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Menetelmii ligniiniperoksidaasin ja mangaaniperoksidaasin tuottamiseksi Phane-

rochaete chrysosporium -viljemilli

Esilli oleva keksint6 koskee menetelméd peroksidaasien tuottamiseksi Phanerochaete

chrysosporium -sienesté.

Phanerochaete chrysosporium on sieni, joka liittyy "puun valkolahoon". Se on hymenomy-
keetti, joka kuuluu Aphylophorales-lahkoon ja Corticaceae-heimoon. Silld on kyky hajoit-
taa ligniinid mineralisoitumispisteeseen (lopputuotteet: CO, + H,0O).

Téamai sieni tuottaa solun ulkoisia peroksidaaseja: jalkimmainen késittéd erityisesti man-
gaaniperoksidaasin (MnPs) isotsyymit [Kuwahara et al., FEBS Let., 169, ss. 247-250,
(1984)] ja ligniiniperoksidaasin (LiPs) isotsyymit [Tien M. ja Kirk T.K., Science, 221>, SS.
661-663, (1983); Glenn et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 114, ss. 1077-1083].
Nimé entsyymit ovat glykosyloituja hemoproteiineja, joiden keskim#érdinen molekyyli-

massa on 40 kDa [Leisola et al., J. Biol. Chem., 262 ss. 419-424, (1984)].

Mangaaniperoksidaasit ja ligniiniperoksidaasit kykenevét katalysoimaan lukuisten aro-
maattisten aineiden hapetusta, erityisesti ligniinin, kédyttimalld vetyperoksidia apuaineena.
Niiden ominaisuuksien paisovellutukset ovat paperinvalmistuksen alalla ja jateveden

késittelyn alalla.

Tahén asti ligniiniperoksidaasit ovat niité, joita on pédasiallisesti kdytetty timén tyyppises-

si sovelluksessa.

Esimerkiksi ranskalaisessa patentissa 2 574 427 kuvataan kaksi Phanerochaete chrysospo-
rium -kantaa, joilla on erityisen suuri ligniiniperoksidaasiaktiivisuus, seké niiden viljelmé
elatusaineessa, joka sisaltdd assimiloituvan typpildhteen samoin kuin assimiloituvan hiili-

ldhteen ja assimiloituvien epéorgaanisten suolojen ldhteen.

On tehty my6s ehdotus (ranskalainen patentti 2 600 077) viljelld Phanerochaete chrysos-

poriumia perusviljelyelatusaineessa, jota on tdydennetty tyydyttyméttomilld rasvahapoilla
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ja/tai luonnollisilla aminohapoilla. Muut ryhmit ovat ehdottaneen Tween-tyyppisen deter-
gentin lisdémisté [Faison ja Kirk, Appl. Environ. Microbiol. (1985), 49, ss. 299-304], tai
vaihtoehtoisesti veratryylialkoholin lisddmisti [Leisola et al., J. Biotechnol. (1985), 3, ss.

97-107] ligniiniperoksidaasin synteesin lisddmiseksi.

Keksijoiden ryhmé on myds aikaisemmissa tutkimuksissaan osoittanut erilaisia parametre-
j4, joiden optimoinnilla kyetdén lisddmaéén ligniiniperoksidaasin tuottamista: oleiinihapon

ja/tai eksogeenisten fosfolipidien lisddminen, viljelyldmpétilan sidtely, ja vastaavat. Namé
tutkimukset johtivat ligniiniperoksidaasin valmistusmenetelmin kehittdmiseen, joka mene-

telméd muodostaa eurooppalaisen patenttijulkaisun 0 437 500 aiheen.

Téami menetelmai késittdd lukusia periikkiisid vaiheita, joista kukin suoritetaan erilaisissa
viljelyolosuhteissa; ensimmaéinen vaihe suoritetaan synteettisessd elatusaineessa, joka
sisdltdd epdorgaanisia suoloja, hiilildhteen ja typpildhteen, hiivauutteen ldsnéollessa, fosfo-
lipidien lahteen ja emulgoituja rasvahappoja; sitten muodostunutta sienirihmastoa kasvate-
taan osittain uusitussa viljelyelatusaineessa, jota on tdydennetty veratryylialkoholilla, mutta
joka ei sisdlld emulgoituja rasvahappoja, ja jonka fosfolipidisiséltd edustaa vain 1/7 - 1/8
ensimméisessi vaiheessa kiytetysti viljelyelatusaineen miéristd; kolmannessa vaiheessa
elatusaine korvataan tiysin uudelle elatusaineella, joka kasittid samat osuudet fosfolipidejd
ja veratryylialkoholia kuin toisessa vaiheessa, ja hiilildhteen, typpildhteen ja hiivauutteen
1/4 niiden sisillostd ensimmaéisessi vaiheessa; viimeksi neljds viljelyvaihe suoritetaan
elatusaineessa, josta puuttuu hiivauute, hiililihde ja emulgoidut rasvahapot, mutta joka

siséltdd saman osuuden fosfolipideji ja veratryylialkoholia kuin edeltidvit vaiheet.

