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Esillid oleva keksintd koskee menetelmdd mikrobijuoksuttimen
limpSstabiloimiseksi. Juoksuttimella tarkoitetaan maitoa koa-

guloivaa entsyymituotetta.

Juustoa valmistettaessa koaguloidaan maito tarkoituksella
kyetsd erottamaan kvarkki herasta. Tuotteita, jotka sisdltdvdt
juoksutinta, joka on maitoa koaguloiva entsyymi, joka on
erotettu vasikan mahasta, on kdytetty pitk&&n tdssd tarkoi-
tuksessa. Viime aikoina juoksutintarve on voitu tyydyttdad
vasikanjuoksuttimen avulla, mutta viime vuosina on kehitetty
useita vasikanjuoksuttimen korvaavia aineita, joihin sisdlty-
vit mm. mikrobijuoksuttimet, jotka ovat perdisin kannoista
Mucor miehei ja Mucor pusillus. Mucor miehei-juoksutin on
edullinen juuston valmistuksessa alhaisesta hinnastaan joh-
tuen ja johtuen sen epédspesifisestd proteolyyttisestd aktii-
visuudesta, ja myd8s sen johdosta, ettd se muistuttaa suures-
ti juoksutinta kalsiumioni-herkkyyden suhteen. Kannan Mucor
miehei erinomainen varastoimisstabiilisuus on toinen edulli-
nen ominaisuus, joka ainakin osaksi johtuu sen suuresta 18mpd-

stabiilisuudesta.
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Muutamia pastdroituja heroja on kdytetty kokomaidon lisdaineena,
esimerkiksi herajauheen muodossa, rikastetun maidon valmistami-
seksi esimerkiksi pikkulasten ruokia varten. Pastdroitu hera,
joka on saatu juustosta, joka on valmistettu kdyttden Mucor
miehei-juoksutinta, voi silti sisdltidi vidhiisen juoksutinak-
tiivisuuden Mucor miehei-juoksuttimen suuresta ldmpSstabiili-
suudesta johtuen. Pienikin juoksuttimen jidinn&saktiivisuus hera-
jauheessa on haitallinen, koska proteiinin koaguloitumista ei
tdssd vaiheessa haluta. Tdllainen voisi tapahtua mik&li hera-
jauhetta kdytettdisiin rikastetun maidon valmistamiseksi esi-
merkiksi pikkulasten ruokia varten. Rikastunut maito voi hyytvad
ennen joutumistaan lapsen vatsaan, esim. sySttSpullossa, mika

aiheuttaisi maidon virtauksen estymisen pullosta.

Aikakausjulkaisussa Biochem. Biophys. Acta 271 (1972), 93-101
(W.S. Rickert, Structural and Functional Determinants of Mucor
miehei protease, I. Modification of the NH2 terminus and lysine
residues by carbamylation), on esitetty, ettd Mucor miehei-
proteaasi (Mucor miehei-juoksuttimen aktiivinen aineosa) voidaan
karbamyloida kaliumsyanaatilla, ja ettd karbamyloidulla tuot-
teella on vdhdinen ldmpddestabiloitumisaste. Kdytdnndn kokeet
ovat osoittaneet, ettd karbamyloidun entsyymin l&mp&destabiloi-
tuminen on liian alhainen ratkaisemaan edelli mainitun juok-
suttimen aktiivisuusprobleemin pastdroidussa herassa. Eris
toinen yritys on kuvattu belgialaisessa patenttihakemuksessa
n:o 6/47048, jossa on esitetty entsyymin asyloiminen destabi-

loimistarkoituksissa.

Esilld olevan keksinndn pddmddrdnd on aikaansaada taloudelli-
sesti edullinen menetelmd mikrobijuoksuttimen ldmpddestabiloi-
miseksi siind mddrin, ettd ne haitat, jotka aiheutuvat mikrobi-
juoksuttimen jddnndsaktiivisuudesta pastdroidussa herassa,

voidaan oleellisesti vdlttdi.

Ndin ollen keksintd kdsittdd menetelmdn mikrobiologisen juoksut-
timen termiseksi destabiloimiseksi aktiivisuuden vihenemiseen
asti, joka ei ylitd 50 %, ja keksintd on tunnettu siitid, ettd
juoksutinta k&sitellddn vesivdliaineessa pH-arvossa 3-10 haloge-
noitujen yhdisteiden ryhmdn hapetusaineella, jolloin halogeeni-
atomin hapetusluku on 0-3 ja reaktioseoksessa hapetusaineen ja

entsyymivalmisteen kokonaisproteiinimddrdn painosuhde on 0,01-1.
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On todettu, ettd keksinndn mukaisesti modifioitu mikrobijuok-
sutin destabiloituu huomattavasti ja ettd destabiloimisaste
on riittdvd tdyttdmddn heran hyvdksikdytdlle asetettavat vaa-
timukset ilman, ettd silld on huomattavaa haitallista vaiku-
tusta juoksutinpreparaatin varastoimisstabiilisuuteen. Y1l&it-
tden on todettu, ettd keksinn®n mukaisesti on mahdollista ai-
kaansaada sellainen destabiloimisaste (mddritelty tarkemmin
jdljemp&nd), joka on vihint#in 50C, edullisesti 7-11°C, joka
tdlld edullisella alueella saattaa modifioidun entsyymin l&m-
pbstabiilisuuden vastaamaan vasikan juoksuttimen vastaavaa
arvoa, jolloin vasikan juoksuttimen edulliset ominaisuudet
yhdistyvdt mikrobijuoksuttimen edullisten ominaisuuksien

kanssa.

Juoksutinaktiivisuus mddrdtdsn menetelmidlld British Standard
3624: 1963 (Menetelmd juoksuttimen maidon koaguloimiskyvyn

mddrdamiseksi) .

Koska t&dmd keksintd koskee mikrobijuoksuttimen sdddettyi
ldmp&destabilointia, on j4ljemp3nd selitetty niitd menetel-
mi&d, joita kdytetddn lidmpSstabiilisuuden mittaamiseksi ja
ldmpdstabiilisuuden mddrin pienentdmiseksi, so. destabiloitu-
misen mddrédn pienentdmiseksi, jolloin tdmi destabiloituminen
esitetddn yksikOssi c.

