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F8rfarandet ir speciellt anvindbart fdr
utvinning av amylas och/eller proteas i
viatskeform.
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Menetelmi solun ulkopuolisten entsyymien talteenottamisek-

si tdysfermentoidusta oluesta

Tamd keksintd koskee solunulkoisten entsyymien tal-
teenottamista tdysfermentoidusta oluesta lisddmdlla tdys-
olueeseen polymeerin ja epdorgaanisen suolan seos.

Teollisten entsyymien tuottaminen viljelemdlld mik-
ro-organismejd, kuten bakteereja, sienid ja hiivaa, vettd
sisdltivissid ravintoaineessa, on hyvin tunnettua. Riippuen
kyseessd olevan mikro-organismin luonteesta tuotetut ent-
syymit (tuotettu entsyymi) voivat olla solunulkoisia, so-
lunsisdisid tainiiden seoksia. Kun tuotetut entsyymit
(tuotettu entsyymi) ovat solunulkoisia, ne saadaan yleensa
ensin erottamalla entsyymid sisdltdvd supernatantti mikro-
organismisoluista ja ottamalla talteen entsyymi(t) super-
natantista hyvin tunnetuilla menetelmilld, kuten saosta-
malla, ultrasuodatuksella ja haihdutuksella. Kun tuotetut
entsyymit (tuotettu entsyymi) ovat solunsisdisid, ne tay-
tyy ensin vapauttaa soluistaan. Tdmd voidaan saada aikaan
kemiallisesti ja/tai mekaanisesti. Sen jalkeen, kun ent-
syymit on saatu liuokseen, ne voidaan ottaa talteen ylla
mainituilla hyvin tunnetuilla menetelmillé.

On tunnettua, ettid solunulkoisilla entsyymeilld on
koostumuksia ja ominaisuuksia, jotka ovat erilaisia solun-
sisdisiin entsyymeihin verrattuina. Solunulkoisilla ent-
syymeilld yleensd on esimerkiksi huomattavasti alemmat
molekyylimassat kuin solunsisdisilléd entsyymeilld. Soluis-
ta vapautettuja solunsisdisid entsyymejd sisdltdvd liuos
sisdltdd myds merkittdvid md&rid muuta solunsisdistd ma-
teriaalia, joka ei ole ldsnd tdysfermentoidussa oluessa,
joka sisdltdd solunulkoisia entsyymejd. Ndiden eroavai-
suuksien vuoksi voidaan joutua kdyttdmddn erilaisia ké&sit-
telyjd niitd talteenotettaessa ja puhdistettaessa myds
silloin, kun ne molemmat ovat vesiliuoksessa. Solunsisdi-

sille entsyymeille sopiva talteenottamismenettely ei siten
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ilmeisesti ole kdyttdkelpoinen solunulkoisille entsyymeil-
le.

Entsyymituotannon ja -talteenoton tehokkuuden ja
tarkoituksenmukaisuuden parantamiseksi on tunnettua, etta
entsyymejd voidaan tuottaa mikro-organismifermentoinnilla
kaksifaasi-ravintoaineessa, joka sisdltdd polyetyleenigly-
kolin ja dekstraanin seoksen. Kdymisen loputtua solunul-
koinen entsyymi konsentroituu ylempddn polyetyleeniglyko-
lifaasiin, kun taas solut ja muut kdymistuotteet konsen-
troituvat alempaan dekstraanifaasiin. T&td on kuvattu jul-
kaisussa Enzyme and Microb. Technol. Vol. 7, 333 - 338
(1985). Alfa-amylaasin partitiokerroin esimerkiksi siina
systeemissd on suurimmillaan 4.

Y114 mainitun menettelyn muunnelma on kuvattu yh-
dysvaltalaisessa patenttijulkaisussa nro 4 508 825, Jjossa
solunulkoista entsyymid sisdltdvd supernatantti erotetaan
soluista, soluja sisdltdmdton supernatantti sekoitetaan
polyetyleeniglykolin ja kationisen epihalogeenihydriini/
polyamiini-kopolymeerin tai dekstraani-polymeerin kanssa
kahden faasin muodostamiseksi. T&dtd tekniikkaa voidaan
kdyttdid solunulkoisen proteaasin ja amylaasin erottamisek-
si, jolloin proteaasi konsentroituu polyetyleeniglykoli-
faasiin ja amylaasi konsentroituu kationisen kopolymeerin
tai dekstraanin faasiin.

Kahden faasin entsyymintalteenottamismenetelmi& on
kdytetty myds solunsisdisilld entsyymeilld. Yhdysvaltalai-
nen patentti nro 4 144 130 kuvaa (1) korkean molekyylimas-
san omaavan, substituoimattoman tai substituoidun polyal-
koholin, polyeetterin, polyesterin, polyvinyylipyrrolido-
nin tai polysakkaridin ja epdorgaanisen suolan seoksen
kdyttdd, tai (2) vdhintddn kahden ylld mainitun, korkean
molekyylimassan omaavan polymeerin seoksen kdyttdda solun-
sisdisten entsyymien talteenottamiseksi vesiliuoksesta,
johon ne on vapautettu soluista. Kdytettdessd esimerkiksi

polyetyleeniglykolin ja epdorgaanisen suolan seosta toi-
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vottu solunsisdinen entsyymi menee ylempdan polyetyleeni-
glykolikerrokseen, kun taas solujdannokset ja muut kdymis-
tuotteet menevit alempaan, suclaa sisdltdvddn kerrokseen.
Partitiokerroin erilaisilla talteenotetuilla entsyymeilld
glykolikerroksessa oli noin 0,3 kdsiteltdessa taysfermen-
toitua olutta. Partitiokerroin kasvoi ainoastaan arvoon 3,
kun pakastettuja soluja sekoitettiin veteen ja hajotettiin
niiden entsyymien vapauttamiseksi.