Sitten ligniiniperoksidaasi voidaan ottaa talteen viljelyelatusaineesta. Tdmén menetelmén
kiytto sallii entsyymisisdllén kasvattamisen huomattavasti; ligniiniperoksidaasiaktiivisuus

elatusaineessa on noin 240 yksikkoa (U) litraa ja péivad kohti.

T#hin saakka suoritetut tutkimukset ovat keskittyneet kasvattamaan ligniiniperoksidaasin
aktiivisuutta. Kuitenkin mangaaniperoksidaasien nihddsn yhi enenevisséd méirin olevan
kykenevii suorittamaan padosan ligniinityypin polymeeristen aromaattisten yhdisteiden

biokonversaatiossa. Itse asiassa, pdin vastoin kuin ligniiniperoksidaasit, joiden aktiivisuutta



10

15

20

25

30

3

rajoittaa entsyymin vihdinen tunkeutuminen lignifoituihin seindmiin, mangaaniperoksidaa-
sit toimivat pienimolekyylimassaisten yhdisteiden kautta, jotka levidvét helposti. Lyhyesti
esitettynd mangaaniperoksidaasin katalyyttiseen kiertoon kuuluu Mn(II):n hapettuminen
Mn(I1I):ksi, miké orgaanisten happojen kanssa kompleksoitumisen jalkeen kehitt4 le-
vidvid hapettavia hiukkasia, jotka kykenevét depolymeroimaan luonnollisen ligniinin

[Wariishi K., et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 176, ss. 269-276, (1991)].

Bonnarme ja Jeffries [J. Ferment. Bioeng. 70:158-163 (1990)] tutkivat Phanerochaete
chrysosporiumin ligniiniperoksidaasin ja mangaaniperoksidaasin tuottamisen séitelya
erilaisissa viljelyolosuhteissa; he havaitsivat till4 tavalla, ettd ndiden entsyymien méaari
vaihteli erityisesti Mn(II)-pitoisuuden mukana: pienissé pitoisuuksissa ligniiniperoksidaa-
sia tuotetaan ensisijaisesti (760 nmol/ml-min optimiolosuhteissa), kun taas suurissa pitoi-
suuksissa mangaaniperoksidaasin tuotto (950 nmol/ml'min optimiolosuhteissa) on se, jota

suositaan.

Keksijoiden kohteena oli kasvattaa Phanerochaete chrysosporiumin solunulkoisten perok-

sidaasien tuottoa timén sienen viljelmissi ja my6s suurentaa MnP/LiP-suhdetta.

Tatd tarkoitusta varten keksijit onnistuivat saamaan uusia kantoja (timén jalkeen niitd
nimitetddn lyhenteilld MIC 390, MIC 249 ja MIC 396), jotka ylierittévat solun ulkoisia
peroksidaaseja ligniiniperoksidaasia ja mangaaniperoksidaasia. Lisiksi he keksivit spesifi-
set viljelyolosuhteet, joita voidaan kiyttdd joko vapaiden solujen tai kantajaan immobi-
lisoitujen solujen kanssa. Téll4 kyetdn kasvattamaan ligniiniperoksidaasin ja mangaanipe-
roksidaasin saantoa hyvin merkittdvisti suhteessa sithen, miti saadaan tekniikan tason
viljelmisti: esimerkiksi keksinnon mukaisesti saduilla viljelmilld voidaan tuottaa arviolta
kaksi kertaa niin paljon ligniiniperoksidaasia kuin patentin EP 0 437 500 mukaisilla kan-
noilla, ja 10 kertaa niin paljon mangaaniperoksidaasia kuin mitd Bonnarme ja Jeffries ovat

aikaisemmin saaneet.

Esilld olevan keksinnén toteutus mahdollistaa liséksi mangaani-
peroksidaasi/ligniiniproksidaasi-suhteen séételemisen ja muuntelemisen tarpeiden mu-

kaisesti.
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Esilld olevan keksinnodn kohteena on Phanerochaete chrysosporium -kannat MIC 249,
MIC 390 ja MIC 396, jotka on talletettu 20. joulukuuta 1994 talletuslaitokseen CNCM
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes [National Collection of Microor-
ganism Cultures]), jota ylldpitad Pasteur Institute, 26 rue du Docteur Roux, Pariisissa,

vastaavilla numeroilla I-1511,1-1512 ja [-1513.

Esillé oleva keksinnon kohteena on my6s menetelma ligniiniperoksidaasin ja/tai man-
gaaniperoksidaasin valmistamiseksi Phanerochaete chrysosporium -viljelmésti, jolle
menetelmille on tunnusomaista se ettd viljellddn ainakin yhtd Phanerochaete chrysospo-
rium -kantaa, valittuna ryhmaésti, joka kisittdé edelld mainitut kannat MIC 249, MIC 390
ja MIC 396.

