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varianty, aerobine fermentacija. | iSradima taip pat jeina deponuoti kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB 40222. Dar
yra atskleistas minéto preparato gamybos bidas ir procesas, apimantis medienos masés apdorojimg $iuo

preparatu. Be to, $is i§radimas apima minéto preparato panaudojima, gaunant medienos mase, dulkiy mase,
popieriy ir lentas, apdorotas $iuo preparatu.
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I$radimas skirtas preparatui, pasizyminCiam fermentiniu aktyvumu,
sugebanéiam  delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C
temperatiroje, kai pH yra maziausiai 9. Dar $is iSradimas skirtas minéto
preparato gamybos biidui, aerobidkai fermentuojant pasirinkt Bacillus
stearothermophilus kamiena. Be to, Sis iSradimas skirtas dviems
i$skirtiems Bacillus stearothermophilus kamienams ir jy mutantams bei
variantams. |Sradimas taip pat skirtas iSradimo preparato panaudojimams,
bltent, procesui, apimanciam medienos masés apdorojimg preparatu
pagal § iSradima, medienos bei susmulkintos celiuliozés, apdorotai
preparatu pagal §j iSradima, taip pat popieriui, lentoms ir dulkéms,

pagamintoms i§ medienos maseés, apdorotos preparatu pagal §j iSradima.

Medienos ir popieriaus pramonéje yra dedamos didelés pastangos, kad
bty sumazintas chemikaly panaudojimas delignifikacijos ir balinimo
procesuose, kadangi tokie chemikalai, ir ypa¢ chloro junginiai, iStekéje is

balinimo jrenginiy, padidina aplinkos uztersima.

Vienas kelias sumazinti chemikaly panaudojimg masés sudaryme ir
balinime yra susijgs su ligning suskaldanCiy mikroorganizmy
panaudojimu. Taip pat buvo pasidlyti ligning skaldantys ir ligning
modifikuojantys fermentai. Lignino suskaldymo i$sami apzvalga buvo
publikuota ,Critical Reviews in Biotechnology, vol. 6, Issue 1, 1987, pp. 1-
60, Ed. Stewart, G.G.“ ir ,Russell, I, CRC Press, Inc. Boca Raton, Florida®.

Kitas kelias buvo susijes su lignino iSskyrimu, panaudojant
hemiceliuliazes hemiceliuliozés jungéiy nutraukimui.  Apzvalginis
straipsnis apie hemiceliuliazes - , Their Occurence, Purification, Properties
and Mode of Activity by Dekker, R.F.H. and Richars, G.N.“ buvo
publikuotas Zurnale Advances in Carbohydrate Chemistry and
Biochemistry, vol. 32, 1976, pp. 277-352.

Tarp hemiceliuliaziy panaudojimo  biominkstinimui  ir biobalinimui
didziausio demesio susilauké ksilanazés. FR 2 557 894-A1 atskleidZia

popieriaus masés apdorojimg fermentiniu tirpalu, kuris nepasizymi jokiu



LT 3970 B

2

celiuliaziniu aktyvumu ir kuriame yra ksilanazés. Sis apdorojimas
atliekamas 20-60°C, ypa& 40°C temperatlroje, ir 6 pavyzdys parodo, kad
pH turéty bati 5. Taciau popieriaus ir medienos pramoneje buty geriau
apdoroti medienos mase auks$tesnéje temperaturoje ir esant didesniam
pH del ekonominiy priezasiy ir patogumo, kadangi kai kurie jprasti
balinimo procesai atliekami temperatiiroje, virsijancioje 65°C, esant pH

didesniam uz 9.

Kiek mums Zinoma, niekas nepaskelbé apie medienos maseés apdorojimg
preparatu, pasizyminciu fermentiniu aktyvumu ir sugebéjimu delignifikuoti
medienos mase maziausiai 65°C temperatiroje, kai pH yra maziausiai 9.
Sis iSradimas pateikia preparata, pasizymintj fermentiniu aktyvumu ir
sugebant] delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C temperaturoje,

kai pH yra maziausiai 9.

Siame aprasyme ir pridétoje apibréztyje posakis ,medienos masé* turi
blti interpretuojamas placiai, ir tuo bidu juo norima apimti visas

lignoceliulioziniy medziagy rasis.

Vienas Sio iSradimo aspekty yra skirtas preparatui, pasizyminciam
fermentiniu aktyvumu, kuris gaunamas aerobinés fermentacijos bidu
tinkamoje terpéje iS Bacillus stearothermophilus kamieno, parinkto is
deponuoty NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 kamieny ir jy mutanty bei
varianty, sugebanciy praktiskai taip pat gaminti minéta preparata kaip ir
mineti NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 kamienai, ir kuris sugeba
delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C temperatiiroje, kai pH yra
maziausiai 9.

Viename i$ Sio iradimo aspekto jgyvendinimy preparatas yra gaunamas
aerobine fermentacija tinkamoje terpéje, kurioje yra gliukozés kaip anglies
Saltinio, i§ Bacillus stearothermophilus kamieno NCIMB 40222 mutantinio
kamieno. Kitame $io iSradimo jgyvendinime $io iSradimo preparatas

susideda i$ fermento, sudaryto i§ aminorig$¢&iy sekos
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-Lys-Asn-Ala-Asp-Ser-Tyr-Ala-Lys-Lys-Pro-His-lle-Ser-Ala-
-Leu-Asn-Ala-Pro-Gin-Leu-Asn-GIn-Arg-Tyr-Lys-Asn-Glu-Phe-
-Thr-lle-Gly-Ala-Ala-Val-Glu-Pro-Tyr-GIn-Leu-GIn-Asn-

arba jos homologo, visam fermentui pasizymint fermentiniu aktyvumu
medienos masés terpéje. Sia prasme minétos aminoriigidiy sekos
homologas yra homologine seka, turinti keleta aminorugsc€iy pakaitaly,
pratesimy ar iSbraukimy, deél kuriy viso fermento aktyvumas medienos
terpéje neiSnyksta. Be to, minétos aminortugsciy sekos homologas yra bet
kuri seka, kuri yra pakankamai homologiska nukleotidy lygyje, kad bty
atpazinta bet kokia DNR ar RNR praba, gauta iS minétos sekos. Dar
viename Sio iSradimo aspekto jgyvendinime preparatas yra nuskaidrintas
kultiros buljonas. Dar kitame Sio iSradimo aspekto jgyvendinime
preparatas yra dalinai iSgryninta kultGros buljono frakcija, pasizyminti
fermentiniu aktyvumu medienos terpéje. Dalinai iSgryninta frakcija
gaunama amonio sulfato nusodinimu. Tolesniame Sio iSradimo aspekto
jgyvendinime preparatas yra labai gryna nuskaidrinto kultdros buljono
frakcija, kuri gaunama, panaudojant katijonitg, kur minéta frakcija yra
ksilanazés pasizymincios fermentiniu aktyvumu medienos masés terpéje,
pavidalo. Viename konkreCiame jgyvendinime ksilanazé turi apytiksle
molekuling mase tarp 41000 ir 42000 Daltony, nustatytg SDS PAGE ir
gelio filtracijos budu, ir tokig apytiksle sudétj, nustatytg kaip aminortagsciy
liekanos/ molekulei aminorlgsciy analizés budu: Asx 58; Thr 12; Ser 10;
Glx 44; Pro 24; Gly 20; Ala 30; Cys 1; Val 28; Met 2; lle 26; Leu 14; Tyr 22;
Phe 16; Lys 38; His 6; Arg 12. |

