(19)

(10)

(12)
(21)
(51)

SUOMI - FINLAND

Fl

(FI) 2
PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS (23)
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (41)

FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (43)

"

(72)

(74

(54

(86)

F1 941786 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 0941786

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

C12N 9/08

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 19.10.1992
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 18.04.1994
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 16.06.1994
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 19.10.1992 PCT/EP1992/002398
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

21101991 DE 4134716

Hakija - S6kande - Applicant

1+Lignozym Gesellschaft zur Herstellung, Arnold-Sommerfeld-Ring 28 52499 Baesweiler, BRD, SAKSA, (DE)

Keksija - Uppfinnare - Inventor
1+Call, Hans-Peter, BRD, SAKSA, (DE)
Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention
Menetelma lignolyyttisten entsyymien valmistamiseksi valkolahosienten avulla

Forfarande for framstéllning av lignolytiska enzymer med vitrotsvampar



10

15

20

25

30

35

Menetelmd lignolyyttisten entsyymien valmistamiseksi val-

kolahosienten avulla

Tam& keksint®d koskee menetelmd lignolyyttisten ent-
syymien valmistamiseksi alaluokkaan Aphyllophorales kuulu-
vien valkolahosienten avulla.

Viimeisten kymmenen vuoden aikana on monesti ko-
keiltu valkolahosienten k&aytté&mistd teollisessa mitassa
lignolyyttisten entsyymien tuottamiseen. Keskeisend kiin-
nostuksen kohteena on téssd yhteydessd ollut Phanerochaete
chrysosporium.

Niinp& on tehty kokeita sekoituksella varustetussa
fermentorissa [H. Janshekar ja A. Fiechter, Journal of
Biotechnology 8 (1988) 97 - 112]. N&iden kokeiden tulok-
sellisuus on kuitenkin ollut v&h#istd, koska Phanerochaete
chrysosporiumista muodostetut pelletit rikkoutuvat jatku-
vasti sekoituksella varustetussa fermentorissa. Koska Pha-
nerochaete chrysosporium kuitenkin tuottaa entsyymejd vain
ollessaan pellettien muodossa tai immobilisaattina, ei se-
koituksella varustetussa fermentorissa voida tavanomaisin
menetelmin saavuttaa optimaalista entsyymituotantoa.

Biotekniikan alalla on lisdksi kehitetty reaktoreja
erityisesti herkkid soluja varten. Niinpd on kehitetty
niin kutsuttu t#rysekoitin, joka soveltuu jopa herkille
eldin- ja kasvisoluille [Einsele, Finn ja Samhaber, Mikro-
biologische on biochemische Verfahrenstechnik, Weinheim
1985, s. 150; Einsele, Chem. Ing. Tech. 45 (1973) 1368;
Rehm, Chem. Ing. Tech. 42 (1970) 583]. T&rysekoittimen
vaikutus perustuu Bernoullin ilmiéon. Sekoittimen sijasta
astian sis&lld on pystyakselilla oleva vaakasuora levy,
joka sisdlt&d8 alaspdin suippenevia aukkoja. Sitd liikute-
taan akselin avulla ylds- ja alaspdin. T&ll®in aukoissa
muodostuu paine-eroja, koska neste virtaa aukoissa suuren
ldpimitan alueelta pienen l&dpimitan alueelle. Solut tule-
vat tdlld tavalla kylld hyvin liikutetuiksi, mutta vau-
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koittimen haittapuolena on Kkuitenkin, ettei se edelleen-
kddn toimi riittévén helldvaraisesti. Mainitunlaisia t&ry-
sekoittimia ei lisdksi ole t&h&n mennessd voitu kdyttaa
teollisessa mitassa.

