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1 L,‘
Limmdnkestidvd ksylaanaasi kannasta Rhodothermus marinus-
Termoresistent xylanas frédn en stam av Rhodothermus marinus

Tdmd keksintd kohdistuu uusiin entsyymeihin. Erityisemmin
keksint® saa aikaan uusia ksylanaaseja, jotka ovat saata-
vissa kannoista, jotka kuuluvat sukuun Rhodothermus. Kek-
sintd kohdistuu myds ksylanaasien kdyttddn lignoselluloosa-

massan kdsittelyssd.

Ksylaani, kasvihemiselluloosan pddasiallinen komponentti,
on beeta-1,4-ksylosidisidosten kytkemdn D-ksyloosin poly-
meeri. Ksylaani voidaan hajottaa ksyloosiksi ja ksylo-oli-
gomeereikesi happo- tai entsyymihydrolyysilld. Ksylaanin
entsymaattinen hydrolyysi tuottaa vapaita sokereita ilman,

ettd hapoilla muodostetaan sivutuotteita (esim. furaanit).

Ksylanaasien pddasialliset kd3ytdt ovat maanviljelysjattei-
den entsymaattinen hajottaminen alkoholipolttoaineiden val-
mistamiseksi, eldinrehujen entsymaattinen kdsittely vapai-
den pentoosisokerien vapauttamiseksi, selluloosaa tuotta-
vien liuotusmassojen valmistaminen ja puumassan biovalkaisu
[Detroym R.W., Organic Chemicals from Biomass, (CRC Press,
Boca Raton, FL, 1981) 19-41, Paice, M.G. ja L. Jurasek.,
J. Wood Chem. Technol., 4: 1987-198, Pommier, J.C., J.L.
Fuentes, G. Goma., Tappi Journal (1989); 187-191, Senior,
D.J., et al., Biotechol. Letters 10 (1988(:907-912].

Massa- ja paperiteollisuudessa k3ytetddn ksylaanikoostumuk-
sia valkaisumenetelmissd parantamaan valkaistujen massojen
valkoisuusastetta, vdhentdmddn valkaisuvaiheissa kdytetyn
kloorin m&ddrdd ja lisddmddn massojen jauhaantuneisuutta
kierrdtyspaperimenetelmdssd [Eriksson, K.E.L., Wood Science
and Technology 24 (15%0), 79-101, Paice, M.G., R. Bernier
ja L. Jurasek, Biotechnol. and Bioeng. 32 (1988), 235-239,
Pommier, J.C., J.L. Fuentes, ja G. Goma, Tappi Journal
(1989), 187-1911].
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Sulfaattimassan valmistus, massa- ja paperiteollisuudessa
laajalti kdytetty menetelmd, ki3sittd8 massan alkalisulfaat-
tikeittdmisen 95 %:n ligniinistd poistamiseksi. Jidljelle
jd3dnyt 5 % ligniini¥ antaa massalle tumman ruskean v&rin,
jolla on taipumus tummeta UV-valossa ja hapettumisesta.
Valkean massan saamiseksi korkealaatuista paperia varten
ruskea vdri poistetaan monivaiheisella valkaisumenetelmdlla

k3yttden kloori ja/tai klooridioksidia.

Viimeaikoina on huolehdittu paljon valkaisumenetelmissi
syntyvien kemikaalien ympdrist®vaikutuksesta. Entsyymit
voivat auttaa ligniinin poistamisessa massasta ilman hai-
tallisia sivuvaikutuksia. Raportit osoittavat, ettd puussa
oleva ligniini on liittyneend ksylaaniin [Eriksson, 0., et
al., Wood Sci.Technol 14 (1980), 267, Takashi, N., ja T.
Koshijima, Wood Sci.Technol. 22 (1988( 177-189]. Ksylaanin
rajoitetulla hydrolyysilld esiintyy valkaisemisen aikana
suurempi ligniinin vapautuminen. Tdten kdsittelemdlld massa
entsymaattisesti ennen valkaisua tarvittavan aktiivisen
kloorin md&rd puolestaan vdhenee [Viikari, L., et al., Pro-
ceedings of the 3rd International Symposium on Biotechno-
logy in the Pulp and Paper Industry (1986), 67].