Kitas Sio iSradimo aspektas yra skirtas preparato, pasizymincio
fermentiniu aktyvumu, gamybos budui, kur Bacillus stearothermophifus
kamienas, parinktas i§ kamieny NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 ir jy
mutanty bei varianty, i§ esmés sugebanciy gaminti minéta preparata, kaip
ir minéti kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB 40222, yra nukreipiamas

aerobinei fermentacijai tinkamoje terpéje, minétam preparatui sugebant
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delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C temperatiroje, kai pH yra
maziausiai 9. Atskirame $io iSradimo jgyvendinime mutantinis Bacillus
stearothermophilus NCIMB 40222 kamienas yra nukreipiamas aerobinei
termentacijai tinkamoje terpéje, kurioje yra gliukozeés kaip anglies $altinio.
Kitame Sio iSradimo aspekto jgyvendinime fermentacijos buljonas yra
nuskaidrinamas paprastai  centrifugavimo bddu. Dar viename
igyvendinime nuskaidrintas fermentacijos buljonaS‘ yra nukreipiamas
amonio sulfato nusodinimui ir paprastai resuspensijai skystoje terpéje,
kad buty gauta dalinai i$gryninta minéto nuskaidrinto kultdiros buljono
frakcija, pasizyminti fermentiniu aktyvumu medienos mases terpéje
maziausiai 65°C temperatiroje, kai pH yra maziausiai 9. Tolesniame biido
pagal §j iSradimg jgyvendinime nuskaidrintas fermentacijos buljonas yra
gryninamas ir koncentruojamas, panaudojant katijonitg, kad blty gauta
labai gryna ksilanazés pavidalo frakcija, pasizyminti fermentiniu aktyvumu
medienos maseés terpéje mazZiausiai 65°C temperaturoje, kai pH yra
maziausiai 9. ‘

Dar vienas Sio iSradimo aspektas yra skirtas iSskiriems Bacillus
stearothermophilus kamienams NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 ir ju
mutantams bei variantams, minétiems mutantams bei variantams
sugebant praktiskai taip pat gaminti preparata, pasizymintj fermentiniu
aktyvumu, kaip ir minéti kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB 40222, minétam
preparatui pasizymint sugebéjimu delignifikuoti medienos mase

maziausiai 65°C temperataroje, kai pH yra maziausiai 9.

Dar vienas iSradimo aspektas yra skirtas procesui, apimanéiam medienos
masés apdorojima, kur medienos masé yra apdorojama preparatu pagal
§j isradima bent vienoje stadijoje. Viename i§ $io iSradimo aspekto
igyvendinimy medienos masé, kuri turi biti apdorojama, yra sulfato mase.
Kitame jgyvendinime sulfato mase, kuri turi bati apdorojama, yra dalinai
delignifikuota sulfato masé. Dar viename $io i&radimo aspekto

igyvendinime dalinai delignifikuota sulfato mase, kuri turi bti apdorojama,
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yra deguoniu delignifikuota sulfato masé. Procesas, apimantis medienos
masés apdorojimg, yra tinkamai atliekamas maziausiai 65°C

temperaturoje, kai pH yra maziausiai 9.

Papildomas Sio iSradimo aspektas yra skirtas produktams, gautiems i$
medienos maseés, kuri bent vienoje stadijoje buvo apdorota preparatu
pagal §j iSradima. Tuo budu, Sis iSradimo aspektas apima medienos mase
ir susmulkintg celiulioze, kurios bent vienoje stadijoje buvo apdorotos
preparatu pagal §j iSradima, ir popieriy, lentas bei dulkes, kurie buvo
pagaminti i§ medienos mases, bent vienoje stadijoje apdorotos preparatu
pagal §j iSradima.

Tolesnis Sio iSradimo aspektas yra skirtas DNR arba RNR prabai, kuri
atpazjsta nukleotidy seka, koduojancig aminorugsciy seka
-Lys-Asn-Ala-Asp-Ser-Tyr-Ala-Lys-Lys-Pro-His-lle-Ser-Ala-
-Leu-Asn-Ala-Pro-Gin-Leu-Asn-GIn-Arg-Tyr-Lys-Asn-Glu-Phe-
-Thr-lle-Gly-Ala-Ala-Val-Glu-Pro-Tyr-GIn-Leu-Gin-Asn-

Be to, vienas iSradimo aspektas yra skirtas antiktinui, kuris prisijungia prie
aminorugsciy sekos
-Lys-Asn-Ala-Asp-Ser-Tyr-Ala-Lys-Lys-Pro-His-lle-Ser-Ala-
-Leu-Asn-Ala-Pro-Gin-Leu-Asn-GIn-Arg-Tyr-Lys-Asn-Glu-Phe-
-Thr-lle-Gly-Ala-Ala-Val-Glu-Pro-Tyr-GIn-Leu-Gin-Asn-.

Pastarieji du iSradimo aspektai yra naudingi fermenty, sugebanciy

delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C temperaturoje ir esant pH

maziausiai 9, suradimui.
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Termostabiliy fermenty, gaminanciy organizmus, i$skyrimas

Organizmy $altinis buvo vandens ir purvo pavyzdziai, paimti i$ vandens
valymo baseiny Korsnas medienos ir popieriaus fabrike (Gavle, Svedija).
Praturtinimo terpéje (XM) buvo 0.01% mieliy ekstrakto, 0.04% triptono ir
0,2% ksilano, esant pH 7.0. Toje pacioje terpéje, esant pH 8.1 ir 9.6, buvo
papildomai Na,COs. Vandens ir purvo pavyzdziai buvo jdéti | XM terpe ir
aerobiSkai kultivuoti 65°C temperaturoje. Kultlry pavyzdziai buvo
perkeliami | SvieZig terpe kas 2-3 dienos. Po 4 perkelimy, kultdry
pavyzdziai buvo praskiesti ir paskirstyti ant XM agaro Iéksteliy (XM turi 2%

agaro).

Po trijy nepriklausomy praturtinimo procedury, buvo isskirta 30 kamieny,
kurie galéjo augti ant MX agaro Iéksteliy 65°C temperatUroje. Né vienas
kamienas nebuvo iSskirtas i§ XM terpés, esant pH 9.6. 10 i§ 30 iSskirty
kamieny aplink kolonijg gamino ry$kias zonas, leidziandias manyti, kad jie
gamina nelgsteling ksilanaze. Du i§ Sios deSimties iSskirty kamieny

(kamienai T2 ir T6) buvo atrinkti deponavimui.