Polyetyleeniglykolin lis&déminen epdorgaanisten suo-
lojen avustamiseksi saostettaessa entsyymejid soluja sisdl-
timittomistd liuoksista sisdltyy yhdysvaltalaiseen patent-
tiin nro 4 016 039.

Aiemmin ei ole ehdotettu, ettd polyetyleeniglykolia
ja epdorgaanisia suoloja voitaisiin kayttaa kaksifaasime-
netelmidssid solunulkoisten entsyymien talteenottamiseksi
tiysfermentoidusta oluesta partitiokertoimien ollessa va-
hintdan 50.

Esilli olevan keksinndn mukaisesti esitetddn mene-
telmid solunulkoisten entsyymien talteenottamiseksi tdys-
fermentoidusta oluesta. Menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd tidysfermentoitu olut, joka sisdltaa mikroorganismiso-
luja ja solunulkoista entsyymid, saatetaan kosketukseen
seoksen kanssa, joka sis#dltdid kalsiumklorididihydraattia,
mononatrium- tai monokaliumfosfaattia Jja mahdollisesti
kalsiumhydroksidia, minkd j&dlkeen siihen lisé&tdén (a) po-
lymeeri, joka on polyetyleeniglykoli, polyetyleeniglykolin
amiinijohdannainen, polyetyleeniglykolin karboksylaatti-
johdannainen, polypropyleeniglykoli, polypropyleeniglyko-
lin amiinijohdannainen, polypropyleeniglykolin karboksy-
laattijohdannainen, poly(etyleeniglykoli)esteri, polyety-
leeni-imiini, trimetyyliamino-polyetyleeniglykoli, polyvi-
nyylialkoholi, polyvinyylipyrrolidoni tai niiden seos, ja
(b) epdorgaaninen suola, joka valitaan yhdisteryhmdsta,
jossa kationit ovat natrium, kalium, magnesium ja ammonium

ja anionit ovat sulfaatit, karbonaatit, sitraatit, klori-
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dit, fosfaatit ja niiden seokset, tdysfermentoitu olut-
polymeeri-suolaseoksen annetaan erottua runsaasti entsyy-
mid sisdltdvdksi polymeerifaasiksi ja vihé&n entsyymid si-
sdltdvdksi suolafaasiksi ja otetaan talteen runsaasti ent-
syymid sisdltdva tuote.

Solunulkoisia entsyymej&d sisdltdvit tdysfermentoi-

dut oluet, jotka ovat kadyttdkelpoisia raaka-aineiksi esil-

14 olevan keksinndn mukaisessa menetelmdssd, ovat alalla

hyvin tunnettuja. Esimerkiksi Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ja Mucor
miehei ovat tunnettuja solunulkoisten entsyymien, Kkuten
esimerkiksi proteaasin, amylaasin ja mikrobijuoksuttimen,
tuottamiseksi kasvatettaessa sopivassa ravintoaineessa.
Tuloksena saatavaa solujdidnndksen, solunulkoisten, 1liu-
koisten entsyymien ja muiden kdymistuotteiden seosta voi-
daan kdyttdd esilld olevan keksinndn mukaisessa menetel-
mdssd ilman, ettd lisdksi erotetaan soluj&&nnds liukoisis-
ta entsyymeistd. Tédssd yhteydessid kdytettynd termi "solu-
jddnnds" tarkoittaa sek#d kokonaisia soluja etti solufrag-
mentteja.

Tdysfermentoitu olut sekoitetaan sitten polymeerin
ja epdorgaanisen suolan kanssa kaksifaasisysteemin muodos-
tamiseksi. Haluttu solunulkoinen entsyymi kerddntyy poly-
meerifaasiin, kun taas solujiinnds keradantyy suolafaasiin.

Edullinen polymeeri on polyetyleeniglykoli. Miki
tahansa polyetyleeniglykolin muoto, joka on liukoinen vet-
téd sisdltdvdssd tdysfermentoidussa oluessa, on sopiva.
Erityisen hyoddylliselld polyetyleeniglykolilla molekyyli-
massa on noin 3 350. Se on kiinted huoneen lampoétilassa,
Ja sitd voidaan helposti kdsitelld kaupallisessa tuotanto-
mittakaavassa.

Edullisia epdorgaanisia suoloja ovat natriumkloridi
ja natriumsulfaatti.

Polymeerid ja epdorgaanista suolaa lisitiin tdys-
fermentoituun olueeseen sellaiset miidrit, jotta muodostuu
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kokonaisseos, joka sisdltdda 64 - 90 % tdysfermentoitua
olutta, 1 - 15 % polymeerid ja 8 - 35 % epdorgaanista suo-
laa, mainittujen prosenttiosuuksien ollessa painoprosent-
teja perustuen seoksen kokonaispainoon. Edullista on, etta
kokonaisseos sisdltda 73 - 79 % tdysfermentoitua olutta, 3
- 4 % polymeerid ja 15 - 24 % epdorgaanista suolaa.

Sen jidlkeen kun polymeeri ja suola on lisdtty, muo-
dostuu kaksi faasia. Polymeerifaasi on yleensé suolafaasin
ylipuolella. Kaksi faasia voi muodostua selkeyttdmadlld,
jolloin seoksen annetaan seista hiljaa noin viisi tuntia.
Entsyymid sisdltdva polymeerifaasi voidaan sitten erottaa
milld tahansa standardi-neste/neste-erotustekniikalla,
kuten sifonoimalla ja dekantoimalla, entsyymin talteenot-
tamiseksi. Edullista on kuitenkin kayttaa sentrifugointia
faasien erottamiseksi. Kiyttdkelpoinen erotin on jatkuva-
toiminen, kiintedmaljainen sentrifugi. Jotta saavutettai-
siin toivottu entsyymikonsentraatio lopullisessa, erote-
tussa polymeerifaasissa, on edullista, ettd runsaasti ent-
syymid sis#dltdvén polymeerifaasin tilavuussuhde vdahdn ent-
syymid sis#dltidvdidn suolafaasiin ndhden on 0,12 - 0,15.