Ihanteellisissa olosuhteissa voidaan entsyymi inaktivoida
sopivan korkealla l&mpdtilatasolla siten, ettd entsyymin j&&n-
nGsaktiivisuus pienenee ajan funktiona alenevan eksponentti-
kdyrdn mukaisesti, so. jossa esiintyy selvdsti misriteltidvi
puoliintumisaika, joka on limpdtilan (°C) funktio. Puoliintu-

misaika Tl/2 voidaan laskea kaavasta

(t,-t,) 1n2
T 2 1

1/2 ~
lnA1 - lnA2
jossa Al on entsyymiaktiivisuus mitattuna kuumentamisen jdl-
keen mddrdttyyn lampdtilaan ajan t; kuluessa, kun taas A2 on
entsyymiaktiivisuus mitattuna ajan t, pituisen kuumentamisen
jdlkeen samaan middrdttyyn l&mpdtilaan. Puoliintumisaika on

sitd lyhyempi mitd korkeampi on la&mpdtila muiden olosuhteiden
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pysyessd ennallaan. Useita entsyymejd kdytettdessd vaikuttaa
entsyymiliuoksen pH-arvo ja ionivahvuus sekd mddrdttyjen suo-
lojen esiintyminen oleellisesti puoliintumisaikaan. Lis#ksi
voi entsyymin kemiallinen modifiointi muuttaa puoliintumisai-
kaa oleellisesti. Mik&li mddrdtyn entsyymin kemiallinen modi-
fiointi aiheuttaa entsyymin l&mp&destabiloitumisen, sanotaan
destabiloitumisasteen olevan n°C jos alkuperdiselld (modifioi-
mattomalla) entsyymilld ja modifioidulla entsyymill¥ on sama
puoliintumisaika l&mpdtilassa N°C ja vastaavasti l&mpdStilassa
(N-n) “c.

On kuitenkin huomattava, ettd destabiloimisarvot ovat liki-
arvoja mddrédttyyn asteeseen saakka johtuen puoliintumisajan
likiarvoluonteesta. Kaikki destabiloitumisarvot on tissi se-
lityksessd mitattu pH-arvossa 6,0, koska destabiloimismittaus-

ten tulokset riippuvat pH-arvosta.

Normaalisti seuraa keksinndn mukaista kdsittelyd aktiivisuu-
den pieneneminen. On todettu, ettd taloudellisista syistd
destabiloitumista ei tule suorittaa siind mddrin, ettd vastaa-
va aktiivisuuden menetys on suurempi kuin noin 50 %, edulli-
sesti suurempi kuin noin 30 %, ja kaikkein edullisimmin sen
tulee olla alle 10 %.

Tyypillisessd tapauksessa noin 10°C suuruinen destabiloitu-
minen, aktiivisuuden menetyksen ollessa rajoitettuna alle
10 %, ndyttdd olevan sopiva kompromissi edelld mainittujen

vastakkaisten tekijdiden vdlilli.

Esimerkkejd sopivista hapettavista aineista, joita voidaan
kdyttdd keksinndn mukaisesti, ovat hypokloriitti, esim. nat-
riumhypokloriitti, hypobromiitti, esim. natriumhypobromiitti,
vapaa kloori, N-kloori-meripihkahappoimidi, kloramiini-T ja
trikloori-isosyanuurihappo.

Hapetusainetta on kdytettdvd sellaisessa védkevyydessd, ettd
haluttu destabiloitumisaste aikaansaadaan kohtuullisessa

ajassa, joka voi olla muutamasta minuutista aina 48 tuntiin
tai vield pitempi niissd tapauksissa, joissa reaktion anne-
taan tapahtua sitd keskeyttdmdttd. Siind tapauksessa, ettd
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hapetusaineen vidkevyys on liian pieni, on destabiloituminen
my8s liian pieni, ja siind tapauksessa, ettd hapetusaineen
vikevyys on liian suuri, on myds aktiivisuuden menetys liian
suuri. Optimividkevyydet vastaavat varsinaisesti hapetusaineen
ja entsyymipreparaatissa olevan proteiinin kokonaismddrdn vad-
listd painosuhdetta, noin 3-30 osaa hapetusainetta per 100
osaa kaikkiaan proteiinia. Jos mikrobijuoksutinvalmiste puh-
distetaan suureen yksikk8aktiivisuuteen, voidaan hapetusaineen
miirid pienentdd niinkin pieneen arvoon kuin 1l g per 100 g

kaikkiaan proteiinia.

Se pH-arvo, jossa reaktio tapahtuu, voi vaihdella laajoissa
rajoissa, so. vdlilld noin pH 3 ja 10, jolloin edullisimmat
alueet riippuvat piddasiallisesti hapetusaineesta. Tdten hypo-
kloriitin ollessa hapetusaineena on edullisin pH-alue 5-9,

vield edullisemmin 6-8.

Reaktiolimpétila ei ole kriittinen silloin, kun reaktioldmpo-
tiloja pidetddn sellaisissa arvoissa, esim. alle noin 30°c,
joissa entsyymin stabiilisuus on tyydytt&va. Entsyymistabiili-
suutta voidaan kuitenkin parantaa lisd&mdlld tunnettuja pro-
teiininstabiloimisaineita, esim. NaCl, mddrdssd 5-20 % entsyy-
mipreparaattia, tai sorbitolia tavanomaisissa entsyymid sta-

biloivissa mddrissd.

Kysymyksessi olevaa reaktiomekanismia ei tdysin ymmdrretd

eikd my®skdin ole varmaa sisdltddkd lopullinen destabiloitu
entsyymimolekyyli halogeenisubstituentteja. On ilmeistd, ettd
entsyymissd, samoin kuin kaikissa proteiinimolekyyleissd, voi
tapahtua ja tapahtuu useita erilaisia reaktioita, esim. hape-
tus- ja kloorausreaktioita. Koska mielenkiinto téssd yhteydessd
kohdistuu destabiloitumiseen, ovat kaikki sellaiset reaktiot,
jotka deaktivoivat entsyymin, haitallisia, kun taas sellaiset
reaktiot, jotka termisesti destabiloivat entsyymi#& pienenta-

méttd entsyymiaktiivisuutta, ovat toivottavia.

Destabiloimisarvo vdhintdén SOC, edullisesti 7~11°C, ja tdtd
seuraava aktiivisuuden menetys, joka ei ole suurempi kuin
30 %, ja on edullisesti alle 10 %, katsotaan rajoiksi keksin-

t84 toteutettaessa. Aktiiviset halogeeni-hapetusaineet tdytta-
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vdt ndmd ehdot. Vapaa kloori, joka johdetaan vesipitoiseen
vdliaineeseen, muuttuu kloridi- ja hypokloriitti-ioneiksi.
Edelld mainitut W-kloorireagenssit muuttuvat vastaaviksi hy-
pokloriitti-ioneiksi. Edullinen reagenssi on natriumhypoklo-
riitti, jota kdytetdin pH-alueella 5-9, edullisesti 6-8.

