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Tiivistelmd - Sammandrag

Epidpuhtaasta vehnin tai muiden viljakas-
vien tirkkelyksestd saatujen glukoosi-
siirappien suodatettavuus paranee, kun
niiti k#sitell&dn Disporotrichum-ksyla-
naasilla. Myds tdrkkelyksen erottuminen
epdpuhtaan viljatdrkkelyksen muista ai-
neosista paranee lisittdessd ksylanaasia

ennen tirkkelyksen erottamista.

Filtrerbarheten hos glukossiraper er-
hdllna fr&n oraffinerad stirkelse ur vi-
te eller andra sidesviixter fdrbéttras
genom att behandla dessa med Disporo-

trichum-xylanas. Ocksd avskiljningen av

stirkelse fr&n andra konstituenter i
oraffinerad stidrkelse ur sddesvidxter
forbdttras vid tillsats av xylanas fore
stdrkelsens avskiljning.
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Menetelmd glukoosisiirappien ja puhdistettujen t#rkkelysten
tuottamiseksi vehn#n ja muiden viljakasvien pentosaaneja
sisdltdvistyd térkkelyksistd -

FO6rfarande f8r framst#llning av glukossiraper och renade
stdrkelser ur pentosaner innehdllande st&rkelser av vete och
andra s#desvéxter

Keksinndn kohteena on glukoosisiirappien valmistaminen puh-
distamattomista vehn8n ja muiden viljakasvien pentosaaneja
sisdltdvistd tdrkkelyksistd ja sellaisten t#rkkelysten erot-
taminen muista viljakasvien sis&lt&mist¥8 aineosista, kuten
esimerkiksi gluteenista.

Selluloosa ja t&rkkelys ovat t#rkeimm#t hiilihydraattien
ldhteet. Koska t#rkkelys imeytyy ihmisen ruuansulatuskana-
vasta paljon helpommin kuin selluloosa, on sit¥ jo pitk&&n
kdytetty elintarvikkeena. Se on my8s t&rkes teollisuuden
raaka-aine.

Periaatteessa tdrkkelys voidaan depolymeroida katalyyttises-
ti hapoilla, mutta t4118in depolymeraatio on melko ep&tiy-
dellinen ja sivutuotteita muodostuu melko runsaasti. Siksi
tdrkkelyksen entsymaattinen hydrolysointi on ollut kasvavan
mielenkiinnon kohteena.

Luonnon tdrkkelys sis8l1t#4 kahdenlaisia glukoosiyksik®istd
koostuneita makromolekyylej&. Toinen molekyyli, nimelt&4n
amyloosi, on suoraketjuinen ja sis8lt#4 yksinomaan alfa-
1-4-sidoksella toisiinsa kiinnittyneitd glukoosiyksik&iti.
Tdrkkelys sis#lt88 noin 25% amyloosia. Toinen molekyyli,
amylopektiinni, on runsaasti haaroittunut ja koostuu sek¥
alfa-1-4- ettd alfa-1-6-sidoksin toisiinsa kiinnittyneist4
glukoosiyksikbistd.

Alfa-1-6-sidosten kokonaism#%r¥ on tavallisesti alle 5 %.

Td&rkkelyksen nykyaikaisessa hajottamisessa k#ytet&&n ylei-
sesti kahta eri entsyymid. Alfa-amylaasientsyymi¥ k#ytet&#n
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t4rkkelyksen nesteytt#miseen (tai ohentamiseen) dekstrii-
neiksi, joilla keskim#ir#dinen polymeroitumisaste on noin
7-10, ja amyloglukosidaasientsyymi# k#ytetddn lopulliseen
sokeroimiseen, jolloin aikaansaadaan korkean glukoosipitoi-
suuden (92-96 %) omaavaa siirappia.