Jotta kaikkein tehokkaimmin otettaisiin talteen
solunulkoinen entsyymi, tulisi sentrifugia kdyttaa siten,
ettei yhtddn polymeerifaasia sekoitu suolafaasiin, Jjoka
heitetdidn pois. Tuloksena saatavassa, kerdtyssid polymeeri-
faasissa voi olla sekoittuneena jonkun verran suolafaasia.
Seos erotetaan sentrifugoimalla toisen kerran, jolloin
sentrifugia kédytetddn siten, ettei yhtddn polymeerifaasia
sekoitu suolafaasiin ja siten, ettd ainoastaan vdhdinen
miiri suolafaasia on sekoittunut polymeerifaasiin.

Siten kerdttyid, runsaasti entsyymid sisdltdvéaa po-
lymeerifaasia voidaan suoraan kdyttdd entsyymildhteena.
Esimerkiksi emiksinen proteaasi, joka on otettu talteen
polyetyleeniglykolifaasiin, on sopiva entsyymipesuaine-
koostumuksissa. Glykoli on hydédyllinen entsyymin stabili-

soimisessa. Jos on toivottua, entsyymi voidaan erottaa
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polymeeristd tunnetuilla tekniikoilla, kuten saostamalla,
ultrasuodatuksella tai haihduttamalla, l&hes kokonaan po-
lymeerid sisdltdmdttomédn entsyymituotteen valmistamiseksi.

Tdysfermentoitu olut esikdsitellddn edullisesti
seoksella, jossa on 1,5 - 5,0 % kalsiumklorididihydraat-
tia, 0,1 - 1,2 % mononatrium- tai monokaliumfosfaattia ja
0 - 0,6 % kalsiumhydroksidia, mainittujen prosenttien ol-
lessa laskettu paino/tilavuus-perusteella lis&aineen pai-
nosta ja fermentoidun oluen tilavuudesta. Tdmi esikidsitte-
lyvaihe helpottaa solujd&dnnéksen flokkuloimista ja paran-
taa entsyymin erottumista solujddnndksestd lisdttiessi
seuraavassa vaiheessa polymeeri ja epdorgaaninen suola.
Edullisesti otettaessa talteen proteaasia esikidsittelyvai-
heessa tulisi kdyttdd 1,5 - 5,0 % kalsiumklorididihydraat-
tia ja 0,2 - 1,2 % mononatrium- tai monokaliumfosfaattia.
Otettaessa talteen amylaasia, esikdsittelyvaiheessa tulisi
kdyttdd 1,5 - 5,0 % kalsiumklorididihydraattia 0,1 - 1,0 %
mononatrium- tai monokaliumfosfaattia ja 0,1 - 0,6 % kal-
siumhydroksidia.

Partitiokerroin on sindnsd tunnettu erottumisen
tehokkuuden mittana. Se ilmaistaan entsyymiaktiivisuuskon-
sentraationa yld- tai polymeerifaasissa jaettuna entsyymi-
aktiivisuuskonsentraatiolla pohja- tai epdorgaaninen suola
~-faasissa. Entsyymiaktiivisuus kussakin faasissa voidaan
mitata tunnetuilla menetelmilld. Esilld olevan keksinndn
mukaisessa menetelmédssd voidaan saavuttaa partitiokerroin
ainakin 50, joka on merkitt&vd edistys verrattuna aikai-
sempiin menetelmiin.

Keksintod kuvataan yksityiskohtaisemmin seuraavissa
esimerkeissi.

Esimerkki 1

Em&ksisen proteaasin tuottamiseen sopiva ravinto-
aine valmistettiin lisd8mdll13 seuraavat aineet 22 712 lit-
ran (6 000 gallonan) fermentoriin:
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vehndgluteiini 681 kg (1500 naulaa)
natriumsitraatti 74,9 kg (165 naulaa)
kalsiumklorididihydraatti 74,9 kg (165 naulaa)
maissitdrkkelys 2270 kg (5000 naulaa)
soijajauho 1135 kg (2500 naulaa)
lamménkestdvd alfa-amylaasi 2,27 kg (5 naulaa)
mononatriumfosfaatti 181,6 kg (400 naulaa)
dinatriumfosfaatti 181,6 kg (400 naulaa)
vaahdonestoaine 62,5 1 (16,5 gal)

vesi (mainittuun tilavuuteen
asti) 22712 1 (6000 gal)

Ravintoaineeseen siirrostettiin sitten eldvia
Bacillus licheniformis -soluja ja annettiin fermentoitua
36 tunnin ajan 36 °C:ssa. Tuloksena saatuun tdysfermentoi-
tuun olueeseen lisdttiin 811 1 (214 gal) 70-%:ista (paino/
tilavuus) kalsiumklorididihydraatin vesiliuosta ja 136 kg
(300 naulaa) mononatriumfosfaattia. Tam& johtaa seokseen,
joka sis&dltds 2,5 % (paino/tilavuus) kalsiumklorididihyd-
raattia ja 0,6 % (paino/tilavuus) mononatriumfosfaattia
perustuen kunkin lis3aineen painoon ja fermentoidun oluen
tilavuuteen. Seoksen pH pidettiin v&lills 6,8 - 7,6 nat-
riumhydroksidin lisdyksen avulla, samalla kun lisdaineita
sekoitettiin mukaan. Sen j&lkeen kun sekoittuminen oli
tdydellinen, pH s#diddettiin vdlille 7,4 - 7,6 lisddmalla
natriumhydroksidia flokkuloitumisen tdydellisté&miseksi.
Sitten pH s#adettiin vdlille 6,4 - 6,6 lisd&amdlla 50-%:
ista etikkahapon vesiliuosta. Tuloksena saatuun seokseen
lisdttiin 5 260 kg (11 600 naulaa) natriumkloridia l&mpo-
tilassa 25 - 27 °C, ja seosta sekoitettiin tunnin ajan
kaiken natriumkloridin liuottamiseksi. Sitten lis&ttiin
1 400 kg (3 100 naulaa) polyetyleeniglykolia, jonka mole-
kyylimassa on 3 350, ja 1 930 kg (4 250 naulaa) natrium-
sulfaattia, ja tdysoluen l&amp6tila kohotettiin v&dlille 30
- 32 °C. Taysoluen pH s&iddettiin vélille 6,0 - 6,2 lisda-
m&lld etikkahappoliuosta, ja koko seosta sekoitettiin kah-