Viimeaikoina uusia termofiilisia bakteereita nimeltiin Rho-
dothermus on eristetty alkalisesta kuumasta l3hteesti Is-
lannissa [Alfredsson, G.A., Kristjansson, J.K:, Hj8rleifs-
dottir, S., Stetter, K.O. (1988): Rhodothermus marinus,
gen.nov., sp.nov., a thermophilic, halophilic bacterium
from submarine hot springsrin Iceland, J. Gen. Microbiol
134, 299-306]. Olemme nyt havainneet, ettd ndm3 bakteerit
tuottavat erittdin ldmmbnkestdvid ksylanolyyttisid entsyy-

meitd, joiden stabiilius on hyvd laajalla pH-alueella.

Ndin ollen keksintd saa aikaan ensimmiisessi kohteessa ksy-
lanaaseja, jotka ovat aktiivisia l#mpdtiloissa alle 60-
yli 100 °C, joiden suhteellinen aktiivisuus on yli 50 ¢
vdlilld pH 5 - pH 8 5 minuuttia 65 °C:ssa inkuboinnin j&l1-
keen, suhteellinen ldmpdtilastabiilius 80 °C:ssa yli 80 ¢
pH:ssa 7 3 tuntia inkuboinnin j&lkeen ja jotka ovat kykene-
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vid hydrolysoimaan koivupuuksylaaneja ja joilla on immuno-
kemiallisia ominaisuuksia, jotka ovat identtisid tai osit-
tain identtisid niiden ksylanaasien immunokemiallisten omi-
naisuuksien kanssa, jotka on johdettu kannasta ATCC 43812
tai kannasta ATCC 43813 tai kannasta DSM 4252,

Toisena kohteena keksintd saa aikaan menetelmdn keksinndn
mukaisen ksylanaasin valmistamiseksi, joka menetelmd kisit-
tdd ksylanaasia tuottavan kannan suvusta Rhodothermus vil-
jelemisen sopivassa ravintovdliaineessa, joka sisdltdi hii-
li- ja typpil@hteitd ja ei-orgaanisia suoloja, mitd seuraa

halutun entsyymin talteenotto.

Muuna kohteena keksintd saa aikaan menetelm3n lignosellu-
loosamassan k&sittelemiseksi, jossa lignoselluloosamassaa

k&sitellddn keksinndn mukaisella entsyymilli.

Esilld olevaa keksintd& valaistaan lisdksi viitaten oheis-
tettuihin piirustuksiin, joissa:

kuvio 1 esittdd keksinndn mukaisen ksylanaasin ldmpdtila-
stabiiliutta esitettynd suhteellisen j&idnnSsaktiivisuuden
prosenttina vs. aika erilaisissa l&mpdtiloissa (80 °C;@é
90 °c, @100 °C) ja pH 7,

kuvio 2 esitt&i keksinndn mukaisen ksylanaasin lidmpdtilaop-
timia esitettynd spesifisend ksylanaasiaktiivisuutena vs.
erilaiset 5 min. inkubointildmpdtilat ja pH 7,

kuvio 3 esittdd keksinndn mukaisen ksylanaasin pH-stabii-
liutta absorbanssina 540 nm:ssd (so. ksylanaasiaktiivisuus)
vs. erilaiset pH-arvot ja erilaisina inkubointiaikoina (0
h, inkub.,®4 h inkub., B8 h inkub.) ja 65 °C, ja

kuvio 4 esittdd keksinndn mukaisen ksylanaasin pH-aktiivi-
suutta 5 min 65 °C:issa inkuboinnin j&lkeen esitettynd ab-

sorbanssina 540 nm:ssd mitattuna pH-arvoissa 4-11,

Organismi

Rhodothermus marinus, suvun Rhodothermus edustaja, on ter-
mofiilinen bakteerikanta, joka voidaan erist3i merenalai-
sista alkalisista kuumista l&hteistd Islannissa. Organismi

on aerobinen, heterotrooppinen, gram-negatiivinen, tangon-
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muotoinen ja ei-liikkuva. Kanta on punapigmenttinen, kas-
vulta suolasta riippuva ja siind on solunulkoista ksylanaa-

siaktiivisuutta.

Kaksi Rhodothermus marinus -kannan edustajaa on talletettu
tyvppiviljelmind ja ne on julkisesti saatavissa Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und ZellkulturenonbH:sta,
Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig, Saksa talletusnu-
merolla DSM 4252 ja/tai American Type Culture Collectionis-
ta, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA,
talletusnumeroilla ATCC 43812 ja ATCC 43813. Talletus ATCC
43812 on todettu identtiseksi talletuksen DSM 4252 kanssa.

