpildhteitsd ovat esimerkiksi lihapeptoni, kala-
peptoni, urea, ammoniumsulfaatti, mallasuute, lihauute,
soijajauhe, hiivauute ja vastaavat, epdorgaaniset suolat,
esimerkiksi kaliumvetysulfaatti, kaliumdivetyfosfaatti,
dinatriumvetyfosfaatti, rautasulfaatti, kalsiumkloridi,
magnesiumsulfaatti ja vastaavat. Ksylanaasin vapauttamisen
kiihdyttdmiseksi elatusaineeseen, voi olla edullista 1lisgta
elatusaineeseen pinta-aktiivisia aineita. Tavallisesti
kdytetddn ei-ioniaktiivisia pinta-aktiivisia aineita,
jollaisia ovat esimerkiksi Tween 40, Tween 60 tai Tween

80, mddrdn ollessa 0,05 - 0,5 painoprosenttia perustuen
elatusaineen kokonaismddrddn. Elatusaineeseen voidaan
lisdtd mahdollisesti myds hivenaineita, esimerkiksi har-
vinaisia metalleja, jollaisia ovat Mn2%, zn?*, Fe2t, tai
vitamiineja. Mahdollisesti elatusaineen pH-arvo s&iddet&d&n
edullisesti ammoniakin tai fosforihapon avulla arvoon 5,0 -

8,0, edullisesti arvoon 6,0 - 7,0.

Sientd viljellddn elatusaineessa noin 30 - 70 °C:n l&ampoti-
lassa, edullisesti 40 - 60 °C:n ldmpdtilassa ja erityisen
edullisesti 45 - 55 °2Cin ldmpdtilassa. Fermentoimisen
alussa sdddetyn pH-arvon pitdminen vakiona ei ole valttdmi-

t6ntd. Se voidaan kuitenkin pitdd vakiona mahdollisesti
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annostelemalla elatusaineeseen esimerkiksi ammoniakkia

tai fosforihappoa.

Fermentoimisen pddttymisen jdlkeen ksylanaasi voidaan
eristdd tavanomaisesti fermentointiliemestd. Sen lisdksi
erotetaan esimerkiksi sienirihmasto, itiét ja jaljella
olevat liukenemattomat aineet sentrifugoimalla tai suodat-
tamalla. Entsyymin puhdistaminen edelleen voi tapahtua

tavanomaisesti, esimerkiksi suolaamalla ammoniumsulfaatin
avulla tai saostamalla liuottimen avulla, kuten asetonin,
alkoholin tai vastaavan avulla. Niin saatu raakaentsyymi

voidaan mahdollisesti puhdistaa edelleen esimerkiksi gee-

lisuodatuksen, ioninvaihtokromatografian, geelielektrofo-

reesin tai vastaavan avulla.

Keksinnénmukaisesti valmistetulla ksylanaasilla on suuri

ksylanaasiaktiivisuus. On kdynyt ilmi, ettd kdytettdessa

maissintihkdd C-1dhteend saavutetaan yllattdvdan korkea
ksylanaasiaktiivisuus muihin kdsittelemdttomiin raaka-
aineisiin, kuten ohran akanoihin, vehndnolkeen, vehndn-
leseisiin, jauhettuun py&kinkuoreen, sinimailasjauhoon,
puna-apilajauhoon ja soijadljyyn verrattuna. Kdytettdess§
karkeaksi jauhettua maissint&dhkdd muodostuneen ksylanaasin

aktiivisuus lisd&@ntyy vield nelinkertaiseksi.

Keksinndnmukaisesti valmistettu ksylanaasi sisdltdad vain
vdhdisen ekso— ja endosellulaasiaktiivisuuden tai sitid ei
ole lainkaan. Thermomyces lanuginosis DSM 5826-sienen
valmistama ksylanaasi osoittautui useissa kokeissa ekso-
tai endosellulaasivapaaksi. Tdllainen ekso- ja endosellu-
laasivapaa ksylanaasi on uusi ja samoin keksinndn aihe.
Td116in Thermomyces lanuginosus DSM 5826 voi tuottaa ksy-
lanaasia paitsi maissintdahkdd sisdltdvdssd elatusaineessa,
myds elatusaineessa, joka sisdltd4 maissintdhkdn sijasta

muita kiinteitd tai liuenneita ksylaanipitoisia hiilildh-
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teitd, kuten esimerkiksi ohran akanoita, jauhettua veh-
ndnolkea, valkaisematonta selluloosaa tai ksylaania. Yllat-
tden suuri ksylanaasiaktiivisuus saavutettiin kuitenkin,

kun elatusaine sisdlsi maissintiahkii.