Mikro-organismipellettien muodostukseen“soveltuvat
myds lasiastiat, joita liikutellaan ravistuskoneilla (H.
J. Rehm, Einfiihrung in die industrielle Mikrobiologie,
Berliini, Heidelberg, New York 1971). Tdh&n tarkoitukseen
koneisiin Kkiinnitetddn astioita (etupsdssd pulloja tai
erlenmeyerkolveja) useaan pd8llekkdiseen kerrokseen. As-
tioiden ravistusliikkeen vaikutuksesta tydntyy liuokseen
ilmaa pinnasta. kdsin. Ravisteluun kaytetdadn heilutus-,
pydritys- ja tdrytyskoneita, joiden 1iikehopeutta voidaan
normaalisti vaihdella. Astiat voidaan varustaa tasomaisil-
la ulkonemilla, niin kutsutuilla sikaaneilla. N&iden jé&r-
jestelmien haittana on, ettd ne soveltuvat vain laborato-
riomittakaavaan. Teollisessa kdyttssd tarvittaisiin tuhan-
sia pulloja tai erlenmeyerkolevja, joten mainitunlaisten
laitteiden kayttd ei ole taloudellisesti jarkevaa.

Edelld mainittujen sekoituksella varustettujen
reaktorien kdyttodén liittyvien ongelmien ratkaisemiseksi
on pyritty voimakkaasti kdytt&md&n immobilisoituja soluja
[S. Linko, Journal of Biotechnology 8 (1988) 163 -~ 170; H.
Willerhausen, A. J&ger ja H. Graf, Journal of Biotechnolo-
gy 6 (1987) 239 - 243; Y. Linko, M. Leisola, N. Lindholm,
J. Troller, P. Linko ja A. Fiechter, Journal of Biotech-
nology 4 (1986) 283 - 291]. N&makin kokeet ovaf kuitenkin
epdonnistuneet suurempien tilavuuksien ollessa kyseesséa.
N&m8 menetelm&t eivdt yleensd ole olleet endéd toteutetta-
vissa fermentorin tilavuuden ollessa yli 40 1. Olennaisena
syynd on pidettdva sitd, ettad Phanerochaete chrysosporiu-
milla on pellettimuodossa optimaalinen pinta-ala ja siité

syystd se tuottaa parhaiten entsyymia t4sss tilassa.
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Mainittujen ongelmien ratkaisemiseksi, joita esiin-
tyy kdytettdessd Phanerochaete chrysosporiumia lignolyyt-
tisten entsyymien +tuotantoon, on kehitetty erityisesti
uudenlainen reaktori.  T&td koskee DE-patenttihakemus
P 4 012 743, josta on jétetty:ennakkoilmoitus, mutta jota
ei ole julkaistu. Sen yhteydessad on kyse sekoittimettomas-
ta, suljetusta kdymisastiasta, joka on ripustettu vapaasti
pydrivadsti kardaaniripustuslaitteeseen. Astian alle asen-
netaan kayttémoottori, jonka kdytttakseli kytketddn astian
pohjaan epédkeskon vdlitykselld. Epdkeskon avulla voidaan
s#4t84 astian kallistuskulmaa ja heilahdusamplitudia. Por-
taattomasti sédddettdvissd olevan moottorin avulla voidaan
saada aikaan sekd astian pyOrimis- ettd heilumisliikkeitad.

T&alla tavalla liikuteltavasssa fermentorissa Phane-
rochaete chrysosporium muodostaa pellettejd niiden hajoa-
matta yhd uudelleen mekaanisten tekijdiden vuoksi. Tastéa
on seurauksena, ettd pellétit saavuttavat entsyymituofan—
non kannalta optimaalisen muodon. Koska reaktorin heilah-
teluliikkeeltddn vdhdinen kardaaniripustus toisaalta mah-
dollistaa myds reaktorien valmistuksen, joiden tilavuus on
1 - 3 m’, voidaan kuvatulla laitteella saavuttaa lignolyyt-
tisten entsyymien teollinen tuotanto saannoilla, joita ei
ole aiemmin pidetty mahdollisina. ,

T&lla fermentdrilla saadut tuotantotulokset eivét
kuitenkaan ole vieldk&in tyydyttdvid. Vieldk&in ei ole
saavutettu niin suuria saantoja, ettd ne olisivat kannat-
tavia teollisen tuotannon kanﬁalta.