viljakasvit kuten vehn# ja ohra sis#ltévat liimamaisia yh-
disteitd (kumeja), jotka lisisvidt viskositeettia ja alenta-
vat nestemdisten viljauutteiden, kuten juuri kuvatulla ta-
valla valmistetun glukoosisiirapin ja puhdistettujen té&rkke-
lysten suodatettavuutta. T#llaiset kumit muodostuvat p&ddosin
glukaaneista, mutta sis#lt8vit myds joitakin pentosaaneja.
Pentosaanien rakenne on huomattavasti monimutkaisempi kuin
tavallisesti esitetty rakenne, joka koostuu pitkistd 1,4-
beta-D-ksylopyranoosiketjuista, joissa on yksittdisid 1,2-
tai 1,3-alfa-L-arabinofuranocosi-sivuryhmi8 (suhde: yksi ara-
binoosi kahta ksyloosiryhm#&8 kohti); katso kuva 1. (H. Neu-
kom, L. Providoli, H. Gremli ja P.A. Jui, Cereal Chem., 44,
238 (1967).

Pentosaanien ominaisuudet vaihtelevat sen mukaan, onko pep-
tidejs, feryylihappoa ja arabinogalaktaania l&sn& vai ei.
Noin 2/3 kokonaispentosaaneista on liukenemattomia korkean
molekyylipainonsa ja proteiineihin ja muihin yhdisteisiin
sitoutumisensa takia. Niill& on korkea vedensitomiskyky ja
niist4 j&& kuohkeita (suuren tilavuuden omaavia) suodatus-
j4%nndksi&. Kun liukenevien pentosaanien arabinofuranoosisi-
vuryhm&t hydrolysoidaan, niin havaitaan substituoimattomien
ksylaanien yhteenkerdytyminen ja saostuminen.

Eri viljakasvien keskim##rdinen pentosaanipitoisuus on seu-
raava (katso "Handbuch der Lebenmittelschemie", Vol. 5, s.
32, 1967, Springer Verlag):
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Viljakasvin jyv¥ Pentosaaneja (% kuivapainosta)
Ohra (kuoret mukaanlukien) 10,3
Vehnd 7,4
Ruis 10,6
Kaura (kuoret mukaanlukien) 7.5
Maissi 6,2
Riisi 2,0
Hirssi 2,0

Haluttaessa parantaa puhdistamattomasta vehn&t#rkkelyksestd
saatujen glukoosisiirappien suodatettavuutta on kokeiltu
siirapin k&sittely¥ ksylanaasilla. Ksylanaasi on entsyymi,
joka hydrolysoi pentosaaneissa esiintyvi#8 ksylaaneja.

Artikkelissa Starch 36, 135 (1984), on kuvattu sieniper&inen
beta-glukanaasituote, jolla on pentosanaasiaktiivisuutta.
T&t8 entsyymis on suositeltu kiytettdv8ksi vehnitirkkelyste-
ollisuuden j4tevesien k#sittelyssi.

GB-patenttijulkaisussa n:o 2,150,933 kuvataan pentosanaasi,
jota saadaan Talaromyces (s.o. Penicillium) emersonii'n fer-

mentaatiossa. T&m#n entsyymin on kuvattu kykenev#n kataly-
soimaan ksylaanin degradaatiota ja olemaan hy8dyksi mm.
alennettaessa térkkelyslietteiden viskositeettia, jotta
tdrkkelyksen talteenotto paranisi.

Td&mdn keksinndn mukaisesti tuotetaan ep&puhtaista, pentosaa-
neja sisdltdvistsd viljat8rkkelyksist8 parannetun suodatetta-
vuuden ja/tai alemman viskositeetin omaavia glukoosisiirap-
peja menetelmdlld, jossa sanottu ep&puhtaus térkkelys saate-
taan alttiiksi Sporotrichum dimorphosporum- kannan ATCC
24562 tuottaman endoksylanaasin vaikutukselle pentosaanien

hydrolysoimiseksi, ja hydrolysoidaan t#rkkelyksen muuttami-
seksi glukoosiksi.
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Niin ollen glukoosisiirapin valmistamista puhdistamattomasta
vehndtédrkkelyksestd voidaan parantaa hydrolysoimalla t&rkke-
lys entsyymiseoksella, joka sis8lt88 alfa-amylaasin ja amy-
loglukosidaasin lisdksi my8s Sporotrichum dimorphosporum-
kannasta ATCC 24562 saatua endoksylanaasia.