Keksinndnmukaisesti valmistetulla ekso~ ja endosellulaasi-
vapaalla ksylanaasilla oli etanolisaostuksen ja pakastekui-

vauksen jadlkeen seuraavat ominaisuudet:

a) pH-stabiilisuus (kuva 1)

Entsyymid inkuboitiin puskuriliuocksissa pH-arvon vaihdel-
lessa 66 tunnin ajan 20 °C:n ldmpdétilassa. Kaikkien nayt-
teiden aktiivisuus mitattiin kdyttden 1 % hemiselluloosaa
pH-arvon ollessa 4,8 seuraavasti: inkuboitiin 1 ml:aa 1
%:sta substraattiliuosta Na-sitraattipuskurissa (pH 4,8),
(ksylaani kauran akanoista; Sigma X-0627) 2 minuutin ajan
50 °C:n lampdtilassa, sitten 15 minuutin ajan 50 °C:n
ldmpsétilassa, kun ensin oli lisdtty 0,5 ml entsyymiliuosta.
Sitten lis&ttiin 3 ml dinitrosalisyylihapporeagenssia
(kuten IUPAC:n mukaisessa FPU-testissd) ja 0,5 ml 2,5 N
NaOH:ta ja seosta kuumennettiin 5 minuutin ajan kiehuvassa
vesihauteessa. Sitten seos jddhdytettiin nopeasti kylmdssi
vesihauteessa ja ekstinktio mitattiin 540 nm:n aallonpituu-
della tyhjdarvoon (sitraattipuskuriin) verrattuna. T&std
arvosta tdytyy vdhentdd entsyymin (0,5 ml entsyymid + 1,0
ml sitraattipuskuria) ja substraattiliuoksen (1 ml 1 %:sta
substraattiliuosta sitraattipuskurissa) ekstinktio. Tar-
kistuskdyrd saatiin k&yttden 1,0 ml sitraattipuskuria ja
0,5 ml standardiliuosta (sisdltden 0,5 - 1,5 mg ksyloosia/-—
ml).

Ksylanaasiaktiivisuuden laskeminen:
XU/ml = mg pelkistdvdd sokeria (ksyloosina/koe) x 0,888.
pH-alueella 5,0 - 7,0 saatiin 97 - 100 %:a alkuperdisestd

aktiivisuudesta.
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b) Optimaalinen pH-arvo (kuva 2)

Entsyymiaktiviteetti mddritettiin inkuboimalla (15 min,

50 °C) kayttden 1 %:a hemiselluloosasuspensiota sitraatti-
puskurissa (pH-arvo 3,0 - 6,5), tris-HCl-puskuria (pH-arvo
7,0 - 9,0) ja fosfaattipuskuria (pH-arvo 6,5 - 8,0).
Optimaalinen pH-alue: 6,0 - 7,5.

¢) Lammbnkestdvyys (kuva 3)
Entsyymiliuvosta inkuboitiin 0,05 molaarisessa sitraattipus-

kurissa (pH 4,8) 45 - 60 °C:n lampdtilassa 72 tuntiin
saakka. Entsyymin aktiivisuus mitattiin kdyttden 1 % he-

miselluloosaa 50 °C:n lampdtilassa.

20 tunnin kuluttua mitattiin 45 °C:n lampétilassa 93 %:a

ja 50 °C:n lampodtilassa 65 %:a alkuperiisestd aktiivisuu-

desta.

d) Optimaalinen 18mpdtila (kuva 4)

Entsyymiaktiivisuus mddritettiin inkuboimlla 15 minuutin
ajan kdyttden 1 % hemiselluloosasuspensiota 0,05 molaari-
sessa sitraattipuskurissa pH-arvon ollessa 4,8.

Optimaalinen l&mpétila: 635 ¢C.

e) 385 XU/ml-entsyymiliuoksen ekso- ja endosellulaasien ja

p~glukosidaasin pitoisuus:
i) ekso- ja endosellulaasit:
IUPAC:n mukaisessa FPU-testissd ei havaittu sellulaasiak-

tiivisuutta.