Tamdn keksinndn paddméddrdnd on siksi tarjota kayt-
t86n parannettu menetelmd lignolyyttisten entsyymien Val—
mistamiseksi valkolahosienten avulla, jossa alaluokan
Aphyllophorales sienistd koostuva viljelmd laitetaan ra-
vintoliuoksella téytettyyﬁ suljettuun fermentointiastiaan
ja liikutellaan suspensiota siind Aphyllophorales-pellet-
tien aikaansaamiseksi niin -varovasti, ettei pé&d&se synty-
md&n pellettejé rikkovia leikkausvoimia, ja joka menetelma
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on toteutettavissa myds fermentointiastioissa, joiden ti-
lavuus on yli 40 1, ja takaa tekniikan nykytasoon n&hden
merkittévdsti suurempia entsyymisaantoja.

‘Tahdn tavoitteeseen p8ddstddn tuottamalla entsyymeji
liséteﬁ hiivoja tai bentsaldehydej&, klooribentsaldehyde-
ja, nifrobentsaldehydejé, hydroksibentsaldehydej&, amino-
bentsaldehydejd, metyylibentsaldehydejd, diaryyli- tai
triaryyliyhdisteitd, dialkyylialkaaneja, trialkyylialkaa-
neja, asyklisid tai syklisid imiinej& tai mainittujen yh-
disteiden johdannaisia induktiivisiksi yhdisteiksi, jol-
loin induktio voidaan tehdd kerran tai useampia kertoja,
ja otetaan entsyymit sen jadlkeen talteen.

Kédyttédmédlla Aphyllophorales-sienistd ja hiivoista
kbostuvaa sekavil jelmdd saavutetaan entsyymituotannon huo-
mattava lis&&ntyminen tekniikan tasoon verrattuna. Aphyl-
lophorales-sienet hajottavat prosessin edetessd viljelm&sn
lisdtyt hiivat l&hes taydellisesti. Huomattavilla ma&rills
vapautuvia hiivojen aineosia, esimerkiksi soluseindmien
aineosia ja hiivaglukaaneja, on todenn&kdisesti suojakol-
loidiluonne, ja ne saavat siten aikaan entsyymituotannon
kasvun.

Tekniikan tason mukaisesti on tunnettua, ettd eri-
laiset kemialliset aineet voivat vaikuttaa induktoreina
fermentointiliuoksissa. Niinpéa esimerkiksi laksaasisaanto-
ja voidaan parantaa esimerkiksi lis&&m&alls ksylidiinia.
N&m& ja vastaavat aineet ovat kuitenkin suuren myrkylli-
syytenéé vuoksi tuskin k&ayttokelpoisia teollisesti, niin
etta tété mahdollisuutta entsyymimddrien lis&ddmiseksi ei
ole t&h&n mennessid hytdynnetty. Keksinndn mukaisesti on
kuitenkin nyt 18ydetty wuusi ryhm&8 indusoivia aineita,
joilla ei ole nditd haittapuolia. T4ssd yhteydessa on kyse
benfsaldehydeista, klooribentsaldehydeistd, nitrobentsal-
dehydeistd, hydroksibentsaldehydeistd, aminobentsaldehy-
deisté, metyylibentsaldehydeistd, diaryyli- tai triaryyli-
vyhdisteistd, dialkyylialkaaneista, trialkyylialkaaneista
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ja asyklisistd@ tai syklisist8 imiineist&. Mainittujen yh-
disteiden johdannaisia voidaan samoin k&ytt&a. Yllattavaa
kyll&, n&d8illd aineilla ei ole mainittuja haittapuolia. Ne
soveltuvat erityisesti myts k&ytettéviksi teollisessa mi-
tassa. Erityisen yll&ttdvd@d on, ettd kdyttédmidlld mainittu-
ja induktoreja voidaan saavuttaa sangen korkeita entsyymi-
saantoja (noin 2 000 ky entsyymi&/ml). Kuvattuja yll&attd-
vdsti parantuneita entsyymisaantoja voidaan havaita jo
kdytettdessd Aphyllophorales-sienten seoksia hiivojen tai
mainittujen induktorien kanssa tavanomaisissa sekoitusfer-
mentoreissa. Ne tulee kuitenkin varustaa erityissekoitti-
mella, jonka lapoja voidaan s88td8, niin ettei sekoituksen
vyhteydessd muodostu leikkausvoimia, jotka voivat johtaa
muodostuneiden pellettien rikkoutumiseen. Keksinndn mukai-
sesti on siksi térkedd toisaalta sekoittimen rakenne ja
toisaalta lapojen s&d&t6bmahdollisuus.