Asyloiminen, joka kuvataan belgialaisessa patenttihakemuksessa
n:o 6/47048, aiheuttaa noin 3°C suuruisen destabiloitumisen.
Hapettaminen vetyperoksidilla aikaansaa my&s destabiloitu-

misen.

Entsyymin suora kdsittely aktiivisella halogeenireagenssilla
esim. natriumhypokloriitilla, aikaansaa useita kdsittelyetu-

ja peroksidireaktioon verrattuna. Piiedun oletetaan olevan

sen, ettd aktiivinen halogeenireagenssi voi kulua tdydelli-
sesti reaktioseoksessa, kun taas reaktio peroksidia kdytettides-
sd on lopetettava esimerkiksi katalaasia lisd&amdlls.

Keksinndn mukaisen menetelmin erds edullinen toteuttamismuoto
kdsittdd k&dsittelyn sellaisella hapetusaineella, jonka muo-

dostaa klooripitoinen yhdiste.

Erds toinen edullinen keksinndn mukaisen menetelmdn toteutta-
mismuoto kdsittidi kisittelyn destabiloimisasteeseen vihint&in
5°C, edullisesti 7-11°c, siten, ettd juoksutinaktiivisuuden
pPieneneminen ei ylitid 50 % eikd ole edullisesti suurempi kuin
30 %.

Erds toinen edullinen keksinndn toteuttamismuoto esittdd ka-
sittelyn hapetusaineella, joka on halogeenipitoinen yhdiste,
jonka halogeenin hapetusluku on 0 tai 1.

Erds toinen edullinen keksinndén mukaisen menetelmidn toteutta-

mismuoto kdsittas hypokloriittikdsittelyn.

Erds toinen keksinn®n mukaisen menetelmdn toteuttamismuoto

kdsittdd Mucor miehei-juoksuttimen kdsittelyn.

Lrds toinen edullinén keksinndn mukaisen menetelmin toteuttamismuoto
kdsittdad kdsittelyn hapetusaineella, jolloin hapetusaineen
Ja entsyymipreparaatissa olevan proteiinin kokonaismd&drin
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vilinen painosuhde reaktioseoksessa on v&lilli 0,01 ja 1 ja
edullisesti v&lilli 0,03 ja 0,3.

Keksinndn mukaisen menetelmdn erddn toisen edullisen toteut-
tamismuodon mukaisesti on vesipitoisen vdliaineen pH-arvo
vililld 5 ja 9.

Eriissid toisessa keksinndn mukaisen menetelmdn edullisessa
toteuttamismuodossa on vesipitoisen v&liaineen l&mpdtila va-
1i114 0 ja 30°c.

Keksinn®n eriidn toisen toteuttamismuodon mukaisesti keksintd
k&sittii destabiloidun mikrobijuoksuttimen, joka on valmis-
tettu keksinndn mukaista menetelmdd k&yttden.

Keksinndn kolmannen toteuttamismuodon mukaisesti se k&sittdd
menetelmin juuston valmistamiseksi, jonka mukaisesti keksin-
nén mukaista juoksutinta kiytetdin maidon koaguloimiseksi. Se
hera, joka on perdisin tdstd juustonvalmistuskdsittelystd,
voidaan kdyttdd pastdroimisen jélkeen proteiinipitoisena aine-

osana ilman vaikeuksia.

Kdytidnndssi on todettu, ettd destabiloidun juoksuttimen kdyt-
t5 on edullista valmistettaessa kestojuustoja.

Kahdessa samanlaisessa 150 litran suuruisessa juustonvalmis-
tussidili®ssd valmistettiin kukin juusto kéyttéden modifioitua
Mucor miehei-juoksutinta, joka oli valmistettu tdmdn selityk-
sen esimerkin 16 mukaisesti, ja kdytetddn modifioimatonta
Mucor miehei-juoksutinta. Kuusi koetta suoritettiin kahteen
kertaan. Nididen kokeiden tuloksina voitiin todeta, ettd kek-
sinndn mukainen juoksutin kykeni aikaansaamaan tavanomaisia
tanskalaisia juustolaatuja, kuten Sams¢g ja Danbo, joilla oli
vihint&in yhtd hyvdt ominaisuudet kuin kdytettdessd vastaavaa
modifioimatonta juoksutinta.

Destabiloimismenetelmd voidaan toteuttaa ja edullisesti to-
teutetaan lopullisena vaiheena mikrobijuoksutinta valmistet-
taessa. Todellisuudessa voidaan (kaupallisesti) puhdasta
mikrobijuoksutinta tai juoksutinkonsentraattia kdyttdd tata
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keksintdd toteutettaessa. Niinpd esim. mikrobijuoksutin-
liuoksen, joka muutoin on valmista tavanomaisiin viimeistelyk&-
sittelyihin ennen k&dyttdi, pH-arvo s&d8detidin mddrdtylle ki-
sittelyalueelle (esimerkiksi pH 7) ja sekoitetaan sitten ym-
pdristdn ldmpétilassa hapetusaineliuoksen kanssa, jonka hape-
tusaineen mdidrd on edelld mainitulla painosuhdealueella 3-30
Osaa (esimerkiksi natriumhypokloriitin mi&r4 on 20 osaa) 100
Osaa kohden mikrobijuoksutinliuoksessa olevan proteiinin ko-
konaismddrdstid. Seoksen annetaan sitten seistd muutamia tunte-
ja siksi, kunnes haluttu destabiloimisaste on saavutettu, esim.
2-3 tuntia. Reaktio voidaan lopettaa lis&&mdlli aktivoitua
hiiltd tai pelkistysainetta, kuten natriumsulfiittia, sopivan
reaktioajan kuluttua. Destabiloitua entsyymituotetta voidaan
sitten kédsitelld tavanomaisten viimeistelykdsittelyjen avul-
la, esim. suodattamalla, sd&tdmilli pPH-arvo ja entsyymin yk-
sikkSaktiivisuus tavanomaisille tasoille jne.

Keksintdd kuvataan seuraavassa vksityiskohtaisemmin alla ole-

viin esimerkkeihin viitaten.

Ldhtbaine on seuraavissa esimerkeissd juoksutinvikevdite,

joka on valmistettu brittildisen patentin n:o 1 108 287

toisen koetehdaskokeen mukaisesti, jolloin ainoastaan viljely-
liuos vikevditiin aktiivisuuteen, joka vastasi suunnilleen
puhtaan entsyymin 1 %$:sta liuosta (Comptes Rendus des

Traveaux du Laboratoire Carlsberg (1970), vol. 37, n:o 14,
301-325), ja raakaan vdkevOitteeseen lisittiin 18 % NacCl.
Yksinkertaisuuden vuoksi nimitetddn t&t4 vidkevditettid seuraa-
vassa nimelld "RENNILASE 46".