Lisdksi kdsiteltiin dialyysiletkua (regeneroitua sellu-
loosaa) 72 tunnin ajan entsyymilld vesipitoisessa vdliai-
neessa, ja vdliaineesta testattiin glukoosin l&sn#olo,
jolloin ei havaittu lainkaan glukoosia. Sellulaasipitoiset

entsyymit liuottavat dialyysiletkun sitdvastoin muutaman

tunnin kuluessa.
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Lisdksi inkuboitaessa entsyymid pitkdaikaisesti selluloo-
salla pH-arvon ollessa 6,5 mddritettiin vapautuneen, pel-
kistdvdn sokerin laatu. Mittaukset tapahtuivat td116in 3,
7, 19 ja 163 tunnin kuluttua. Tdl110in kavi ilmi, ettd

kajkissa tapauksissa vapautui vain ksyloosia, ksylobioose-

ja, ksylotriooseja, mutta ei lainkaan glukoosia. Toistotek-

niikan avulla k&yttden OBR-hydroksietyyliselluloosalla
varjittyd agargeelid tutkittiin endo-sellulaasiaktiivisuus,
jolloin ei havaittu lainkaan mainittua aktiivisuutta.
Entsyymi oli kaikkien suoritettujen kokeiden ja testien
mukaan tdysin vapaa sellulaaseista. Keksinndnmukaisella
ksylanaasilla ei ollut raja-arvolla 0,1 yksikkdd&/ml myds-—
kddin karboksimetyylisellulaasi- (endo-p-1,4-sellulaasi)

aktiivisuutta ja siten se on myds kdyttdkelpoinen viskoo-

sinvalmistuksessa.

ii) p-glukosidaasi:
Esi-inkuboidaan 0,6 ml:aa 0,05 molaarista natriumsitraatti-
puskuria (pH 4,8) ja 0,3 ml:aa entsyymiliuosta 2 minuutin
ajan 50 °C:n lsmpdtilassa. Sitten lis&dtaan 0,3 ml p-nitro-
fenoli-p-D-glukosidia (4 ml/ml natriumsitraattipuskuria)
ja seosta inkuboidaan 10 minuutin ajan 50 °C:n ld&mpoétilas-
sa. Reaktio pysdytettiin lisddmdlld 2,4 ml 1 molaarista

Na,CO5-liuosta ja ekstinktio mitattiin 405 nm:n aallonpi-
tuudella tyhjdarvoon verrattuna. P-glukosidaasiaktiivisuus

laskettiin seuraavasti:

IU/ml = E . 12
18,5 x t

ekstinktio

reaktiocoaika (min)

il < |
L]

Keksinndnmukaisen ksylanaasin p-glukosidaasiaktiivisuus
oli 0,2 - 0,9 IU/ml. Sellobiocosin glukoosiksi pilkkovan
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B~glukosidaasin pitoisuudella ei ole vaikutusta keksinndn-
mukaisen ksylanaasin kdyttdytymiseen selluloosan valmistuk-
sessa, koska ekso- ja endosellulaasien puuttumisesta joh-
tuen ei muodostu selluloosan hajoamistuotteita, joihin

pddstdan kdsiksi P~glukosidaasin kautta.

f) Lisdksi todettiin beta-ksylosidaasi-, arabinosidaasi-,
asetyyliesteraasi~, asetyyliksylaaniesteraasi- ja mannaa-

siaktiiviisuus, kulloinkin { 100 yksikks&a/l.

g) Entsyymiseoksen liukoisen proteiinin osuus oli 800 mg/1,
pddproteiinin molekyylipaino 24 — 25 kDa ja pddproteiinin

isoelektrinen piste 4,1.

h) Puhdistettu entsyymi hydrolysoitiin entsymaattisesti

11 peptidiksi. Nelj&d peptidiad sekventoitiin 8, 16, 5 tai

12 aminohapon kanssa. Tdl16in tutkittava ksylanaaéi osoit-
tautui olevan N-pddtteestd tukittu, joten sitd ei voitu
sekventoida N-pddtteisestd pddstd, kun taas Humicola lanu-
ginosa sp:std (Thermomyces lanuginosus) saadulla ksylanaa-—
silla, joka oli eristetty julkaisun Anand et al., Arch.

Biochem. Biophys. 276, 546 - 553 (1990) mukaan, oli N-

pddtteisend aminohappona arginiini.