Nima viljelmiit tuotetaan, sindnsé tunnetuilla, standardeilla Phanerochaete chrysosporium
-viljelytekniikoilla, ympistd, joka muodostuu sienirihmastopalasista, jotka on saatu esivil-

jelysti tai itidistd (arviolta 2 x 10° iti6téd/ml).

Viljelyelatusaine kisittd4 ainakin yhden hiilildhteen, ainakin yhden typpildhteen, epdorgaa-

nisia suoloja, hivenaineita ja vitamiineja, ja sitd tiydennetdin hiivauutteella.
Hiilildhteen pitoisuus on edullisesti valilld 5 ja 20 g/1.

Ensi sijassa kéytettdvi hiilildhde kasittda glyserolin, mutta muita hiilildhteitd, jotka ovat
assimiloituvissa hitaammin tai nopeammin, voidaan kiyttid, yksin tai seoksena; esimerk-
keihin sellaisista hiilildhteistd kuuluvat maltoosi, raffinoosi, tirkkelys, ksyloosi, ramnoosi,

arabinoosi, fruktoosi, sorbitoli, mannoosi, sellobioosi ja selluloosa.

Keksinnén mukaisen menetelmén edullisen toteutusmuodon mukaisesti hiilildhde kasittds
ainakin yhden fosfolipidin valittuna joukosta, johon kuuluu fosfatidyylikoliini (PC), lyso-
fosfatidyylikoliini (LPC), fosfatidyylietanoliamiini (PE), asyylifosfatidyylietanoliamiini

(APE), fosfatidyyli-inositoli (PI) ja fosfatidihappo (PA), tai mainittujen fosfolipidien seos;

seos voi tissd tapauksessa koostua fosfolipidien seoksesta, joka on periisin luonnollisista
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ldhteistd, esimerkiksi soijafosfolipidit. Edullisesti jos kéytetiin fosfolipidien seosta, se

kisittdd enemmain kuin 25 % fosfatidyyli-inositolia ja vahemmén kuin 15 % PC:t4.

Edullisesti fosfolipidin tai fosfolipidien seoksen (uudelleen muodostettu tai soijasta peréi-

sin oleva) pitoisuus on vélilld 0,1 ja 10 g/litra.

Typpildhde voi koostua esimerkiksi aminohapoista, natriumnitraatista tai ndiden erilaisten
typpildhteiden seoksesta yhdessd hiivauutteen kanssa. Typpilidhteen pitoisuus on edullisesti

vililld 0,5 ja 20 g/l.

Assimiloituvat epdorgaaniset suolat késittdvéat kalium-, kalsium- ja magnesiumsuolat ja

niitd kdytetd4n pitoisuuksissa vililld 0,5 ja 100 mM.

Hivenaineet koostuvat p4dasiassa rautasulfaatista, sinkkisulfaatista, mangaanisulfaatista ja
kuparisulfaatista. Rauta-, sinkki- ja kuparisulfaattien pitoisuudet ovat sellaisia pitoisuuksia,
joita tavanomaisesti kiytetdin viljeltdessi Phanerochaete chrysosporiumia (katso esimer-
kiksi EP-0 437 500). Mn**-pitoisuudella ei ole vaikutusta mangaaniperoksidaasin tuottoon
keksinndn mukaisissa viljelyolosuhteissa ja se voi vaihdella suhteellisen laajalla alueella;

se on edullisesti vililld 1 ja 600 mM.

Elatusainetta tiydennetidin myds vitamiinien 14hteelld; on mahdollista esimerkiksi kéytt4a
vitamiinien seosta, joiden koostumus vahvistaa sen, mité viitteessd Tatum et al. on esitetty
[Am. J. Bot., 37:38-46 (1950)]. Vitamiinien seosta kéytetdn pitoisuuksissa valilla 0,001 g
ja 1 g litraa kohti.

Lis#ksi veratryylialkoholin (noin 0,4 mM) lisdaminen auttaa tuotetun entsyymin stabiili-

suuden séilyttdmista.

Esilld olevan keksinnén edullisen toteutusmuodon mukaisesti viljelyelatusainetta tdyden-
netdin viljelyn aikana lisddmélld annos, 0,001 - 10 grammaa litraa kohti, ainakin yhtd

komponenttia, joka aktivoi entsyymien tuotantoa ja/tai suojaa jalkimmaéistd; tdima aktivoiva
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ja/tai suojaava komponentti voi koostua mistd tahansa alkuelatusaineen komponenteista tai

useiden niiden seoksesta.

Edullisesti timd aktivoiva ja/tai suojaava komponentti késittédd veratryylialkoholin, jota
tdssd tapauksessa kédytetddn pitoisuuksissa vililla 0,1 ja 1 grammaa litraa kohti. On myds
mabhdollista lisité fosfolipidildhteen tdydennys, jossa on paljon fosfatidyyli-inositolia, jota

tdssd tapauksessa kiytetdsan annoksena 0,1 - 3 grammaa litraa kohtia.