Entsyymisaannot ovat kuitenkin erityisen hyvid, jos
kdytetdan edella kuvattua DE-patenttihakemuksen
P 4 012 743 mukaista reaktoria. T&td fermentoria kédytta-
mdlla jo merkittédvésti suurennettuja entsyymisaantoja voi-
daan yll&attdvasti suurentaa vield lis&a kayttd&m&dlla Aphyl-
lophorales-sienten ja hiivojen tai erityisten induktiivi-
sesti vaikuttavien yhdisteiden seoksia, jolloin induktio
voidaan tehds karran tai useampia kertoja.

T4m&n menetelmédn yhdess&d muunnelmassa voidaan mene-
telld siten, ettd muodostetaan ensin ravistusfermentorissa
pelletit lis&ten hiivaa tai bentsaldehydejd ja siirret&én
sen j8lkeet pelletit sis8ltdvd suspensio sekoittimella
varustettuun fermentoriin. Entsyymejd tuotetaan sitten
siind pellettien avulla. Edullisena on lisdksi pidettava
sitd, ettd ravistus- tai sekoitusfermentorissa tapahtuneen
entsyymituotannon pddtytty8 voidaan erotettuja Aphyllopho-
rales-pelletteja kayttdsd valittomdsti uudelleen entsyymi-
tuotantoon. T&min tekemiseksi on tarkoituksenmukaista

erottaa pelletit suspensiosta ja johtaa ne entsyymin ero-
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tuksen j&dlkeen takaisin fermentoriin. Erotus voidaan tehda
keksinntn mukaisesti ultrasuodattamalla. Yhdess& keksinnén
mukaisesti edullisessa suoritusmuodossa kdytetdd@n Phanero-
chaete chrysosporiumia seoksena hiivojen kanssa. Kiytettéd-
ess8 t&atd seosta sekoitusfermentorissa voidaan saavuttaa
huippuarvoja noin 1 000 ky/l1 viljelmdd. Kaytettdessd sita
ravistusfermentorissa ovat n&m&8 arvot noin 1 500 -
2 000 ky/1 (1 ky = entsyymimddrd, joka muuttaa 1 mikromoo-
lin veratryylialkoholia minuutissa veratryylialdehydiksi).

Keksinnodn mukaisen menetelmé&n toteuttamiseksi voi-
daan Phanerochaete chrysosporiumia kasvattaa tarkoituksen-
mukaisesti petrimaljoissa ja sitten sekoittamattomina vil-
jelmind. Muodostuneet myseelit rikotaan t&m&n jdlkeen ja
kdytetddn keksinndn mukaisessa menetelmdsséd. Phanerochaete
chrysosporiumin kasvatus tapahtuu tunnetuissa olosuhteis-
sa. Tamd tarkoittaa, ettd tavallisesti toimitaan l&8mpdti-
lassa 37 - 40 °C ja pH-arvon 4,5 - 5 vallitessa. pH on
edullisesti 5. Kasvatuslampotila on edullisesti 37 °C.

Phanerochaete chrysosporiumin ja hiivojen seoksen
kasvatukseen on substraattina osoittautunut hyvéksi seu-~
raava koostumus:

Esiviljelyalusta:

1) Mineraalisuolaliuos (ME) (litraa kohden): 10,5 g
nitrotriasetaattia; 21 g MgSsSO,:a; 3,5 g MnSO,:a; 7 g
NaCl:a, 0,7 g FeSO,:a; 0,7 g CoCl,:a; 0,7 g CaCl,:a; 0,7 g
ZnSO,:a; 0,07 g CusO,:a; 0,07 g CuSO,:a; 0,07 g AlK,SO,:a:;
0,07 g H;BO;:a; 0,07 g NaMoO,:a.

2) Liuos 1 (suolaliuos) (litraa kohden): 20 g
KH,PO,:a; 5 g MgSO,:a; 1 g CaCl,:a.

3) Puskuri (pH 4,5 - 5,5): NaH,PO,-Na,HPO,-puskuri,
1 mol/1.

