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(54) Menetelmd B-glukanaasi- ja -amylaasientsyymien stabiloimiseksi, ndin
stabiloidut entsyymit ja rehut, joissa on sellaisia entsyymejd ja jotka
on tarkoitettu yksimahaisille eldimille - Férfarande f&r stabilisering
av 8-glukanas- och ol-amylasenzymer, p& detta sHtt stabiliserade enzymer
och foder innehd1lande dessa enzymer och avsett f&r monogastriska djur

(57) Tiivistelmd

Keksint® koskee menetelmis nestemiisten entsyymien
stabiloimiseksi ja sellaisia entsyymeitd
sisiltivid rehuja.

Keksinn¥n mukaisesti nestemdiset entsyymit
sumutetaan jatkuvasti sekoitetulle kiin-
tedlle kantajalle, joka on esimerkiksi
maissin alkoholikdymisen sivutuotetta.
Keksintd soveltuu yksivatsaisille eldi-
mille tarkoitettujen rehujen valmistukseen.

(57) Sammandrag
Uppfinningen avser en metod f8r stabilisering av enzymer

4 vitskeform och foder innehdllande sidana enzymer.
Enligt uppfinningen finfdrdelas enzymer i vitskeform kon-
tinuerligt‘p& en blandad, fast birare, som t.ex. 8r en
biprodukt av alkoholj¥st majs.

Uppfinningen ¥r l¥mplig att anvindas vid tillverkning av
foder avsett f8r djur med en mage.
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Menetelmd A-glukanaasi- ja&-amylaasientsyymien stabi-
loimiseksi, ndin stabiloidut entsyymit ja rehut, joissa
on sellaisia entsyymejd ja jotka on tarkoitettu yksima-
haisille eldimille

T4md keksintd koskee menetelm#d A-glukanaasi- ja
A -amylaasientsyymien stabiloimiseksi ja n#in saatuja
stabiloituja entsyymeitd. Lisiksi se koskee rehuja, jois-
sa on tdllaisia entsyymeit& ja jotka on tarkoitettu eten-
kin yksimahaisten eldinten ravinnoksi.

Entsyymeitd kdytet#d&n nykyisin yh3 enemm#n teol-
lisuudessa, erityisesti bioteknisissi kiymisprosesseis-
sa. Tdmdn takia on viime vuosina ollut havaittavissa yhd
aktiivisempien ja hinnaltaan yh4 edullisempien entsyymien
tuotanto: td&md on johtanut etenkin siihen, etti samassa
prosessissa kdytettdvd mdér8 vihenee, miki johtaa tuotan-
tokustannusten laskuun.

Yleensd entsyymeitd on saatavana kaupallisesti
nesteend tai jauheena, kuivattuina tai erilaisten sokeri-
molekyylien kanssa kuivattuina, mik4 lis&4 niiden l&mp8-
sdilyvyyttd jdlkimméisessi tapauksessa. Useimmiten kui-
vaus aiheuttaa entsyymiaktiivisuuden laskua, miki taas
nostaa entsyymiaktiivisuuden kustannuksia ja sen seurauk-
sena prosessin kustannuksia.

Tuotantotasolla entsyymeitd k&dytetddn pHddasiassa
seuraavassa kahdessa muodossa: vapaina tai eri teknii-
koilla immobilisoituina. Immobilisoiduissa entsyymeiss&
erotetaan tavallisesti entsyymit, jotka on sidottu ad-
sorption avulla eli kovalenttisella sidoksella kuten esi-
merkiksi glukoosi-isomeraasi, jota myy ja valmistaa ame-
rikkalainen yhti8 CPC International Inc., ja entsyymit,
jotka on suljettu kapseleihin tai vdliaineeseen kuten
esimerkiksi glukoosi-isomeraasi, jota valmistaa ja myy
italialainen yhtid Snam Progetti. Kuten voidaan huomata,
entsyymi voidaan immobilisoida kahdella ylld kuvatulla
tavalla.
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Yleensd entsyymin kiinnitt8minen suoritetaan, kun
substraatti on liukoinen tai dispergoituva: t#1lld tavoin
se voi pddstd suoraan kosketuksiin entsyymin kanssa, kos-
ka mitd8n fysikaalista estettd ei ole.

Ndmd pddmddrit ja tavoitteet sekd muut myBhemmin
ilmenevdt seikat saavutetaan t&dlld keksinn®n mukaisella
menetelmdlld nestemdisten entsyymien stabiloimiseksi,
johon kuuluu tietyn entsyymimddrdn sumuttaminen jatku-
vasti kiintedn kantajan pinnalle.