Organismit kykenevd@t kasvamaan agar-levyilld ja nestemdi-

sessd vdliaineessa sopivalla tidydennykselld, esim. esimer-
kissd8 1 kuvatussa vdliaineessa. Solunulkoinen ksylanaasiak-

tiivisuus voidaan indusoida ksylaanilla. Viljelyjarjestel-
mdn valinta vaikuttaa suuresti spesifiseen kasvunopeuteen
ja kasvu kompleksi- tai synteettisessd vdliaineessa vaikut-

taa myds tuottavuuteen.

Entsyymit

Té@man keksinndn mukaiset ksylanaasit ovat saatavissa suvun
Rhodothermus jdsenistd ja ne voidaan valmistaa viljelemd@lld
kantaa, joka kuuluu sukuun Rhodothermus, erityisesti kan-
taan Rhodothermus marinus, edullisimmin kantoja ATCC 43813
ja_ATCC 43812 wviimeksi mainitun ollessa identtinen kannan
DSM 4252 kanssa, tai niiden mutantteja tai variantteja so-
pivassa ravintovdliaineessa, joka sisdltdd hiili- ja typ-
pil&hteitd ja ei-orgaanisia suoloja, mitd seuraa halutun
entsyymin talteenotto. Entsyymi voidaan saada myds yhdis-

telma-DNA-tekniikalla.

Tdmdn keksinndn mukaista ksylanaasia voidaan kuvata seuraa-

villa piirteilld.

Fysikaalis-kemialliset ominaisuudet
T&miAn keksinndn mukaisella entsyymilld on ksylanolyyttistd
aktiivisuutta lampotiloissa alle 60 - yli 100 °C. Mitdan
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selvdd ld&mpStilaoptimia ei ole havaittu mutta ilmeisesti
(ks. kuvio 2) entsyymilld on optimaalinen aktiivisuus laa-
jalla ldmpStila-alueella 80 °C - yli 100 °C, erityisemmin
alueella 85 °C - 100 °cC.

Keksinn®n mukaisen entsyymin suhteellinen aktiivisuus on
yli 50 % alueella pH - pH 8 15 minuuttia 65 °C:ssa inku-
boinnin jdlkeen. Lis&ksi ndyttdd (ks. kuvio 4), ettd ent-
syymin pH-optimi on alueella pH 5-7, erityisesti noin pH
mitattuna 5 minuuttia 65 °C:ssa inkuboinnin j4lkeen. Kek-
sinndn mukaisella entsyymilld on vd1ill¥ pH 5 - pH 8 suh-
teellisen ksylanolyyttinen aktiivisuus yli 50 %, kuten to-

distetaan kuviossa 4.

Keksinndn mukaisella entsyymilld on suhteellinen jd&nndsak-
tiivisuus (l8mpStilastabiilius) 3 tunnin inkuboinnin, edul-
lisesti 5 tunnin inkuboinnin, pH:ssa 7 ja 80 °C:ssa jdlkeen
yli 80 %. 3 tunnin inkuboinnin, edullisesti 5 tunnin inku-
boinnin, pH:ssa 7 ja 90 °C:ssa jilkeen keksinn®n mukaisen
entsyymin suhteellinen j&3inndsaktiivisuus on yli 60 %. 3
tunnin inkuboinnin, edullisesti 5 tunnin inkuboinnin, pH:s-
sa 7 ja 100 °C:ssa jilkeen keksinndn mukaisen entsyymin

suhteellinen jd&nndsaktiivisuus on yli 40 %.

24 tunnin inkuboinnin pH:ssa 7 ja 80 °C:ssa jdlkeen on ha-
vaittavissa suhteellinen jdidnn8saktiivisuus yli 60 %. 24
tunnin inkuboinnin pH:ssa 7 ja 90 °C:ssa jdlkeen on ha-
vaittavissa suhteellinen jd3nndsaktiivisuus yli 40 §. 24
tunnin inkuboinnin pH:ssa 7 ja 100 °C:ssa jdlkeen on ha-

vaittavissa suhteellinen jd3nndsaktiivisuus yli 30 %.