Tédmi lisddminen voidaan suorittaa liuoksen, emulsion tai liposomien muodossa lisddamalla
pinta-aktiivisen aineen (esimerkiksi Tween 80) seosta rasvahappojen (C18:12, C18:2) ja

paljon fosfatidyyli-inositolia siséltdvien fosfolipidien kanssa.
Elatusaineen tdydentdminen voidaan suorittaa jatkuvatoimisesti (pumpulla) tai jaksoittain.

Tédydennys aktivoivalla ja/tai suojaavalla komponentilla (komponenteilla) suoritetaan, kun
viljelmé on saavuttanut sellaisen kasvuvaiheen, jossa peroksidaaseja koodaavien geenien
ilmentiminen alkaa tapahtua (syntyy ldhetti-RNAita, jotka koodaavat mangaaniperoksi-
daaseja ja ligniiniperoksidaaseja). Tama vaihe, joka on maééritetty kokeellisesti, saavutetaan
tietyn ajanjakson jédlkeen, joka voi vaihdella kantojen ja viljelyolosuhteiden mukaan, mutta

yleensi on noin 2 piivai viljelyd lampotilassa vililld 28 °C ja 40 °C.

Keksinnén mukaisen menetelmén suorittamiseksi viljely voidaan suorittaa sinénsé tunne-

tulla tavalla, joko soluissa, jotka on immobilisoitu kantajaan, tai vapailla soluilla.

Immobilisoitujen solujen tapauksessa ne kytketéin tai adsorboidaan yhteen tai useampaan
hydrofobiseen, hydrofiiliseen tai neutraaliin kantajaan tai tukeen, jonka pinta on edullisesti
karkea ja joka sisiltdi esimerkiksi koloja, seulan (harsokangas tai verkko), aukkoja tai
reikid. Ndma tuet, ontot tai muunlaiset, asetetaan jarjestykseen tai muulla tavalla, kiinteiksi
tai liikkkuviksi nestefaasissa, joka sisiltdi sopivan ravinne-elatusaineen, ja silléd voi olla
eriiaisia muotoja (sylinteriméinen tai kuutiomainen, yhdessé tai useammassa 0sassa).
Nima kantajat eli tuet, samoin kuin elatusaine, voidaan korvata ja/tai uudistaa jatkuvatoi-

misesti tai jaksoittain viljelyn aikana.
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Jarjestiméttomien kiinteiden tukien rajoittamattomina esimerkkeiné voidaan mainita sylin-
terimdiset Raschig-renkaat, jotka on tehty kivitavarasta, lasista, metallista tai muovista;

polyuretaani-, polyesteri- ja polyamidivaahdot; metalli- tai muovitiytteet ja muovilangat.

Rajoittamattomina esimerkkeini jirjestetyisti kiinteists tuista voidaan mainita harsokangas
tai -verkko; ruostumaton terés, lasi, muovi, polyuretaani, polyesteri, nailon, polyakrylaatti,

polyamidi ja vastaavat.

Rajoittamattomina esimerkkein tuista, jotka ovat liikkuvia nestefaasissa, voidaan mainita

polyuretaani, polyesteri, polyamidi ja suulakepuristetut muovituet.

Vapaiden solujen tapauksessa sienirihmasto on pallojen muodossa, jotka pallot voivat olla
halkaisijaltaan 0,5 - 5 mm. Kéytetyt bioreaktorit ovat kuplakolonni- tai ilmakuljetustyyppid
(halkaisija/korkeus-suhde d/h = noin 1/4 - 1/6) tai tavanomaisen tyyppisid (d/h =noin 1 -
1%), ja niilld on spesifinen tai epdspesifinen sekoitusyksikkd, esimerkiksi Rushton, meri-

tyyppinen propelli, MIG tai yksinkertainen tai kaksoiskierteinen nauha.
Edullisesti viljely suoritetaan ilmastamalla tai sekoittamalla elatusainetta.

Elatusaineen ilmastus suoritetaan viemailld ilmaa, puhdasta happea tai mit4 tahansa muuta
kaasujen seosta, edellyttien, etti tarjotaan riittdvésti happea mikro-organismille, sellaisen

laitteen avulla, joka sallii timén kaasun homogeenisen hajaantumisen (lasisintteri, sauva).

Elatusaineen sekoittaminen voidaan suorittaa my6s mekaanisesti. Se voidaan saada aikaan
myds pneumaattisesti ilmastussysteemin suoralla toiminnalla tai samanaikaisesti kaytetta-

villd ekvivalentilla systeemilld.