Esimerkki 1

Kaksi kolmen 25 ml:n erin sarjaa, jotka oli valmistettu se-
koittamalla 12,5 ml RENNILASE 46 ja 12,5 ml vettd, siidet-
tiin vastaavasti pH-arvoihin 7,0, 8,0 ja 9,0 lisdamillsi l1-n
NaOH, ja kuhunkin ndihin seoksiin lisd&ttiin 0,4 ml 2,25 M
NaClO-liuosta, jolloin pH-arvo pidettiin vakiona edelld mai-
nituissa arvoissa.

Ensimmdinen sarja, joka k&sitti kolme erdd, sovitettiin jaih-

dytyslaitteeseen yli yon (noin 18 tuntia). Toinen sarja, joka
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kidsitti kolme erdd, pidettiin huoneen lampStilassa 2 tuntia.
Mainittujen jaksojen jdlkeen mitattiin pH-arvon aleneminen.
T&min j8lkeen nimd annokset laimennettiin sekoittamalla 0,2 ml
50 ml:n kanssa vettd ja samanaikaisesti pH sdddettiin arvoon

6,0 natriumasetaatti/etikkahapolla.

Ne pH-arvon alenemiset ja j&adnndsaktiivisuudet, jotka saatiin
juoksuttimen ja natriumhypokloriitin reaktion jdlkeen, on esi-

tetty seuraavassa taulukossa.

pH kun on kulunut Jaanndsaktiivisuus (%) kun
Alku pH . on kulunut
2 tuntia 18 tuntia 2 tuntia 18 tuntia
7,0 6,9 6,9 86,3 83,1
8,0 7,6 7,6 86,1 81,7
9,0 8,2 8,2 78,4 75,4

Tdmidn jdlkeen lampbkdsiteltiin laimennettuja ndytteitd ldampd-
tilassa 55°C 30 min pH-arvossa 6,0, jonka jdlkeen mitattiin

jddanndsaktiivisuudet.

Jddnndsaktiivisuus (%) 30 minuutin pituisen

Alku pH 1smpdkisittelyn jilkeen limpdtilassa 55°C
2 tunnin ndyte 18 tunnin ndyte
7 16,3 4,2
8 16,3 4,3
9 32,3 14,6
Vertailu 98,7

Edelld mainitut jddnndsaktiivisuudet vastaavat seuraavia

puoliintumisajan ja destabiloitumisen arvoja.

Tl/z min; 30 min. 55°C,

Alku pH Destabiloituminen
pH 6,0
2 tuntia 18 tuntia 2 tuntia 18 tuntia
7 11,5 6,5 11 12
8 11,5 6,6 11 12
9 18,4 10,8 10 11

Vertailu - -
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Esimerkki 2

Kolmen 150 ml suuruisen RENNILASE 46-erdn pH sdiddettiin vas-
taavasti arvoihin 5,0, 6,0 ja 7,0. Kukin ndisti kolmesta eris-
td jaettiin kolmeksi osaksi, joihin 1lis3dttiin vastaavasti

0,8 ml, 1,2 ml ja 1,6 ml kaupan olevaa 2,25 M NaOCl-liuosta,

jolloin pH pidettiin vakiona mainituissa arvoissa.

Nditd yhdeksdd ndytettd varastoitiin sitten ympidristdn lampd-
tilassa (22°C) 18-20 tuntia, jonka jdlkeen kustakin yhdeksin
ndytteen sarjasta otettiin 10 ml:n ndyte. Kuhunkin n&ihin

10 ml:n ndytteisiin lis3ttiin vastaavasti 0,4, 0,6 tai 0,8

ml 1 M Na,S03-liuosta riippuen siitd, kuinka paljon NaOCl:d oli
lisdtty vastaavaan erddn, tarkoituksella poistaa mahdollisesti

ldsnd oleva ylimddrdinen hypokloriitti.

0,2 ml tdten kdsiteltyjid ndytteitd laimennettiin 50 ml:1lla
vettd ja pH sdddettiin arvoon 6,0 etikkahappo/natriumasetaa-
tilla. Laimennetut ja pH-arvoltaan s#iddetyt niytteet 1lampd-
kdsiteltiin ldmpétilassa 55°C 30 min. Aktiivisuussaanto,
jddnndsaktiivisuus ldmpbtkdsittelyn j#lkeen ja laskettu puo-
liintumisaika sekd destabiloituminen ilmenevidt seuraavasta

taulukosta.

Lisdatty Aikaansaa- JdannOsaktii- Tl/2 minuut- Destabi-

pH  NaOCl- tu aktii- visuus, %, tia, 30 min loitumi-
mAdrd, visuus, % 30 min, 55€C, 550& H 6 6 nen, °C
ml oH 6,0 ¢ PH O,
0,8 99,4 59,4 39,9 8
5,0 1,2 95,3 57,6 37,7
1,6 84,8 56,1 36,0 9
0,8 100 53,9 33,6
6,0 1,2 91,6 50,5 30,4
1,6 81,4 47,9 28,3
0,8 98,1 49,1 29,2 9
7,0 1,2 87,7 42,7 24,4 10
1,6 78,3 35,7 20,2 10

Esimerkki 3
600 ml RENNILASE 46 siidettiin limp&tilassa noin 10°C pH-ar-
voon 6,0 4-n NaOH:n avulla. T&md osa Jjaettiin kuuteen 100
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ml:n erdin. Kuhunkin ndihin kuuteen er&ddn lisdttiin vastaa-
vasti 0, 0,8, 1,2, 1,6, 2,0 ja 2,4 ml kaupallista 2,25 M
NaOCl-liuosta ja kaikkien kuuden osan pH s#ddettiin arvoon 7.