10

15

20

25

30

35

“\(./
d
N
(OGN
@al

den tunnin ajan. Koko seos sisdlsi 15 paino-% natriumklo-
ridia, 4 paino-% polyetyleeniglykolia, 5,5 paino-% nat-
riumsulfaattia ja 75,5 paino-% tdysfermentoitua olutta.
Prosenttioisuudet laskettiin lisdaineen painosta fermen-
toidun oluen ja lis3daineiden kokonaismassaa kohden. Se-
koittamisen jdlkeen, koko seos jakautui ylempddn polyety-
leeniglykolifaasiin ja alempaan natriumkloridi-natriumsul-
faatti-solujddnnds-faasiin. Faasisuhde ylemmdn faasin ti-
lavuuden ja alemman faasin tilavuuden v&lilla oli 0,15.
Proteaasiaktiivisuuden konsentraatio ylemmdssd faasissa
jaettuna proteaasiaktiivisuuden konsentraatilla alemmassa
faasissa johti partitiokertoimeen 60 - 80. Jatkuvatoimista
kiintedmaljaista sentrifugia kdytettiin sitten kahden faa-
sin erottamiseen. Sentrifugi sdddettiin ensimmdistd erot-
tamista varten, jossa erottamisessa ei tapahtunut polyety-
leeniglykolifaasin sekoittumista suolafaasiin, joka hei-
tettiin pois. Glykolifaasi sisdlsi 90 - 92 % fermentaatio-
oluen koko entsyymiaktiivisuudesta. Td&md glykolifaasi si-
sdlsi myds noin 5 - 20 % sekoittunutta suolafaasia. Edelld
kuvatulla tavalla kerdtty glykolifaasi erotettiin toisen
kerran kdyttden samanlaista laitetta, jossa kdyttdparamet-
rit asetettiin siten, ettd sallittiin vdhemm&n kuin kaksi
tilavuusprosenttia suolafaasin sekoittumista glykolifaa-
siin. Suolafaasi heitettiin sitten pois, eikd se sisdlta-
nyt yhtddn glykolifaasia. Y114 kuvatulla tavalla keratty
glykolifaasi sijoitettiin sitten j&ddhdytettyyn tankkiin
10 °C:ssa natriumsulfaattijddnndsten poistamiseksi. Pieni
maidrd natriumsulfaattikiteitd lisdttiin indusoimaan nat-
riumsulfaattikiteiden kasvua. Kahden tunnin kevyen sekoi-
tuksen jédlkeen 10 °C:ssa, natriumsulfaattia sisdltdmaton
glykolifaasi juoksutettiin pois. Se sekoitettiin sitten
aktiivihiileen ja suodatusapuaineeseen ja suodatettiin
sitten kdyttden suodatuspainoa. Tuloksena saatua emdksis-
ti, runsaasti proteaasia sisdltédvada glykoliliuosta voidaan
kdyttdsd suoraan nestemdisissd entsyymipesuainekoostumuk-

sissa.
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Esimerkki 2
Esimerkin 1 menettely toistettiin vaiheesta, jossa

lisdtddan kalsiumklorididihydraatti ja mononatriumfosfaat-

ti. Tuloksena saatu tdysfermentoitu olut-lisdaine-seos
sekoitettiin sitten 970 kg:aan (2 130 naulaan ) polyety-
leeniglykolia, jonka molekyylimassa on 3 350, ja 4 850
kg:aan (10 660 naulaan) natriumsulfaattia, Jja t&dysoluen
lidmpdtila nostettiin vdlille 30 - 32 °C. Koko seosta, joka
sisdlsi 3 paino-% polyetyleeniglykolia, 15 paino-% nat-
riumsulfaattia ja 82 paino-% tdysfermentoitua olutta, se-
koitettiin sitten tunnin ajan. Sekoittamisen jdlkeen koko-
naisseos jakautui ylemmiksi polyetyleeniglykolifaasiksi ja
alemmaksi natriumsulfaatti-solujddnnds-faasiksi. Ylemman
faasin tilavuuden suhde alemman faasin tilavuuteen oli
0,12. Proteaasiaktiivisuuskonsentraatio ylemmédsséd faasissa
jaettuna proteaasiaktiivisuuskonsentraatiolla alemmassa
faasissa johti partiotiokertoimeen 60 - 80. Emdksinen pro-
teaasi glykolifaasissa oli amorfisen, kiintedn aineen muo-
dossa. Kaksi faasia erotettiin sitten sentrifugilla, kuten
on kuvattu esimerkissd 1, jotta saataisiin aikaan glykoli-
faasi, joka sisdltdd amorfista, kiintedd proteaasia Jja
vidhemmdn kuin kaksi tilavuusprosenttia sekoittunutta suo-
lafaasia. Kiintedt aineet otettiin sitten talteen sentri-
fugin avulla, ja niitd voidaan kdyttdd raeproteaasina rae-
maisissa entsyymipesuainetuotteissa.

