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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinnon kohteena on menetelmi makkarankuorien ja
muiden paiasiassa selluloosaa sisiltivien aineiden hivit-
tdmiseksi livottamalla entsyymiliuoksen avulla. Menetel-
mdssd lisatddn entsyymeji vesiliuoksen sisiltiviin
reaktoriin, jonka jilkeen tai ennen liuotettavat aineet lisi-
tadn reaktoriin. Liuotettavien aineiden osittaisen tai tiydel-
lisen liukenemisen annetaan tapahtua, jonka jlkeen lisa-
t3dn uusi erd liuotettavia aineita reaktoriin. Kun entsyymit
ovat adsorboituneet uusiin livotettaviin aineisiin, aiemmin
liuenneet aineet sisaltivad liuos otetaan talteen erottamalla
livos ja livotettavat aineet toisistaan, jolloin liuotettaviin
aineisiin lisitiin vettd ja haluttaessa edelliset vaiheet

toistetaan haluttu maira kertoja.

Uppfinningen avser ett forfarande for att forstéra korv-

skinn och andra imnen som i huvudsak innehdller cellu-
losa genom upplosning med hjilp av enzymer. Vid for-
farandet tillsitter man enzymer i en reaktor som innehaller
en vattenlosning, efter vilket eller fore vilket imnena som
skall losas upp tillsitts reaktorn. Efter en partiell eller
fullstindig upplésning av dmnena tillsitts en nyt sats am-
nen som skall upplésas i reaktorn. DA enzymerna adsorbe-
rats i de nya dmnena som skall losas upp. Atervinns de
tidigare upplosta dmnena genom separering av 13sningen
och dmnena som skall 16sas upp frdn varandra, varvid
vatten tillsdtts Zmnena som skall losas upp och vid behov

upprepas foregdende skeden onskat antal ganger.
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Menetelmd makkarankuorien ja muiden selluloosapitoisten
aineiden liuottamiseksi entsyymiliuoksen avulla
Forfarande for upplosning av korvskinn och andra

cellulosahaltiga &mnen med hjilp av en enzymldsning

Keksinnén kohteena on menetelmi makkarankuorien ja muiden pédasiassa selluloosaa

sisdltivien aineiden hivittimiseksi liuottamalla entsyymiliuoksen avulla.

"Makkarankuorella" tarkoitetaan tissi hakemuksessa kuitusuolta (engl. fibrous casing)

tai selluloosa- tai sellofaanisuolta tai muuta selluloosapohjaista suolta.

Makkaratehtailla on tarve hivittid makkarankuoria, joista syntyy paljon jatettd. Tdhan
asti niisti yleensi on piésty eroon yksinkertaisesti viemailld kaatopaikalle. Eris
kdytetty menetelmd on myds niiden kompostointi kosteissa olosuhteissa, mikid on
hankalaa, koska eri tekijoitd, kuten hapensaantia ja limpétilaa on sdadettivi. Erds

aiemmin kiytetty menetelma on my®ds niiden polttaminen.

Tamén keksinnén tavoitteena on aikaansaada makkarankuorten hivittiminen entsyymi-

hydrolyysin avulla siten, etti menetelmi on taloudellisesti kilpailukykyinen.

Siten keksinnén mukainen menetelmi on tunnettu siitd, ettd menetelmissd suoritetaan

seuraavat vaiheet:
a) lisitdan sellulaasientsyymejd vesiliuoksen sisiltiviin reaktoriin,
b) ennen vaihetta a) tai sen jilkeen liuotettavat aineet lisitiin reaktoriin,

) annetaan liuotettavien aineiden osittaisen tai tiydellisen liukenemisen tapahtua,

jonka jilkeen
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d) lisitdan uusi erd livotettavia aineita reaktoriin,

e) kun entsyymit ovat adsorboituneet uusiin liuotettaviin aineisiin, vaiheessa c)
aiemmin liuenneet aineet sisiltivd liuos otetaan talteen erottamalla liuos ja liuotet-

tavat aineet toisistaan, jolloin

f) livotettaviin aineisiin lisitiin vettd ja haluttaessa vaiheet c-f toistetaan haluttu

maird kertoja.

Siten keksinnolld saadaan taloudellinen menetelmd kuorten liuottamiseksi entsyymien
avulla, koska entsyymit saadaan talteen ja ne jélleenkdytetdan seuraavaa liuotusta
varten. Kiytinnossd menetelméssd kuitenkin yleensd tapahtuu jonkun verran entsyy-
min havikkid, jolloin tietty mddrd entsyymeja lisitdén edullisesti missd vain halutussa
ajankohdassa reaktoriin. Tdma on kuitenkin pieni mddrd verrattuna hydrolyysissa

tarvittavaan kokonaismairaan.