Koostumus 1 litraa kohden alustaa:

0,2 g ammoniumtartraattia

100 ml liuosta 1 |

1,43 ml ME-liuosta
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10 g glukoosia

10 ml puskuria

+ 0,9 ml tiamiiniliuosta (100 mg/l) (lis&t&&n auto-
klavoinnin j&lkeen steriiliksi suodatettuna).

Pddviljelyalusta:

Koostumus 1 litraa kohden alustaa:

0,2 g ammoniumtartraattia

100 ml liuosta 1

10 ml ME-liuosta

10 g glukoosia

10 ml puskuria

67,3 mg veratryylialkoholia

2 ml Tween 80:4

+ 0,9 ml tiamiiniliuosta (100 mg/1).

Keksinnén yhdesséd toisessa edullisessa suoritusmuo-
dossa k&dytetdan Coriolus versicoloria yhdessi edellid mai-
nittujen indusointiaineiden, erityisesti bentsaldehydien
tai niiden johdannaisten, kanssa. On tekniikan tason mu-
kaisesti tunnettua, ettd indusointiaineiden, esimerkiksi
ksylidiinin, avulla voidaan saavuttaa hyvid laksaasisaan-
toja. Edell& mainituista syistd n&md indusointiaineet ovat
kuitenkin osoittautuneet sopimattomiksi. Kdytt&m&dlls kek-
sinndn mukaisia indusointiaineita yhdessi Coriolus versi-
colorin kanssa voidaan nyt yll&ttdvdsti saavuttaa entsyy-
misaantojen kasvu aina 100 %:iin asti. Keksint®ad kuvataan
seuraavassa lahemmin viitaten kuvioihin.

Kuvio 1 esittdd keksinndn mukaisesti kd&ytettavaa
sekoittimetonta fermentoria.

Kuvio 2a esittdd keksinn®n mukaisessa menetelméssi
kdytettdvdksi sopivaa sekoittimen erityissuoritusmuotoa
ylh&&lta p&din katsottuna.

Kuvio 2b on poikkileikkauskuva sekoittimesta.

Kuvio 2c on sivukuva sekoittimesta.

Kuvion 1 esittéméssad sekoittimettomassa reaktorissa
tapahtuu ensisijaisesti Aphyllophorales-pellettien valmis-
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tus ja mahdollisesti entyymien valmistus. T&1l6in pellet-
tien muodostus tapahtuu astiassa 1. Astia 1 on suljettu
s&dilid, jossa on kiinted pohja 8, sivusein&dt, kansi 9 ja
seulalevy 7. Sivuilla tai pohjassa on aukkoja erilaisia
ilmaisimia (O,, pH, vaahtoamisenesto) samoin kuin substraa-
tin ja inokulointiviljelm&n sisd&ntuloa ja ulosmenoa var-
ten. Astia on ripustettu telineeseen 11. Kiinnitys tapah-
tuu tarttumavarsien 10 vdlitykselld. N&diden tarttumavar-
sien 10 avulla astia 1 ripustetaan kardaaniripustuslait-
teeseen vapaasti py®ritettavissd ja heilutettavissa ole-
vaksi. Pydrimis- ja heilahdusliikkeet saadaan aikaan moot-
torilla 6. Se on kytketty kéYttéakselin 5 ja epdkeskon 4
kautta astian 1 pohjaan. Ep&dkeskon 4 avulla sdddetddn as-
tian 1 kallistusta ja heilahdusamplitudia. Astian 1 pyori-
mis- ja heilahtelunopeutta voidaan s&&delld moottorin py6-
rimistaajuuden avulla.

Kuvioiden 2a - 2c esittamd@ sekoitin on varustettu
kahdella lavalla 1 ja 2. Kallistuskulmaa voidaan muuttaa
sd8tb6éruuvin 3 avulla. T&lla tavalla sekoitin voidaan aina
s8dtdd tdsmdllisesti kdytettdvien solujen herkkyyttd vas-
taavalla tavalla, niin ettei pellettej& rikkovia leikkaus-
voimia pddse esiintymdin.