Keksinndnmukaisesti valmistettu ksylanaasi on hyddyllinen
ksylaani- ja lignoselluloosapitoisten kasviperidisten raaka-
aineiden ja niistd saatujen kuitujen entsymaattisessa
kasittelyssd ja sitd voidaan kayttdd esimerkiksi edullises-
ti valkaisuun, siistaukseen, selluloosan jalostamiseen
viskoosinvalmistuksessa tai muuhun esikdsittelyyn, kuten

esimerkiksi ksylaanin poistamiseen ennen keittoa.

Ksylaani- ja lignoselluloosapitoisilla kasviperdisilld
raaka-aineilla tarkoitetaan raaka-aineita, jotka on saatu

lehti- ja havupuista, yksivuotisista kasveista, esimerkiksi
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pellavasta, oljesta, bagassista, kenafista, kaislasta,
elefantinruohosta jne, mutta myds kuituja, jotka on saatu
kasviperdisistd raaka-aineista, kuten valkaistusta, puoli-

valkaistusta tai valkaisemattomasta selluloosasta tai

jatepaperista.

Kayttodd varten keksinndnmukaisesti valmistettua ksylanaasia
ei tarvitse puhdistaa, kiintedn elatusaineen erottaminen
riittdda. Kiintedn ravintoaineen poistamisen jalkeen fermen-
tointiliemi voidaan kdyttdd sellaisenaan suoraan kasvipe-—

rdisistd raaka-aineista saatujen kuitujen kisittelyyn.

Selluloosateollisuudessa keksinndnmukaisesti valmistetulla
ksylanaasilla voidaan kdsitelld sekd valkaisematonta, etti
myds puolivalkaistua ja myds valkaistua selluloosaa. Sellu-
loosan kdsittely johtaa hemiselluloosa-ligniini-sidosten
katkeamiseen. Seuraavassa valkaisukdsittelyssd tarvitaan
siten vdhemmdn valkaisuainetta. Kdsiteltdessd puolivalkais-
tua selluloosaa esivalkaisun jalkeen jadljelle jadnyt ksy-
laani hajoaa, jolloin saadaan puhtaampaa ja vaaleampaa
massaa. Entsyymikdsittelyn vaikutus mddritetddn kappaluvun
(K) avulla, joka ilmoittaa hapettuvan aineen pitoisuuden,
siis esimerkiksi ligniinin pitoisuuden. Valkaistussa sellu-
loosassa ksylaanikdsittelyn avulla saadaan suurempi alfa-

selluloosapitoisuus.

Esimerkki 1

Elatusaineen, jonka mddrd oli 300 ml:aa ja joka koostui 9
g:sta jauhettua ja kuivattua maissintidhkdd, 3,3 g:sta
lihapeptonia, 0,6 g:sta (NH,),50,:a, 0,45 g:sta ureaa,
0,09 gista MgS04.THyp:ta, 0,09 g:sta CaCl,.2H,0:ta, 4,5
g:sta KHyPO,:a, 0,3 ml:sta Tween 80:a, 0,3 ml:sta S,:ta
(1,6 g/1 MnSO,.H,0, 3,45 g/1 ZnSO,.7H,0, 2,0 g/1
CaCl,.6H,0) ja 0,3 ml:sta Sy:ta (3 g/1 FeS0,.7H,0), pH-
arvo s#dddettiin 6:ksi ja sitd kdsiteltiin autoklaavissa
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ravistuspullossa 60 minuutin ajan 128 °C:n ldmpotilassa.
Thermomyces lanuginosus DMS 5826-sienen esiviljelm& inoku-
loitiin t8hdn elatusaineeseen ja sitd viljeltiin 4,5 pdivaa
50 °C:n l&mpodtilassa ravistaen (140 rpm). Elatusaine suoda-
tettiin 4,5 pdivdn kuluttua ja ksylanaasin (XU/ml), B-glu-
kosidaasin (IU/ml), karboksimetyylisellulaasin (CMC-aasi/-

ml) ja eksoglukanaasin (FPU/ml) aktiivisuus mddritettiin.