Keksinndn mukaisen entsyymin aktiivisuuden puoliintumisiki
(T9/2) on suunnilleen 3 tuntia keitettdessd (100 °C) ja 90
°C:ssa puoliintumisikd voidaan arvioida suunnilleen 24 tun-

niksi.

Keksinndn mukaisella entsyymilli on erinomainen pH-stabii-
lius hyvin laajalla pH-v&1ill&, nimittdin alle pH 5 - suun-
nilleen pH 12, kun mitataan niinkin pitk&n inkuboinnin kuin
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8 tuntia 65 °C:ssa jdlkeen. Keksinn®n mukaisella entsyymil-
13 on yli puolet sen suhteellisesta aktiivisuudesta v&lilld
PH 5 - pH 10 65 °C:ssa 4 tuntia inkuboinnin j&lkeen.

Keksinn®n mukainen entsyymi kykenee hydrolysoimaan koivu-
puuksylaaneja sekd sahahake- (oatspelt) ettd lehtikuusiksy-

laaneja.

Immunokemialliset ominaisuudet
Keksinn®n mmukaisilla ksylanaaseilla on immunokemiallisia

ominaisuuksia, jotka ovat identtisid@ tai osittain identti-

sid (so. v3hintd&n osittain identtisid) kannasta ATCC 43812
tai kannasta ATCC 43813 tai kannasta DSM 4252 johdettujen
ksylanaasien immunokemiallisten ominaisuuksien kanssa.

Immunokemialliset ominaisuudet voidaan md&rittdd immunolo-
gisesti ristireaktioidenttisyystesteilld. Identtisyystes-
ti voidaan suorittaa hyvin tunnetulla Ouchterlony-kaksois-
immuunidiffuusiomenetelmdlli tai perdkkdisristididylld im-
munoelektroforeesilla Axelsen N.H.:n mukaisesti, Handbook
of Immunoprecipitation-in-Gel Techniques; Blackwell Scien-
tific Publications (1983), kappaleet 5 ja 14. Termit "anti-
geeninen indenttisyys" ja "osittainen antigeeninen identti-

syys" on kuvattu samassa kirjassa, kappaleet 5, 19 ja 20.

Teolliset k3ytot

Johtuen eriomaisesta ldmp&d- ja pH-stabiiliudesta t&m#n kek-
sinndn mukaiset entsyymit sopivat hyvin erilaisiin teolli-
siin k&yttdihin mukaan lukien tdssd selityksessd aiemmin
mainitut ksylanaasien pddkdytdt. Entsyymit sopivat erityi-
sen hyvin lignoselluloosamassan kdsittelyyn. Siten muussa
kohteessaan keksintd kohdistuu ksylanaasien k3yttddén lig-

noselluloosamassan kdsittelemiseksi.

Lignoselluloosamassan entsymaattinen kdyttd parantaa massan
valkaistavuutta ja/tai vZhentd3d tyydyttdvdn valkaisun saa-

miseen tarvittavan aktiivisen kloorin m3drii.
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k&sittelemiseksi, kuten on kuvattu esimerkiksi kansainvi-
lisissd patenttihakemuksissa WO 91/02839 ja WO 92/03608.

Seuraavat esimerkit valaisevat edelleen esill¥ oclevaa kek-
sint¥d ja niiden ei ole tarkoitettu rajoittavan mill&&n

tavalla esilld olevan keksinndn piirid.

Esimerkki 1

Seulontaesimerkki
Suvusta Rhodothermus saatavien ksylanaasien seulomiseksi

voidaan suorittaa er&viljely seuraavassa kompleksiviliai-
neessa (alunperin Degryse et al:n kuvaamaan v&liaine 162:n
modifiointi) ([Degryse, E., Glansdorff N., Pierard a.
(1978), Arch. Microbiol. 117 189-196]:

Tryptone, DifcoR 2,5
Hiivauute, SigmaR 2,5
Perusliuos, pH 7,2(1) 100 ml
Puskuriliuos, pH 7,2(2) 1700 ml

Tdtd vdliainetta tdydennetttiin 2,0 % NaCl ja 0,5 % koivu-
ksylaania (RothR 7500).