Sekoittamisen ja/tai ilmastuksen méiri valitaan siten, ettd sallitaan tuen homogeeninen
alkumiehitys immobilisoitujen solujen kyseessi ollessa, ja sienirihmastopallojen, joiden

keskiméiriinen halkaisija on 0,5 - 5 mm, muodostuminen vapaiden solujen tapauksessa,
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samalla kun rajoitetaan leikkausjdnnityksii, joita kohdistuu sienihyyfeihin. Tdama mé&rd

voi olla vaihteleva kasvatusaikana.

Edullisesti alkuajassa (noin 2 pdivéd) inkubointi tapahtuu noin 37 °C:een ldmpdtilassa ja
sitd voi seurata lampotilan muutos, joka suosii peroksidaasien tuottamista, kuten on kuvat-

tu esimerkiksi EP-patentissa 0 437 500.

Mangaaniperoksidin ja/tai ligniiniperoksidaasin tuottaminen ja sen seurauksena MnP/LiP-
suhdetta voidaan sdidelld viljelmén ién ja/tai aktivaattoreiden ldsndolon mukaisesti samoin
kuin kiytettyjen kantojen mukaisesti. Siten on mahdollista saada entsyymiseos, jossa on
pédasiassa joko mangaaniperoksidia tai ligniiniperoksidia (aktiivisuus suurempi tai yhté

suuri kuin 60 % mangaaniperoksidaasi- ja ligniiniperoksidaasiaktiivisuuksista yhteensd).

Keksinndn mukaisen menetelmin muunnelman mukaisesti on mahdollista lisdksi sdddelld
MnP/LiP-suhdetta ja kasvattaa edullisesti joko mangaaniperoksidaasin tai ligniiniperoksi-

daasin tuottamista. T#lle muunnelmalle on tunnusomaista se, etti:

- MnP/LiP-suhteen muuttamiseksi mangaaniperoksidaasin tuottoa suosivaksi Phanerocha-
ete chrysosporiumin Kasvattaminen suoritetaan ajassa, joka on enemmaén kuin 24 tuntia ja
vihemmin kuin 90 tuntia, fosfatidyyli-inositolia paljon siséltdvén fosfolipidien seoksen
lasndollessa, kuten edelld on maéritelty, pitoisuudessa vililld 0,5 ja 5 g/l, edullisesti suu-

ruusluokassa 1,5 g/l.

- MnP/LiP-suhteen muuttamiseksi ligniiniperoksidaasin tuottoa suosivakst Phanerochaete
chrysosporiumin kasvattaminen suoritetaan ajassa, joka on enemman kuin 90 tuntia ja
vihemmién kuin 350 tuntia, fosfolipidien seoksen ldsniollessa, kuten edelld on médritelty,

pitoisuudessa vililld 0,5 ja 5 g/l.

Sovelluksesta riippuen viljelyliemet koostuvat siten entsyymiseoksesta, jossa on enemmaén
tai vihemman runsaasti mangaaniperoksidaasia tai ligniiniperoksidaasia, jotka voidaan

kayttdd suoraan tai sen jilkeen, kun ne on konsentroitu esimerkiksi ultrasuodattamalla.
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Milloin sopivaa puhdistus voidaan suorittaa MONO-Q-tyypin kolonnilla (Pharmacia Bio-
tech S.A.; Ranska).

Esilld oleva keksinté ymmaérretdin paremmin seuraavana olevasta selitysosasta, jossa on

esimerkkejid keksinnon mukaisen menetelmén toteutusmuodosta.

Pitiisi kuitenkin selvisti ymmértis, ettd ndmai esimerkit on annettu vain keksint6d valaise-

viksi, ilman ettd ne rajoittavat keksint6d milldén tavalla.

I - Ylierittdvien kantojen kiytto

Kannat, jotka valitaan keksinnén mukaisesti, olivat Phanerochaete chrysosporium -kannat

MIC 249 (CNCM I-1511), MIC 390 (CNCM I-1512) ja MIC 396 (CNCM I-1513).

Esimerkki 1: Erilaisten kantojen ligniiniperoksidaasien ja mangaaniperoksidaasien

tuoton vertailu
Keksinnén mukaisten ylierittdvien kantojen MIC 249, MIC 390 ja MIC 396 tuottoka-

pasiteettia suhteessa vertailukantaan BKM-F-1767 (ATCC 24725) vertailtiin viljelmissé,

jotka laitetaan 250 ml:n Erlenmeyer-pulloihin seuraavissa olosuhteissa:

Elatusaineen koostumus:

Glyseroli 10 g/l
Dinatriumtartraatti 2,3 g/l
Diammoniumtartraatti 1,842 g/l
KH,PO, 2 g/l
CaCl, - 2H,0 0,14 g/l
MgSO, - 7TH,0 0,70 g/l
FeSO, - 7TH,0 0,07 g/l
ZnSO, - TH,0 0,046 g/l

- MnSOQO, - H,0 0,035 g/l
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CuSO, - 5SH,0 0,007 g/l
Hiivauute 1 g/l
Nat89 0,5 g/l
Veratryylialkoholi 0,42 g/l
Kasvatusolosuhteet:

« Elatusainetta jaetaan steriileissi olosuhteissa 100 ml:n annoksina Erlenmeyer-pulloihin;

kukin Erlenmeyer-pullo sisdltidd polyuretaanivaahtokuutioita.