Mikroorganizmy deponavimas

Du kamienai, pavadinti Bacillus sp T-2ir Bacillus sp. 7-6 buvo deponuoti
pagal Budapes$to sutartj National Collections of Industrial and Marine
Bacteria, Ltd (NCIMB), Aberdeen, 1989 m. lapkricio 3 d. kamienams T-2 ir
T-6 buvo priskirti registracijos numeriai, atitinkamai NCIMB 40221 ir
NCIMB 40222.
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Kamieny T-2 ir T-6 identifikacija

Kamienai T2 ir T6 yra aerobinés, gramteigiamos, sporas sudarangios
lazdelés, galinCios augti 65°C temperatiroje. Sie kamienai NCIMB laikomi
skirtingais  Bacillus stearothermophilus kamienais, remiantis tokiais

bandymo rezultatais:

Bacillus- antros stadijos tyrimai

Izoliato Nr. T2 (NCIMB 40221)  T6 (NCIMB 40222)
Tyrimo temp. °C 60°C 60°C
Sporos forma # E E

Sporiné ryskiai iSsiplétusi

Sporos padéties dominanté ® T T

Anaerobinis augimas ° - -
Augimas 5% NaCl - -

Augimas 7% NaCl - -

Augimas 10% NaCl - -

Augimas pH 5.7 buljone
Ragstis i$ gliukozes © + .

Dujos i$ gliukozes ® - )

VP(acetoinas) - -

Kiausinio trynio agaro neper- Neauga Neauga

matomumas

Kazeino suskaldymas + +
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Izoliato Nr.

T2 (NCIMB 40221)

T6 (NCIMB 40222)

Zelatinos suskaldymas

Eskulinas
Krakmolo hidrozée
NOj iki NOy

Liekamasis N

Citratas, Koser'io
Dekstrozés azidas

pH VP buljone

6.3

Lakmuso pienas
koaguliacija
rugstinimas

Katalazé

Oksidazé

Augimo temperatiros °C

25°C
37°C
65°C
70°C

+

+

? E, elipsiné arba cilindring; S, sferiné arba beveik sfering;

b C, centriné; T-terminaliné arba subterminaliné; CT, nuo centrinés iki

terminalinés;

° Gliukozés agare;

d Peptono vandens cukrus, Andrade’so indikatorius,

R_ ribotas.
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Kamieny T2 ir T6 riebiyjy rigséiy sudetis

Termofiliniai ksilanazés teigiami izoliatai T2 ir T6 buvo nusiysti j Microbial
ID, INC. Newark, DE, JAV - riebiyjy rigsciy sudéties nustatymui. Buvo

gauti tokie rezultatai:

Ksilanazés teigiamy termofily riebiyjy riigédiy sudétis (%)

lzoliatas: T2 T6

Riebioji ragstis

9:0 0.73 0.64
12:0 0.46
14:0 izo

14:0 0.85 1.92
15:0 izo 44.41 46.2
15: anteizo 2.59 2.35
15:0 0.53
16: izo 6.25 4.15
16:1 4.24 5.53
16:0 5.29 6.14
17:1 izoH 2.41 2.6
17:0 izo 26.07 22.58
17:0 anteizo 7.15 5.82

18:0 1.09
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Kamieny T2 ir T6 augimo charakteristikos ir koncentruoty nevalyty

supernatanty paruoSimas i§ sukultdrinty kamieny

Augimo terpe: XMP terpé, kurioje yra g/i:

bevitamininés kazamino rigstys, 4; mieliy ekstraktas:, 0.2; MgSQ,, 0.01;
(NH4)2S04, 2; KHPO,, 0.46; KHoPO,, 0.1; ksiloze, 5. MOPS (3-[N-
morfolino] propano sulforigstis), 10.4; ir kity elementy pédsakai. Terpés
pH buvo 7.0.

Ksilanazés aktyvumas:

Ksilanazés aktyvumas buvo nustatytas, inkubuojant $viezig ksilano tirpalg
su nelgsteliniu supernatantiniu skyséiu ir tiriant padidéjimg redukciniame
cukruje ferocianido metodu (Spiro, R.G. 1966, Methods of Enzymology 8:
7-9). Bandymo buferis buvo 50 mM Tris. Cl, pH 7.0 ir 0.5% ksilano (avizos
speltos, Sigma). Ksilanazés aktyvumo vienetai yra pumol redukcinio

cukraus, generuojamo per minute 65°C temperaturoje.

Terpes lgsteliy drumstumas:

Terpes Igstelés drumstumas pateiktas Klett vienetais. IKV=0.004 g sausos
lasteles masés (SLM)/litre. Jei kultdira pasiekia savo maksimaly tankj, ji yra

linkusi lizuotis, kg parodé ry$kus kultliros drumstumo sumazejimas.

Kamienai T2 ir T6 buvo auginami XMP terpéje 24 valandas New
Brunswick Microferm 7.5 litry fermentatoriuje. Auginimas buvo atliekamas
4 litry darbo taryje 60°C temperatliroje, esant maiSymo greidiui 600
aps/min. ir védinimo greiciui 7 I/min. Putojimas buvo reguliuojamas
automatiskai, pridedant silicio priemonés prie$ putojima (5%, Fluka), o

darbinis tdris buvo i$laikomas, pridedant sterilaus vandens. Pradinis
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paséliy drumstumas buvo 10 KV (0.04g SLM/l). Per pirmasias 8
fermentacijos valandas lgsteliy drumstumas kamienams T2 ir T6 iSaugo

atitinkamai iki 540 ir 700 KV. Po 24 valandy drumstumas i$nyko.

Kultiros skystis buvo at3aldytas iki kambario temperatiiros ir
centrifuguotas (8000 g, 10 min., 20°C), kad bty paSalintos lgstelés.
Belasteliniame supernatante buvo 1.0-1.4 ir 2.0-2.4 kgilanazés vienety ml
atitinkamai kamienams T2 ir T6 bei apie 0.02 mg baltymo abiems
kamienams. Baltymas buvo sukoncentruotas, pridedant prie supernatanto
kieto amonio sulfato iki 80% prisotinimo 4°C temperatUroje ir
centrifuguojant (9000 g, 15 min.) misinj 12 valandy 4°C temperatiiroje.
Nuoseédos buvo istirpintos bendrame 100 ml 10mM fosfato buferio su pH
7.0 turyje ir triskart dializuotos pries 5 litrus to paties buferio 4°C
temperatiroje.Dializuotame tirpale (120 ml) buvo mazdaug 7 mg/ml
baltymo ir 15-20 bei 35-40 ksilanazés vienety atitinkamai kamienams T2 ir
T6.

Kamieno T6 augimas

Laikas (val.) KV Ksilanazé
(V/ml)

0 10 nd

2 25 nd

4 140 nd

6 400 1.48

8 540 1.88

11 540 1.78

14 528 2.26

24.5 280 242
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Kamieno T2 augimas
Laikas (val.) KV Ksilanazé
(V/ml)

0 10 nd

2 30 nd

4 160 0.75
6 430 0.58
8 700 0.98
11 600 1.05
24 250 1.23

Reikéty pastebéti, kad kamieny T2 ir T6 ksilanazes aktyvumas

fermentacijos pabaigoje nesumazéjo.

Fermentas, pasizymintis fermentiniu aktvumu pagal §jiSradimg

Belasteliniai supernatantai nuo T2 ir T6 kamieny augimo XMP terpéje turi

maziausiai vieng ksilanaze, kadangi buvo parodyta, kad jie pasizymi

ksilanazés aktyvumu. Minéti supernatantai (taip pat vadinami nevalytais

fermentiniais preparatais) ir dalinai i$grynintos frakcijos buvo panaudotos,

apdorojant nebalintg ir deguoniu pusiau iSbalinta mink$tos medienos

sulfato mase.
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Nebalintos ir deguoniu pusiau isbalintos masés pavyzdziai

Mases pavyzdZiai buvo minkstos medienos sulfato masés pavyzdziai,

paimti i$ Korsnas fabriko.