Noin 15 tunnin kuluttua lisdttiin suunnilleen l&mpdtilassa
5°C 2 m1 1 M Na,S0,
midrdinen hypokloriitti. Sulfiitin lisdys ei muuttanut juok-

:a tarkoituksella poistaa mahdollinen yli-

suttimen stabiilisuutta. Aktiivisuuden muutos mitattiin. MyOs
5 ml ndytteitd laimennettiin 10 kertaisesti 0,1 M asetaatti-
puskurissa, pH 6,0, jonka jdlkeen 5 ml laimennettuja ndytteitd
limpokdsiteltiin limpdtilassa 60°C 15 min. Jiinndsaktiivisuus
limpokidsittelyn jdlkeen middrdttiin ja puoliintumisaika ja de-

stabiloituminen laskettiin. Arvot ilmenevdt seuraavasta taulu-

kosta.
Lisdtty Kokonais- Jdadnndsak- Tl/2 min; Destabi-
mddrd 2,25 M aktiivi- tiivisuus-% 15 min, 60°C loitu-
NaOCl, ml suuden limpSk&dsitte- H 6 0' ’ minen,
muutos, % lyn jdlkeen p ! OcC
- 99 - -
0,8 + 0,6 35 9,9 9
1,2 0 19 6,3 10
1,6 - 4,4 14 5,3 10
2,0 - 8,5 10 4,5 10
2,4 -14,9 7 3,9 11

Esimerkki 4
Timin esimerkin lihtBaine ei ollut RENNILASE 46 vaan sellai-
nen RENNILASE 46, johon ei ollut lis&tty 18 % NaCl.

Edelld mainitun lihtSaineen perusteella valmistettiin viisi
200 g nidytettd, jotka sisdlsivdt vastaavasti O, 5, 10, 15 ja
20 % NaCl. pH sdidettiin arvoon 6,0 4-n NaOH:n avulla.

Kustakin edelli mainitusta viidestd 200 g ndytteestd otettiin
100 ml:n ndyte. Kuhunkin viiteen 100 ml:n ndytteeseen lisdt-
tiin 1 ml kaupallista 2,25-n NaOCl-ljuosta, jolloin l&mpd&tila
pidettiin v&1lilld S5 ja 10°c. Kaikkien viiden 100 ml:n n&ytteen
pH sdiddettiin sitten arvoon 7,0 4-n NaOH:n avulla ja seiso-

tettiin ldmpdtilassa noin 5°¢.
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Noin 20 tunnin pituisen seisottamisajan j&lkeen miairittiin
aktiivisuuden muutos. Myds 5 ml ndytteitd laimennettiin
l0-kertaisesti 0,1 M asetaattipuskurilla, pH 6,0, jonka jidl-
keen 5 ml suuruisia laimennettuja ja pH-arvoltaan sdddettyja
ndytteitd lidmpbkisiteltiin limpdtilassa 60°C 15 min. T&m&n
Jdlkeen mddrdttiin jd&nndsaktiivisuus. Ei-ldmp8kédsitelty ndyte

kdsiteltiin rinnakkain vertailundvtteend.

Koeparametrit ja tulokset ilmenevidt seuraavasta taulukosta.

Lisdtty Lisdtty Aktiivi- Jddnndsak- T1/2, min Destabi-
NaCl- madrd suuden tiivisuus 15 min lojitumi-
prosent- 2,25 M mutos, 15 min pitui- 600C ! nen,
timdsrd  NaOCl, ml % sen l&mpdki- 60 Sc
sittelyn P 6,
jdlkeen, %
0 0 - 98 - -
0 1 - 4,2 31 8,9 9
5 1 + 7,8 32 9,1 8
10 1 + 4, 40 11,3 8
15 1 + 6,8 46 13,4 8
20 1 + 2,4 51 15,4 8

Esimerkki 5

Kymmenen koesarjaa suoritettiin erilaisissa pH-arvoissa,
nimittdin arvoissa 2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0,
10,0 ja 11,0. Kussakin sarjassa oli kolme ndytettd, jotka oli
valmistettu laimentamalla 12,5 ml suuruisia erii RENNILASE 46
yhtd suurella tilavuusmddrdlli vettd. Ensimmiiseen ndytteeseen
kussakin sarjassa lis#dttiin 75 /ul kaupan olevaa 2,25 M nat-
riumhypokloriittiliuosta, toiseen 150 /ul ja kolmanteen 300
/ul, jotka mddrdt vastaavat (noin) vastaavasti 4, 8 ja 16 g
natriumhypokloriittia 100 g kohden nidytteessi olevaa koko-
naisproteiinia. Kunkin sarjan pH pidettiin vakiona esitetyissd
arvoissa. Reaktiol&mpdtila oli sama kaikissa sarjoissa (noin
59C) .

Suunnilleen 114, 66 ja 90 tunnin pituisten reaktioaikojen
jdlkeen, kdytettdessi vastaavasti kunkin sarjan ensimmidisti,
toista ja kolmatta n&ytettd, laimennettiin kaikki ndytteet
50 ml:ksi. Analyysissid kdytettidvit ndytteet valmistettiin
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laimentamalla sopivasti (suunnilleen suhteessa 1:125), jolloin
pH sdddettiin samanaikaisesti arvoon 6,00 etikkahapon ja nat-

riumasetaattiliuosten avulla.

Nditd ndytteitd lampdkédsiteltiin sitten lampdtilassa 55°C
30 min. Aktiivisuusarvo, j&ddnndsaktiivisuus l&mpdkdsittelyn
jdlkeen, laskettu puoliintumisaika ja siitd laskettu destabi-

loituminen on esitetty seuraavassa taulukossa.
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Alku Lisdtty Lopul- Aktiivi- Jaannds- Tl 2 Destabi-
g NaClo- linen  suus- aktiivi- 1/ 10i tumi-
maard, pH- saanto, suus, min nen,
ul/25 ml arvo 2 2 Oc
fytetts
75 2,52 93,0 77,3 80,8 6
2,5 150 2,75 80,5 71,6 62,2 7
300 2,50 16,2 40,7 23,1 9
75 3,00 101,3 76,9 79,2 6
3 150 3,15 97,6 60,5 41,4 8
300 3,00 32,4 70,0 22,7 9
75 3,96 106,1 71,8 62,8 7
4 150 4,05 102,4 64,2 46,9 8
300 3,94 69,8 41,3 23,5 9
75 4,95 104,4 74,5 70,6 7
5 150 4,99 99,4 62,2 43,8 8
300 4,80 71,1 45,1 26,1 10
75 5,86 101,7 59,4 39,9 8
6 150 5,98 94,8 40,8 23,2 9
300 5,66 61,5 8,6 8,48 11
75 6,61 96,3 39,5 22,4 9
7 150 6,64 90,2 7,1 7,86 11
300 6,51 49,2 4,0 6,46 11
75 7,40 94,3 48,3 28,6 8
8 150 7,26 87,1 6,4 7,57 11
300 - - - -
75 8,02 90,4 68,2 54,3 7
9 150 7,79 77,7 17,5 %) 11,9 x) 10
300 7,34 47,3 9,3 2,92 13
75 8,34 81,2 78,6 36,4 6
10 150 8,23 68,5 34,0 X) 19,3 x) 9
300 7,83 44,4 9,3 2,92 13
75 10,34 57,2 93,5 30,9 4
11 150 10,02 42,2 74,4 70,3 7
300 9,80 9,9 - -

x) 10 min pituinen ldmpOkdsittely.