(1) Roostuu (g/litrasta)

Nitriloetikkahappoa (Titriplex 1) 1,0
NaOH 0,2
CaSoy;2H20 , 0,4
MgCly;6H50 2,0
Fe-sitraatti (0,01 M) 5,0 ml

(2) Koostuu (g/litrasta):
KH»POy 5,44
NajHPOy4;2H0 21,40

Kaikki komponentit steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa

20 min. Fe-sitraatti steriloitiin erikseen.

Vdliaine voidaan tehdi kiintedksi 2,8 ¢ /paino/til.) aga-

ria, DifcoR.
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Vdliaine voidaan tehdi kiintedksi 2,8 % /paino/til.) aga-
ria, DifcoR,

Havaitseminen:

Agar-levyilld olevien pesdkkeiden solunulkoisen ksylanaasi-
aktiivisuuden havaitsemiseksi kannat juovitettiin kiinteik-

si tehdyille viliainelevyille ja niit¥ inkuboitiin 65 °C:s-
sa y8n ajan. Sitten levyjid huuhdottiin 0,05 % (paino/til)
Congo Redin vesiliuoksella 10 minuuttia. Ylimddr&isen Congo
Red -liuoksen kaatamisen Jj#lkeen jokaista levyd pestiin

kahdesti 1 M NaCl 10 minuuttia.

Ksylanaasia tuottavat kannat on havaittavissa kirkkaasta
alueesta ndiden pesdkkeiden ympdrilld. Taten saatuja kan-
toja voidaan viljelld esimerkiss&@ 2 kuvatun menetelmdn mu-

kaisesti raa'an ksylanaasivalmisteen saamiseksi.

Aktiivisuuden koivupuuksylaaniin ja sahahake (oatspelt)ksy-
laaniin havaitsemiseksi 20 mikrolitran ksylanaasindyttei-
td, jotka sisdlsivit viljelynestettd, levitettiin halkai-
sijaltaan 4 mm koloihin agar-v&dliainelevyilld, jotka sisdl-
sivdt vastaavia ksylaaneja levyjen ollessa inkuboitu ydn
ajan 55 °C:ssa ja kirkastuvat alueet tehtiin n&kyviksi,

kuten edelld kuvataan.

Kirkastuvat alueet havaittiin sek& koivuksylaanissa ettd

sahahakeksylaanissa (oatspelt xylan).

Esimerkki 2

Viljelyesimerkki
Kannan DSM 4252 Rhodothermus-erdviljelystd saatavissa ole-

vien ksylanaasien alustavat tutkimukset ja karakterisointi
suoritettiin esiemrkissd 1 kuvatun koostumuksen nestemdi-

sessd kompleksivdliaineessa.

Kantoja esi-inokuloitiin 20 tuntia pydrivissd ravistuspul-
loissa glysorolikylvyssd 65 °C:ssa. 5 ml tdtd viljelmdd
kd3ytettiin 50 ml:n kasvuvdliainetta inokuloimiseksi 500
ml:n kavennetuissa ravistuspulloissa. 18 tuntia 65 °C:ssa

jdlkeen viljelmd sentrifugoitiin (WifugR-sentrifugissa 6000
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Nditd entsyymivalmisteita kdytettiin keksinndén mukaisten

ksylanaasien karakterisointiin.
Samanlaisisa erdviljelykokeista osoittautui, ettd solunul-
koinen ksylanaasiaktiivisuus indusoidaan lisddm&d113 ksylaa-

nia.

Esimerkki 3

Karakterisointiesimerkki
Ksylanolyyttisen aktiivisuuden testi suoritettiin oleelli-

sesti siten kuin Bailey & Poutanen ja Khan et al. kuvanneet
[Bailey M.J, Poutanen K. (1989), Appl. Microbiol. Biotech-
nol. 30 5-10, ja Khan A.W., Tremblay D., & Leduy Anh
(1986), Enzyme Microbio. Technol. 8 373-377]

1,8 ml:n substraattiin, joka sisdlsi 1 % (paino/til.) koi-
vuksylaania (Rothf 75500) 25 mM natriumfosfaattipuskurissa,
pH 7,1, lisdttiin esimerkin 2 mukaisesti saatua entsyymi-
valmistetta. 5 minuuttia 65 °C:ssa inkuboinnin jdlkeen 3,0
ml 3,5-dinitrosalisyylihappoa (DNS) lisdttiin ja liuosta

keitettiin 15 minuuttia.