Esimerkki 1

Kannaksi valitaan Phanerochaete chrysosporium ATCC
32629. Ensin inokuloidaan mallasagarmaljat ja inkuboidaan
niitd noin 10 - 12 vuorokautta lé&mpdtilassa 27 °C. N&ilta
maljoilta otetaan puolet kasvustosta ja inokuloidaan
500 ml:n erlenmeyerkolvissa oleva 50 ml:n sekoittamaton
viljelmd (inkubointiaika noin 5 vuorokautta la&mp&tilassa
37 °C). Siten saatu esiviljelmd dekantoidaan, t&ytet&ésn
uudelleen alkuperdiseen tilavuuteen tislatulla vedelld ja
hienonnetaan sitten Braun Starmix -laitteella 2 kertaa
30 s sdadolla 3. Ravistusreaktorissa olevaan alustaan 1li-
satddn 15 ml esiviljelm8& litraa kohden, ts. 75 ml 10 1:n

ravistusreaktoriin, jossa on 5 1 alustaa. Hiivaa lis&t&dan
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(0,5 - 0,8)+(2 ~ 4)-10° solua/ml alustaa. Inkubointil&dmp&-
tila on 38 °C, ravistustaajuus 90 min?' ja poikkeama noin
5 cm. 0O,:n sydtetd&n joka pdivd 30 s:n ajan (100 1/h). In-
kubointiaika on 4 - 5 vrk. Entsyymisaannot ovat noin
1 500 - 2 000 ky/1 (1 ky = entsyymimddra, joka muuttaa
1 pmol veratryylialkoholia.minuutissa'veratryylialdehydik—.
si).

Alustojen koostumukset ovat seuraavat:

Esiviljelyalusta:

1) Mineraalisuolaliuos (ME) (litraa kohden): 10,5 g
nitrotriasetaattia; 21 g MgSO,:a; 3,5 g MnSO,:ta; 7 g
NaCl:a, 0,7 g FeSO,:a; 0,7 g CoCl,:a; 0,7 g CaCl,:a; 0,7 g
ZnSO,:a; 0,07 g CuSO,:a; 0,07 g CusO,:a; 0,07 g AlK,S0,:a;
0,07 g H;BO,:a; 0,07 g NaMoO,:a. ‘

2) Liuos 1 (suolaliuos) (litraa kohden): 20 g
KH,PO,:a; 5 g MgSO,:a; 1 g CaCl,:a. ,

3) Puskuri (pH 4,5 - 5,5): NaH,PO,-Na,HPO,~-puskuri,
1 mol/1.

Koostumus 1 litraa kohden alustaa:

0,2 g ammoniumtartraattia

100 ml liuosta 1

1,43 ml ME-liuosta

10 g glukoosia

10 ml puskuria

+ 0,9 ml tiamiiniliuosta (100 mg/l) (lis&td&n auto-
klavoinnin jélkeen suodattamalla steriloituna).

Pdadviljelyalusta: .

Koostumus 1 litraa kohden alustaa:

0,2 g ammoniumtartraattia

100 ml liuosta 1

10 ml ME-liuosta

10 g glukoosia

10 ml puskuria

67,3 mg veratryylialkoholia

2 ml Tween 80:&

+ 0,9 ml tiamiiniliuosta (100 mg/l).
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Esimerkki 2

Kannaksi valitaan Phanerochaete chrysosporium ATCC
32629. Ensin inokuloidaan mallasagarmaljat ja inkuboidaan
niitd noin 10 - 12 vuorokautta lampStilassa 27 °C. N&ilta
maljoilta otetaan puolet Kkasvustosta ja inokuloidaan
500 ml:n erlenmeyerkolvissa oleva 50uml:n sekoittamaton
viljelm& (inkubointiaika noin 5 vuorokautta lamp&tilassa
37 °C). Siten saatu esiviljelmd dekantoidaan, tédytetadn
uudelleen alkuperdiseen tilavuuteen tislatulla vedelld ja
hienonnetaan sitten Braun Starmix -laitteella 2 kertaa
30 s asetuksella 3. Sekoitusreaktorissa olevaan alustaan
lisdtddn 15 ml esiviljelmd8d litraa kohden, ts. 75 ml
10 1:n ravistusreaktoriin, jossa on 5 1 alustaa. Hiivaa
lis&td4n (2 - 4)-10° solua/ml alustaa. Inkubointil&mp&tila
on 38 °C ja sekoittimen py&rimistaajuus 110 min™.