Sekd ihmis- ettd eldinruokinnassa on useissa jul-
kaisuissa kiinnitetty huomiota erilaisten entsyymien
kdyttd8n fysiologisten puutostilojen korjaamiseksi: ndin
siipikarjalle tarkoitettu ohra-annokset tdydennetddn o~
amylaasilla tai A-glukanaasilla, tai mdrehtijdille tar-
koitetut viljarehuannokset t#dydennet#dn proteaaseilla,
ol -amylaasilla tai sellulaasilla. Mutta tulokset eivdt
aina ole vakuuttavia, toisin sanoen lis&tylld entsyymeil-
14 ei ole saavutettu mit8dn etua ja joskus ne ovat jopa
vaikuttaneet negatiivisesti.

Tarvittava md&rd biologisesti vaikuttavia neste-
miisi¥ entsyymeitd osoittautuu usein hyvin pieneksi:
yleensi vdhemmdn kuin 150 ml 100 kg kohti lopullista ra-
vintoainetta. Tdmd muodostaa teknologisen esteen neste-
miisten entsyymien k&yt8lle ruoka-ainetuotantotasolla.
Toisaalta nestemiisten entsyymien sdilytysvaatimukset
ovat suhteellisen tiukat, silld ne on varastoitava
+4°C:n ldmpdtilassa.

T&min keksinn®n tarkoituksena on mySs luoda me-
netelmd ﬁ—glukanaasi- ja<X-amylaasientsyymien stabiloi-
miseksi, jonka avulla niit& voitaisiin s#ilyttdd huoneen
ldmpdtilassa.

Keksinn®n kohteena on stabiloidut A-glukonaasi-
ja ®-amylaasientsyymit, jotka eivdt siis menetd aktii-
visuuttaan niitd sis#dltdvdn ravintoaineen eri tuotanto-
vaiheissa ja riippumatta ravintoaineen olomuodosta (jau-

ho, rakeet, tai muruset).
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Keksinndn kohteena on my8s rehut, jotka sis§lt4-
vdt stabiloituja P—glukanaasi— ja &{-amylaasientsyymej4,
jotka ovat tehokkaita in vivo ja jotka on tarkoitettu
erityisesti yksimahaisten eldinten ruokintaan.

Ndmd pddmilrdt ja tavoitteet sekd muut my8hemmin
ilmenevdt seikat saavutetaan t&11% keksinn®n mukaisella
menetelmélly A-glukanaasi- ja X-amylaasientsyymien sta-
biloimiseksi, jolle menetelm#lle on tunnusomaista, ettd
entsyymit sumutetaan kiintedlle kantajalle, jonka vesi-
aktiviteetti on enintd#n 0,55 ja joka on kasvimateriaalin
alkoholikdymisen sivutuote, joka mahdollisesti on lopuk-
si tislattu.

Entsyymimddrd on edullisesti 0,5-100 ml yhtd kg
kohti kiinte#d4d kantajaa.

Kiinted kantaja saadaan edullisesti maissinjyvien
alkoholikdymisestd tai alkoholin tuotannosta. Siitd kdy-
tetddn yleens¥i anglosaksista nimitystd "Corn distillers"

Mieluiten kiinted3 kantajaa kdsitelld#n sitd en-
nen orgaanisilla hapoilla.

Kiinted kantaja on edullisesti 1 millimetri¥ pie-
nempind jyvdsind.

Kuten jo on esitetty, tdm#d keksint8 koskee my8s
nestemdisid entsyymeitd, jotka on stabiloitu sellaisella
menetelmdlld, se kdsittelee my8s niitd sisdltdvid ruoka-
aineita.

Kun nestemdistd entsyymi¥ sumutetaan kiintedn kan-
tajan pinnalle, joka on perdisin maissinjyvien alkoholi-
kdymisestd se adsorboidaan kiintedn kantajan pinnalle
niin, ettd se voidaan vapauttaa vettd sis&lt&vissi ym-
parist8ss¥d substraattia hydrolysoimaan.

Tdm8n keksinn®n mukaiset kiintedt kantajat on jo
kdsitelty orgaanisilla hapoilla kaikkien kontaminaatioi-
den estdmiseksi.

