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(54) Menetelm3 B-glukosidaasin saannon lisidmiseksi viljeltdessd Thielavia
terres?rns-mlkro-organismia - Férfarande for att Oka utbytet av 6-
-glukosidas vid odling av mikroorganismen Thielavia terrestris

Feilli oleva keksintd koskee menetelmdd B-glukosidaasin, erityi-
sesti lammdnkestdvin B-glukosidaasin saannon lisidmiseksi pienen-
tamdttd C1—Cx—sellulaasin tuottoa, jolloin Thielavia terrestris-
mikro-organismia viljellddn standardiviliaineessa ja tuotetut

entsyymit mahdollisesti puhdistetaan

a) suodattamalla kasvuliuos,

b) saostamalla entsyymit kylldstetylld ammoniumsulfaattiliu-
oksella,

c) liuottamalla ja suorittamalla sitten suolanpoisto geeli-

suodatuksella,

d) eluoimalla natriumkloridilla,

e) geelisuodattamalla edelleen useiden erotettujen, aktiivista
g-glukosidaasia ja aktiivista C1— ja Cx-entsyymia sisdltdvien

fraktioiden saamiseksi.

On todettu, ettd Thielavia terrestris-mikro-organismista saa-
tu entsyymiseoksen sellulaasiaktiivisuus, jota on kuvattu US-

patenttijulkaisussa 4 081 328, voidaan puhdistaa ja/tai erottaa
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saadun aktiivisuuden lisdimiseksi. Lisdksi on yllitt3en havaittu,
pdinvastoin kuin aikaisemmissa muita sellulaasia tuottavia mik-
ro-organismeja kdsittelevissi julkaisuissa, joissa glyserolilla
on esitetty olevan inhibointivaikutus, ettei t&llaisia tulok-
sia saada kdyttden Thielavia terrestris-mikro-organismia sellu-
laasia tuottavana organismina. Titen on todettu, ettd kdyttdmal-
18 edellid mainittua mikro-oraganismia glyserolin l&sniollessa

on mahdollista lis&dtd B-glukosidaasisaanto noin 5-kertaiseksi

vahentdmidtti C1/Cx—selluloosatuotantoa.

Seuraavat julkaisut kdsittelevidt glyserolin tai glukoosin vai-
kutuksesta tapahtuvaa sellulaasituoton estymistd kdytettiessi

muita mikro-organismeja kuin Thielavia terrestris:
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Mandels, 1975, Growth and Cellulase Production by Trichoder-
ma, ss. 81-109, sympoosiumissa Bailey et al., Symphosium on
the Enzymatic Hydrolysis of Cellulose, The Finnish National
Fund for Research and Development (SITRA), Helsinki, Finland.

Nisizawa et al., 1972, Catabolite Repression of Cellulase
Fermentation in Trichoderma Viride, J. Biol. Chem. 71, 999-
1007.

Montenecourt at al., 1977, Preparation of Mutants of
Trichodermia reisei with Enhanced Cellulase Production,

Appl. and Env. Microbiol., 34, n:o 6, 777-782. T&md tutkimus
osoitti, ettd 5 % glyserolia esti sellulaasin tuottoa ja véa-
hensi my&s huomattavasti syntetisoituneen ekstrasellulaari-
sen proteiinin md&ridd verrattuna vastaavaan proteiinin mddrddn

selluloosan ollessa ainoca hiilen l&hde.

Piinvastoin kuin tekniikan tason perusteella on odotettavissa,
on nyt havaittu, ettd lisdttdessd glyserolia Thielavia ter-
restris mikro-organismia sisdltdvdsn ravintovdliaineeseen, jota
kdytetddn tuottamaan sellulaaseja mainitusta organismista, on
mainittujen entsyymien tuotto lisddntynyt. Edelleen havaittiin,
ettd C; ja CX entsyymiaktiivisuuksien tuottoon ei glyserolin
lisdys vaikuttanut, mutta sen sijaan B-glukosidaasiaktiivi-
suuksien tuotto saattoi lisddntyd noin 5-kertaiseksi. Edel-
leen suorittamalla geelisuodatus—erotusmenetelmd havaittiin,
ettd glyserolin ldsnidollessa B-glukosidaasien koostumus erosi
standardi ravintovdliaineessa muodostuneen entsyymin koostumuk-
sesta. LdmmOnkestdvidmpien B-glukosidaasien osuus kasvoi suh-
teessa viahemmdn limmdnkestidvien entsyymien osuuteen, joka on
tdrked kdytdnndn tulos, koska ldmménkestdvyys on erittdin
toivottava ominaisuus pyrittdessd lisdamddn glukoosisaantoja
selluloosapitoisista aineksista, jolloin kdytetd&dn korkeampia
limpdtiloja. Kuumentamisen aikana mahdollistaa sellulaasien
ldmmOnkestdvyys ndiden entsyymien aktiivisuuden sdilymisen