Ksylanaasia voidaan siis mySs k&8yttd88 eristettdess&8 t&rkke-
lystd8 vehnd- ja muista jauhoista, jotka on saatu pentosaane-
ja sis8ltdvistd viljakasveista. Vehn#n mérk&jauhatuksessa
erotetaan gluteeni muista aineosista (t&rkkelysliete) mekaa-
nisesti. T&rkkelysliete erottuu tiiviisti pakkautuneeksi
alemmaksi kerrokseksi, joka sisdltd8 puhdistetun térkkelyk-
sen, ja supernatantiksi, joka sis&ltd& liimamaisia
(mucilaginous) aineita. T&t& liimamaista fraktiota, joka
sis81t48 pieni¥d tdrkkelysjyvési8, hemiselluloosaa ja pro-
teiinia, kutsutaan kumiv&likerrokseksi, j&&nn8kseksi tai
j&tteeksi (squeegee, tailings, sludge). Hemiselluloosaosa
sisdltdd ksyloosia (noin 60 %), arabinocosia (noin 38 %) ja
glukoosia (noin 2 %).

Jatkuvatoimisen sentrifugin avulla voidaan t#rkkelysliete
jakaa puhtaammaksi konsentraatiksi eli "A"-t&rkkelykseksi ja
pienten jyvdsten sek#8 paisuneiden jyvésten ja pentosaani-
kompleksien muodostamaksi epdpuhtaaksi eli "B"-t&rkkelyksek-
si. Kun vehndtdrkkelysliete k&dsitellddn Sporotrichum dimorp-
hosporum endoksylanaasilla ennen jatkuvatoimista sentrifu-
goimista, lis#ddntyy "A"-laatuisen térkkelyksen saanto pento-
saanien hydrolyysin ja kumiv&likerroksen alentuneen viskosi-

teetin ansiosta.

Keksint8 koskee siten my8s menetelm8dd viljat&rkkelyksen
erottamiseksi viljan muista aineosista. Menetelm&ss# raaka
viljatdrkkelys saatetaan alttiiksi Sporotrichum dimorphospo-
rum -kannan ATCC 24562 tuottaman endoksylanaasin vaikutuk-
selle ennen kuin t&8rkkelys erotetaan mekaaniseksi lietteen

muista aineosista.
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Tdssd keksinn8ssd kdytetty ksylanaasi on endoksylanaasi, jo-
ka on eristetty Basidiomycete Sporotrichumista ja erityises-

t1 Sporotrichum dimorphosporumista, kuvattu Sporotrichum-

suvun "systematiikan tarkistuksessa", J.A. Stalpers, Studies
in Mycolocy, 24, 1 (1984).

Tdssd keksinnOssd ksylanaasivalmistetta, joka on saatu Spo-
rotrichum dimorphosporumista, kanta ATCC 24562, saatavissa
American Type Culture Collection'ista, kanta on identtinen
kannan CBS 484.76 kanssa, joka on saatavissa Centraal Bureau
voor Schimmelcultures-talletuslaitoksesta, Baarn, Alanko-

maat.

Kasvatettaessa alustalla, joka sis8lt88 selluloosaa, pektii-
nid, hiivauutteita ja erilaisia suoloja, tuottaa Sporotric-
hum dimorphosporum endoksylanaasia. Endoksylanaasi hydroly-

soi pentosaaniketjujen 1,4-beta-ksyloosisidoksia. Tekniselts
kannalta katsottuna endo-tyyppinen entsyymi on yleisesti
suositeltavampi, koska se hydrolysoi suurimolekyyliset poly-
sakkaridit eritt8in nopeasti. Ekso-tyyppinen entsyymi vaatii
enemmdn aikaa ja suuremman entsyymikonsentraation, jotta
saavutettaisiin teknisesti sama tulos.