Ndmd arvot osoittavat, ettd seuraavat olosuhteet ovat opti-
maaliset suoritettaessa destabiloiminen natriumhypoklorii-
tilla.

pH-alue: 6-8.
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Natriumhypokloriittimddra: 150 ] 2,55 M liuosta per nédyte,
vastaa (suunnilleen) 8 g natriumhypokloriittia per 100 g
kaikkiaan proteiinia.

Esimerkki 6
Valmistettiin kaksi erdd seoksesta, jossa oli 25 ml RENNILASE

46 ja 20 g jddvettd, jolloin pH sdddettiin arvoon 7,0 4-n
NaOH:n avulla.

Ndihin kahteen erddn lisdttiin vastaavasti 33 ja 66 mg N-kloo-
rimeripihkahappoimidid liuotettuna 5 ml:an jddvettd, jolloin

pH sdiddettiin samanaikaisesti arvoon 7,0.

Kaksi tuntia mydhemmin laimennettiin 0,2 ml erdt 50 ml:lla
vettd, jolloin pH sdddettiin samanaikaisesti arvoon 6,0 nat-

riumasetaatti/etikkahapon avulla.

JadnnSsaktiivisuus reaktion jdlkeen juoksuttimen ja N-kloori-

meripihkahappoimidin avulla oli seuraava:

N-kloorimeripihkahappoimidin Jdann8saktiivisuus, %
lisdtty mddrd

mg

33 99,0

66 96,5

LampOkdsittely suoritettiin samalla tavoin kuin esimerkissi
1 limpdtilassa 55°C 30 min pH-arvossa 6,0. Timin jilkeen jHin-
nOsaktiivisuudet mddrdttiin ja laskettiin puoliintumisajat ja

destabiloitumiset. Tulokset ilmenevdt seuraavasta taulukosta.

Lisdtty N-kloo- Jaddnndsaktii- T1/2 min, Destabiloi-
rimeripihkahap- visuus, 55°C, 30 min tuminen,
poimidi-m&ddrsd, 30 min, pH 550¢ 'H 6.0 0C
mg 6,00, % + P !

33 41,5 23,6 .10

66 26,4 15,6 10

Esimerkki 7

NaOBr-liuos, jonka molaarisuus oli noin 2, valmistettiin 1li-
sddamdlla tipottain 3 g Bry:a 10 ml:an sekoitettua 4-n NaOH-
liuvosta jddkylvyn avulla jd&hdyttéden.
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25 ml RENNILASE 46 sekoitettiin 25 ml:n kanssa vettd ja

pH sdddettiin arvoon 7,5 1-n NaOH:1la. 25 ml:an t4ti liuosta
liséfﬁiin 0,5 ml edelld mainittua natriumhypobromiittiliuos-
ta noin tunnin kuluessa, jolloin pH pidéttiin arvossa vidlilli
7,3 ja 7,8 1-n HCl:84 lisdamills.

Noin 30 min myShemmin mddrdttiin aktiivisuuden menetys ja
lampSstabiilisuus. Aktiivisuuden menetys oli noin 20 % ja
jdannbsaktiivisuus 20 min pituisen kisittelyn j&lkeen 1ampo-
tilassa 60°C ja pH-arvossa 6,0 oli 14 %, mik3 vastasi noin

7 minuutin puoliintumisaikaa tai noin 8°cC suuruista destabi-

lojtumista.

Esimerkki 8

50 ml RENNILASE 46 laimennettiin 50 ml:lla vett#. Seos j&&h-
dytettiin j&dkylvyn avulla ja pH s#dddettiin arvoon 7,0 1l-n
NaOH:1lla. T&mdn jdlkeen lisdttiin noin 0,1 g vapaata Cl,:a,
jolloin pH aleni arvoon noin 3,8 ja neste tuli sameaksi ja
vaaleammaksi. Reaktioseoksen annettiin vaikuttaa noin 10 min
ja sitten lis&ttiin 4 ml 1 M Na SO3—liuosta ylimddrdisen

2
Clzzn poistamiseksi.

0,2 ml ndytteet laimennettiin ennen Cl,y:n lisddmistd ja sen
jdlkeen 50 ml:1la vettd ja pH sidddettiin arvoon 6,0 natrium-
asetaatti/etikkahapolla. Se aktiivisuuden menetys, joka liit-

tyi juoksuttimen ja kloorin vdliseen reaktioon, oli 21 %.

Kloorilla kdsitellyn juoksuttimen limp&kdsittelyn jdlkeen
lampbtilassa 55°C 30 minuutin kuluessa oli jdadnndsaktiivisuus
63 %. Tdmd@ vastaa noin 45 minuutin puoliintumisaikaa ja noin
8°¢ destabiloitumista.

Esimerkki 9

Valmistettiin kaksi er&i 25 ml:sta RENNILASE 46 ja 25 g:sta

jdavettd ja pH sdddettiin arvoon 7,0 4-n NaOH:lla.

Ndihin kahteen seokseen lis&dttiin vastaavasti 60 ja 120 mg
trikloori-isosyanuurihappoa ja samanaikaisesti pH s#&ddettiin

arvoon 7,0.
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Suunnilleen 4 tuntia nyShemmin laimennettiin 0,2 ml edellda

mainittuja seoksia 50 ml:1lla vettd ja samanaikaisesti pH sdd-

dettiin arvoon 6,0 natriumasetaatti/etikkahapolla. Tdten lai-

mennettuja niytteitd l&mpdkdsiteltiin l&mpStilassa 55°C

30 min.

Aktiviteettisaannot, jiddnndsaktiivisuudet limpdkdsittelyn

jdlkeen ja laskettu puoliintumisaika ja destabiloituminen il-

menevdt seuraava

sta taulukosta.

Lisdtyn trikloo- Aktiivi- T1/2 min, Destabiloi-
ri—isosganguri— suussaanto, 30 min, 55°C, tuminen,
hapon mddrd, mg % pH 6,0 Oc
60 93,0 35
120 81,5 16 10

Esimerkki 10

Kaksi 25 ml:n erii RENNILASE 46 sekoitettiin 20 g:n kanssa

jidvettd kummassakin erdssd ja pH sdddettiin arvoon 7,0 4-n

NaOH:n avulla.

Molempiin

edelld mainittuihin eriin lisidttiin sitten vastaa-

vasti 70 ja 140 mg kloramiini-T:td& liuotettuna 5 ml:an jda-

vettd, ja samanaikaisesti pH s&dddettiin arvoon 7,0.