Keksinnén mukaisessa menetelmdssd hdvitettdvit kuoret ja mahdollisesti muu sellu-
loosapitoinen aine liuotetaan reaktorissa, joka sisaltad entsyymiliuosta. Télloin
entsyymit tarttuvat makkarankuoreen ja hydrolyysireaktio niiden liuottamiseksi kdynnis-
tyy. Tdmdn reaktion annetaan tapahtua, kunnes vaadittava osa, mieluimmin kaikki,
livotettavista kuorista on liuennut, jonka jilkeen lisitiin uusi erd hévitettdvid kuoria
reaktoriin, jolloin entsyymit adsorboituvat uusiin kuoriin. Reaktorista otetaan talteen
liuos, jossa kuorien hajoamistuotteet eli sokerit ovat. Nama hajoamistuotteet, joita usein
yksinkertaisesti mitataan pelkistdvind sokereina, muodostuvat pédasiassa oligo- ja

monosakkarideista, viimeksimainitut padasiassa glukoosista.

Menetelmin erddssi suoritusmuodossa menetelmdd voidaan siten kdyttdd esim.

glukoosin valmistamiseen, jota siten saadaan sivutuotteena kun kuoria hdvitetdan.
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Menetelméssd kuorten pilkkoutumista voidaan seurata ajan, entsyymi- ja/tai kuoripi-
toisuuden funktiona ja/tai méérittimélld hydrolysaattiliuoksesta glukoosin ja pelkista-

vien sokereiden pitoisuuksia sekd liukenemattoman ja liukoisen kuiva-aineen mairaa.

Kaytetyt entsyymit ovat sellulaasipreparaatteja, edullisesti kaupallisia ja helposti
saatavilla olevia, jotka pilkkovat selluloosaa molekyylipainoltaan pienemmiksi hiilihyd-
raateiksi. Lopputuotteen koostumus ja glukoosin osuus liuenneista hiilihydraateista

riippuu kiytetyn sellulaasipreparaatin eri aktiivisuuksien suhteesta.

Kun menetelmdd samalla kdytetddn glukoosin valmistamiseen, reaktoriin lisitddn
edullisesti myds B-glukosidaasientsyymid, joka tuottaa glukoosia sellobioosidisakkari-
dista ja oligosakkarideista. B-glukosidaasi myos estid sellobioosin aiheuttamaa sellu-
laasien inhibitiota. Koska B-glukosidaasi ei tartu makkarankuoriin, se kiinnitetiin
edullisesti kiinteddn kantajaan. Téllaisen immobilisoidun B-glukosidaasin kayttod

mahdollistaa my6s timin entsyymin kierréttimisen.

Entsyymi- ja kuorikonsentraatiosta riippuen kuoret saadaan jo 2-5 tunnissa liukenemaan.
Kéytdnnossd hydrolyysiaika valitaan entsyymien sopivalla annostelulla myds sen
mukaan, miké tehtaan kannalta on edullisinta kiytettivissi olevien laitteiden, kuoriker-

tymin ja sen lisdyksen kannalta seki entsyymikustannusten kannalta.

Entsyymikustannusten alentamiseksi sellulaaseja edullisesti kierritetiin puolijatkuvissa
panoshydrolyyseissd siten, ettid entsyymit sidotaan hydrolyysin jilkeen uusiin kuoriin
ja talteenotettu sokeriliuos korvataan mielellidn puskuri- tai vesiliuoksella seuraavaa
hydrolyysié varten. Hydrolyysi toimi useita viikkoja samalla teholla ainoastaan pienelli
korvaavalla entsyymilisdykselld. Myds B-glukosidaasin lisdysti tarvitaan hydro-
lyysitason ylldpitimiseksi vakiona, koska se ei tartu kuoriin, eiki siten ole uudelleen
kiystettdvissd. Kun p-glukosidaasi kuitenkin sidotaan kiintedin kantajaan, samaa
entsyymierdd voidaan kierrattid useita viikkoja puolijatkuvassa hydrolyysissd ilman

sokerisaantojen alenemista. Siten puolijatkuvista hydrolyysikokeista voidaan arvioida
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seuraava entsyymikulutus, kun uusi entsyymipanostus (30 FPU Econasea ja 1000 nkat

B-glukosidaasia/g kuorta) tapahtuu 150 vuorokauden vilein.