XU/ml 389,7

3 pdivdn varastoinnin jalkeen

4 °C:n lampodtilassa 395,0

IU/ml 0,29

FPU/m1 el osoitettavissa
CMC-aasi ei osoitettavissa

Esimerkki 2

Maissintahkat

a) rouhittiin (maissintdhkdkappaleiden koko yli 10 mm)

b) jauhettiin karkeaksi (maissintdhkdakappaleiden koko 3 -
10 mm)

c¢) jauhettiin hienoksi (maissintahkdkappaleiden koko pie-

nempi kuin 3 mm).

Valmistettiin kulloinkin 1000 ml elatusainetta, joka koos-
tui 28,6 g:sta hiivauutetta, 4,23 g:sta (NH4)2804:a, 10
g:ista KH2PO4:a, 0,3 g:sta FeSO4.7H20:ta, 0,3 g:sta
MgS0,.7H,0:ta ja 0,3 g:sta CaCl,.2H,0:ta ja 25 g:sta a)
rouhittua, b) karkeaksi jauhettua ja c) hienoksi jauhettua,
kuivattua maissintdhkdd, elatusaineen pH-arvo sdddettiin
6,5:ksi ja elatusainetta késiteltiin autoklaavissa 25

minuutin ajan ravistuspullossa 121 °C:n lampotilassa.

Thermomyces lanuginosus DMS 5826-sienen esikulttuuri inoku-
loitiin t&hdn elatusaineeseen ja sitd viljeltiin 50 °C:n

lamp6tilassa ravistaen. Viiden pdivdn kuluttua elatusaine
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suodatettiin ja ksylanaasin aktiivisuus (XU/ml) eri elatus-
aineissa mddritettiin:
XU/ml yhden pé&divdn varas-

toinnin jdlkeen

Maissintdhka XU/ml 4 °C:n lampotilassa
Rouhittu 764 881
Karkeaksi jauhettu 1601 1526
Hienoksi jauhettu 388 423

Esimerkki 3
Esimerkissd 2 kuvatussa elatusaineessa ja esimerkissd 2
kuvatulla tavalla paitsi kdyttden muita C-18hteitd, midri-

tettiin seuraavat ksylanaasiaktiivisuudet:

Ksylanaasi-

aktiivisuus
C-ldhde (XU/ml)
Maissintdhkd (50 % hienoksi jauhettua,
50 % karkeaksi jauhettua) 477
Vehndn olki 232
Vehndnlese 186
Ohran akana 61
Ulva rifide (leva) 28
Sinimailasjauhe 20
Puna-apilajauhe 14
Jauhettu py®dkinkuori 8
Liukoinen tédrkkelys
Soijadljy 4

Esimerkki 4
Thermomyces lanuginosus DMS 5826-sientd viljeltiin esimerk-
kid 1 vastaten, jolloin jauhetun maissintdhkdn sijasta

kdytettiin 9 graa jauhettua vehndn olkea.
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XU/ml 104,3
3 pdivdn varastoinnin jdlkeen 4 ©°C:ssa 123,9
IU/ml 0,51

FPU/ml ei osoitettavissa
CMC-aasi/ml ei osoitettavissa

Esimerkki 5
Thermomyces lanuginosus DMS 5826-sientd viljeltiin esimerk-

kid 1 vastaten, jolloin jauhetun maissintdhkdn sijasta

kdaytettiin ohran akanoita.

XU/m1 222,9
3 pdivdn varastoinnin jdlkeen 4 °C:i:ssa 196,2
IU/ml 0,60
FPU/ml ei osoitettavissa

CMC~aasi/ml ei osoitettavissa

Esimerkki 6
Thermomyces lanuginosus DMS 5826-sientd viljeltiin esimerk-

kid 1 vastaten, jolloin jauhetun maissintdhkdn sijasta

kdaytettiin 9 g:aa hemiselluloosaa (ksylaania).

XU/ml 151,55
IU/ml ei osoitettavissa

FPU/ml
CMC-aasi/ml

el osoitettavissa

ei osoitettavissa

Esimerkki 7
Sulfaattiselluloosan kasittely
Ruzomberokista (kovapuusta) saatua kuivattua sulfaattisel-

luloosaa kuumettiin veden kanssa 1,5 tuntia 45 °C:n lampé-
tilassa ja ravisteltiin. Sitten lisdttiin esimerkin 1

mukaisesti valmistettu ksylanaasi ja ravisteltiin kierros-

nopeudella 230 rpm.
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a) 30 g fermentointilienta
220 g selluloosaa
(K=19,97)
350 g vetta
grammaa kohden kuitua

lisdttiin 100 XU entsyymid

b) 90 g fermentointilientsd
220 g selluloosaa
(K=19,97)
290 g vettd
grammaa kohden kuitua

lisdttiin 300 XU entsyymid.