Hapen osapaine viljelmdssd pidetd&n O,-elektrodilla
tehtdvdn O,-mittauksen ja ohjauksen avulla alueella 30 -
70 %. Inkubointiaika 4 - 5 vrk. Entsyymisaannot ovat kor-
keintaan 1 000 ky/l.

Esimerkki 3 ,

Kantana kéytetdédn Coriolus versicolor ATCC 34671:4&.
Mallasvinopinta-agarputkista siirretd&n korkkiporan avulla
myseeliagarpala, jonka l&pimitta on noin 1 cm, mallasagar-
maljan keskelle ja inkuboidaan noin 8 vuorokautta (28 °C).
Ndistd maljoista meistetddn aina kolme palaa, joiden l&pi-
mitta on 1 cm, ja siirretddn ne myseelipuoli yl&spé&in
50 ml:n sekoittamattomaan viljelm&&n (300 ml:n erlenmeyer-
kolvissa). Inkuboidaan noin 8 vuorokautta lampbtilassa
28 °C. Muodostuneet myseelikasvustot erotetaan sekoitta-
mattomasta viljelynesteestd ja sekoitetaan 2 kertaa 30 s

Braun Starmix -laitteessa (asetus 3).
1 litraa kohden alustaa kdytetd&n inokulaattina

30 - 60 ml esiviljelm8&. Indusointiaineena k&ytet&én 3 - 4

vuorokauden inkuboinnin jélkeen'lo - 20 ml liuvosta, joka
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sisdltdd 1 % 2-aminobentsaldehydid 50-%:isessa alkoholis-
sa. Inkubointiaika on yhteensi 6 wvuorokautta.
Alustana tulee kyseeseen seuraava koostumus:
A. Liuokset
5 Liuos 1: 10 g KH:ZPO(,:a
5g Mgéo4-7H20:a
1 g Na,HPO,-2H,0:a
liuotetaan 1 000 ml:aan tislattua vettd
Mineraaliliuos: 1 g CaCl,:a
10 1 g FeSO,-7H,0:a
0,2 g CusO,-5H,0:a
0,1 g ZnsO,-7H,0:a
liuotetaan 1 000 ml:aan tislattua vetta
Tiamiiniliuos: 100 mg tiamiinihydrokloridia
15 liuotetaan 1 000 ml:aan tislattua vetta
Adeniiniliuos: 0,275 g adeniinia
liuotetaan 1 000 ml:aan tislattua vettd
Fenyylialaniiniliuos:
1,5 g D,L~fenyylialaniinia
20 liuvotetaan 1 000 ml:aan tislattua vettd
Indusointiaineliuos:
HI 1 g 2-aminobentsaldehydié&
. liuotetaan 100 ml:aan 50-%:ista etanolia
aeel B. Alustat |
. 25 Esiviljelyalusta:
20 g glukoosia
2,5¢g D—asparagiinia
100 ml iiuosta
10 ml mineraaliliuosta

. 30 100 ml adeniiniliuosta
o 100 ml fenyylialaniiniliuosta
: Téytetéén tislatulla vedellda 1 000 ml:ksi
}: ja s#&&detddan pH arvoon 5,0 HCl:1lla

3&: (1 mol/l1).

-----
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Padviljelyalusta:
Esiviljelyalusta, johon on lis&tty 1 000 ml:aa koh-

den 10 - 20 ml liuosta, joka sisaltdsd 1 % esimer-

kiksi 2-aminobentsaldehydid 50-%:isessa etanolissa.