Econase: 0,7 FPU/g kuorta
Immobilisoitu B-glukosidaasi: 6,7 nkat/g kuorta.

nkat = nanokataali, joka on entsyymiaktiivisuuden yksikkd. Yksi nanokataali tuottaa
yhden nanomoolin reaktiotuotetta sekunnissa tai vastaavasti hajottaa tai muuttaa yhden

nanomoolin lihtdainetta sekunnissa analyysimenetelméssd kdytettdvissd olosuhteissa.

Kokonaan uuden entsyymipanostuksen tarve riippuu monesta kdytinndn tekijdsta
tehtaan toiminnassa. Niitd on esim. entsyymien inaktivoituminen ja poistuma, kuoriker-

tymd, hydrolyysiin kiytettivissi oleva aika, laitteiston likaantuminen yms.
Reaktiotuotetta voidan kiyttdd myds rehuna.

Seuraavassa keksintod selostetaan kuvioiden avulla, joiden yksityiskohtiin keksintoa ei

ole tarkoitus rajata.
Kuvio 1 on kaaviokuva keksinndn mukaisesta prosessista.

Kuviossa 2 on lohkokaavio keksinnén mukaisen menetelmén vaiheista kun entsyymid

kierritetddn.

Kuviossa 3 on lohkokaavio keksinnén mukaisen menetelmén vaiheista ilman entsyymien

kierrdtysti tai kun hydrolyysi suoritetaan vain kerran.

Kiytinndssd voidaan kdyttid kahta tai useampaa panosreaktoria 1 kuvion 1 mukaisesti
(esim. 5 m3/500 kg kuorta/d), joissa hydrolyysiaika on esim. 24 tuntia tai enemman.
Hydrolyysiaika voi vaihdella riippuen tehtaan kdytinnon toiminnasta. Reaktorit 1 ovat

edullisesti vaipallisia 3 (limpotilasditd) sekoittimella 2 varustettuja sdiliditd, joissa on
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siivildpohja 4 sekoittimen yldpuolella. Reaktoreita syotetddn erillisestd syéttd/kuorten-
keruu -sidiliéstd 5 yhdettd 6 pitkin. Kun tietyn reaktorin 1 hydrolyysi on valmis, lisi-
taan hydrolysaattiin uusi panos kuoria, joihin sellulaasit adsorboituvat. Kun adsorptio
on tapahtunut, pysdytetidn sekoitus ja lasketaan liuos siivildpohjan 4 ldpi tuoteastiaan
9 yhdettd 7 pitkin. Reaktoriin lisitdan vetti yhdettd 8 pitkin ja sekoitusta ja hydrolyy-

sid jatketaan. Immobilisoitu B-glukosidaasi pysyy reaktorissa siivildn 4 pidittimana.

Vaihtoehtoisesti liukenematon kuiva-aine, kuoret, joihin entsyymit ovat sitoutuneet ja
immobilisoitu B-glukosidaasi voidaan erottaa hydrolysaatista sentrifugoimalla, suodatta-
malla tai muilla tunnetuilla kiintoaineen erotusmenetelmilli. Erotettu liukenematon
kuiva-aine palautetaan reaktoriin, joka tissi tapauksessa on mikd tahansa vaipallinen

sekoitettu siilié ilman vilipohjaa.

Liukenemattomat aineet poistetaan halutuin vdligjoin reaktorista sopivassa prosessin

vaiheessa.

Seuraavassa esitetidn esimerkkeji, joissa on tietoja keksinnén mukaisen menetelmin

yksityiskohtaisesta suorittamisesta.
ESIMERKIT
JOHDANTO

Kayttimittdmid ja kiytettyja makkarankuoria liuotettiin entsymaattisesti kolmella
kaupallisella sellulaasipreparaatilla, Alkon valmistamalla Econasella sekd Genencorin
valmistamilla Spezyme CE- ja Spezyme CP- sellulaaseilla. Kuorten hydrolyysii
seurattiin ajan sekd entsyymi- ja kuoripitoisuuden funktiona madrittimdlld glukoosin
Ja pelkistdvien sokereiden pitoisuudet seki liukenemattoman Ja livenneen kuiva-aineen
mdérdt. Hydrolyysin tehostamiseksi B-glukosidaasientsyymi (Novozym 188, Novo)

kiinnitettiin kiinte4in kantajaan.
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Kiytetyissd kuorissa oli melko paljon rasvaa (14,9 % kuiva-aineesta) ja proteiinia

(10,5 % kuiva-aineesta). Liukenemattoman kuiva-aineen osuus oli pienempi ja liukoisen

kuiva-aineen osuus suurempi kuin kdyttimattomissa kuorissa (Taulukko 1).