Nebalintos medienos pavyzdys buvo pavyzdys, paimtas po Sarminio
apdorojimo Kamyr autoklave, laboratorikai persijbtaé ir perpalutas, ir $is
pavyzdys buvo per naktj dZiovinamas 50°C temperatiiroje. Pusiau sausas
pavyzdys buvo panaudotas eksperimentuose ir buvo pazymétas K8. Si
medziaga buvo dZiovinama 105°C temperatiiroje iki pastovaus svorio,

atiduodanti 6.35% vandens turinio.

Deguoniu pusiau iSbalintos masés pavyzdys buvo pavyzdys, apdorotas
Korsnas pluosto 3 linijoje, ir buvo paimtas po antro apdorojimo
deguonimi, laboratoriSkai persijotas ir perplautas. Bendras medienos
apdorojimas Korsnas fabrike apraSymas buvo atspausdintas 1989 m.
spalio men., Paper 26, p. 20 ir Nordisk Cellulose 1989 No. 6, P.8-11.

Deguoniu pusiau isbalinta masé buvo pazymeéta K11.

Masiy K8 ir K11 lignino kiekis

Masiy K8 ir K11 lignino kiekis buvo nustatytas pagal ,The Swedish
Association of the Pulp and Paper Engineers®, Series CCA5. K8
(nebalintos) lignino kiekis buvo 2.8% ir K11 (deguoniu pusiau i$balintos)
lignino kiekis buvo 2.0%. Tokiu biidu deguoniu pusiau i$balintos maseés

K11 pavyzdys turéjo maZdaug 25% mazesnj lignino kiekj negu K8.
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Masiy K8 ir K11 delignifikavimo eksperimentai, atlikti su nevélytais

fermenty preparatais iS Bacillus stearothermophilus kamieny T2 ir T6

Norint nustatyti, kiek lignino padaryta ekstrahuojamu Sio iSradimo
preparatu, buvo panaudotas jautrus spektrofotometrinis bandymas. Buvo
matuoti pavyzdziy supernatantiniy skysciy absorbcijos dydziai, prie 350
nm (Assg), ir iSmatuoti dydziai pateikti kaip iSskirto lignino %.

Eksperimentai ir rezultatai susumuoti 1-5 lentelése.

Pagal duomenis, pateiktus 1-5 lentelése, gali bati padaryta iSvada, kad
nevalyti fermenty preparatai iS Bacillus stearothermophilus kamieny T2 ir
T6 sugeba delignifikuoti ir iSbalinta, ir pusiau iSbalinta medienos mase,
esant pH dydziams maziausiai 9, ir maziausiai 65°C temperatiroje. Dar
daugiau, gali biti padaryta iSvada, kad iSskirto lignino % priklauso tiek

nuo laiko, tiek nuo koncentracijos.

1 lentelé

Lignino iSskyrimo i§ medienos masés K11 kaip nevalyty fermentiniy

preparaty i§ B.stearothermophilus kamieny T2 ir T6? funkcija

Fermentas, ISskirto lignino kiekis, %P
(mg/mi) Bendras Grynas
0 8 -

T2 (0.6) 14 6

T2 (0.8) 17 9

T2 (1.2) 20 12
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Fermentas, I$skirto lignino kiekis, %°
(mg/mi) Bendras Grynas
T2 (1.9) 22 14
T6 (0.25) 16 .8
T6 (0.5) 18 10
T6 (1.1) 19 11

? Fermentiniai preparatai buvo amonio sulfato nuosedos, istirpintos 10
mM Fosfato buferyje, pH 9.0 iki galutines baltymo koncentracijos kaip
nustatyta. Kontroleé buvo 10mM fosfato buferis, pH 9.0. Masé K11 buvo
150 mg 3-juose ml.

b Inkubacija vyko 18 val. 65°C temperatiiroje, esant pH 9.0. ISskirto lignino
kiekis % paremtas Asso ir patikslintas absorbcijai nevalyto fermento

preparato atitinkamoje koncentracijoje.

2 lentele

Lignino iSskyrimo i§ masés K11 nevalytu fermentiniu preparatu /s B.

stearothermophifus kamieny T2 ir T62 kinetika

Laikas, Fermentas® ISskirto lignino kiekis, %
(val) Bendras Grynas
2 T2 17 12

4 T2 23 18
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Laikas, Fermentas® I8skirto lignino kiekis, %
(val.) Bendras Grynas
18 T2 29 21
2 16 12 5
4 T6 15 8
6 T6 17 9
18 T6 18 10

% Eksperimentas buvo atliekamas, kaip apraSyta 1 lenteléje, 65°C

temperatiroje ir esant pH 9.0.

® Nevalyto fermento T2 ir T6 koncentracijos buvo atitinkamai 2.8 ir 1.5 mg

baltymo/ml.

3 lentele

Lignino iSskyrimas nevalytu fermentiniu preparatu iS

B.stearothermophilus kamieny T2 ir T6 kaip temperatiiros funkcija

Temperatiira Fermentas® Iskirto lignino kiekis %
Bendras Grynas

53 T2 16 6

65 T2 19 9

75 T2 20 5
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Temperatira Fermentas® I$skirto lignino kiekis %
Bendras Grynas
53 T6 15 5
65 T6 18 8
75 T6 20 . 5

® Eksperimentas buvo atliekamas, kaip aprasyta 1 lenteléje, 65°C

temperaturoje, esant pH 9.0.

® Nevalyty fermenty T2 ir T6 koncentracija buvo atitinkamai 1.7 ir 0.7 mg

baltymo/ml.

4 lentele

Lignino iSskyrimas i§ masés K11 kaip pH? funkcija

pH Fermentas® I$skirto lignino kiekis %
Bendras Grynas

7 T2 14 6.4

8 T2 14 6.1

9 T2 17 7.7

10 T2 18 8.3

7 T6 13 4

8 T6 15 6

9 T6 19 9

10 T6 18 7

10.5 T6 18 6
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® Eksperimentas buvo atliekamas, kaip aprasyta 1 lenteléje, 65°C

temperaturoje18 valandy.

b Nevalyty fermentiniy preparaty T2 ir T6 koncentracijos buvo atitinkamai

1.7 ir 15 mg baltymo/ml.

5 lentelé

Lignino iSskyrimas i§ masés K82

Fermentinis Koncentracija, I8skirto lignino kiekis, %
preparatas (mg/mi) Bendras Grynas
T2 0.8 16 5

T2 1.2 17 6

T2 1.6 20 9

16 0.3 14 3

T6 0.6 15 4

16 1.1 17 6

® Eksperimentas buvo atliekamas, kaip apradyta 1 lenteléje, 65°C

temperatlroje, esant pH 9.0 18 valandy, naudojant K8 vietoj K11.
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Labai isgrynintos frakcijos i§ kamieno T6 kultdros preparatas

Nuskaidrinto buljono i§ kamieno T6 kultdros labai iSgryninta frakcija
(ksilanazés pavidalo) yra gaunama, panaudojant katijonita vienoje
koncentracijos ir gryninimo stadijoje. Tokiu badu, ksilanaze T6 buvo
gryninama ir koncentruojama tiesiog i§ belastélinio supernatanto
adsorbcija | katijonita CM-52 (Whatman). Tadiau su XMP terpe
regeneravimo iSeiga buvo tik 21%, matyt, del didelés terpes joninio
pajegumo. Kada terpé buvo dializuota prie$ mazo joninio pajégumo bufer;
arba MOPS buvo iSleista i$ terpés, regeneravimo iSeiga buvo mazdaug
50%. Minimalaus CM-52 kiekio, reikalingo efektyviai adsorbcijai i$
nuskaidrintos kultiros nustatymui buvo tiriami jvairis CM-52 Kiekiai

ksilanazés T-6 gryninimui. Rezultatai pateikti 6 lenteléje.