Kuten edelld on esitetty ndmd kiintedt kantajat
muodostuvat pddasiassa sivutuotteina joko etanolin tuo-
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tannosta kuten tislaamon j&temdskein& (distiller's spent
grains tai DSG) tai maissin alkoholikdymisest& kuten tis-
lauksen jdlkeen talteen otetuista proteiinifraktioista.
Ndihin fraktioihin kuuluvat tislausmidskit ja liuokset
fraktiot. Tdssd tapauksessa pddasialliset sivutuotteet
ovat maissitislaamon mdskit, joihin sisdltyvdt liukoiset
ainekset (corn distiller's dried grains with solubles tai
CDGS) , maissitislaamon kuivatut médskit (corn distiller's
dried solubles tai CDS). Toisentyyppisistd kiinteistd
kantajista voidaan mainita maissigluteenipohjaiset tuot-
teet (corn gluten feed tai CGF). Ndiden eri tuotteiden
pddasiallisten fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien
keskiarvot ja keskimd#drdinen koostumus on ryhmitelty alla

olevassa taulukossa I.
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Taulukossa I esitettyjen kiinteiden kantajien
pddasialliset ominaisuudet ovat

- suhteellisen matala pH, noin 5;

- alhainen veden aktiivisuus (Aw), mieluiten

alle 0,55;
~ alhainen rasva-ainepitoisuus, jotta vadltyt-
tdisiin kaikilta entsymaattisilta, vapaita
radikaaleja synnyttdviltd peroksidaatioilta, jotka
denaturoivat stabiloitavia nestemdisid entsyymeitd.

Toisaalta ndilli kiinteilld kantajilla ei saa olla
in situ-entsymaattista aktiivisuutta, joka voisi hdirita
stabiloitujen entsyymien aktiivisuutta.

Kiintedn jatkuvasti sekoitettava kantajan pintaan
sumutettujen nestemiisten entsyymien mddrd on kertaluokkaa
0,5 - 100 ml kg:ta kohti kantajaa. Itse asiassa maksi-
maalista sumutusprosenttia rajoittaa toisaalta se veden
maksimaalinen aktiivisuus (Aw), jossa mikro-organismit
kasvavat mitd on viltettdvd- ja toisaalta kantajan massan
kasvu ja samanaikaisesti juoksevuuden aleneminen.

Seuraavat esimerkit osoittavat vain asiantuntijalle
tdmdn keksinndn toteuttamistavan.

Esimerkki 1

"24 ACCELA-COTA DE MANESTY"-tyyppiseen laitteeseen,
jota k3ytetddn tablettien pddllystdmiseen ja jonka suuttimet,

joiden kautta ruiskutetaan normaalisti kuumaa ilmaa kuiva-
ukseen, on suljettu, laitetaan 6 kg maissitislaamon kuivattua
mdskid (CDG). Koko ajan koneen pydriessd noin 12 kierroksen
nopeudella minuutissa, sumutetaan 6 minuutin ajan nestemdistd
B-glukanaasia ruiskupistoolilla, joka on varustettu hal-
kaisijaltaan 0,8 mm:n suuttimella. Sumutusnopeus on 50 ml/min
3,5.105 Pascalin ilmanpaineella, Noin kolmen minuutin homo-
genisoinnin jdlkeen rumpu pysdytetddn ja kerdtddn talteen
stabiloitu nestem&inen/4—glukanaasi.

Ndin stabiloitua entsyymid voidaan lisdt&d esimerkiksi

siipikarjan rehuun, joka voi sis&dltdd ohraa 5-70 % painosta.
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Alla olevassa taulukossa II on siipikarjalle tarkoitettu
ohje, jossa on tdmin keksinndn mukaista stabiloitua neste-

mdistd entsyymid.

Taulukko
Aineosat Paino %
Maissi 31,9
Ohra 30
Scija 26,3
Liha 5
Rasva-aine 4,3
Vitaminoitukiven-
ndisyhdiste 1,5

Stabiloitu nestemdinen
entsyymi 1

Esimerkki 2

Vaakatasossa olevaan 5000 litran hihnasekoittajaan,
jossa on 10 sumutussuutinta( lis&tddn 220 kg maissitislaa-
mon dski&d, joka sisdltid liukoisia aineita (CDGS), sekoit-
tajan pySrimisnopeus ja 20 kierrosta minuutissa.
/5—glukanaasin ja A -amylaasin seoksen sumuttaminen suori-
tetaan 6,5 minuutin aikana nopeudella 140 1/t 4,1 Pascalin
llmanpaineella.