Taulukko 1. Makkarankuorten koostumus

Kayttdimattdmat kuoret

Kéytetyt kuoret

Kuiva-aine 80 % 70 %
Liukenematon kuiva-aine 72 % 53 %
Liukoinen kuiva-aine 8 % 17 %

Rasva 0,20 % ka:sta 14,9 % ka:sta
Proteiini 0,22 " 10,5 "

KAYTETYT ENTSYYMIT

Kuorten liuotuskokeissa kiytettiin kaupallisia sellulaasipreparaatteja, joiden entsyymiak-

tiivisuudet erosivat jonkin verran toisistaan (taulukko 2).

Sellulaasipreparaatit:
Econase CE (Alko)

Spezyme CE (Genencor International)

Spezyme CP (Genencor International)

B-glukosidaasi:
Novozym 188 (Novo)
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Sellulaasipreparaattien FPU- (suodatinpaperia hydrolysoiva aktiivisuus) ja HEC-
(hydroksietyyliselluloosaa hydrolysoiva aktiivisuus) aktiivisuuksilla kuvataan selluloosaa
pilkkovia ekso- ja endoaktiivisuuksia. Endo-glukanaasit pilkkovat sidoksia selluloosaket-
jun keskeltd tuottaen erikokoisia oligosakkarideja ja ekso-glukanaasit vapauttavat
sellobioosiyksikéitd ketjujen piistd. B8-Glukosidaasi tuottaa glukoosia disakkarideista ja |
oligosakkarideista.

Taulukko 2. Kaytettyjen sellulaasipreparaattien aktiivisuudet

Aktiivisuus Econase Spezyme CE | Spezyme CP | Novo-
zym
I__“-=—
FPU U/ml] 31 49 67 0,06
HEC nkat/ml 13500 16400 23100 291
B-glukosidaasi nkat/ml 1028 450 1078 7350
B-glukosidaasi/FPU 33 9 16
proteiini mg/ml 85 109 121 63
PANOSHYDROLYYSIT
Reaktio-olosuhteet

Makkarankuorten panoshydrolyysit tehtiin kartiopulloissa ravistelevassa vesihauteessa

(150 rpm). Niéytteeksi otettiin koko pullon sisdltd, josta maritettiin sokeri- ja kuiva-

ainepitoisuudet. Reaktioseoksen koostumus oli:

1-3 g kuorta tuorepainona (50-150 g/1)

19 ml 50 mM asetaattipuskuria, pH 5,0

1 ml entsyymilaimennosta
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Entsyymit annosteltiin preparaattien FPU-aktiivisuuden mukaan (2-30 FPU/g kuorta)
hydrolyysiseoksiin.

Reaktiot tehtiin laimeassa puskurissa pH S:ssi, koska sellulaasit toimivat parhaiten
lievdsti happamissa olosuhteissa. Puskurointi ei kuitenkaan ole vélttimatonta, koska

kuorten vesiliuoksen pH on séitiméttd 5 eikd se muutu hydrolyysin aikana.

Reaktiolimpdtilana kiytettiin 50 °C, joka on optimaalinen sellulaasien toiminnalle.

Lampétila voi olla myos alempi, esim. 30-50 °C.
Kiytetyt kuoret hydrolysoituivat yhtd hyvin kuin kdyttamattomat kuoret.

Kuorien sisiltimi rasva jii reaktioastian seinimille ja nesteen pinnalle. Rasvoja

pilkkovalla lipaasientsyymilld (Candida cylindracea lipaasi, Biocatalysts LTD, UK)
rasva voitiin pilkkoa rasvahapoiksi ja glyseroliksi, mutta rasvahapot veteenliukenematto-

mina jdivit suspendoituneena reaktioseokseen.

Kuorten hienontamisella ei ollut vaikutusta hydrolyysitulokseen. Kokonaiset kuoret
(n. 6 x 30 cm, 15 g/kpl) liukenivat Econasella yhtd hyvin kuin pienemmat partikkelit
0,5x0,5cm; 1 x1cm;3x3cm).

Kuori- ja entsyymipitoisuuden vaikutus

Kuviossa 4 on esitetty makkarankuorten hydrolyysi Econase-sellulaasipreparaatilla ja

entsyymiannostuksen vaikutus ajan funktiona.