Noin 2 tuntia myB8hemmin laimennettiin 0,2 ml edelld mainittuja
nidytteitd 50 ml:1la vettd, jolloin pH siidettiin samanaikaises-
ti arvoon 6,0 natriumasetaatti/etikkahapolla, ja t&dten laimen-

netut ja pH-arvoltaan sdddetyt ndytteet l&mpSk&dsiteltiin 18mpo-

tilassa 55°C 30 min. Aktiivisuussaannot, jddnndsaktiivisuudet

limpokdsittelyn jidlkeen ja lasketut puoliintumisaika-arvot

seki destabiloituminen ilmenevdt seuraavasta taulukosta.

Lisdtty klora- Aktiivi- Tl/2 min, Destabi-
miini T-md&ra, suus- 30 min loituminen,
mg saanto, % 55°¢, éH 6,0 °c
70 96,5 19,2 10
140 77,9 8,5 12

Esimerkki 11
25 ml RENNILASE

46 sdddettiin pH-arvoon 10,0

l1-n NaOH:1lla.
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Seos jddhdytettiin jddvedessd ja 2 ml:n liuoserid, jotka
sisdlsivdt 0,05 M 12 0,25 M KI:ssd, lisittiin edelll mainit-~
tuun 25 ml:an pH-arvoltaan s&diddettyd RENNILASE 46, jolloin
samanaikaisesti pH sdddettiin arvoon 10 1-n NaOH:1la kunkin

2 ml:n suuruisen jodireagenssin lisifmisen jdlkeen. Otettiin
vertailundyte ja myds 0,5 ml ndyte ennen jokaista uutta jodi-

reagenssin 2 ml suuruisen lisd&misen suorittamista.

Analyyttisissd tarkoituksissa laimennettiin 0,5 ml ndytteet
ja pH sdddettiin arvoon 6,0 etikkahappo/natriumasetaatilla.
Tdmdn jidlkeen suoritettiin limpdk&sittely limpdtilassa 60°C
30 minuutin kuluessa.

Koetulokset ilmenevdt seuraavasta taulukosta.

Lisé;ty Aktiivi- Jé?ngésak— Tl/2 min, Destabi~-
Iz-lluoksen suus— tiivisuus, 30 min, 60°C loitumi-
miirs KI:ssi, Soanto,  60°C, 30 min, o cn) © men,
ml % $ 4 C
0 100 88 163 0
2 100 88 163 0
4 96 90 197 0
6 91 88 163 0
8 76 85 128 1
10 63 71 61 3

Esimerkki 12

RENNILASE 46 laimennettiin kdytt&m&ttd lisidtty4d NaCl:a kol-
masti. 20 ml t&ten laimennettua RENNILASE 46 siiddettiin pH-
arvoon 8,5 ja jdshdytettiin l&mpdtilaan 0°C, jonka jilkeen
lisdttiin 0,7 ml liuosta, jossa oli 0,05 M I, 0,25 M KI:ssd.

Noin 15 minuuttia myShemmin s#didettiin pH arvoon 6 lisdimilli
0,1 M NaHSO4:a.

Témad ndyte laimennettiin analyyttisiin tarkoituksiin ja saman-
aikaisesti pH sdddettiin arvoon 6,0 etikkahappo/natriumasetaa-
tin avulla. Tdm&n j&dlkeen niytettd limpSkisiteltiin lampoti-
lassa 60°C 30 min.

Aktiivisuussaanto oli 42,6 %.



19 66728

Jadnnosaktiivisuus ldmpdkdsittelyn jdlkeen oli 35 %.

Laskettu puoliintumisaika l&mpbtilassa 60°C ja pH-arvossa
6 oli 20 min. T&m4 vastaa noin 5°C suuruista destabiloitumis-
ta, ja vertailundytteelld oli sama puoliintumisaika, noin 20

min, lampdtilassa 65°C.

Esimerkki 13
3 g Mucor pusillus-proteaasia (Noury, 1:220 000) liuotetaan

30 ml:an 10 %:sta NaCl ja pH sdddetddn arvoon 6,5 limpdtilas-
sa 5-10°C. 3 x 50 ,ul 15 %:sta NaOCl lisdt&&n 30 minuutin

vdliajoin. Kolmen tunnin pituisen sekoittamisen jdlkeen seos-
ta pidetddn lidmpdtilassa 4°C 16 tuntia ja pH siidetd&n arvoon
5,0. Ndytteet otetaan talteen aktiivisuuden ja limpdstabiili-

suuden mddrddmiseksi. Tulokset ilmenevdt seuraavasta taulu-

kosta.
Nayte/reak- Aktiivi- Puoliintumisaika Destabi-
tiocaika suussaanto, pH-arvossa 6,0, loituminen,
% 0-30 min lampoti- o
C
lassa:
(min) o
50°C 55°C
Vertailu 100 144-155 18-31 -
24 tuntia 84-91 2622 5-11 5

Esimerkki 14
Tamidn esimerkin mukainen lihtdaine ei ollut RENNILASE 46
vaan RENNILASE 46, johon oli lisdtty 6 % NaCl 18 %:n NacCl

sijasta.

1l litra l&htbainetta jaettiin nelj&ddn 250 ml:n suuruiseen
erddn. Lampdtila sdddettiin arvoon 5-10°C ja ndiden kolmen
erdn pH sdddettiin arvoon 6,5 4-n NaOH:n avulla. N&dihin kol-
meen erddn lisdttiin mySs vastaavasti 1, 1,2 ja 1,4 & (tila~
vuus/tilavuus) 13,5 %$:sta paino/paino NaOCl:34, jonka jdlkeen
pH sdddettiin arvoon 7,5 4-n NaOH:1la, ja ndytteitd haudot-

tiin ldmp&tilassa noin 5°¢.

Vastaavasti 3, 27 ja 53 tunnin pituisten reaktioaikojen jidl-
keen poistettiin 50 ml n&ytteet kustakin hypokloriitin avulla

kdsitellystd erdstd, ja kuhunkin 50 ml:n suuruiseen ndytteeseen
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lisdttiin 250 mg (0,5 % paino/tilavuus) aktiivista hiilti
("Carboraffin BGN"). 1 vuorokausi aktiivisen hiilen lis3d&mi-
sen jdlkeen ndytteet suodatettiin ja kokeiltiin stabiilisuu-
den ja juoksutinaktiivisuuden suhteen (1' mi#rHys). Ndytteitd
pidettiin lampdtilassa 5°C 9 vrk. hypokloriitin lisddmisen
jdlkeen, jonka jdlkeen kokeiltiin uudelleen niiden stabiili-
suus ja juoksuttimen aktiivisuus (saanto) (2' m&d&rdys). Seis-
tyddn vield 4 vrk limpStilassa noin 5°C ja 2 vrk limpdtilassa
noin 25°C, mddrdttiin juoksutinaktiivisuus jilleen ja tulos
laskettiin (3' mddrdys).