3 minuutin homogenisoinnin jidlkeen otetaan talteen
stabiloitu nestemiinen entsyymiseos, joka voidaan lis&ti
0,5-1 % painosta siipikarjalle tarkoitettuun rehuun, joka
voi sis&ltdd 5-70 % painosta ohraa.

Téamén keksinndn mukaisella menetelmilli tuotetaan
Siis nestemdisii kiinte&n kantajan pintaan stabiloituja
entsyymeitd kokonaisuus kisittdd seoksen, jota voidaan
kdyttdd rehun tuottamiseen etenkin vksivatsaisille el&di-
mille kuten siipikarjalle.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd p-glukanaasi- ja «~amylaasientsyymien
stabiloimiseksi, jotka sdilyttdvdt aktiviteettinsa varas-
toinnin aikana, ja jotka on tarkoitettu eldinten rehuksi,
tunnettusiitd, ettd entsyymit sumutetaan kiin-
tedlle kantajalle, jonka vesiaktiviteetti on enintdén
0,55 ja joka on kasvimateriaalin alkoholikdymisen sivu-
tuote, joka mahdollisesti on lopuksi tislattu.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettusiitd, ettd kiintedn kantajan pH-arvo
on noin 5.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettusiitd, ettd kiintedn kantajan raekoon ja-
kauma on alle 1 mm.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen mene-
telmd, tunnettusiitd, ettd sumutettujen entsyy-
mien m8dr8 on 0,5-100 ml yhtd kg kohden kiintedd kanta-
jaa.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen mene-
telmd, t unnett u siitd, ettd kiinted kantaja on
etanolin valmistuksen kiinted sivutuote.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettusiitd, ettd kiinted kantaja on rankkia.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettusiiti, ettd kiinted kantaja on maissin
alkoholikdymisen sivutuote.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1-7 mukaisella me-
netelmdlld stabiloitu P-glukanaasi— tai «—-amylaasient-
syymi.

9. Rehu, erikoisesti yksimahaisia eldimid varten,
tunnettusiiti, etti se kisittdd 0,5-1,5 paino-%
vidhint&4n yht#d 5-glukanaasi- tai x-amylaasientsyymid,
joka on stabiloitu jollakin patenttivaatimuksen 1-7 mu-
kaisella menetelmdlld.
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Patentkrav

1. F8rfarande f8r stabilisering av A-glukanas-
och d-amylasenzymer, vilka bibehdller aktiviteten under
lagring och vilka #r avsedda till foder f&r djur, k & n -
netecknat dirav, att enzymerna atomiseras pa en
fast birare, vilken har en vattenaktivitet av h&gst 0,55
och vilken utg®8rs av en biprodukt av alkoholjédsning av
ett vegetabiliskt material, vilken biprodukt eventuellt
till slut destillerats.

2. F8rfarande enligt patentkravet 1, k d n n e -
t ecknat didrav, att den fasta bdraren har ett pH-
vdrde av cirka 5.

3. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kEnnetecknat dirav, att den fasta bdraren har
en granulometri under 1 mm.

4. F8rfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3,
k8 nnetecknat dirav, att mdngden av de atomi-
serade enzymerna 4r 0,5-100 ml per kg fast bdrare.

5. F8rfarande enligt ndgot av patentkraven 1l-4,

Kk innetecknat ddrav, att den fasta bdraren
utg8rs av en fast biprodukt av etanolframst&llning.

6. F8rfarande enligt patentkravet 5, k & n n e -
t ecknat dirav, att den fasta bdraren utgdrs av
drank.

7. F8rfarande enligt patentkravet 5, k @ n n e -
tecknat dirav, att den fasta bdraren utgdrs av en
biprodukt av alkoholj&sning av majs.

8.)ﬁ—glukanas- eller x-amylasenzym stabiliserad
medelst ett f8rfarande enligt ndgot av patentkraven 1-7.

9. Foder, i synnerhet f8r monogastriska djur,
kinnetecknat dirav, att det omfattar minst
0,5-1,5 vikt-% av minst en fB-glukanas- eller X-amylas-
enzym, vilken stabiliserats medelst ett fdrfarande enligt

ndgot av patentkraven 1l-7.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Hakemusjulkaisuja:-Ansdkningspublikationer: lso-Britannia-Storbritan-

nien(GB) 1 572 761 (A 23 K 1/165).

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 617 300 (A 2 1
4 116 772 (C 07 G 7/02). 300 (A 23 k 1/00),



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