Nimi tulokset osoittavat, ettd kuoret liukenevat hyvin keksinnon mukaisesti n. 2-5
tunnissa. Liukenematon kuiva-aine kuvaa siti osuutta, joka ei ole liuennut ja kuvion

tulkitsemiseksi viitataan taulukkoon 1, jossa on esitetty kuorten alkukoostumus.
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Kuvassa 5 on esitetty liukenemattoman kuiva-aineen pitoisuus hydrolyyseissi, joissa
kuoripitoisuudet (kiytetyt kuoret) olivat 50, 100 ja 150 g/1 seki sellulaasientsyymipitoi-
suudet (Econase) 2, 5 ja 10 FPU/g kuorta. Kun kéytettiin pienempii entsyymian-
nostusta (2-5 FPU/g kuorta) tai suurempaa kuoripitoisuutta (100-150 g/l), maksimi-
hydrolyysiin tarvittiin pitempi reaktioaika. Vaikka sokerianalyysit ndyttivét hydrolyysin
olevan kesken, kuoria oli nakyvisti jiljelli ainoastaan 5 tunnin ndytteissd ja 24 tunnin

ndytteessd, jossa kuoripitoisuus oli 150 g/l ja entsyymipitoisuus 2 FPU/g.

Kun entsyymipitoisuus nostettiin 30 FPU/g kuorta, hydrolyysiaika lyheni viiteen tuntiin
(kuva 6). Kolmen tunnin jilkeenkéin kuoria ei enii ollut ndkyvissd. Liukenematonta

kuiva-ainetta jai 0,3 g/l jiljelle.

Koska entsyymiannostus tehtiin FPU-aktiivisuuden mukaan Spezyme-entsyymeji
kdytettdessi HEC-aktiivisuuden ja B-glukosidaasin osuudet jivdt pienemmiksi kuin
Econasella. Kuoret liukenivat Spezyme-entsyymeilld yhtd hyvin kuin Econasella. (Kuvat
7 ja 8).

PUOLIJATKUVAT HYDROLYYSIT

Puolijatkuvassa hydrolyysissd, jossa sokeriliuoksessa olevat entsyymit otetaan talteen

jokaisen yksittdisen panoshydrolyysin jilkeen, voidaan entsyymin kulutusta alentaa.

Kaytettyjen kuorten puolijatkuvassa hydrolyysissd (50 g/ kuorta, Econasea 30 FPU/g)
vuorokauden hydrolyysin jilkeen samaan reaktioseokseen lisittiin uusia kuoria (50 g/1),
joihin sellulaasien annettiin sitoutua 20 minuuttia. Sitoutumisaikaa ei optimoitu. Sokeri-
liuos otettiin talteen kuoriseoksesta sentrifugoimalla (2500 rpm, 10 min.) Ja asetaattipus-
kuria liséttiin tilalle. Kuorten talteenotto suodattamalla on myos mahdollista. Uusia
kuoria hydrolysoitiin taas vuorokausi. Koska B-glukosidaasi ei tartu selluloosaan titi
entsyymid liséttiin jokaisen puskurinvaihdon yhteydessd alkuperdistd 8-glukosidaasian-
nosta vastaava méird (1000 nkat/g kuorta). Sama toistettiin vuorokauden vilein.

Sokerisaannot laskivat hitaasti toisen panoshydrolyysin jilkeen pienen sellulaasihivikin
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takia (Kuva 9). Ilman B-glukosidaasinlisdystd lasku oli vield jyrkempi (Kuva 10).

Sellulaasihivikki korvattiin jatkossa pienelld sellulaasilisdykselld. Ilman korvaavaa

sellulaasilisdystd puolijatkuva hydrolyysi €i toimi aivan samalla teholla.

Kuorilisiyksen ja hydrolyysiajan sopivan ajankohdan 16ytamiseksi (50 g/l kuorta,
Econasea 10 FPU/g) kuoriseoksista erotettiin kuorijainnokset 2, 4, 6 tai 24 tunnin
hydrolyysin jilkeen ja liuoksiin listtiin uusia kuoria. Vuorokauden hydrolyysin jilkeen
liuokset analysoitiin. Hydrolyysi oli edennyt pisimmalle reaktioseoksessa, jossa uudet

kuoret oli lisitty vasta 24 tunnin kuluttua hydrolyysin aloituksesta (Taulukko 3).

Hydrolyysin kannalta on edullisinta, ettd uudet kuoret lisdtdin vasta kun vanhat kuoret

ovat tiysin liuenneet ja sellulaasit vapautuneet liuokseen.