6 lentele

Ksilanazés T-6 adsorbcija su jvairiais CM-52 kiekiais

CM-52/bul-  Frakcija Tris, Ksilanazé, Bendri ISeiga,
jonas, (g/g) (ml) (V/ml) vienetai (%)
Supernatantas 100 0.78 78.0 100.0
0.1 Ekstraktas 40 1.04 41.6 55.3
Neadsorbuotas 100 0.055 5.5 7.0
0.05 Ekstraktas 30 1.3 39.9 50.0
Neadsorbuotas 100 0.077 7.7 9.8

0.02 Ekstraktas 15 1.94 291 37.3
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CM-52/bul-  Frakcija Taris, Ksilanazé, Bendri ISeiga,
jonas, (g/q) (mi) (V/ml) vienetai (%)
Neadsorbuotas 100 0.16 16.0 20.5
0.01 Ekstraktas 14 2.05 28.7 36.8

Neadsorbuotas 100 0.24 24.0 30.8

Kaip parodyta 6 lenteléje, esant 5% adsorbento, iSeiga yra 50%. Kitas
komerciskai prieinamas katijonitas yra SE-52 (Whatman) (neigiamos
grupes yra sulfoksietilo, prijungto prie celiuliozés). Zinoma, kad SE-52 yra
didesnes adsorbcinés talpos negu CM-52. Kadangi gryninimo stadija yra
kartu ir koncentravimo stadija, yra naudinga panaudoti kiek jmanoma
maziau adsorbento. Todél mes ksilanazés adsorbcijai i§bandéme SE-52.

Rezultatai pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé

Ksilanazés T-6 adsorbcija su jvairiais kiekiais SE-52

CE-52/bul-  Frakcija Taris, Ksilanazé, Bendri ISeiga,
jonas, (g/qg) (mi) (V/ml) vienetai (%)
Supernatantas 100 1.41 141.0 100
0.05 Ekstraktas 30 24 72.0 51.1
0.02 Ekstraktas 21 3.2 67.8 48.0
0.01 Ekstraktas 20 29 58.0 411

Kaip parodyta 7 lenteléje, tik 2% SE-52 buvo sunaudoti ksilanazés T-6

48% regeneravimui.
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Ksilanazés T-6 charakterizavimas

Ksilanazes T-6 molekuliné masé nustatyta SDS PAGE ir gelio filtracijos
bldas, gauti dydziai svyruoja tarp 41000 ir 42000 Daltony. Faktas, kad
abu metodai davé panaSig MM (molekuline mase), parodo, kad fermentas
sudarytas i§  vienos  polipeptidinés  grandines (elektroforeze
poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu (SDS PAGE) atskiria
baltymo subvienetus). Fermento pl (pH, kur bendras baltymo krivis yra
lygus nuliui) buvo 9.0, nustatytas auksto voltazo izoelektrinio fokusavimo
budu. Palyginti aukstas fermento pl paaiskina teigiama fermento kriivij,
esant neutraliam pH. Fermento optimalus pH buvo apie 7.0; esant pH 9.0,
fermentas turéjo mazdaug 50% jo pH 7.0 aktyvumo. Ksilanazés T-6

aktyvumo temperatiros profilis pateiktas 8 lenteléje.

8 lentelé

Ksilanazes T-6 aktyvumas, esant skirtingoms temperatiroms*

Temperatira, °C Santykinis aktyvumas, (%)
45 20
55 51
60 70
65 81
70 92
75 100
80 73
85 40

* Reakcijos laikas: 5 minutés
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Ksilanazés T6 termostabilumas, esant 65°C temperatirai ir pH 9,

parodytas 9 lenteléje

9 lentele

Ksilanazes T-6 termostabilumas, esant 65°C ir pH 9 ‘.

Laikas, val. Santykinis aktyvumas, (%)
0 100
0.25 82
0.5 78
1 75
2 72
4 63

Be to, galima paminéti, kad esant 65°C ir pH 7, per 10 val. nebuvo aptikta

aktyvumo sumazéjimo.

Ksilanazes strukturiniy mutanty i§ kamieno T-6 gavimas

Norédami gauti mutantus, mes pasinaudojome tuo faktu, kad daugeliu
atvejy ksilanazé ir ksilozidazé yra pavaldZios tai paciai reguliacinei
kontrolei (tas pats represorius). Kamienai, kurie gamino ksilozidaze, gali
bati lengvai aptikti ant agaro 1éksteliy su chromogeniniu p-nitrofenilo g-D-
ksilopiranozido (ONPX) substratu. Tik strukttriniai mutantai ksilozidazei

gamins ant agaro léksteliy geltong spalva, kai néra ksilozés. Norint gauti
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ksilozidazés strukturinius mutantus, lasteles buvo mutagenizuotos MNNC
(1-metil-3-nitro-1-nitrozoguanidinu) ir tuomet patalpintos ant agaro
leksteliy su ONPX be ksilozés. Mazdaug viena i§ penkiy Simty lgsteliy
gamino kolonijas, kurios ant agaro léksteliy davé geltong spalva. Tokiu
badu buvo iSskirti trisdeSimt ksilozidazés struktlriniy mutanty ir visi jie
buvo ir ksilanazés struktdriniai mutantai. Dviejy i§ ju (M-7 ir M-28),
auganciy esant ksilozei ar gliukozei, augimas ir ksilanazés gaminimas yra
pateikti 10 ir 11 lentelése. Abiejose terpése (XMP ir GMP) mutanty ir T-6 |
augimo greiciai buvo panasus. Tagiau mutantai, palyginus su T-6, gamino
Zymiai daugiau ksilanazés XMP terpéje. GMP terpéje (gliukoze yra anglies
Saltinis) kamienas T-6 negamino nustatomo ksilanazés kiekio tuo tarpu
kai mutantai davé ksilanazes aktyvumo lygj. Kamieno M-7 ksilanazé buvo

isgryninta ir pasizyméjo ksilanazei T-6 identiSkomis savybémis.