Rinnakkaisessa patenttihakemuksessamme n:o 864897, joka pe-

rustuu EPhakemukseen 85202016.3, kolmas joulukuuta 1985, on

kuvattu menetelmd endoksylanaasiaktiivisuuden m8&ritt&misek-
si. T&md hakemus liitet#8n t#&h&n viitteeksi.

Sporotrichum-ksylanaasikonsentraatti, joka on sopiva t&m&n

keksinndn mukaiseen k8yttddn, saadaan seuraavalla tavalla.
Fermentointi suoritetaan steriiliss¥ tankissa ja kasvuliuok-
sessa tunnetulla tavalla. Kasvuliuos sis§lt84 selluloosaa,
pektiinid, hiivauutetta ja sopivia suoloja. Se ymp%t&in
Sporotrichum dimorphosporumin puhdasviljelm#114. Fermentoin-
ti suoritetaan vakioldmpdtilassa v&1ill¥ 20°C - 37°C, mie-
luiten 32°C:ssa, ja pH pidet#8n v&1ill18 3,0 - 6,0, mieluiten
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v41i114 4,0 - 4,5. Fermentointi voi olla joko panos- tai
jatkuvatoiminen fermentointi. Ksylanaasiaktiivisuutta seura-
taan prosessin aikana. Entsyymin tuottoa ei tarvitse vdltté-
m&ttd indusoida 1is48m&l1¥ ksylaaneja sis&lt&vid aineita
(esim. maissinjyvi¥d tai maissijauhoja), ja sellaisten ainei-
den lis&3minen yleens& aiheuttaa eksoksylanaasin tuottoa,
mik¥8 on keksinn®én kannalta vdhemm&n hy8dyllist&. Kun tarvit-
tava entsyymiaktiivisuus on saavutettu, massa kerd&t&&n ja
konsentroidaan vakuumissa tai ultrasuodatuksella. Konsent-
raatti voidaan myyd¥ joko nestepreparaattina tai spray-
kuivattuna jauheena. Endoksylanaasi hydrolysoi pentosaani-
ketjujen 1,4-beta-ksyloosisidoksia.

Puhdistamattoman entsyymituotteen ominaisuuksia on tutkittu
viskosimetrisesti substraatilla, joka sis&ltdd + 1% ksylaa-
neja (katso liitteen¥ olevia kuvia 2 ja 3). Optimi-pH on
4,7, mutta pH-v#11i11% 3,0 - 6,0 on suhteellinen aktiivisuus
yli 50%. Optimil&mpstila on 55°C, mutta vield 65°C:ssa yli
puolet suhteellisesta aktiivisuudesta on j&ljelld. Tdmdn
Sporotrichum-ksylanaasin puhdistamista ovat tutkineet Com-
tat et al. (J. Comtat, K. Ruel, J.-P. Joseleau ja F. Bar-
noud, Symposium on Enzymatic Hydrolysis of Cellulose, SITRA,
Helsinki, Suomi, 351 (1975); J. Comtat ja J.-P. Joseleau,
Carbohydr. Res., 95 101 (1981)):

Kun tutkittiin endo- ja eksoksylanaasiaktiivisuutta omaavien
entsyymien vaikutusta puhdistamattomasta vehn&térkkelyksesta
saatujen glukoosisiirappien suodatettavuuteen, havaittiin,
ettd Sumizym AC (Aspergillus niger-selluloosa, Shin Nihon),

Drum pektinaasi (Aspergillus niger-drum pektinaasi, Gist-

Brocades) ja Sporotrichum-ksylanaasi olivat erittdin aktii-
visia. Tulokset, jotka saatiin Sumizym AC:11&, ovat suuresti
riippuvaisia entsyymin konsentraatiosta, mutta tulokset,
jotka saatiin Sporotrichum-ksylaanasilla, eivét ole. N&éyttda
silt4, ettd Sumizym AC vaikuttaa ekso-entsymaattisesti ja
Sporotrichum vaikuttaa vain endo-entsymaattisesti.
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Sporotrichum-ksylanaasin kokonaisvaikutus saavutetaan ilmei-
sesti alhaisella pitoisuudella. Drum-pektinaasilla ja Sumi-
zym AC:118 on l&hes sama teho, mutta Drum-pektinaasi antaa
suuremman glukoosisaannon.