Taulukko 3. Kuorien lisiysajankohdan vaikutus kokonaishydrolyysiin (24 h)

Kuorienlisdys- Pelk.sok. | Glukoosi Liukenematon ka. | Liukoinen ka.
ajankohta () &N &/ @& @&/
= hydr. aika

2 7,4 4,3 15,6 47,6

4 9,3 4,8 7,7 51,0

6 16,1 8,2 5,5 52,1

24 22,4 15,7 1,4 55,3

Sellulaasilisiyksen vaikutus

Sopivan sellulaasilisdyksen 18ytdmiseksi puolijatkuvassa hydrolyysissd reaktioseokseen
lisittiin B-glukosidaasin (1000 nkat/g kuorta) lisdksi Econasea 0,1, 0,5 ja 1,0 FPU/g
kuorta jokaisen liuoksen vaihdon yhteydessa. Entsyymilisiyksen ollessa 0,5 tai 1,0
FPU/g hydrolyysi jatkui viikkoja ilman sokerisaantojen alenemista. Glukoosipitoisuus oli
keskimadrin 22 g/l (63 % ka:sta), kaikkien pelkistdvien sokereiden pitoisuus 25 g/l
(71 % ka:sta) ja liukoinen kuiva-aine 33 g/l. Hydrolyysi lopetettiin 78 vuorokauden
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kuluttua (kuvat 11 ja 12). Mikro-organismien kasvua tai rasvan kerdantymistd hydro-

lyysiastiaan ei tina aikana tapahtunut.

Tuloksista voidaan laskea todellinen entsyyminkulutus entsyymin kierratykselld

toimivassa hydrolyysissi:

Sellulaasin alkuannostus 30 FPU/g kuorta yhteen panokseen 150 vuorokauden
vilein.

Sellulaasin lisdys 0,5 FPU/g kuorta jokaiseen panokseen Ja B-glukosidaasin lisdys
1000 nkat/g kuorta jokaiseen panokseen.

YHTEENSA: 0,7 FPU Econasea ja 1000 nkat B-glukosidaasia/g kuorta.
B-glukosidaasin immobilisointi kiinteiiin kantajaan

Liukoisen 8-glukosidaasin lisdiminen jatkuvasti hydrolyysiseokseen lisiid merkittivisti
entsyymikustannuksia. Koska kaupallista jatkuvatoimiseen kdytt66n soveltuvaa kiinte-
ain kantajaan sidottua B-glukosidaasia ei ole saatavilla, immobilisoitu entsyymiprepa-

raatti valmistettiin itse.

Novon B-glukosidaasin sitoutumista tutkittiin viidelld eri kantajalla. Immobilisointiseos
sisdlsi 5 g vedelld pestyd kantajaa, 49 ml 50 mM asetaattipuskuria, pH § ja 1,35 ml
entsyymid (2000 nkat/g kantajaa). Reaktioseoksia sekoitettiin lievisti kylméssi

(+4 °C) 24 tuntia. Entsyymin sitoutumista seurattiin liuoksista ja kantajista. B-glu-
kosidaasi sitoutui parhaiten heikkoon kationinvaihtajaan. Entsyymi kiinnitettiin glutaa-

rialdehydilld ristisitomalla kantajaan stabiilisuuden parantamiseksi.

Immobilisoitua B-glukosidaasia (1000 nkat/g kuorta) kierritettiin puolijatkuvassa
makkarankuorten hydrolyysissi kolme viikkoa, Jolloin se toimi kuten liukoinen entsyy-
mi. Ilman glutaarialdehydisidontaa entsyymi irtosi melko pian kantajasta. Mygs kolmea
eri miiria glutaarialdehydikasiteltyd immobilisoitua B-glukosidaasia (1000, 2000 ja
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3000 nkat/g kuorta) kierrétettiin kuukauden ajan hydrolyysissd sokerisaantojen laske-

matta.

Kuviossa 13 on esitetty immobilisoidun 8-glukosidaasin kierrdtyksen vaikutus liukoisen
kuiva-aineen muodostumiseen puolijatkuvassa kdytettyjen makkarankuorten hydrolyysis- ‘
si Econase-sellulaasilla. Alussa kuoria on 50 g/l ja entsyymiannostus 30 FPU/g kuorta.
Vuorokauden vilein reaktioseokseen on lisitty uusia kuoria (50 g/l), sokeriliuos on
otettu talteen ja korvattu sellulaasia sisaltivalld puskuriliuoksella (0,5 FPU/g).
Immobilisoitu, glutaarialdehydilli késitelty B-glukosidaasi (1000-3000 nkat/g kuorta) on

lisdtty vain reaktion alussa. Reaktio-olosuhteet: 50 °C, pH §, sekoitus 150 rpm.