kun taas samanaikaisesti l&dsndolevat suhteellisen lampOherkdt
ei-toivotut entsyymit hajoavat. Esimerkkejd tdllaisista entsyy-
meistd, jotka siis voidaan eliminoida mainitulla tavalla niin,
ettd arvokkaat sellulaasit sdilyvdt, ovat sellaiset, jotka

aiheuttavat ei-toivottuja reaktioita kuten proteiinien hydro-
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lyysid, erilaisia deaminaatioita, lipidien hydrolyysid ym.

Tutkittaessa ravintovdliaineeseen lis#ttdvdn glyserolin mii-
rdn vaikutusta B8-glukosidaasin tuoton lis#dintymiseen havait-
tiin, ettd niin alhaisella glyserolipitoisuudella kuin 0,5
paino-% on vaikutusta g-glukosidaasisaantoihin ja glyseroli-
pitoisuuksilla 5 paino-%:iin asti on edullinen vaikutus. Tami
ilmid on tdysin odottamaton, koska kuten todettiin, on hyvin
tunnettua, ettd glukoosi ja glyseroli aiheuttavat kataboliit-
tirepressiota esim. Trichoderma-suvun sellulolyyttisten ent-
syymien tuotolle.

Ndin ollen keksinndn mukaiselle, selityksen alkuosassa esitettvd
tyyppid olevalle menetelmdlle B-glykosidaasin saannon lisdimi-
seksi on tunnusomaista, ettd standardiviliaineeseen lisitiin

viljeltdessd 0,5-5 paino-% glyserolia.

Tdmdn odottamattoman vaikutuksen selvittdmiseksi, jonka glu-
koosi ja glyseroli aiheuttavat Thielavia terrestris-mikro-
organismin sellulolyyttisten entsyymien tuottoon, tehtiin lukui-
sia tutkimuksia kdyttden erilaisia ravintovdliaineen koostumuk-
sia seuraavasti:

A) Ravintovdliaineen koostumus

(Avicel 105 on selluloosajauhe ja CSL on maissinliuotus-

vesi)

N:o Tavanomai- Avicel Peptoni CSL Glukoo- Sello- Gly-
nen ravin- 105 si bioosi seroli
tovdliaine*

1 100 ml 1 g g g

2 100 ml 1g 5 g 0,5 g

3 100 ml 1g 1 g 0,149

4 100 ml 1 g /5 g 0,5g 5g

5 100 ml 1 g /5 g 0,5g¢g 5 g

6 100 ml 1 g /5 g 0,5 g 5g
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xTavanomainen ravintoviliaine: KH2P04 6,8 g/1, (NH4)ZSO4
1,3 g/l MgCO4 7H20 0,5 g/l, CaCl2 0,2 g/1, hivenaineliuos
2 ml/1.

B) Kasvatus: valmistettiin esiviljelmd siirrostamalla pieni
miiri rihmastoa vinopinnalta 250 ml pulloon, joka sisdlsi 100

ml ravintovidliainetta n:o 2. Pulloa pidettiin pydrivdssa ra-
vistelijassa 48°C:ssa 48 tuntia. P&dkasvatus aloitettiin siir-
timilli aina 2 ml esiviljelmdn ravintoviliainetta 250 ml pul-

loihin, jotka sisdlsivdt 100 ml yll3 mainittuja eri ravinto-
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vdliaineita. Kasvatus tapahtui pydrivdssd ravistelijassa

480C:ssa.