Sporotrichum-endoksylanaasi ja Penicillium emersonii-endo-
ksylanaasia verrattiin lis8&m8ll1¥ samat m8drdt eksoksylanaa-
sia Aspergillus niger-valmisteista. P. emersonii-ksylanaasi
- eksoksylanaasi-seoksilla oli pienempi teho kuin Sporotric-
humksylanaasi - eksoksylanaasi-seoksilla.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintd§.

Esimerkki I
Vakiomenetelmd B-tyypin vehn#dtdrkkelyksen nesteyttdmiseen,
sokeroimiseen ja suodattamiseen.

Substraattina k&ytettiin B-tyypin t&rkkelystd, Roquette Fre-
res, viite LAB 833, jonka proteiinipitoisuus oli 1,2 - 1,5 %
ja pentosaanipitoisuus 3 - 4 %.

A. Nesteyttidmismenetelm¥

Vehn&tédrkkelys nesteytettiin, 30 % k.a. (kuiva-ainetta),
18hdevedess4 (160 ppm Ca't) nesteyttimislaitteessa (pilot
plant) seuraavan menetelm&n mukaisesti:

6 minuuttia 105-106°C:sa
2 tuntia 95°C:ssa

Maxamyl'id, l3mpSkestdvdd Bacillus licheniformis-alfa-amy-
laasia, Gist-Brocades, k#ytettiin 6 yksikk8& k.a.-grammaa
kohti. pH s&&dettiin 6,4:ksi NaOH:1lla. Nesteytt8mistd ei ol-
lut mahdollista suorittaa korkeammissa kuiva-ainepitoisuuk-
sissa, koska liete oli erittdin viskoosia.
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B. Sokerointimenetelmi

Nesteytetyn t&rkkelyksen pH s#&8dettiin 4,2:ksi. Ensimmdisis-
s8 kokeissa kdytettiin 25000 AGI Amigase GM (Aspergillus
niger amyloglukosidaasi, Gist-Brocades) k.a.-kiloa kohti.
T4t8 ylim¥8r¥istd annosta kdytettiin, koska haluttiin est&i
t4rkkelyksen uudelleengranuloitumisen (retrogradation) vai-
kutus suodatustesteihin. Tdt¥ seuranneet kokeet suoritettiin
normaalilla 17500 AGI/kg k.a.

Suodatusentsyymit on lis&tty Amigase:n kanssa sokeroimisen

alussa.

Reaktiota jatkettiin kolmen p#iv8n ajan 60°C:ssa, jonka j&l-
keen suodatettavuus testattiin.

C. Suodatettavuustestit ja analyysit

Testeiss¥d k8ytettiin Seitz-laboratoriosuodatinta 60°C:ssa
vesikierrolla. Suodatin oli varustettu kangassuotimella ja
lis8ksi k8ytettiin Dicalite 4258 S2 (Kieselguhr). Esipddl-
lystys suoritettiin 15 g:1la Dicalite S2:ta dispergoituna
150 ml:aan glukoosisiirappia, 30 %:n k.a.:ssa. Sokeroitu
tdrkkelys suodatettiin 1 barin paineessa ja suodoksen tila-
vuus/aikayksikk$ mitattiin. Suodatettavuuskerroin saatiin
kaavasta: '

suodoksen til. 15 min kul. - suodoksen til. 1 min kul.
14

= suodoksen tilavuus/min.