Entsyymikustannuksia voidaan olennaisesti pienentdd kéyttamalla immobilisoitua B-
glukosidaasia. Samaa entsyymierdd voidaan kierrttad useita viikkoja tai kuukausia

jatkuvatoimisessa hydrolyysissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd makkarankuorien ja muiden péddasiassa selluloosaa sisdltivien aineiden
hévittimiseksi liuottamalla entsyymien avulla, tunnettu siiti, etti menetelmassi
suoritetaan seuraavat vaiheet:

a) lisdtdan sellulaasientsyymejd vesiliuoksen sisdltivaan reaktoriin,

b) ennen vaihetta a) tai sen jilkeen liuotettavat aineet lisitiiin reaktoriin,

¢) annetaan liuotettavien aineiden osittaisen tai tiydellisen liukenemisen tapahtua,
jonka jélkeen

d) lisdtdan vusi erd liuotettavia aineita reaktoriin,
e) kun entsyymit ovat adsorboituneet uusiin liuotettaviin aineisiin, vaiheessa c)
aiemmin liuenneet aineet sisiltiva liuos otetaan talteen erottamalla liuos ja liuotet-

tavat aineet toisistaan, jolloin

f) liuotettaviin aineisiin lisdtddn vetta ja haluttaessa vaiheet c-f toistetaan haluttu

maird kertoja.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, etti entsyymit

ovat sellulaaseja, joilla on oleellinen FPU-, HEC- ja B-glukosidaasiaktiivisuus.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, etti sellulaasipre-

paraatit ovat Econase CEG, Spezyme CE’ ja/tai Spezyme CP”.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, etti

hydrolyysiaikaa sdddetdin kuorten pitoisuudella ja entsyymin konsentraatiolla.
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5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd hydrolyysiai-
ka on 2-S tuntia kun kuorten pitoisuus on noin 1-200 g/l ja entsyymien konsentraatio
1-50 FPU/g kuorta.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

sellulaasientsyymin méiréd on liuoksessa 1-50 FPU/g kuorta.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1-6 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
prosessiin lisitiin myos B-glukosidaasia hydrolyysin tehostamiseksi, kun halutaan

suurempi osuus glukoosia.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd g-glukosidaa-

si immobilisoidaan sen kierrattamiseksi.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd immobi-

lisoidun B-glukosidaasin maird on noin 1000 nkat/g kuorta.

10. Jonkin patenttivaatimuksen 1-9 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
kuorten lisdysten vililld tai sen yhteydessd lisitadn tarvittava médrd sellulaasient-

syymejd sekd S-glukosidaasia.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd

kuoripitoisuus on 1-200 g/1.

12. Jonkin patenttivaatimuksen 1-11 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd
menetelmid suoritetaan puolijatkuvana panosprosessina yhtd, kahta tai useampaa

reaktoria kdyttéen.
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Patentkrav

1. Forfarande for att forstra korvskinn och andra &mnen som innehdller i huvudsak

cellulosa genom upplosning med hjdlp av enzymer, kdnnetecknat dirav, att

foljande steg utfors vid forfarandet:

a) tillsittning av cellulasenzymer i en reaktor som innehéller en vattenlésning,

b) fore steg a) eller efter detta tillsitts amnena som skall 16sas upp i reaktorn,

c) man liter en partiell eller fullstindig upplosning av dmnena ske, efter vilket

d) "en ny sats &mnen som skall 16sas upp tillsatts reaktorn,

e) dd enzymerna adsorberats i de nya dmnena som skall 16sas upp, &tervinns en
losning som innehdller de i steg c) tidigare uppldsta amnena genom att separera

losningen och dmnena som skall 16sas upp frén varandra, varvid

f) vatten tillsitts dmnena som skall 16sas upp och vid behov upprepas stegen c-f

Onskat antal ganger.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat dérav, att enzymerna ar

cellulaser med avseviard FPU-, HEC- och B-glukosidasaktivitet.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, kdnnetecknat dirav, att cellulaspreparaten

ir Econase CE’, Spezyme CE® och/eller Spezyme cpP”.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, kdnnetecknat dirav, att

hydrolystiden regleras med halten skinn och koncentrationen pd enzymerna.
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5. Forfarande enligt patentkrav 4, kdannetecknat darav, att hydrolystiden ar
2-5 timmar da halten skinn dr cirka 1-200 g/l och koncentrationen pd enzymerna 1-50

FPU/g skinn.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5, kdnnetecknat dirav, att

mangden cellulasenzymer i 16sningen ar 1-50 FPU/g skinn.

7. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-6, kdnnetecknat dirav, att
ocksd B-glukosidas tillsdtts processen for effektivering av hydrolysen dd man o6nskar

en storre halt glukos.

8. Forfarande enligt patentkrav 7, kdnnetecknat darav, att B-glukosidasen

immobiliseras for cirkulering av denna.