C) Tulos:

Kuten kuvioista n&hd&d&n estyy sellulolyyttisten entsyymien
tuotto Thielavia terrestris mikro-organismilla glukoosin vai-
kutuksesta aivan kuten Trichoderma-suvulla. Kuitenkaan el
glyserolilla ollut mit&3n vaikutusta Ci- ja CX—aktiivisuuksien
tuottoon (Cl on suodatinpaperiaktiivisuus). Thielavia terristris
tuotti noin 5-kertaisen mddrin B-glukosidaasia kasvatettaessa
ravintovdliaineessa, joka sisdlsi 5 % glyserolia verrattuna
standardi ravintoviliaineessa (NOZ) tapahtuneeseen tuottoon
(vertaa US-patenttia n:o 4 081 328). Geelisuodatuksessa havait-
tiin my®s, ettd B-glukosidaasin koostumuksessa oli eroja
verrattaessa standardi-ravintovdliaineessa ja glyserolia sisil-

tdneessd vdliaineessa tuotettuja entsyymejd keskendin.

Selluloosa-aktiivisuuden optimildmp&tilan todettiin olevan

noin 60°C. Aktiivisuudet voidaan mididrittidi seuraavien koemene-
telmien avulla. Thielavia terrestris mikro-organismin tuotta-
mien ldmmOnkestdvien sellulaasien aktiivisuus on 10-12 sSuo-
datinpaperiaktiivisuusyksikk®d, 25-30 aryyli-f-glukosidaasi-
yksikk&d ja 80-90 CMC-aasiyksikkdid 1 ml:ssa kasvuliuoksen
sucdosta.

Entsymaattiset kokeet

1. Suodatinpaperiaktiivisuus

Substraattina kdytettiin 100 mg:n painoista suodatinpaperi-
liuskaa (1 x 12 cm) Whatman n:o 1. Koeputkessa (16 x 150 mm)
oleva koeseos sisdltdi 1 ml 0,5 M asetaattipuskuria pH 5,0,
suodatinpaperiliuskan taitettuna palkeen muotoiseksi ja 1 ml
laimennettua entsyymiliuosta. Seosta pidetddn vesihauteella
(60°C) 1 tunnin ajan. Inkuboinnin j&lkeen lisit&&n 2 ml di-
nitrosalisyylihapporeagenssia koeseokseen ja muodostuneet pel-
kistdvdt sokerit mddritetiddn DNS-menetelmilli ja lasketaan
glukoosiekvivalentteina. Yksi suodatinpaperiaktiivisuusyksikkd
mddritellddn sellaiseksi entsyymimddrdksi, joka tuottaa 1 mg:n
glukoosiekvivalentteina ilmoitettuja pelkistdviid sokereita

edelld mainituissa olosuhteissa.



2. CMC-aasi 694 84
Koeseos sisiltdd 1 ml 1 ¢ karboksimetyyliselluloosaa (SIGMA,
tuote n:o Cc-8758) 0,5 M asetaattipuskurissa PH 5,0 ja 1 ml
laimennettua entsyymiliuosta. Seosta pidetddn 30 min 60°C:ssa.
Inkuboinnin j&lkeen lisdtddn seokseen 2 ml dinitrosalisyyli-
happoreagenssia Ja pelkistdvit sokerit mddritetd4n DNS-mene-
telmdllsd ja lasketaan glukoosiekvivalentteina. Yksi CMC-aasi-
yksikko midritelldin sellaiseksi entsyymimddrédksi, joka tuot-
taa 1 mg:n glukoosiekvivalentteina ilmoitettuja pelkistdvig

sokereita edellyj mainituissa olosuhteissa.

3. Aryyli-B-glukosidaasi

Substraattina kdytettiin o—nitrofenyyli-B—D—glukopyranosidia.
Koeseos sisiltii 0,5 ml 10 mMm o—nitrofenyyli-B-D—glukopyra—
nosidia, 0,5 ml 0,5 M asetaattipuskuria pH 5,0 ja 1 ml lai-
mennettua entsyymiliuosta. 30 min. inkuboinnin j&lkeen 60°
C:ssa lisdtd&n 2 ml 0,2 M natriumkarbonaattia seokseen. Vapau-
tunut o-nitrofenoli mddritetddn mittaamalla absorbanssi aallon-
pituudella 410 nm. Yksi aryyli~8—glukosidaasiyksikk6 mddritel-
lddn sellaiseksi entsyymimdidridksi, joka tuottaa 1 /umoolin

O-nitrofenolia edelll mainituissa olosuhteissa.