Esimerkki 3

Limmdénkestidvdn alfa-amylaasin valmistamiseen sopiva
ravintoaine valmistettiin 1lis&damdlld seuraavat aineet
22 712 litran (6 000 gallonan) fermentoriin:

kalsiumklorididihydraatti 10,2 kg (22,5 naulaa)
mononatriumfosfaatti 136,2 kg (300 naulaa)
dinatriumfosfaatti 317,8 kg (700 naulaa)
ammoniumsulfaatti 113,5 kg (250 naulaa)
natriumsitraatti 45,4 kg (100 naulaa)

maissin liotusnestetta 454 kg (1000 naulaa)
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laktoosi 3178 kg (7000 naulaa)
puuvillansiemenjauho 681 kg (1500 naulaa)
soijajauho 908 kg (2000 naulaa)
vaahdonestoaine 625 1 (165 gal)
vesi (mainituun tilavuuteen
asti) 2712 1 (6000 gal)

Ravintoaineeseen siirrostettiin sitten elé&via
Bacillus licheniformis -soluja ja annettiin fermentoitua
108 - 110 tunnin ajan 42 °C:ssa, samalla kun pH pidettiin
vdlilla 7,05 - 7,15 lisddmdlld ajoittain natriumhydroksi-
dia. Tuloksena saatuun tidysfermentoituun olueeseen lisdt-
tiin 1 300 1 (434 gal) 70-%:ista (paino/tilavuus) kalsium-
klorididihydraatin vesiliuosta, 908 1 (240 gal) 10-%:ista
(paino/tilavuus) kalsiumhydroksidin vesiliuosta ja 27 kg
(60 naulaa) monokaliumfosfaattia. T&md johti seokseen,
joka sisdlsi 4 % (paino/tilavuus) kalsiumklorididihydraat-
tia, 0,4 % (paino/tilavuus) kalsiumhydroksidia ja 0,12 %
(paino/tilavuus) monokaliumfosfaattia perustuen Xkunkin
lisdaineen painoon ja fermentoidun oluen tilavuuteen.
Seoksen pH pidettiin v&1illd 7,6 - 8,4 lisdaineita sekoi-
tettaessa 1lisddmdlld natriumhydroksidia. Sen jdlkeen Kkun
sekoittuminen oli tdydellinen, pH s&dddettiin vdlille 8,4 -
8,6 lisdidmdlld natriumhydroksidia. Tuloksena saatuun seok-
seen lisdttiin 1 180 kg (2 600 naulaa) polyetyleeniglyko-
lia, jonka molekyylimassa on 3 350, ja 3 370 kg (7 420
naulaa) natriumkloridia l&dmpdtilassa 25 - 27 °C, ja seok-
sen annettiin sekoittua vdhintddn tunnin ajan. Natriumsul-
faattia lisdttiin sitten 2 700 kg (5 940 naulaa), ja fer-
mentoidun oluen seosta kuumennettiin 30 - 32 °C:seen, pH
sdiddettiin vdlille 7,9 - 8,1 lisddmdlla natriumhydroksidia
ja kokonaisseosta sekoitettiin vdhintddn kahden tunnin
ajan. Kokonaisseos sisdlsi 3,5 paino-% polyetyleeniglyko-
lia, 10 paino-% natriumkloridia, 8 paino-% natriumsulfaat-
tia ja 78,5 paino-3% tdysfermentoitua olutta. Sekoittamisen
jdlkeen kokonaisseos erottui ylemmdksi polyetyleeniglyko-
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lifaasiksi ja alemmaksi natriumkloridi-natriumsulfaatti-
solujddnnds-faasiksi. Ylemmdn faasin tilavuuden faasisuhde
alemman faasin tilavuuteen oli 0,12. Amylaasiaktiivisuus-
konsentraatio ylemmidssid faasissa jaettuna amylaasiaktiivi-
suuskonsentaatilla alemmassa faasissa johti partitioker-
toimeen 50 - 70. Jatkuvatoimista kiintedmaljaista sentri-
fugia kdytettiin, kuten esimerkissd 1 kuvattiin, runsaasti
amylaasia sisdltdvdn glykolifaasin talteenottamiseksi,
joka faasi sitten puhdistettiin, kuten on kuvattu esimer-
kissd 1, runsaasti amylaasia sisdltdvdn glykolituotteen
valmistamiseksi.

Esimerkki 4

Alfa-amylaasin tuottamiseen sopiva ravintoaine val-
mistettiin lisddmdlld seuraavat aineet 22 712 1 (6 000

gallonan) fermentoriin;

kalsiumkarbonaatti 241,6 kg (530 naulaa)
kalajauho 340,5 kg (750 naulaa)
jauhettu soijajauho 1271 kg (2800 naulaa)
maissin liotusneste 681 kg (1500 naulaa)
laktoosi 3178 kg (7000 naulaa)
diammoniumfosfaatti 59 kg (130 naulaa)
vaahdonestoaine 151,4 1 (40 naulaa)
vesi (mainittuun tilavuuteen

asti) 22712 1 (6000 gal)