Selluloosan suodattamisen jdlkeen mddritettiin kappaluku:

a)

Kappaluku 17,45

b)
13,39
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd ksylanaasin valmistamiseksi, t unnett u
siitd, ettid sientd viljell&d3dn elatusaineessa, joka sisaltaa

maissintahkaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd kdytettdvd sieni on Thermomyces lanuginosus.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmda, t un -
nettu siitid, ettd kdytettdvad sieni on Thermomyces

lanuginosus DSM 5826.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen menetelmi,

tunnettu siita, ettid sientd viljelladn 30 - 70°C

lampo6tilassa pH-arvon ollessa 5,0 - 8,0.
5. Jonkin patenttivaatimuskista 1 - 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siita, etta sienta viljellaan 45 - 55<C
lampotilassa pH-arvon ollessa 5,06 - 8,0.

6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, t unnet t u
siitd, ettd Thermomyces lanuginosus DSM 5826-sientd viljelldan

45 - 50¢C lampotilassa pH-arvon ollessa 6,0 - 7,0.

7. Thermomyces lanuginosus DSM 5826.

8. Ksylanaasi, t unnet tu siitd, ettd ravintovaliai-

neessa vil jelldaan Thermomcyes lanuginosus DSM 5826, joka salpaa

N-terminaalin ja jolla on seuraavat ominaisuudet:
a) molekyylipaino 24 - 25 k-Daltonia,

b) liukoinen proteiiniosuus 800 mg/l

c) iscelektrinen piste 4,1

d) pH-arvo on korkeintaan 6,0 - 7,5

e) optimaalinen la&mpdtila: 65<C.



9. Menetelmd ksylanaasin selluloosavapaata valmistusta varten,

tunnettu siitid, ettd viljelldan Thermomyces lanuginosus

DSM 5826 valiaineessa.

10. Thermomyces lanuginosus DSM 5826 kaytto ksylaani- ja

lignoselluloosapitoisten kasvisraaka-~aineiden ja tdllaisista
raaka-aineista saatujen kuituaineiden entsymaattista kasittelya

varten.
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1. Forfarande fér framstdllning av xylanas, k & n n e -~

t ec knat darav,

att en svamp odlas i ett ndringsmedium,

. 0 .
som innehaller majskolvar.

2. FOrfarande enligt

ddrav, att den ananda

3. FoOorfarande enligt
t eck nat darav,

nuginosus DSM 5826.

4, Forfarande enligt

t ecknat dirav,

30 - 70 ©C och ett pH-

5. Forfarande enligt

t ecknat darav,

45 - 55 OC och ett pH-

6. Forfarande enligt

patentkravet 1, k @ nne t ec knat

svampen &r Thermomyces lanuginosus.

patentkravet 1 eller 2, k 8 n n e -

att den andnda svampen ar Thermomyces la-

ndgot av patentkraven 1 - 3, k 4 nn e -
att svampen odlas vid en temperatur av

varde av 5,0 - 8,0.
ndgot av patentkaven 1 - 4, k & n n e -
att svampen odlas vid en temperatur av

viarde av 5,0 - 8,0.

patentkravet 3, k @ nnetecknat

darav, att svampen Thermomyces lanuginosus DSM 5826 odlas vid

en temperatur av 45 -

50 ©C och ett pH-vdrde av 6,0 - 7,0.

7. Thermomyces lanuginosus DSM 5826.

8. Exo- och endocellulasfritt xylanas,

dirav, att det erhdllits genom odling av Thermomyces lanugino-

sus DSM 5826 i ett ndringsmedium.

9. Anvdndning av exo- och endocellulosafritt xylanas, som

framstdllts enligt ndgot av patentkraven 1 - 6, for enzymatisk

behandling av xylan- och lignocellulosahaltiga vdxtr&imnen och

frdn dessa erhdllna fibrer.

k3d3annetecknat
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10. Anvédndning enligt patentkravet 9, k @& nnetecknad
ddrav, att det exo- och endocellulasfria xylanaset erhdllits

genom odling av svampen Thermomyces lanuginosus DSM 5826.
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Fig. 3
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