Kédyttdm&1lls niaits koemenetelmii fraktioinnin seuraamiseen
erotettiin Cl’ CX ja B-glukosidaasit toisistaan seuraavan kaa-

van mukaisestij:
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PUHDISTUSMENETELMA

Kasvuliuoksen suodos

Saostus (NHA)ZSOA:llé, 90 7
kyllastys

Sakka

liuotus veteen ja suolanpoisto
geelisuodatuksella Bio-Gel P-2:1la

Liuos josta on poistettu suola

kisittely DEAE-Bio-Gel A sisdltd-
vdlla pylvadlld pH 5,0

Ei-adsorboitunut aines Adsorboitunut aines

kisittely CM-Bio-Gel A sisdl- eluointi NaCl:l1l3
tivalla pylvadlld pH 5,0

Eluaattl
(» \ geelisuodatus Bio-Gel
i p-150:113
Adsorboitunut Ei-adsorboiltunut
aines aines

§ee115uodatus

Eluointi NaCl:11d io-Gel P-150:114} gakgi fraktiota B-gluko-

sidaasia L
Kaksi C1 ja Cy entsyymeja
sisaltdvida frgktlota

Fluaatti Yksi Cy ja CX entsyy-
(3 fraktiota) meji sisdltdva
fraktio

geelisuodatus
Bio—-Gel P-150:114

|
|
(
\

Kaksi fraktiota B- gluk051daa51a
Kolme Cy Jja C entsyymejd sisdltdvad
fraktiota
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Kuviosta 1 ndhd&din, ettd ndiden entsyymien erottamisessa onnis-
tuttiin siini m&ddrin, ettad saatiin eristettyd toisistaan kaksi
homogeenista R-glukosidaasia. Kuvio 1 osoittaa pH:n vaikutuk-

sen kahden B-glukosidaasin aktiivisuuteen.

Kayttidmdllsd edelld esitetyssd fraktiointikaaviossa mainittua
geelisuodatusta Bio-Gel P-150:114, erotettiin g-glukosidaasit
kahteen homogeeniseen fraktioon eluoimalla 0,1 M natriumase-
taattipuskurilla pH 5,0. Virtausnopeus oli 27 ml/h ja keradt-

tiin 7 ml:n fraktioita.

Kuvioista 2, 3, 4 ja 5 voidaan todeta, ettd pdinvastoin kuin
aiemmissa muita sellulaasin tuottajia koskeneissa tutkimus-
raporteissa on todettu, lisdsi glyseroli odottamatta R-glu-
kosidaasin tuoton Thielavia terrestris organismilla noin 5-

kertaiseksi kun taas Cl/CX—tuotto pysyi muuttumattomana.

B-glukosidaasien koostumus muuttui myods glyserolin ldasndolles-
sa verrattuna standardiravintovdliaineessa tuotettuihin (ku-
vio 4). Limmdnkestdvammén B-glukosidaasin madrd kasvoi suhtees-
sa viahemmdn limmSnkestdvén entsyymin mddrddn, mikd on kdytan-
nén kannalta tédrked tulos, koska 1immdnkestdvyys on tdrked
ominaisuus haluttaessa lisdta selluloosapitoisista aineksista

saatavia glukoosimddrid.

Tutkittaessa ravintovdliaineen glyserolikonsentraation vaiku-
tusta B—glukosidaasisaantoihin havaittiin, ettd niin alhaisel-

la glyserolipitoisuudella kuin 0,5 % oli positiivinen vaikutus.

Kuvio 2 esittd3 pH:n ja Cl—aktiivisuuden muutoksia kasvuajan
funktiona kdytettdessad erilaisia ravintovdliaineita. Suorit-
tamalla vertailu esimerkin n:o 1 mukaisessa vidliaineessa saa-
tuihin tuloksiin voidaan arvioida eri ravintovédliaineiden vai-
kutus Cl-aktiivisuuden ja pH-muutoksiin kasvuajan kuluessa.
T4118in on havaittavissa, etta glukoosi estéad selluloosaent-
syymien tuottoa, mutta ettd glyserolilla ei ole mitddn vaiku-
tusta C1- Jja Cx-aktiivisuuksiin, vaikkakin se liséasi R=-gluko-

sidaasisaantoa.

Kuvio 3 osoittaa ravintovidliaineen muuttamisen vaikutukset

B-glukosidaasi- ja C X—aktiivisuuksiin.
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Kuvio 4 esittdi tulokset geelisuodatuksen avulla tapahtuvasta
B-glukosidaasien erottamisesta kdytettiessi entsyymintuottoon
standardi-ravintovidliainetta sekj glyserolia sisdltdvai vili-
ainetta, jolloin n&dhdiin kuinka glyserolin lisdys vaikuttaa

kahden erilaisen B-glukosidaasin saantoihin. Fraktio n:o noin
80 on kasvanut lisittiessi glyserolia ja t&m4 on limmdnkesti-

vdmpi puhdistetuista kahdesta B-glukosidaasista.