9. Forfarande enligt patentkrav 8, kdnnetecknat dirav, att mdngden immobi-

liserad B-glukosidas dr ca 1000 nkat/g skinn.

10. Forfarande enligt n&got av patentkraven 1-9, kdnnetecknat dirav, att
mellan tillsittningarna av skinn eller i1 samband med dessa tillsdtts behovlig méngd

cellulasenzymer samt B-glukosidas.

11. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-10, kdnnetecknat ddrav, att
skinnhalten ar 1-200 g/l.

12. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-11, kannetecknat dirav, att
forfarandet utfors i form av en semikontinuerlig satsprocess genom att anvanda sig av

en, tva eller flera reaktorer.
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Pelkistavat sokerit (g/1) Glukoesi (g/h
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Kuva 4. Makkarankuorten (50 g/l) hydrolyysi Econase-sellulaasipreparaatilla.
Entsyymiannostuksen (10, 20 ja 30 FPU/g kuorta) vaikutus pelkistivien sokereiden,
glukoosin, liukenemattoman ja liukoisen kuiva-aineen pitoisuuteen ajan funktiona.
Reaktio-olosuhteet: 50 °C, pH 5, sekoitus 150 pm.

Kuoripartikkeleiden koko 3,0 x 3,0 cm.



96323

Liukenematon ka (g/1) Liukenematon ka (g/1)
| a) | b)
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Kuva =, Enssyymi- ja substraamtikonsenmaatioiden vaikutus livkenemattoman kuiva-

mucdostumiseen ajan funktona kiytettyjen makkarankuorten hydrolyysissi Ec
sellulaasipreparaadlla, Reakdo-olosuhteer: 507C. PH 5. sekoitus 150 rpm.
Entsyymiannosws: 2, § Jja 10 FPU/g kuora. Kuoripartikkeleiden koko 3.0 x 3.0 ¢m.

a) kuoripiwisuus 50 7y

b) kuoripitoisuus 1(X) N

¢) kuoripitoisuus 150 W

dineen
Onase-
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Kuva . Kiytemyjen makkarankuorten

10 15 20 25 a0
Reakicaika (h)

(530 &/ hydrolyysi Econase-sellulaasiprepuraatilla.

Ensyymiannostuksen (10, 20 ja 30 FPU/g kuort) vaikurus pelkistivien sokereiden.
glukoosin, liukenemartoman ja lbukoisen kuiva-aineen muodostumiseen ajan funkdona .
Reakdo-olosuhteer S0°C. pH S. sekoitus 150 rpm. Kuoripardkkeleiden koko 3.0 x 3.0 em.
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Kuva % Kiywiminémien makkarankuoren (350 ) hydrolyysi Spezyme CE-
sellulaasipreparaatilla (Genencor). Eatsyymiannostuksen (10, 20 ja 30 FPU/¢ kuorm)

vaikutus pelkistivien sokereiden. glukoosin, liukenemattoman
Reakto-olosuhtest:

muodostumisesn ajan funkdona.
Kuoripartikkeleidea koko 2.0 x 3.0 em.

ja liukoisen kuiva-aineen
SU"C. pH 5. sekoitus 150 rpm.
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Pelkistavat sckerit (g/) Giukoasi (g/)
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Kuva . Kiymimindmien makkarankuorten (S50 g1) hydrolyysi Spezyme CP-

sellulaasipreparaadlla (Genencor). Entsyymiannostuksen (10. 20 ja 30 FPU/g kgorm)
vaikutus pelkistivien sokereiden. glukoosin. liukenemattomun ja liukoisen kuiva-uineen
mucdostumiseen 3jan funkdona. Reakdo-olosuhtes: 50°C. pH 5. sekoitus 150 rpm.

Kuoripartkke!eiden koko 3.0 x 3.0 em.
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Kuva 3. Puolijatkuva kiytertyjen makkarankuoren (50 /1) hydrolyysi Econase-

sellulaasipreparaagilla (30 FPU/g kuor. kuoripartkkeleiden koko 3.0 x 3.0 cm.
Vuocrokauden vilein reaktoseokseen on lisdtty uusia kuoria (S0 gA), sokeriliuos on otetru
rlteen ja korvarmu B-glukosidaasia sisdltivilld puskuriliuoksella. Reaktio-olosuhtese: 50°C.

pH 5. sckoitus 150 rpm.
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wyjen makkarankuorten (50 g/M) hydrolyvsi Econase-
kuorta. kuoripartikkeleiden koko 3.0 x 3.0 cmy).
on lisdty uusia kuoria (50 /). sokeriliuos on oteu
Reakdo-closuhtz=t: 50°C. pH §. sekoitus 150 pmL
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