Suodatuksen j#lkeen mitattiin viskositeetti kapillaarivisko-
simetrilld 20°C:ssa ja sokerit m#8ritettiin nestekromatogra-
fisesti.
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Esimerkki II

Nesteytetyn vehn#tsrkkelyksen suodatettavuuden parantaminen
Sporotrichum-ksylanaasin avulla

2 - 3 % pentosaaneja sisdltévdn B-tyypin vehn¥t8rkkelyksen
nesteyttdmiseen k&ytettiin maissitdrkkelyssiirapille k&ytet-
tyd tavanomaista menetelmds8 ensiksi nesteytt&m#lli kiinted
tdrkkelys alfa-amylaasilla ja toiseksi sokeroimalla saatu
nesteytetty tdrkkelys amyloglukosidaasilla. N&in saatiin
korkean glukoosipitoisuuden omaava siirappi. Sporotrichum-
ksylanaasia k8ytettiin sokeroimisvaiheessa amyloglukosidaa-
sin lisé&ksi.

Kolmen pdivén ajan 60°C:ssa ja pH 4,2 - 4,5:ss8 tapahtuneen
inkuboinnin j&lkeen suoritettiin suodatettavuustestit nor-
maalilla menetelm&l14. Tulokset, jotka ovat taulukossa 4,
osoittavat, ettd Sporotrichum-ksylanaasin lis#8ys alentaa
siirapin viskositeettia ja siten parantaa suodatettavuutta.

Esimerkki III

Sporotrichum-ksylanaasin ja Sumizym AC:n vaikutus nesteyte-
tyn B-tyypin vehn#&térkkelyksen suodatettavuuteen

Olosuhteet samat kuin Esimerkiss¥ I, 25000 AGI/kg k.a.
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annostus $:ina

1
suodoksen tilavuus/

entsyymi k.a.:sta min.

Nollakoe (vain AG) - 7.8 ml

Sporotrichum-

ksylanaasi ' ’

laimennettu 500 u/g 0,05 15,6 ml
" 0,1 15,2 ml
" " 0,2 16,3 ml

Sumizym AC 0,005 15,3 ml
. " 0,01 18,3 ml
" " 0,02 21,8 ml
" " 0,05 24,5 ml

Tulokset, jotka on saatu Sumizym AC:118, riippuvat entsyymin
konsentraatiosta, mutta tulokset, jotka on saatu Sporotric-
hum-ksylanaasilla, eiv#t ole riippuvaisia entsyymin konsent-

raatiosta.

Esimerkki IV:

Sporotrichum-ksylanaasin ja Sumizym AC:n tai Drum-pektinaa-

sin seosten vaikutus nesteytetyn B-tyypin vehn&tdrkkelyksen

suodatettavuuteen

Olosuhteet kuten esimerkissd I, 25000 AGI/kg k.a.
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11
ensimmii= | annostus |toinen lannostus suodoksen tila-
nen entsyyr% :ina entsyymi }%:ina vuus / min
mi k.a.:sta"| k.a.:sta
. 1
nollakoe - - - 7,5 ml
Sporo-
trichum-
ksylanaasi
laimennet-
tu
500 u/g 0,005 - - 12,9 ml
0,01 - - 14,0 ml
0,05 - - 15,5 ml
0,05 Sumizym AC 0,005 18,5 ml
" “ 0,01 21,0 ml
" " 0,02 20,8 ml
" Drum-pekti- 0,005 17,8 ml
" " i 0,01 20,5 ml
. . 0,02 21,4 ml

Sporotrichum-ksylanaasin kokonaisteho saadaan matalalla

toisuudella. Kun t&m8n endoksylanaasin kanssa kdytetd&n
eksoksylanaaseja, Drum-pektinaasia ja Sumizym AC:t&, on
niills suunnilleen sama teho, mutta Drum-pektinaasi antaa

suuremman glukoosin reversion.

pi-
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Sporotrichum-ksylanaasin ja Sumizym AC:n tai Drum-pektinaa-

sin seosten vaikutus nesteytetyn B-tyypin vehn&tdrkkelyksen

suodatettavuuteen ja glukoosin saantoon

Olosuhteet kuten esimerkissd I, 25000 AGI/kg k.a.