Kuvio 5 osoittaa, etti glyserolin lis&iminen ravintovdliai-

neeseen suosii lammdnkestivimmin B-glukosidaasin tuottoa.

Kuvio 6 esittii glyserolikonsentraation vaikutusta B-glukosi-
daasien tuottoon. On ilmeistd, ettd saannot lisdédntyvit huo-
mattavasti lisidttHessy glyserolia standardi-ravintdviliainee~
seen. Jopa niin alhaisella glyserolikonsentraatiolla kuin

0,5 % on positiivinen vaikutus entsyymisaantoon selluloosan
Ollessa substraattina.

Helposti kdytettidvissid olevien glukoosilihteiden merkitysts
on hahmoteltu edelld ja US-patentissa n:o 4 081 328.

Keksinndn mukaisia uusia menetelmid kdyttden on nyt mahdol-
lista saada suurempia mddrid B-glukosidaasia Thielavia ter-
restris mikro-organismista. Edelleen on mahdollista puhdistaa
ja/tai erottaa B-glukosidaasi esitettyjen uusien erotusmene-
telmien avulla. Erotettua B-glukosidaasia voidaan nyt kdyttas
tehokkaalla ja taloudellisella tavalla muuttamaan selluloosa-
pitoisia materiaaleja, esim. osaksi muutettua selluloosapi-
toista materiaalia, jolloin voidaan lis&td glukoosin tuottoa.
Erddssd erityisessi sovellutusmuodossa voidaan B-glukosidaasi
sitoa kiintedin kantajaan tai polymeeriseen matriisiin, jol-
loin entsyymii kdytetddn muuttamaan tehokkaasti konsentroitu-
jJen liuosten sisiltdmis selluloosapitoista raaka-ainetta glukoo-

siksi,

Keksintdd on edelld kuvattu yksityiskohtaisesti viitaten eri-
tyisesti erdidseen suosittuun toteutusmuotoon, mutta on sel-
vdd, ettd alan asiantuntijan mieleen saattaa johtua muunnok-

sia keksinndén hengessi ja sen sallimissa puitteissa.
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Patenttivaatimus

Menetelmi B-glukosidaasin, erityisesti lidmmdnkestivin B~glu-
kosidaasin saannon lisddmiseksi pienentdmitty C1/CX—sellulaa-
sin tuottoa, jolloin Thielavia terrestris mikro-organismia
viljellddn standardiviliaineessa ja tuotetut entsyymit mah-
dollisesti puhdistetaan

a) suodattamalla kasvuliuos,

b) saostamalla entsyymit kyll&stetylls ammoniumsulfaattiliu-
oksella,

¢) liuottamalla ja suorittamalla sitten suolanpoisto geeli-
suodatuksella,

d) eluoimalla natriumkloridilla,

e) geelisuodattamalla edelleen useiden erotettujen, aktiivista
8-glukosidaasia ja aktiivista C1- ja Cx—entsyymié sisdltdvien
fraktioiden saamiseksi, t unne t t u siitd, etti standardi-

vdliaineeseen lisitiin viljeltdessd 0,5-5 paino-% glyserolia.

Patentkrav
Forfarande f&r att &ka utbytet av B-glukosidas, isynnerhet vir-
mebestidndigt B-glukosidas, utan att minska produktionen av
C1/CX—cellu1as, varvid mikroorganismen Thielavia terrestris
odlas i ett standardmedium och de bildade enzymerna eventuellt
renas genom

a) filtrering av odlingsl&sningen,

b) utfdllning av eénzymerna med en mdttad 1&sning av ammonium-
sulfat,

Cc) uppldsning och direfter avsaltning medelst gelfiltrering,
d) eluering med natriumklorid,

e) ytterligare gelfiltrering f6r erh&llande av flera separe-
rade fraktioner av aktivt B-glukosidas och av aktivt CT— och
CX— enzym, k @annetecknat av att man till standard-

mediet vid odlingen sitter 0,5-5 vikt-% glycerol.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 734 831 (¢ 07 g 7/02),
4 081 328 (C 12 D 13/10), L 106 989 (C 12 D 13/10) .

Muita julkaisuja:-Andra publikationer: Chem. Abstr. vol. 85 (1976) :
L3chée.
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