Ravintoaineeseen siirrostettiin sitten elédvid Ba-
cillus amyloliguefaciens -soluja ja annettiin fermentoitua
60 tunnin ajan 34 °C:ssa, samalla kun pH pidettiin vdlilld
7,05 - 7,15 lis#&dmdlld ajoittain natriumhydroksidia. Tu-
loksena saatuun tdysfermentoituun olueeseen lis&ttiin 973
1 (257 gal) 70-%:ista (paino/tilavuus) kalsiumklorididi-
hydraatin vesiliuosta, 681 1 (180 gal) 10-%:ista (paino/
tilavuus) Kkalsiumhydroksidin vesiliuosta ja 136 kg (300
naulaa) monokaliumfosfaattia. T&dmd johtaa seokseen, Jjoka
sisdltdsd 3 % (paino/tilavuus) kalsiumklorididihydraattia,
0,3 % (paino/tilavuus) kalsiumhydroksidia ja 0,6 % (paino/
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tilavuus) monokaliumfosfaattia perustuen kunkin lisdaineen
painoon ja fermentoidun oluen tilavuuteen. Seoksen pH pi-
dettiin lisdaineita lisittdessd vdlillsd 6,8 - 7,6 lisdd-
millid natriumhydroksidia. Sen jdlkeen, kun sekoittuminen
oli tdydellinen, pH sdddettiin valille 7,4 - 7,6 lisdamdl-
14 natriumhydroksidia. Tuloksena saatuun seokseen lisdt-
tiin 1 140 kg (2 510 naulaa) polyetyleeniglykolia, jonka
molekyylimassa on 3 350, ja 3 600 kg (7 960 naulaa) nat-
riumkloridia lampdtilassa 25 - 27 °C, ja seoksen annettiin
sekoittua vihintdin tunnin ajan. Sitten lisdttiin natrium-
sulfaattia 4 870 kg (10 700 naulaa), ja fermentoidun oluen
seosta kuumennettiin 30 - 32 °C:een. pH sdddettiin vdlille
7,4 - 7,6 lisddmdlld natriumhydroksidia ja kokonaisseosta
sekoitettiin vihintdin kahden tunnin ajan. Kokonaisseos
sisdlsi 3,15 paino-% polyetyleeniglykolia, 10 paino-% nat-
riumkloridia, 13,5 paino-% natriumsulfaattia ja 73,35 pai-
no-% tidysfermentoitua olutta. Sekoittamisen jdlkeen koko-
naisseos erottui kahdeksi faasiksi, kuten on kuvattu esi-
merkissd 3, siten ettd faasisuhde oli 0,12 ja partitioker-
roin 50 - 70. Faasit k&dsiteltiin, Kkuten esimerkissd 3 on
kuvattu, jolloin saatiin runsaasti amylaasia sisdltava

glykolituote.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd@8 solunulkoisen entsyymin talteenotta-
miseksi tdysfermentoidusta oluesta, tunnet tu sii-
td, ettd tdysfermentoitu olut, joka sisdltdd mikroorganis-
misoluja ja solunulkoista entsyymid, saatetaan kosketuk-
seen seoksen kanssa, joka sisdltdd kalsiumklorididihyd-
raattia, mononatrium- tai monokaliumfosfaattia ja mahdol-
lisesti kalsiumhydroksidia, mink&@ jdlkeen siihen lis&t&dian
(a) polymeeri, joka on polyetyleeniglykoli, polyetyleeni-
glykolin amiinijohdannainen, polyetyleeniglykolin karbok-
sylaattijohdannainen, polypropyleeniglykoli, polypropylee-
niglykolin amiinijohdannainen, polypropyleeniglykolin kar-
boksylaattijohdannainen, poly(etyleeniglykoli)esteri, po-
lyetyleeni-imiini, trimetyyliamino-polyetyleeniglykoli,
polyvinyylialkoholi, polyvinyylipyrrolidoni tai niiden
seos, ja (b) epdorgaaninen suola, joka valitaan yhdiste-
ryhmistd, jossa kationit ovat natrium, kalium, magnesium
ja ammonium ja anionit ovat sulfaatit, karbonaatit, sit-
raatit, kloridit, fosfaatit ja niiden seokset, tdysfermen-
toitu olut-polymeeri-suolaseoksen annetaan erottua run-
saastli entsyymid sisdltdvdksi polymeerifaasiksi ja vdhdn
entsyymid sisdltavdksi suolafaasiksi ja otetaan talteen
runsaasti entsyymid sisdltdva tuote.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid,
tunnettu siitd, ettd tdysfermentoidun oluen, po-
lymeerin ja epdorgaanisen suolan seos sisdltdd 64 - 90 %,
edullisesti 73 - 79 % tdysfermentoitua olutta, 1 - 15 %,
edullisesti 3 - 4 % polymeerid ja 8 - 35 %, edullisesti 15
- 24 % epdorgaanista suolaa, jolloin prosenttiosuudet pe-
rustuvat paino-osuuksiin seoksen kokonaispainosta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd polymeeri on polyetyleenigly-
koli ja epdorgaaninen suola on natriumkloridin ja natrium-

sulfaatin seos tai natriumsulfaatti yksist&ian.

!
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4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmi, tunnettu siitd, ettd ennen kuin polymee-
ri ja epdorgaaninen suola lisdtdan, tdysfermentoitu olut
saatetaan kosketukseen seoksen kanssa, jossa on 1,5 - 5,0
% kalsiumklorididihydraattia, 0,1 - 1,2 % mononatrium- tai
monokaliumfosfaattia ja 0 - 0,6 % kalsiumhydroksidia, jol-
loin prosenttiosuudet on laskettu paino/tilavuus-perus-
teella lisdaineiden painosta fermentoidun oluen tilavuu-
teen ndhden.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd tdysfermentoitu
olut saatetaan kosketukseen seoksen kanssa, jossa on 1,5 -
5,0 % kalsiumkloridihydraattia ja 0,2 - 1,2 % mononatrium-
fosfaattia tai monokaliumfosfaattia.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelmd, t u nn e t t u siitd, ettd tdysfermentoitu
olut saatetaan kosketukseen seoksen kanssa, jossa on 1,5 -
5,0 % kalsiumklorididihydraattia, 0,1 - 0,6 % kalsiumhyd-
roksidia ja 0,1 - 1,0 % mononatrium- tai monokaliumfos-
faattia.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 6 mukainen me-
netelmi, tunnettu siitd, ettd runsaasti entsyymia
sisdltdvin polymeerifaasin tilavuussuhde vdhan entsyymia
sisdltivin suolafaasin tilavuuteen on 0,12 - 0,15.