« Siirrostaminen suoritetaan kiyttimalla esikasvatuksesta perédisin olevia sienirihmastopa-

lasia.

» Erlenmeyer-pullojen hapetus suoritetaan kasvatuksen alussa (T0) ja sitten inkubointi

suoritetaan 37 °C:ssa sekoittamalla nopeudella 90 tai 120 rpm.

* 48 h kasvatuksen alkamisesta suoritetaan Erlenmeyer-pullojen péivittdinen hapetus ja

inkubointia jatketaan 37 °C:ssa sekoittamalla nopeudella 90 tai 120 rpm.

Ligniiniperoksidaasi- ja mangaaniperoksidaasiaktiivisuudet mitataan 4 péivai kasvatuksen

jélkeen seuraavan menettelyn mukaisesti:

- a) ligniiniperoksidaasiaktiivisuuden méiritys: tdim4 aktiivisuus mééritetdan mittaamalla
veratryylialkoholin hapettumisen nopeus vastaavaksi aldehydiksi vetyperoksidin ldsnéol-
lessa [Tien ja Kirk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2280-2284 (1984)]. Reaktiota seurataan
30 °C:ssa spetrofotometrilld 310 nm:ssé. Veratraldehydin molaarinen ekstinktiokerroin

talld aallonpituudella on 9300 M*-cm'.

Elatusaineen aktiivisuus ilmaistaan nkatal-ml':na tai vaihtoehtoisesti yksikkdind/litra (U/1):
yksi ligniiniperoksidaasiyksikko vastaa minuuttia kohti muodostunutta yhtd mikromoolia

veratraldehydid.
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- b) mangaaniperoksidiaktiivisuuden mééritys: tim4 aktiivisuus méaritetisin mittaamalla
vanillyyliasetonin happettumisnopeutta MnSO,:n ldsniollessa [Paszczynski et al. FEMS
Microbiol. Lett., 29:37-41 (1985)]. Reaktiota seurataan 30 °C:ssa spektrofotometrilld 334
nm:ssi. Vanillyyliasetonin molaarinen ekstinktiokerroin tidss3 aallonpituudessa on 18300

M1-cm™,
Elatusaineen aktiivisuus ilmaistaan nkatal-ml”':na tai vaihtoehtoisesti yksikk6ind/litra (U/1):
yksi mangaaniperoksidaasiyksikko vastaa minuuttia kohti muodostunutta yhtd mikromoo-

lia vanillyyliasetonia.

Tuloksista on esitetty yhteenveto alla olevassa taulukossa I:

Taulukko I
Kanta MnP-aktiivisuus LiP-aktiivisuus
umn um
ATCC 24725 1200 900
MIC 249 4800 4200
MIC 390 5520 2040
MIC 396 3500 3150

Nimai tulokset osoittavat, etti niissi olosuhteissa kanta I-1511 (MIC 249) tuottaa 4 kertaa
niin paljon mangaaniperoksidaasia ja ligniiniperoksidaasia kuin vertailukanta BKM-F-
1767; kanta I-1512 (MIC 390) tuottaa noin 5 kertaa niin paljon mangaaniperoksidaasia ja
kaksi kertaa niin paljon ligniiniperoksidaasia kuin kanta BKM-F-1767; ja kanta I-1513
(MIC 396) tuottaa kaksi kertaa niin paljon mangaaniperoksidaasia ja ligniiniperoksidaasia
kuin kanta BKM-F-1767.

I1I- Elatusaineen koostumuksen ja viljelyolosuhteiden vaikutus ligniiniperoksidaasien

ja mangaaniperoksidaasien tuottoon
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Esimerkki 2: Viljelmén ifin vaikutus

Kantaa MIC 249 kasvatetaan samanlaisissa olosuhteissa kuin esimerkissd 1 on kuvattu.

Inkubointi suoritetaan 37 °C:ssa sekoittamalla nopeudella 90 rpm.