10 lentelé

Ksilanazés T-6 strukturiniy mutanty augimas ir ksilanazés gamyba XMP

terpeje
Kamienas Laikas, (val.) Drumstumas, Ksilanazé,
(KV) (V/ml)
T6 0 10 -
T6 2 40 -
T6 4 150 0.5
T6 6 200 0.8
T6 12 310 2.1
T6 24 290 2.3
T6 30 270 -

M7 0 10 -
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Kamienas Laikas, (val.) Drumstumas, Ksilanaze,
(KV) (V/mi)
M7 2 30 -
M7 4 190 0.9
M7 6 270 1.6
M7 12 350 2.1
M7 24 310 2.3
M7 30 310 -
M28 0 20 -
M28 1 20 -
M28 4 40 0.6
M28 6 120 2.0
M28 10 370 5.5
M28 24 320 7.2
11 lentelé

Ksilanazes T-6 struktiriniy mutanty augimas ir ksilanazés gamyba GMP

terpéje
Kamienas Laikas, (val.) Drumstumas, Ksilanaze,
(KV) (V/ml)
16 0 20 -
T6 2 30 0
T6 4 80 0.1
16 6 230 0.1
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Kamienas Laikas, (val.) Drumstumas, Ksilanaze,
(KV) (V/ml)
16 8 340 0.1
T6 23 390 0.1
16 32 370 -
M7 0 20 .
M7 2 70 0.3
M7 4 100 0.6
M7 6 310 1.1
M7 8 340 1.4
M7 23 330 22
M7 32 300 -
M28 0 20 -
M28 1 20 -
M28 4 30 0.1
M28 6 100 0.9
M28 8 190 1.7
M28 10 320 3.1
M28 23 330 4.8

Ksilanazés T-6 fragmento seka ir aminortigsc¢iy sudétis

I8 gana ilgos baltymo N-terminalinés aminoriigsciy sekos dalies galima
visiSkai identifikuoti baltyma. Vieno ksilanazés T-6 fragmento seka buvo
dukart nustatyta Weizman institute lzraelyje Taikomuoju biosistemy

dujineés fazés mikrosekvenseriu ABI 475 A. Pirmas baltymo pavyzdys buvo
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pirmiausiai elektra padengtas ant PVDF membranos (Millipore) ir dave 20
aminorlgsCiy. Antras baltymo pavyzdys buvo pirmiausiai iSgrynintas
Superose 12 FPLC kolonéléje (Pharmacia) ir buvo pakankamas 41

aminorugsties sekos gavimui.

Gauta tokia seka:
-Lys-Asn-Ala-Asp-Ser-Tyr-Ala-Lys-Lys-Pro-His-lle-Ser-Ala-
-Leu-Asn-Ala-Pro-GlIn-Leu-Asn-Gin-Arg-Tyr-Lys-Asn-Glu-Phe-

-Thr-lle-Gly-Ala-Ala-Val-Glu-Pro-Tyr-GIn-Leu-GIn-Asn-

Tolesnei fermento charakteristikai aminoriig&éiy tyrimas buvo atliktas su

iSgryninta ksilanaze T-6. Sio tyrimo rezultatai pateikti 12 lenteléje.

12 lentelé

Ksilanazes T-6 aminoriigsciy sudétis

Pk Skilimo Komponentés Koncentra-  Liekana/mo-
Nr. laikas pavadinimas cija (nmoliai) lekulei®

1 8.08 Asparagino riigstis 4.705 58°

2 9.76 Treoninas 0.831 12

3 10.45 Serinas 0.672 10

4 14.05 Glutamino rigstis 3.639 44°

5 15.52 Prolinas 1.950 24

6 18.80 Glicinas 1.64 20

7 19.84 Alaninas 2.439 30
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Pk Skilimo Komponentés Koncentra-  Liekana/mo-
Nr. laikas pavadinimas cija (hmoliai) lekulei®
8 20.80 Cistinas 0.061 1
9 21.81 Valinas 2.23 28
10 23.60 Metioninas 0.15 2
11 24.64 lzoleucinas 2.064 26
12 25.39 Leucinas 1.027 14
13 28.75 Tirozinas 1.613 22
14 29.87 Fenilalaninas 1.269 16
15 38.37 Lizinas 3.124 38
16 39.985 Amoniakas 3.691
17 42.63 Histidinas 0.560 6
18 48.05 Argininas 0.904 12

# 42000 Daltony molekulinés masés pagrindu; patikslinimai buvo atliekami

nestabilioms aminorugstims.

® Asparagino riigétis yra asparagino rlgsties ir asparagino (Asx) suma.

¢ Glutamino rugstis yra glutamino rigsties ir glutamino (Glx) suma.
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Eksperimentai, atlikti su fermentu medienos maséje K14

Masés pavyzdys K14 buvo deguoniu pusiau iSbalintos minkstos

medienos mase i$ Korsnas fabriko. Fermentas buvo i§gryninta termofiling

ksilanaze T-6.

Buvo tirti jvairis parametrai, veikiantys masés K14 delignifikacijos laipsn;.

Pluosto koncentracijos poveikis yra susumuotas 13 lenteléje.

13 lentelé

Pluosto koncentracijos poveikis apdorojimui ksilanaze*

Ksilanaze, (V/ml)

Pluostas, (%)

ISskirto gryno

lignino, (%)
5.1 4.7 4.9
51 2.5 6.6
204 4.7 9.3
204 2.5 11.8
15.0 1.0 15.0
40.8 2.5 13.9
45.0 1.0 16.7

* Salygos: pH 9.0, 65°C, 2 val., K14 masé: kontrolinis pavyzdys be

fermento buvo atimamas kiekvienu atveju.
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Kaip matyti i$ 13 lentelés, maZinant pluo$to koncentracijg nuo 4.7 iki 2.5 ir
iki 1.0% sauso pluoSto svorio, procesas stipréja. Kadangi fermentinis
apdorojimas atliekamas be maiSymo, panasu, kad buvo per silpnas
kontaktas tarp fermento ir netirpaus substrato. Dél praktiniy priezasciy

mes pasirenkame dirbti su 2.5% koncentracijos pluostu.

pH poveikis pateiktas 14 lenteléje.

14 lentele

pH poveikis ksilanazés apdorojimui*

pH Buferis ISskirto gryno
lignino, (%)

8.5 0.01 M Fosfatas 8.3

9.0 8.4

9.5 6.3

8.5 0.1 M Na,SO, 10.9

9.0 10.2

9.5 8.2

* Salygos: 2.5% K14 masé, 15 V/ml ksilanazés, 2 val., 65°C.

Kaip matyti iS 14 lentelés, fermentas yra efektyviausias, esant pH 8.5-9.0,
tiek kalio fosfate, tiek natrio sulfate. Ankstesni eksperimentai parodé maza

aktyvuma Zemiau pH 8.0 ir auk$ciau pH 9.5.

Na,SO, koncentracijos poveikis yra pateiktas 15 lenteléje.
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Na,SO, koncentracijos poveikis*
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NaxSO4 (M) ISskirto gryno lignino, (%)
0 7.2

0.01 8.6

0.05 9.9

0.10 10.8

0.15 11.5

0.20 10.7

*Saglygos: 2.5% masés K14, 10 V/ml ksilanazé, pH 9.0, 65°C, 2 val.

Apdorojimas buvo efektyvus nuo to, kai nebuvo pridéta Na,SQ,, iki 0.2 M:

optimalus aktyvumas prie 0.15 M Na,SO,.

Ksilanazés koncentracijos poveikis susumuotas 16 lentelgje.

16 lentele

Lignino iSskyrimas kaip ksilanazés koncentracijos funkcija*

Ksilanazé, (V/ml) Buferis ISskirtas ligninas
(Klason'o %)
0 0.01 M K Fosfatas 0

8
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Ksilanaze, (V/ml) Buferis ISskirtas ligninas
(Klason’o %)

10 10

15 12

45 14

0 0.1 M Na,SO, 0

5 12

10 13

15 14

45 16

* Salygos: 2,5% sauso pluosto K-14, 2 val., pH 9, 65°C.