eeeee
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd lignolyyttisten entsyymien valmistami-
seksi valkolahosienten avulla, jossa alaluokan Aphyllopho-
rales sienistd koostuva viljelmd laitetaan ravintoliuok-
sella tdytettyyn suljettuun fermentointiastiaan ja liiku-
tellaan suspensiota siind Aphyllophorales-pellettien ai-
kaansaamiseksi niin varovasti, ettei p&ddse syntymddn pel-
lettejd rikkovia leikkausvoimia, t unne t tu siits,
ettd entsyymejd tuotetaan lis&ten hiivoja tai bentsaldehy-
dej&d, klooribentsaldehydejéd, nitrobentsaldehydeja, hydrok-
sibentsaldehydejd, aminobentsaldehydejd, metyylibentsalde-
hydejéd, diaryyli- tai triaryyliyhdisteitd, dialkyylialkaa-
neja, trialkyylialkaaneja, asyklisid tai syklisid imiinejéa
tai mainittujen yhdisteiden johdannaisia induktiivisiksi
vhdisteiksi, jolloin induktio voidaan tehd&d kerran tai

useampia kertoja, ja otetaan entsyymit sen jdlkeen tal-

teen.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd entsyymituotannon paatyttya
erotetaan pelletit juoksevasta ravintoalustasta ja kierrd-
tetddn ne takaisin fermentoriin entsyymien tuotantoa var-
ten. ‘

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siit4, ettsd viljelm& laitetaan fermento-
riin, joka on varustettu sekoittimella, jonka lavat ovat
silld tavalla sdddettdvissd, ettei synny pellettej&d rikko-
via leikkausvoimia.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd fermentointiastiaan
lajitetaan Phanerochaete chrysosporiumia ja lis&t&&n hiivo-
ja.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd entsyymeja fuottaa

Coriolus versicolor ja viljelm&dn lis&t&&n bentsaldehyde-
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jd, klooribentsaldehydej&, nitrobentsaldehydej&, hydrok-

sibentsaldehydej&, aminobentsaldehydejé, metyylibentsalde-
hydej&, diaryyli- tai triaryyliyhdisteitd, dialkyylialkaa-
neja, trialkyylialkaaneja, asyklisid tai syklisi& imiinejéa
tai mainittujen yhdisteiden johdannaisia induktiivisiksi

vyhdisteiksi, jolloin induktio voidaan tehdd kerran tai

useampia kertoja.
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Patentkrav:

1. Forfarande £O0r framstdllning av lignolytiska
enzymer medelst vitr&tsvampar, varvid en odling av svampar
av underklassen Aphyllophorales inmatas i ett med n&rings-
16sning fyllt, tillslutet jasningskédrl, vari f6r alstring
av Aphyllophorales -~-pelletter suspensionen omrédrs forsik-
tigt sa att det ej uppkommer skdrkrafter som kan f&rstora
pelletterna, k 8 nne tecknat didrav, att enzymerna

alstras under tills&ttning av jister eller bensaldehyder,
klorbensaldehyder, nitrobensaldehyder, hydroxibensaldehy-
der, aminobensaldehyder, metylbensaldehyder, diaryler,
triaryler, dialkylalkaner, trialkylalkaner, Oppenkedjade
eller cykliska iminer eller derivat av de n&mnda &mnena
som induktiva féreningar, varvid induktionen kan ske en-
kelt eller flerfaldigt, varefter enzymerna skdrdas.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k 8 nn e -
tecknat dérav, att efter avslutandet av enzympro-
duktionen separeras pelletterna frdn det flytande ndrings-
mediet och aterfbrs anyo f6r enzymproduktion i jadsnings-
karlet.

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k & n -
netecknat darav, att odlingen inmatas i ett jas-
ningskérl, vilket foérsetts med en omrdrare, vars paddel
kan instédllas sd, att det ej uppkommer skdrkrafter som kan
f6rstéra pelletterna.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkrav 1 - 3,
k&nnetecknat dirav, att Phanerochaete chrysos-

porium under tillsats av jdster inmatas i jdsningskdrlet.

5. Forfarande enligt ndgot av patentkrav 1 - 4,
kd&nnetecknat darav, att enzymerna alstras av
Coriolus versicolor under tills&ttning av bensaldehyder,
klorbensaldehyder, nitrobensaldehyder, hydroxibensaldehy-
der, aminobensaldehyder, metylbensaldehyder, diaryler,
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triaryler, dialkylalkaner, trialkylalkaner, Oppenkedjade

eller cykliska iminer eller derivat av de ndmnda &mnena

som induktiva féreningar, varvid induktionen kan ske en-

kelt eller flerfaldigt.
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