Ligniiniperoksidaasi- ja mangaaniperoksidaaiaktiivisuudet mitataan erilaisilla kasva-

tusajoilla ja MnP/LiP-suhde lasketaan. Tuloksista on esitetty yhteenveto alla olevassa

taulukossa IL
Taulukko II
Viljelmén ikd (h) | MnP-aktiivisuus (U/l) | LiP-aktiivisuus (U/) | MnP/LiP-suhde
63 3270 1746 1,87 -
109,5 2694 2634 1,02
229 2346 4290 0,55

Esimerkki 3: Fosfolipidipitoisuuden vaikutus

Kantaa MIC 390 kasvatetaan seuraavissa olosuhteissa, peruselatusaineessa, jonka koostu-

mus on s€uraava:

Glyseroli
Dinatriumtartraatti

Diammoniumtartraatti

KH,PO,
CaCl, - 2H,0
MgSO, * TH,0
FeSO, - 7H,0
ZnS0, - TH,0
MnSO, - H,0
CuSO, - 5H,0

Hiivauute

10 g/l
2,3 g/l
1,842 g/l
2 g/l
0,14 g/l
0,70 g/l
0,07 g/l
0,046 g/l
0,035 g/l
0,007 g/l
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Tatd peruselatusainetta tdydennetéin fosfolipidien seoksella, NAT89, pitoisuuksissa vililld
0,5 g/l ja 1,89 g/l.

NAT 89:ta toimittaa yhtié Natterman Phospholipid GmbH (Kéln, Saksa), ja sen koostumus

on seuraava:

- 12 % fosfatidyylikoliinia ja lysofosfatidyylikoliinia,

- 31 % fosfatidyylietanoliamiinia ja asyylifosfatidyylietanoliamiinia;
- 27 % fosfatidyyli-inositolia;

- 30 % fosfatidihappoa.

Kasvatus suoritetaan kuten on kuvattu esimerkissi 1. Inkubointi suoritetaan 37 °C:ssa

sekoittaen samalla 120 rpm.

Ligniiniperoksidaasi- ja mangaaniperoksidaasiaktiivisuudet mitataan optimituotossa vilje-

lyelatusaineessa, nimittdin 4,5 pdivén kasvatuksen jélkeen.

MnP/LiP-suhde lasketaan. Tulokset esitetiisin alla olevassa taulukossa III.

Taulukko II1
NAT89-konsentraatio MnP-aktiivisuus LiP-aktiivisuus MnP/LiP-
(g uny um suhde
0,5 6564 1932 34
0,98 6780 1920 3,53
1,44 8664 1056 8,21
1,89 6474 384 16,86
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III - Ligniiniperoksidaasien ja mangaaniperoksidaasien tuottaminen reaktorissa
Esimerkki 4: Viljelmi reaktorissa, joka sisiiltii tukeen immobilisoituja soluja
Bioreaktorin runko siséltdd immobilisointituen, joka koostuu tissd tapauksessa 2 saman-
keskisesti sylinteristd, jotka on tehty metallilankaverkosta (lanka 0,15 mm halkaisijaltaan),
jossa on 0,5 mm seula, vastaavat halkaisijat 70 mm (ulompi sylinteri) ja 30 mm (sisempi

sylinteri) 290 mm:n korkeudelta.

Peruselatusaineen koostumus on seuraava:

Glyseroli 12,5 g/l
Dinatriumtartraatti 2,875 g/l
Diammoniumtartraatti 2,302 g/l
KH,PO, 2,5 g/l
CaCl, - 2H,0 0,175 g/l
MgSO, - 7TH,0 0,875 g/l
FeSO, - 7H,0 0,0875 g/l
ZnS0O, - 7TH,0 0,0575 g/l
MnSO, - H,0 0,0437 g/
CuSO, - 5H,0 0,0087 g/l
Hiivauute 1,25 g/l
NAT89 0,625 g/l

2,5 litraa tét4 elatusainetta lisdtdédn bioreaktoriin ja sen sisélto steriloidaan autoklaavissa 30

minuuttia 120 °C:ssa.

Sitten bioreaktoria limmitetééin 37 °C:ssa ja ilmastetaan suodatetulla ilmakehén ilmalla,
jota syétetdin virtausnopeudella 40 1/h kieroilmastustangon tai sintterin avulla, joka sijait-
see metallisylinterien pohjalla, jolloin muodostuu vakaa kuplien virta, tarjoten seké sekoi-
tuksen ettd homogeenisen ilmastuksen, joka tarvitaan sienirihmastokalvon tyydyttaviin

muodostumiseen.
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Siirrostaminen suoritetaan kdyttimalld sienirihmastopalasia esikasvatuksesta.

48 tunnin kasvatuksen jilkeen:

A) elatusainetta tdydennetién steriileissd olosuhteissa fosfolipidiseoksella (NAT89), johon

on lisitty veratryylialkoholia (VeA).

Seoksen koostumus:
- VeA 1,25 ¢g
-NAT89 0,30 g

B) Iimakuplien virta korvataan puhtaan hapen kuplien virralla virtausnopeudella 20 1/h.

Niissé olosuhteissa kannalla MIC 390 saadut mangaaniperoksidaasi- ja ligniiniperoksi-

daasiaktiivisuudet ovat:
- maksimi MnP-aktiivisuus: 10000 U/1
- maksimi LiP-aktiivisuus: 2400 U/L.