Kaip matyti iS 16 lentelés, lignino iSskyrimas priklausé nuo koncentracijos
iki mazdaug 15 V/ml tiek 0.1 M Na,SO,, tiek kalio fosfato buferyje.
Didesne fermento koncentracija arba ilgesnis inkubacijos periodas (4 val.)

tik nezymiai padidino iSskirtg gryna lignina.

10 g ir 50 g apdorotos K14 masés pavyzdziy paruosimas tolesniems

bandymams

10 g masés K14 pavyzdziy buvo apdoroti 15 V/ml ir 45 V/ml ksilanaze 2
val. ir 4 val. kartu su atitinkamais kontroliniais pavyzdziais. Visi pavyzdziai
turéjo dublikatus. Visos inkubacijos buvo atliekamos, esant pH 9.0 ir 65°C.
Lignino iSskyrimo spektrometriné analizé parodyta 17 lenteléje (fosfato
buferis) ir 18 lenteléje (0.1 M NaxSO,). ISskirto lignino kiekis svyravo nuo

10.3 iki 14.9 % su 45 V/ml fermentu ir 4 val. inkubacijos periodais, gaunant
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nezymiai didesnius dydZius negu prie 15 V/ml ir 2 val. Neseniai 50 g
masés pavyzdzZiy buvo apdorota, naudojant dublikatus, papildomai
analizei. ISskirto gryno lignino buvo 10.8% 13 V/ml fermento 2 val. ir
atitinkamai 12.6% prie 15 V/ml 4 val.

17 lentelé

10 g mases K14 apdorojimas ksilanaze fosfato buferyje*

Ksilanaze, Laikas, ISskirtas ligninas (%)
(V/mi) (val.) Bendras Grynas
0 2 5.3 0

15 2 15.6 10.3
45 2 17.9 12.6

0 4 6.3 0

15 4 17.4 11.1
45 4 20.1 13.8

*Salygos: 2.5% mase K14, pH 9.5, 65°C; vidurkis pagal 2 eksperimentus.
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18 lentelé

10 g mases K14 apdorojimas ksilanaze 0.1 M Na,SO,

Ksilanaze, Laikas, ISskirtas ligninas, (%)
(V/mi) (val.) Bendras . Grynas
0 2 59 0

15 2 17.6 11.7
45 2 19.8 13.9

0 4 7.0 0

15 4 19.4 12.4
45 4 21.9 14.9

*Salygos kaip 17 lenteléje.

Ksilanaze apdoroty 10 g pavyzdziy analizé

Analizes rezultatai yra susumuoti 19-23 lentelése. Parametrai, pateikti
lentelese, buvo matuoti pagal SCAN bandymy serijas, i$skyrus nulinio
Zingsnio dydzius, kurie buvo matuojami pagal gamintojy (Pulmac
Instruments Ltd., Kanada) instrukcijas. 19 lenteléje pateikti duomenys,
gauti panaudojant mase, kuri buvo apdorota 2 valandas 65°C
temperatiroje, pH 9.0, 0.1 M NaySO,, be fermento (kontrolinis pvz.) ir su
15 V/ml fermento. Kaip galima matyti, buvo puikus atgaminimas su
dublikaty pavyzdziais, paruostais kas 2 savaiCiy intervalai. DidZiausias

poveikis buvo pentozano kiekiui, kuris sumazeéjo 17.4% Buvo nedideli, bet
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patikimi Kapa skaiCiy bei tamprumo indeksy sumazéjimai, ir rySkumo,

klampumo bei nulinio Zingsnio dydziy padidéjimai.

Aukdgiau minéty savybiy dydziai medienos masei arba lakStams,
padarytiems i§ masés, nebuvo labai skirtingi, naudojant fermentus 15
V/ml bei 45 V/ml, apdorojant 2 val. ir 4 val., ir naudojant 0.01 M kalio
fosfatg bei 0.1 M NaySO4 (20 ir 21 lentelés).

Siy duomeny reikdmingumo analizé, medienos masés ir popieriaus
savybés yra pateiktos 22 ir 23 lentelése kaip procentiniai pasikeitimai,

palyginus su atitinkamais kontroliniais pavyzdZiais.
Daromos tokios iSvados:

1. Pentozanai yra dalinai isskirti (10.4-22.2%); didesni fermento kiekiai

iSskiria daugiau pentozanu.

2. Yra mazas, bet reikdmingas klampumo padidéjimas; tai gali buti
paaiSkinta pentozany iSskyrimu (apie 1% K14 sausos mases).
Nepastebima celiuliozés skilimo netgi esant didziausioms fermento

koncentracijoms, 4 val. 65°C temperaturoje, pH 9.

3. Kapa skai6ius mazéjo visose aStuoniose tirtose saglygose (ribos: 5.5-
9.1%). Kai §ie dydziai toliau nemazéja prie didesniy fermento
koncentracijy (tada, kai pentozanai buvo), didesni fermento kiekiai
pasirode iSskiriantys pentozanus, kurie nebuvo prijungti prie lignino.

4. Visose astuoniose tikrintose salygose maseés lakstai parodé nedidel]
ry$kumo ir nulinio Zingsnio dydZiy padidéjimg ir tamprumo indeksy

sumazéjima.
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19 lentelé

Masés K14 apdorojimas ksilanaze*

Parametras Kontr. pvz. Naudotas Vidutinis
fermentas ~ pasikeitimas, (%)

Kapa skaic. 17.3,16.8 16.0, 15.5 -7.6, (x0.1)

Klampumas 1066, 1045 1072, 1039 +0.8, (£0.1)

(dm®/kg)

Pentozanas (%) 9.1,9.3 77,75 -17.4 (£1.8)

Lakstai (75g/m?)

RysSkumas 32.3,32.8 33.4,33.8 +2.9, (£0.1)
(% 1S0O)
Tamprumo 20.9, 20.4 19.0, 19.3 -7.2, (£1.8)

indeksas (Nm/g)

Nulinio Zingsnis 95.2, 97.8 101.5, 104.3 +6.3, (x0.3)
(dregnas) (Nm/qg)

*Salygos: 15 V/ml fermentas, pH 9.0, 2 val., 0.1 M Na,SO,.
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20 lentele

Masés K14 apdorojimas ksilanaze 0.1 M Na,SO,*

Para- o/ml 15V/ml 45V/ml  O/ml 15V/ml 45 V/ml
metras 2v. 2v. 2v. 4v. 4v. 4y,
Kapa 17.1 15.8 16.0 17.0 15.4 15.8

Klam- 1055 1066 1072 1061 1075 1075

pumas

Pento- 9.20 7.6 7.3 9.0 7.5 7.0
zanas

Rysku- 32.6 33.6 34.1 32.6 341 34.4
mas

Tampru- 20.7 19.2 20.7 21.2 19.6 19.8
mas

Nulinis 97 103 104 100 104 103
Zingsnis

*Vidurkis i$ dviejy eksperimenty: salygos kaip 19 lenteléje.
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21 lentelé

Masés K14 apdorojimas ksilanaze 0.01 fosfato buferyje*

Para- 0/ml 15V/ml  45V/ml  0/ml 15V/ml 45V/ml
metras 2v. 2v. 2v. 4v, 4v. 4v.
Kapa 17.0 15.9 16.0 17.2 16.0 16.2

Klam- 1065 1073 1076 1060 1070 1073

pumas

Pento- 9.10 8.2 7.4 9.0 7.9 7.4

zanas

Rysku-  31.8 33.2 33.6 32.6 33.2 33.7

mas

Tampru- 21.0 19.2 20.4 20.9 19.4 20.3

mas

Nulinis 101 101 107 99 102 104

zingsnis

*Vidurkis i$ dviejy eksperimenty.
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22 lentelé

Masés K14 apdorojimas ksilanaze*

Pasikeitimas, (%)

Parametras 15V/ml  15/ml 45V/ml . 45 V/ml
Kapa -7.6 -9.1 -6.9 -7.1
Klampumas +0.8 +1.4 +1.5 +1.4
Pentozanas -17.4 -16.5 -20.6 -22.2
Ryskumas +2.9 +4.4 +4.7 +5.3
Tamprumas -7.2 -7.5 -6.8 -6.4
Nulinis zingsnis +6.3 +3.7 +7.1 +3.0

* 0.1 M NaSO, ; duomenys i$§ 20 lentelés.