ensim- lannostus| toinen lnnostus { suodoksen lviskosi- |glukoo-
midinen {%:ina entsyy—%:ina tilavuus/ |teetti sisaanto
entsyy- |k.a.:sta] mi k.a.:sta |min (mPa/s) (%)
hi (ml)
nollakoe
(+ AG)
- - - 6,40 6,8 -
Sporo-
richum-
ksyla-
maasi
laimen-
nettu
" » " 0,0075 15,20 3,72 90,67
" " " 0,01 16,4 3,71 90,40
" " " 0,0125 16,8 3,69 90,02
" " Sumi-
zym AC 0,01 17,5 3,59 91,96

T8m4 koe vahvistaa Drum-pektinaasin korkean reversiovaiku-

tuksen glukoosisaantoon. Koe Sumizym AC:n kanssa on tehty

vertailun vuoksi.




Esimerkki vI

Sporotrichum-ksylanaasin ja Penicillium emersonii-beta-
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glukanaasin aktiivisuudet ké&ytettdess8 samaa eksoksylanaasin

aktiivisuuden lisdysté

Olosuhteet kuten esimerkissd I, 17500 AGI/kg k.a.

nsim- lannostus |toinen |annostus |suodoksen | viskosi- ]glukoo-
dinen [3:ina  |entsyy-|%:ina tilavuus/ | teetti sisaan-
ntsyy-k.a.:sta |[mi k.a.:sta|min (mPa/s) to
i (ml) (%)
nolla-
koe
(+ AG)
- - - 3,5 6,83 93,13
Eporo- N
Erichum-
Esylanaas.
aimennett
Eu
500 u/g | o0.01 - - 9,9 4,40 92,17
“ Sumizym
AC 0,0035 15,4 4,12 91,58
P.emersonii
beta-glu-
kanaasi 0,02 - - 9,0 4,67 92,28
" " Drum p.{ 0,005 11,7 4,35 90,96
" “ Sumizym
AC 0,0035 11,8 4,22 91,74
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Ndmd& kokeet osoittavat, ettd P. emersonii-beta-glukanaasi
endo-ksylanaasi - ekso-ksylanaasi-seoksilla on pienempi yh-
teisvaikutus kuin Sporotrichum-ksylanaasi - eksoksylanaasi-
seoksilla.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd parantuneen suodatettavuuden ja/tai alentuneen
viskositeetin omaavan glukoosisiirapin valmistamiseksi
viljakasvien epdpuhtaasta pentosaaneja sisdltédviéstd tdrkke-
lyksestd, tunnettu siitd, ettd mainittu epdpuhdas tédrkkelys
saatetaan alttiiksi Sporotrichum dimorphosporum -kannan
ATCC 24562 tuottaman endoksylanaasin vaikutukselle pento-
saanien hydrolysoimiseksi, ja hydrolysoidaan tdrkkelyksen
muuttamiseksi glukoosiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd glukoosisiirappi valmistetaan saattamalla epdpuh-
das vehndtdrkkelys alttiiksi alfa-amylaasin ja amylogluko-
sidaasin, ja mainitun endoksylanaasin vaikutukselle.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi, tunnettu
siitd, ettd endoksylanaasia kdytetddn seoksena Aspergillus

niger -eksoksylanaasin kanssa.

4. Menetelmd viljat&rkkelyksen erottamiseksi viljan muista
aineosista, tunnettu siitd, ettd raaka viljatdrkkelys saa-
tetaan alttiiksi Sporotrichum dimorphosporum -kannan ATCC
24562 tuottaman endoksylanaasin vaikutukselle ennen kuin
tdrkkelys erotetaan mekaanisesti lietteen muista aineosis-
ta.
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Patentkrav:

1. Fdérfarande for framstdllning av glukossirap, som har
bittre filtrerbarhet och/eller nedsatt viskositet, ur
pentosaner innehdllande oren stérkelse av sddesvixter,
kinnetecknat dirav, att den nidmnda orena stdrkelsen utsdt-
tes fér endoxylanas producerad av Sporotrichum dimorphospo-
rum -stammen ATCC 24562 fdr att hydrolysera pentosanerna,
och hydrolyseras fér att omvandla stédrkelsen till glukos.

2. Fdérfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat darav,
att glukossirapen framstélls genom att utsidtta oren vete-
stirkelse fér alfa-amylas och amyloglukosidas, och for det

ndmnda endoxylanaset.

3. Foérfarande enligt patentkravet 1 eller 2, ké&nnetecknat
dirav, att endoxylanas anvinds som blandning med Aspergil-

lus niger exoxylanas.

4. Fdérfarande for separering av sddesstdrkelse frdn andra
best&ndsdelar av spannmdl, kdnnetecknat dadrav, att ré
sidesstirkelse utsittes fdr endoxylanas producerad av
Sporotrichum dimorphosporum -stammen ATCC 24562 fore sepa-
rering av stirkelsen mekaniskt frdn andra bestdndsdelar av

slammet.



Kuvio 1
1/4
OH
OCH3
CH
|
CH
A A C=0
I | 1 |
-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-X-

X
| I l
A

A A2 A

Vehnd jauhoista perdisin olevan "glykoproteiini 2:n" hypo-
teettinen rakenne, ehdottanut H. Neukom et al., Cereal Chem.
44, 238 (1967). pPystysuora viiva numeron 1 vieressi tarkoit-
taa polypeptidiketjua; X = beta-D-ksylopyranocosiyksikditi;

A = alfa-L-arabinofuranoosiyksikditd; G = galaktoosiyksik®i-
td; 1, 2, 3 = mahdollisia sidoksia hiilihydraattien ja pro-
teiinin vd1lilld. 3-asemassa olevan sidoksen osoitettiin myd-
hemmin esiintyvdn galaktoosin ja hydroksiproliinin vililli,
G.B. Fincher, W.H. Sawyer ja B.A. Stone, Biochem J., 139,
535 (1974).



95859

Hd<— 0'9

0°S o'y 0 ]g>

Z otany

esSs:) 05 BIToURBRTASY

$ L ¥ BERAIIBRSTS Byol ‘errTIERIY
_sqns ue23INNSTATTIINR UTSeRURTASY
-umyoTa3oxodsTg sninytea u:gd

rseeverZs-WAHOIHLOHOdSIA

SNNSTATTINR USUTTT993Yyns

_ o€
i
_ 05
_ 09
. 02
_ 08

- 06

_ 001
%

2 /1y



93859

09 0S o¥
|

03

eTT3QduRT (D,) +«—

L'y
ess:yqyd eyTouEeRTASY % | + BRITES
-Ts eyol ‘ellrieedlisqns us33nns

~TATT3YE UTSPRURTASY-umMydTI]
~oxodsTg snanyTea ue1T3QdueT

seeuerAsy-INNHOIHLOHOCSIA

€ oTAny

SNNSTATTIYE USUTTFOIIYNS

—0¢

—-0¢

-0V

~06G

—09

- 02

-08

—-06

~001}
%

Y



93859

Kuvio 4
suodatettu tilavuus, ml
4001 0.05 % Disporotrichum-ksylanaasi
500 u/g (viskositeetti: 4,37 cpsV
,/’0.01 %
e Disporotrichumksylanaasi
L4 s 500
/ e
i 7 u/g (viskositeetti:
s 4,92 cps)
300 ‘7 s
g s
4 /
/7 7
/ '//
/, /
/ /
/
’
/‘ / -t
/ -
: /v _~~""Ei entsyymikontrollia
200 /7 -7 . . i
/7 o ( viskositeetti 6,7 cps)
l/ -~
17 prag
/ ”
/ PRd
11 o’ o
1/ e Suodatuskoe 60 C:ssa
l,/ ’ paine: 1 bar
", A vehnitirkkelys-glukoosisiirappi
100 ’/ 30 % k.a.
!
!
— suodatusaika (min)
| { | | | I
1 5 i0 15 20 25

y
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