8. Menetelmid solunulkoisen alkalisen proteaasin
talteenottamiseksi, jolloin fermentoidaan sopiva Bacillus
licheniformis-kanta sopivassa ravintoaineessa tdysfermen-
toidun oluen tuottamiseksi, joka tdysfermentoitu olut si-
siltdi Bacillus licheniformis-soluja ja solunulkoista,
alkalista proteaasia, tunnettu siitd, ettd tays-
fermentoituun olueeseen lis&tddn 2,5 % kalsiumklorididi-
hydraattia ja 0,6 % mononatrium- tai monokaliumfosfaattia,
jolloin prosenttiosuudet on laskettu paino/tilavuus-perus-
teella lisdaineen painosta fermentoidun oluen tilavuuteen

nihden, edelld kuvattuun seokseen lisdt&dén 3 % polyetylee-
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niglykolia ja 15 % natriumsulfaattia, Jjolloin prosentti-
osuudet perustuvat paino-osuuksiin fermentoidun oluen ja
lisdaineiden kokonaisseoksen painosta, muodostetaan run-
saasti alkalista proteaasia sisdltdvd polyetyleeniglykoli-
faasi ja vahdn alkalista proteaasia sisdltdvd natriumsul-
faattifaasi, ja erotetaan kaksi faasia runsaasti alkalista
proteaasia sisdltdvdn tuotteen talteenottamiseksi.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd kalsiumklorididihydraatin ja
mononatrium- tai monokaliumfosfaatin lisdyksen Jjdlkeen
seos saatetaan kosketukseen 15 % natriumkloridia, 4 % po-
lyetyleeniglykolia ja 5,5 % natriumsulfaattia kanssa, jol-
loin prosenttiosuudet perustuvat paino-osuuksiin fermen-
toidun oluen ja lisdaineiden kokonaisseoksen painosta.

10. Menetelmd solunulkoisen ladmmdnkestdvdn alfa-
amylaasin talteenottamiseksi, jolloin fermentoidaan sopiva
Bacillus licheniformis-kanta sopivassa ravintoaineessa
tdysfermentoidun oluen tuottamiseksi, joka tdysfermentoitu
olut sis&dltdd Bacillus licheniformis-soluja ja solunul-
koista alfa-amylaasia, tunnettu siitd, ettd tays-
fermentoituun olueeseen lisdtddn 0,4 % kalsiumhydroksidia,
0,12 % mononatrium- tai monokaliumfosfaattia ja 4 % kal-
siumklorididihydraattia, jolloin prosenttiosuudet on las-
kettu paino/tilavuus-perusteella lisdaineen painosta fer-
mentoidun oluen tilavuuteen ndhden, edelld kuvattuun seok-
seen lisatdan 3,5 % polyetyleeniglykolia, 10 % natriumklo-
ridia ja 8 % natriumsulfaattia, jolloin prosenttiosuudet
perustuvat paino-osuuksiin fermentoidun oluen ja lisdai-
neiden kokonaisseoksen painosta, muodostetaan runsaasti
amylaasia sisdltadvd polyetyleeniglykolifaasi ja vdhdn amy-
laasia sisdltdvd natriumkloridi-natriumsulfaattifaasi ja
erotetaan kaksi faasia runsaasti amylaasia sisdlt&dvian
tuotteen talteenottamiseksi.

11. Menetelmd solunulkoisen alfa-amylaasin talteen-

ottamiseksi, jolloin fermentoidaan sopiva Bacillus amylo-
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liquefaciens-kanta sopivassa ravintoaineessa tédysfermen-
toidun oluen tuottamiseksi, joka tdysfermentoitu olut si-
siltii Bacillus amyloliquefaciens-soluja ja solunulkoista
alfa-amylaasia, tunnettu siitd, ettd tdysfermen-
toituun olueeseen lisatdédn 3 % kalsiumklorididihydraattia,
0,3 % kalsiumhydroksidia ja 0,6 % mononatrium- tai mono-
kaliumfosfaattia, jolloin prosenttiosuudet on laskettu
paino/tilavuus-perusteella lisdaineen painosta fermentoi-
dun oluen tilavuuteen nihden, edelld kuvattuun seokseen
1isatisn 3,15 % polyetyleeniglykolia, 10 % natriumkloridia
ja 13,5 % natriumsulfaattia, jolloin prosenttiosuudet pe-
rustuvat paino-osuuksiin fermentoidun oluen ja lisdainei-
den kokonaisseoksen painosta, muodostetaan runsaasti amy-
laasia sisdltidvd polyetyleeniglykolifaasi ja vé@hdn amylaa-
sia sisidltivi natriumkloridi-natriumsulfaattifaasi ja ero-
tetaan kaksi faasia runsaasti amylaasia sisdltdvan tuot-

teen talteenottamiseksi.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r att tillvarata ett extracelluléart
enzym frdn helfermenterat &1, k d@dnnetecknat
ddrav, att i helfermenterat 81, som innehdller mikroorga-
nismceller och ett extracelluldrt enzym, bringas i kontakt
med en blandning, vilken innehdller kalciumkloriddihydrat,
mononatrium- eller monokaliumfosfat och eventuellt kal-
ciumhydroxid, varefter ddri tillsdtts (a) en polymer som
dr polyetylenglykol, ett aminderivat av polyetylenglykol,
ett karboxylatderivat av polyetylenglykol, polypropylen-
glykol, ett aminderivat av polypropylenglykol, ett kar-
boxylatderivat av polypropylenglykol, en poly(etylengly-
kol)ester, polyetylenimin, trimetylamino-polyetylenglykol,
polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon eller en blandning
av dessa, och (b) ett oorganiskt salt, som vdljs ur en
foreningsgrupp dar katjonerna &r natrium, kalium, magne-
sium och ammonium och anjonerna adr sulfater, karbonater,
citrater, klorider, fosfater och blandningar av dessa,
helfermenterat ©&l-polymer-saltblandningen f&r separera
till en polymerfas innehdllande rikligt med enzym och en
saltfas innehdllande lite enzym och en produkt innehdllan-
de rikligt med enzym tas tillvara.