23 lentele

Mases K14 apdorojimas ksilanaze*

Pasikeitimas, (%)

Parametras 15V/ml 15/ml 45 V/ml 45 V/ml
Kapa -7.3 -7.0 -6.7 -5.5
Klampumas +0.8 +0.9 +1.0 +1.2

Pentozanas -10.4 -12.7 -20.7 -18.4
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Pasikeitimas, (%)

Parametras 15V/ml  15/ml 45 V/ml 45 V/ml
Ryskumas +4.3 +2.8 +5.3 +3.2
Tamprumas -8.8 -7.4 -3.3 -2.9
Nulinis zingsnis -0.7 +8.3 +58 . +5.2

* 0.1 M fosfatas; duomenys i$ 21 lentelés.

Balinimo bandymas

Masé K14 su Kapa skaiCiumi 18.5 buvo panaudota tirti apdorojimo
fermentu poveikj balinimui. Masé K14 buvo apdorota fermentu, kurio
koncentracija 15 V/ml ksilanazés, pagamintos i§ kamieno T-6. Po
fermentinio apdorojimo masé buvo balinama su balinimo seka,
naudojama Korsnas fabrike: Chloro dioksidas (DO)- Sarminé ekstrakcija,

sustiprinta deguoniu (E0)- Chloro dioksidas (D1)- chloro dioksidas (D2).

Fermentinis apdorojimas sumazino lignino mases kiek| iki Kapa skai€iaus
15.9. Mase, apdorota tuo paciu budu, kaip fermentu apdorota mase, t.y.
65°C temperatiroje, pH 9, 100 mM Na,SO4 buferyje, bet nepridéjus
fermenty, buvo delignifikuojama iki Kapa skaiCiaus 17.2. Tikrasis
fermentinio apdorojimo poveikis buvo delignifikacija nuo Kapa sk. 17.2 iki
15.9, t.y. 8% delignifikacija.

Masé, apdorota fermentais sulfato buferio sistemoje, sunaudojo 47 kg
chloro dioksido (aktyvaus chloro)/masés tonai, kai buvo balinama iki 83%
ry§kumo su balinimo seka DO (E0) D1D2. Atitinkamas suvartojimas tiktai
buferiu apdorotai masei buvo 59 kg chloro dioksido (Cl)/masés tonai, t.y.

fermentu apdorota maseé sunaudojo 20% maziau chloro dioksido.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Preparatas, pasizymintis fermentiniu aktyvumu, besiskiriantis
tuo, kad jis gaunamas i8 Bacillus stearothermophilus »kamieno, parinkto i$
kamieny NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 bei jy mutanty ir varianty,
sugebanciy i$ esmés taip pat gaminti mineta preparata, kaip minéti
kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB 40222, aerobine fermentacija tinkamoje
terpéje ir sugeba delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C

temperatlroje ir esant pH maziausiai 9.

2. Preparatas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas
preparatas gaunamas i§ mutantinio Bacillus stearothermophilus kamieno
NCIMB 40222 aerobine fermentacija tinkamoje terpéje, turinCioje

gliukozés kaip anglies Saltinio.

3. Preparatas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas

preparatas susideda i$§ fermento, apimancio aminorugsciy sekg
-Lys-Asn-Ala-Asp-Ser-Tyr-Ala-Lys-Lys-Pro-His-lle-Ser-Ala-
-Leu-Asn-Ala-Pro-GIn-Leu-Asn-GIn-Arg-Tyr-Lys-Asn-Glu-Phe-
-Thr-lle-Gly-Ala-Ala-Val-Glu-Pro-Tyr-GIn-Leu-GIn-Asn-

arba jos homologa, visam fermentui parodant aktyvuma medienos mases

terpéje.

4. Preparatas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas

preparatas yra labai iSgryninta kultGros buljono frakcija, gaunama
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panaudojant katijonita, minétai frakcijai esant ksilanazés formoje,

parodanciai fermentinj aktyvuma medienos maseés terpéje.

5. Preparatas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
ksilanazé turi apytiksle molekuline mase tarp 41000 ir 42000 Daltony,
nustatyta elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu
(SDS PAGE) bei geliy filtracija, ir tokia apytiksle aminorlgsciy sudet,

nustatyta aminortg$ciy analize kaip aminorugsties liekanos/ molekulei:

Asx 58: Thr 12; Ser 10; Glix 44; Pro 24; Gly 20; Ala 30; Cys 1; Val 28; Met
2; lle 26; Leu 14; Tyr 22; Phe 16; Lys 38; His 6; Arg 12.

6. Preparato, pasizymincio fermentiniu aktyvumu, gavimo budas, be-
siskiriantis tuo, kad Bacillus stearothermophifus kamiena, parinktg
i§ kamieny NCIMB 40221 ir NCIMB 40222 bei jy mutanty ir varianty,
sugebantj i§ esmés taip pat gaminti minétg peparata, kaip mineti kamienai
NCIMB 40221 ir NCIMB 40222, nukreipia aerobinei fermentacijai
tinkamoje terpéje, minétam preparatui sugebant delignifikuoti medienos

mase maziausiai 65°C temperatiiroje, esant pH maziausiai 9.

7. Blidas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad Bacillus
stearothermophilus kamieno NCIMB 40222 mutantinj kamieng nukreipia
aerobinei fermentacijai tinkamoje terpéje, turin€ioje gliukozés kaip anglies

Saltinio.

8. |8skirti Bacillus stearothermophilus kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB
40222 bei jy mutantai ir variantai, minétiems mutantams ir variantams is
esmés taip pat sugebant gaminti preparata, pasizymint] fermentiniu
aktyvumu, kaip ir mineti kamienai NCIMB 40221 ir NCIMB 40222, o
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minétas perparatas sugeba delignifikuoti medienos mase maziausiai 65°C

temperatlroje, esant pH maziausiai 9.

9. Biidas, susidedantis i§ medienos masés apdorojimo, besiskirian-
tis tuo, kad medienos mase bent vienoje stadijoje apdoroja preparatu

pagal bet kurj i$ 1-5 punkty.

10. Medienos masé, susmulkinta celiuliozé, popierius, lentos bei dulkes,
besiskiriantys tuo, kad jie padaryti i$ medienos mases, kuri bent

vienoje stadijoje apdorota preparatu pagal bet kurj i$ 1-5 punkty.
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