Esimerkki 5: Mikro-organismin viljelmé kuplakolonnityyppisessi reaktorissa, joka

siséiltii vapaita soluja

Peruselatusaineen koostumus on seuraava:
Glyseroli

Dinatriumtartraatti

Diammoniumtartraatti

KH,PO,

CaCl, - 2H,0

MgSO, - TH,0

FeSO, - 7TH,0O

ZnS0, - TH,0

MnSO, - H,0

© CuSO;, - SH,0

6,8
1,565
1,252
1,334
0,094
0,467
0,0461
0,0310
0,0232
0,0046

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l



10

15

20

25

30

16

Hiivauute 0,680 g/l
NAT89 0,5 g/l

2,5 litraa tété elatusainetta lisdtdén bioreaktoriin ja sen siséltd steriloidaan autoklaavissa 30

minuuttia 120 °C:ssa.

Sitten bioreaktoria limmitetddn 37 °C:ssa ja ilmastetaan suodatetulla ilmakehén ilmalla,
jota sy6tetddn virtausnopeudella 40 I/h kieroilmastustangon tai sintterin avulia, jolloin
muodostuu vakaa kuplien virta, tarjoten seki sekoituksen ettd homogeenisen ilmastuksen,

joka tarvitaan sienisolujen muodostumiseen.

Siirrostaminen suoritetaan kédyttamalla sienirihmastopalasia esikasvatuksesta tai itidliuok-

sesta, joka sisaltdd 2 x 10° itiotd/ml.

24 tunnin jélkeen muodostuu sienirihmastopalloja arviolta 0,5 - 1 mm halkaisijaltaan ja

ilmavirran nopeus pienennetédén arvoon 20 1/h.

48 tunnin jélkeen:
A) Elatusainetta tiydennetéin steriileissd olosuhteissa fosfolipidiseoksella, joka siséltda

veratryylialkoholia (VeA).

Seoksen koostumus:
-VeA 1,05¢
- fosfolipidildhde 025¢g

B) Ilmakuplien virta korvataan puhtaan hapen kuplilla virtausnopeudella 20 1/h.

Niissi olosuhteissa kannalla MIC 390 saadut tulokset ovat:
- maksimi MnP-aktiivisuus: 3600 U/l
- maksimi LiP-aktiivisuus: 162 U/
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Patenttivaatimukset:

1. Phanerochaete chrysosporium -kannat merkinnaltain MIC 249, MIC 390 ja MIC 396,
talletettu 20. joulukuuta 1994 talletuslaitokseen CNCM vastaavilla numeroilla I-1511, I-
1512 jaI-1513.

2. Menetelmai ligniiniperoksidaasin ja/tai mangaaniperoksidaasin tuottamiseksi Phane-
rochaete chrysosporium -viljelmill4, tunnettu siité, ettd kasvatetaan ainakin yhtd Phane-
rochaete chrysosporium -kantaa valittuna joukosta, johon kuuluvat patenttivaatimuksen 1

mukaiset kannat MIC 249, MIC 390 ja MIC 396.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelm4, tunnettu siitd, ettd Phanerochaete chry-
sosporiumin viljelyelatusainetta tdydennetddn kasvatuksen aikana lisddmaélld veratryylial-
koholia pitoisuudessa vililld 0,1 ja 1 grammaa litraa kohti, ja/tai fosfolipidildhdettd, jossa

on paljon fosfatidyyli-inositolia annoksena 0,1 - 3 grammaa litraa kohti.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm4, tunnettu siité, ettd tdydentdminen fosfoli-
pideilld ja/tai veratryylialkoholilla suoritetaan noin 2 péivén kasvatuksen jalkeen lamp6-

tilassa 28...40 °C.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 2-4 mukainen menetelmai, jossa sallitaan liséksi joko man-
gaaniperoksidaasin tai ligniiniperoksidaasin tuotannon valikoiva kasvu, tunnettu siit,
ettd:

- MnP/LiP-suhteen muuttamiseksi mangaaniperoksidaasin tuottoa suosivaksi Phanerocha-
ete chrysosporiumin kasvattaminen suoritetaan ajassa, joka on enemmén kuin 24 tuntia ja
vihemman kuin 90 tuntia, fosfatidyyli-inositolia paljon siséltavén fosfolipidien seoksen
ldsniollessa pitoisuudessa vililld 0,5 ja 5 g/l; ja

- MnP/LiP-suhteen muuttamiseksi ligniiniperoksidaasin tuottoa suosivaksi Phanerochaete
chrysosporiumin kasvattaminen suoritetaan ajassa, joka on enemmaén kuin 90 tuntia ja

vidhemmiin kuin 350 tuntia, fosfolipidien seoksen ldsndollessa pitoisuudessa vililld 0,5 ja 5

g/l.
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6. Jonkin patenttivaatimuksen 2-5 mukainen menetelm4, tunnettu siitd, ettd kiytetiin

kantajaan immobilisoitua soluviljelmaa.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 2-5 mukainen menetelm4, tunnettu siitd, ettd kiytetdin

vapaiden solujen viljelmaa.
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