Huoneenldmpdtilaan j&3Zhdytt&misen jilkeen tuotetun virin

mdard mitattiin Agqqppminé.

L3mpStilasta riippuvuus

Keksinndn mukaisen entsyymin ldmpdstabiiliuden tutkimiseksi
esimerkin 2 mukaisesti saatua entsyymivalmistetta inkuboi-
tiin 80 °C:ssa, 90 °C:ssa ja 100 °C:ssa vastaavasti ja
ndytteet otettiin erilaisina ajanjaksoina (1, 3, 5 ja 24
tuntia). Entsymaattinen aktiivisuus miEdritettiin edelli
kuvatulla menetelmd&lld ja tulokset on esitetty kuviossa.
10.

Kuten tdmd kuvio osoittaa, keksinndn mukaisella ksylanaa-
silla on huomattava ldmpStilastabiilius. 24 tuntia pH:ssa
7 ja 80 °C:ssa inkuboinnin jilkeen on havaittavissa suh-
teellinen j&@&dnndsaktiivisuus yli 60 %. 24 tuntia pH:ssa 7

ja 90 °C:ssa inkuboinnin j3dlkeen on havaittavissa suh-
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teellinen jd&nndaktiivisuus yli 40 %. 24 tuntia pH:ssa 7
ja 100 °C:ssa inkuboinnin jilkeen on havaittavissa suh-

teellinen jd&nndsaktiivisuus yli 30 %.

Kuviosta 1 ilmenee aktiivisuuden puoliintumisikd (Tq/2)
olevan suunnilleen 3 tuntia 100 °C:ssa ja 90 °C:ssa puo-

liintumisiky arvioidaan suunnilleen 24 tunniksi.

Keksinndn mukaisten ksylanaasien ldmp&tilaoptimin tutkimi-
seksi entsymaattinen aktiivisuus mddritettiin esimerkin 2
mukaisesti saadun entsyymivalmisteen erilaisissa l&mp&ti-
loissa (60-100 °C, pH 7) 5 minuuttia inkuboinnin jHlkeen.

Namd tulokset on esitetty kuviossa 2.

Tdstd kuviosta ilmenee, ettd keksinndn mukaisella entsyy-
milld on ksylanolyyttinen aktiiivisuus ldmpdtiloissa alle
60 °C - yli 100 °C. MitH3n selvii limpdtilaoptimia ei ha-
vaittu mutta ilmeisesti entsyymin optimiaktiivisuus on laa-
jalla alueella 80 - yli 100 °C, erityisemmin 85-100 °C.

pH-riippuvuus

Keksinndn mukaisen entsyymin pH-stabiiliuden tutkimiseksi
esimerkin 2 mukaisesti saatua entsyymivalmistetta inkuboi-
tiin erilaisissa pH-arvoissa (5-12) 65 °C:ssa ja n#ytteitd
otettiin erilaisina aikavdleind (0, 4 ja 8 tuntia). Ksyla-
nolyyttinen aktiivisuus m3dritettiin edelld kuvatulla mene-

telmdlld. Tulokset on esitetty kuviossa 3.

Tdstd kuviosta ilmenee, ettd 8 tuntiin saakka inkuboinnin
j&lkeen entsyymilld on pH-stabiilius eritt&in laajalla pH-
vdlilld, nimittdin alle pH 5 - suunnilleen pH 11 mitattuna

60 °C:ssa.

Keksinndn mukaisten ksylanaasien pH-optimin tutkimiseksi
entsymaattinen aktiivisuus mddritettiin entsyymivalmisteen
erilaissa pH-arvoissa (4-11) 65 °C:ssa 5 wminuuttia inkuboi-
misen jdlkeen. Tulokset on esitetty kuviossa 4. Tdssid kuvi-
ossa esitetty aktiivisuuskdyrd perustuu tuloksiin k3yttden

seuraavaa neljdd puskuriliuosta; sitraatti-fosfaattipusku-
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ri, pH 4-7, fosfaattipuskuri, pH 6-8, tris-puskuri, pH 7-9
ja glysiini-NaOH, pH 9-11.

Negatiivisen hdiridn DNS:n kanssa vdlttamiseksi eliminoimi-
seksi ndytteet laimennettiin vedelld ennen aktiivisuuden

mittaamista.