2. Fo6rfarande enligt patentkravet 1, k @ n n e -
t e ck nat ddrav, att blandningen av helfermenterat
61, polymer och oorganiskt salt innehdller 64 - 90 %, fér-
delaktigt 73 - 79 % helfermenterat 61, 1 - 15 %, fordelak-
tigt 3 - 4 % polymer och 8 - 35 %, fordelaktigt 15 - 24 %
oorganiskt salt, varvid procentandelarna baserar sig p&
viktandelar av blandningens totala vikt.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdannetecknat dirav, att polymeren dr polyety-
lenglykol och det oorganiska saltet &dr en blandning av
natriumklorid och natriumsulfat eller enbart natriumsul-
fat.
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4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
kinnetecknat dirav, att innan polymer och oor-
ganiskt salt tillsé&tts, bringas det helfermenterade &let i
kontakt med en blandning inneh&llande 1,5 - 5,0 % kalcium-
kloriddihydrat, 0,1 - 1,2 % mononatrium- eller monokalium-
fosfat och 0 - 0,6 % kalciumhydroxid, varvid procentande-
larna har riknats p& vikt/volym-basis p& vikten av till-
satsimnen i férhillande till volymen av fermenterat Ol.

5. Foérfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
k annetecknat dirav, att det helfermenterade
blet bringas i kontakt med en blandning innehdllande 1,5 -
5,0 % kalciumkloriddihydrat och 0,2 - 1,2 % mononatrium-
eller monokaliumfosfat.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
k annetecknat darav, att det helfermenterade
dlet bringas i kontakt med en blandning innehdllande 1,5 -
5,0 % kalciumkloriddihydrat, 0,1 - 0,6 % kalciumhydroxid
och 0,1 - 1,0 % mononatrium- eller monokaliumfosfat.

7. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 6,
kK innetecknat dirav, att volymfdrhdllandet av
polymerfasen innehdllande rikligt med enzym till volymen
av saltfasen innehdllande lite enzym &r 0,12 - 0,15.

8. Forfarande fér att tillvarata en extracellular
alkalisk proteas, varvid en lédmplig Bacillus lichenifor-
mis-stam fermenteras i ett la&mpligt ndringsmedium for att
producera helfermenterat &1, som innehdller Bacillus
licheniformis-celler och en extracelluldr alkalisk pro-
teas, kdnnetecknat dirav, att man i helfer-
menterat 61 tillsidtter 2,5 % kalciumkloriddihydrat och 0,6
% mononatrium- eller monokaliumfosfat, varvid procentande-
larna har riknats p& vikt/volym-basis pd vikten av till-
satsimne i forhillande till volymen av fermenterat &1, i
ovannimnda blandning tillsdtter 3 % polyetylenglykol och
15 & natriumsulfat, varvid procentandelarna baserar sig pd

viktandelar av vikten av totalblandningen av fermenterat
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81 och tillsatsdmnen, bildar en polyetylenglykolfas inne-
hidllande rikligt med alkaliskt proteas och en natriumsul-
fatfas innehdllande lite alkaliskt proteas, och separerar
de tvd faserna fér tillvaratagande av en produkt inneh&l-
lande rikligt med alkaliskt proteas.

9. Férfarande enligt patentkravet 8, k @ n n e -
t ec knat dirav, att blandningen efter tillsats av
kalciumkloriddihydrat och mononatrium- eller monokalium-
fosfat bringas i kontakt med 15 % natriumklorid, 4 % poly-
etylenglykol och 5,5 % natriumsulfat, varvid procentande-
larna baserar sig pd viktandelar av vikten av totalbland-
ningen av fermenterat 61 och tillsatsamnen.

10. Forfarande for att tillvarata ett extracellu-
ladrt varmestabilt alfa-amylas, varvid en lamplig Bacillus
licheniformis-stam fermenteras i ett ldmpligt naringsme-
dium fdr att producera helfermenterat &1, som innehdller
Bacillus licheniformis-celler och ett extracellulédrt al-
fa-amylas, kdannetecknat ddrav, att man i hel-
fermenterat 61 tillsadtter 0,4 % Kkalciumhydroxid, 0,12 %
mononatrium- eller monokaliumfosfat och 4 % kalciumklorid-
dihydrat, varvid procentandelarna har rdknats p& vikt/vo-
lym-basis p& vikten av tillsatsdmne i férhallande till
volymen av fermenterat 61, i ovanndmnda blandning tills&at-
ter 3,5 % polyetylenglykol, 10 % natriumklorid och 8 %
natriumsulfat, varvid procentandelarna baserar sig pa
viktandelar av vikten av totalblandningen av fermenterat
61 och tillsatsdmnen, bildar en polyetylenglykolfas inne-
hdllande rikligt med amylas och en natriumklorid-natrium-
sulfatfas innehdllande lite amylas, och separerar de tva
faserna for tillvaratagande av en produkt innehdllande
rikligt med amylas.

11. Forfarande for att tillvarata ett extracellu-
ldrt alfa-amylas, varvid en lamplig Bacillus amyloliquefa-
ciens-stam fermenteras i ett ldmpligt ndringsmedium foér

att producera helfermenterat 61, som innehdller Bacillus
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amyloliquefaciens-celler och ett extracelluldrt alfa-amy-
las, kdnnetecknat ddrav, att man i helfermen-
terat 81 tillsitter 3 % kalciumkloriddihydrat, 0,3 % kal-
ciumhydroxid och 0,6 % mononatrium- eller monokaliumfos-
fat, varvid procentandelarna har réknats pd vikt/volym-
basis p& vikten av tillsatsédmne i férhdllande till volymen
av fermenterat 81, i ovannidmnda blandning tillsdtter 3,15
$ polyetylenglykol, 10 % natriumklorid och 13,5 % natrium-
sulfat, varvid procentandelarna baserar sig pd viktandelar
av vikten av totalblandningen av fermenterat 61 och till-
satsdmnen, bildar en polyetylenglykolfas innehd&llande rik-
ligt med amylas och en natriumklorid-natriumsulfatfas in-
nehillande lite amylas, och separerar de tvd faserna for
tillvaratagande av en produkt innehdllande rikligt med

amylas.
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