Kuviosta 4 ilmenee, ettd keksinndn mukaisella entsyymilld
on ksylanolyyttistd aktiivisuutta alueella alle pH 4 - yli
pPH 11. Kuitenkin ilmenee, ettd entsyymi pH-optimi on alu-
eella 5-7, erityisemmin noin pH mitattuna 65 °C:ssa 5 mi-

~nuuttia inkuboinnin j&lkeen. V31illd pH 5 - pH 8 keksinndn

mukaisella entsyymilld on suhteellinen ksylanolyyttinen
aktiivisuus yli 50 %.

Ksylanaasiaktiivisuuden pI

Jauhemainen ksylanaasivalmiste tehtiin lyofilisoimalla esi-

merkin 2 mukaisesti saatu raaka viljelyliemi.

Ksylanaasiaktiivisuuden pI md3ritettiin kdyttden LKB-amfo-
liini-PAG-levyjéd pH 3,5-9,5 ja lyofilisoidusta jauhemaises-
ta ksylanaasivalmisteesta tehtiin liuos. Elektroforeesin
j@lkeen geelid pestiin kahdesti 15 minuuttia, kerran ve-
dessd, kerran tris-puskurissa pH 9, ja se pddllystettiin
havainnointiagarin ohuella p3illysteelld, joka sisdlsi 0,5
% koivuksylaania (RothR 7500), 1 % agaroosia, pH 9. PHAl-
lystettya geelia inkuboitiin y8n ajan 50 °C:ssa. Ksylanaa-
siaktiivisuus tehtiin n&8kyvdksi kdyttden Congo Red -vir-
jaystd (vd@rjddminen 10 minuuttia 0,1 % Congo Redilld ja

varjdyksen poisto 2 x 15 minuuttia 1 M NaCl:ssa).

Voitiin havaita v&hintd&n 2 komponenttia, joissa on ksyla-

nolyyttistd aktiivisuutta alueella 3-7.
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Patenttivaatimukset L9
1. Ksylanaasi, tunnettu siitd, ettd silld on

seuraavat ominaisuudet:

(a) optimaalinen aktiivisuus l&mp®tiloissa 80-100 °C,

(b) suhteellinen aktiivisuus yli 50 ¥ alueella pH 5 - pH 8
5 minuuttia 65 °C:ssa inkuboinnin j&lkeen,

(c) suhteellinen ldmpdtilastabiilius 80 °C:ssa yli 80 ¥
pH:ssa 7 3 tuntia inkuboinnin j&lkeen,

(d) kykenevd hydrolysoimaan koivupuuksylaaneja, ja

(e) immunokemialliset ominaisuudet ovat identtiset tai
osittain identtiset kannasta ATCC 43812 tai kannasta ATCC
43813 tai kannasta DSM 4252 johdetun ksylanaasin immunoke-

miallisten ominaisuuksien kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ksylanaasi, t u n-

nettu siitd, ettd ksylanaasi on saatavissa kannasta,

joka kuuluu sukuun Rhodotermus.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen ksylanaasi, t u n-
nettu siitd, ettd se on saatavissa Rhodotermus mari-

nus -kannasta.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen ksylanaasi, t u n-
nettu siitd, ettd se on saatavissa kannasta ATCC 42812
tai kannasta ATCC 43813 tai kannasta DSM 4252 tai niiden

mutantista tai variantista.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen ksylanaasi,
tunnettu siitd, ettd silld on:

(a) pH-optimi alueella pH 5 - pH 7, ja

pl alueella 3-7.

6. Menetelm& jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukaisen
ksylanaasin valmistamiseksi, t unnet tu siitd, ettd
menetelmd kdsittdd sukuun Rhodothermus kuuluvan ksylanaasia
tuottavan kannan viljelemisen sopivassa ravintovdliainees-
sa, joka sisdltdd hiili- ja typpildhteen ja ei-orgaanisia

suoloja, mitd seuraa halutun entsyymin talteenottaminen.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, etti viljellddn Rhodothermus marinus
-kantaa, edullisesti kantaa ATCC 43812 tai kantaa ATCC
43813 tai kantaa DSM 4252 tai niiden mutanttia tai variant-

tia.

8. Menetelmd lignoselluloosamassan kdsittelemiseksi,
tunnettu siita, ettd lignoselluloosamassa kdsitel-
1dan jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukaisella entsyymil-

14.
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