Tulokset on esitetty seuraavissa taulukoissa, joista ilmenee,
ettei tapahdu oleellista destabiloitumisen tai aktiivisuus-
saannon muutosta kun reaktioaika pidennetddn 3 tunnista 53

tunniksi.
Taulukko 1

Hypoklorii- Ma&rays Destabiloituminen, °c
tin lisdys,
% tilavuus/ Reaktioaika
tilavuus 3 tuntia 27 tuntia 53 tuntia
1 1. 9,2 9,4 9,1
2. 9,3 9,4 9,3
1,2 1. 10,0 10,1 9,8
2. 10,0 10,1 10,1
1,4 1. 10,6 10,7 10,5
2. 10,6 10,6 10,7

Taulukko 2

Hypoklorii- Mddrdys Saanto, %
tin lisdys,
& tilavuus/ Reaktioaika
tilavuus 3 tuntia 27 tuntia 53 tuntia
1 1. 96 99 97
2. 97 99 95
3. 97 97 98
1,2 1. 90 93 92
2. 94 90 92
3. 92 94 94
1,4 1. 89 91 90
2. 92 89 91
3. 91 89 88
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Esimerkki 15

Viisi 25 ml:n ndytettd RENNILASE 46 sdddettiin vastaavasti

pH-arvoihin 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 ja 6,0.

Kuhunkin ndihin ndytteisiin lis&dttiin 0,04 g natriumkloriit-

tia, jolloin pH-arvot pidettiin vakiona mainituissa arvoissa.

Ndytteiden annettiin seistd l&mpodtilassa 59c 6 vrk, jonka jil-
keen ne analysoitiin j&&nndsaktiivisuuden ja ld&mpdstabiilisuu-

den suhteen ldmpdtilassa 55°C ja pH-arvossa 6,0.

Alku-pH Jaannbs- Puoliintumisaika (min) Destabiloi-
aktiivi- (30 minuutin l&mpdkdsit- tuminen,
suus, % telyn jdlkeen) Oc

2,0 23 122 5,5
2,5 73 63 6,7
3,0 90 53 7,0
3,5 97 48 7,3
6,0 94 49 7,2

Esimerkki 16
LihtBaine tdssid esimerkissd ei ollut RENNILASE 46 vaan sellai-

nen RENNILASE 46, joka oli modifioitu kahdessa suhteessa:

1) wviljelyvdliaine vdkevBitiin aktiivisuuteen, joka vastasi
sellaisen liuoksen vikevyyttd, jossa on noin 1,6 % puhdasta
entsyymid (eikd 1 % puhdasta entsyymid), ja 2) 9 % NaCl (eikd

18 ¢ NaCl) lisidttiin raakavidkevOitteeseen.

T&1ld tavoin valmistettiin 5952 kg modifioitua RENNILASE 46

koetehtaassa.

pH siddettiin arvoon 6,4 lampdtilassa 9°C 34 %:sella NaOH:lla
ja tdhdn lisittiin 109 kg 12,5 %:sta (paino/paino) NaOCl-liuos-
ta. Timidn kdsittelyn aikana pH nousi arvoon 8,0 ja pH sdiddet-

tiin arvoon 7,4 37 %:sen HCl:&n avulla.

18 tunnin pituisen seisottamisen jdlkeen ldmp&tilassa 9-5°%C
oli pH pudonnut arvoon 6,9. Tadmdn jdlkeen lisdttiin 1 % ak-
tiivista hiiltd l&mpdtilassa 4-5°C. 26 tuntia myShemmin suo-
ritettiin suodattaminen suodatinpuristimen avulla ja destabi-
loituminen mitattiin j&lleen. Lopuksi vdkev&itiin sakan yla&a-
puolella oleva liuos alipaineessa laémpdtilassa 30°C ja pH-ar-

vossa 6,7 ja NaCl:33 lisdttiin kaikkiaan 18 %.

Todettiin, ettd lopputuotteen puoliintumisaika oli 11 min ja
destabiloituminen 10°C.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd mikrobiologisen juoksuttimen termiseksi destabi-
loimiseksi aktiivisuuden vihenemiseen asti, joka ei ylitd 50 %,
tunnettu siitd, ettd juoksutinta kisitellidin vesivili-
aineessa pH-arvossa 3-10 halogenoitujen yhdisteiden ryhmin ha-
petusaineella, jolloin halogeeniatomin hapetusluku on 0-3 ja
reaktioseoksessa hapetusaineen ja entsyymivalmisteen kokonais-

proteiinimddrdn painosuhde on 0,01-1.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u

siitd, ettd halogeeni on kloori.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmii, t un ne t t u
siitd, ettd hapetusaineena k&dytet#ddn halogeenipitoista yhdistet-
td, jolloin halogeeniatomin hapetusluku on 0 tai 1.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmd, t u n -

nettu siitd, ettd hapetusaineena kdytetddn hypokloriittia.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd kdytetddn reaktioseoksessa hapetusaineen
ja entsyymivalmisteen proteiinin kokonaismélrin painosuhdetta,
joka on 0,03-0,3.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelmid, t u n -
nettu siitd, ettd kdsittely suoritetaan vesividliaineessa

pH-arvossa 5-9.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1-6 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd kdsittely suoritetaan vesividliaineessa
0-30°C:n lampdtilassa.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1-7 mukaisesti valmistetun juok-

suttimen kdyttd maidon koaguloimiseksi juustonvalmistuksessa.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r termisk destabilisering av mikrobiologiskt
16pe till en aktivitetsminskning, som ej overstiger 50 %, k &n -
netecknat av att ldpet behandlas i vattenmedium vid ett
pH-vdrde 3-10 med ett oxidationsmedel ur gruppen av halogenerade
féreningar, varvid halogenatomen har ett oxidationstal pa 0-3

och viktférhallandet i reaktionsblandningen mellan oxidations-

medlet och enzympreparatets totala proteinmingd &r 0,01-1.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k dnn e tecknat

av att halogenet &r klor.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nn e tecknat
av att som oxidationsmedel anvéndes en halogenhaltig forening,

varvid halogenatomens oxidationstal &r 0 eller 1.

4. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, kd@dnne -

tecknat av att som oxidationsmedel anvidndes en hypoklorit.

5. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4, k dnne -
t ecknat av att man anvidnder ett viktfdrhallande mellan
oxidationsmedlet och enzympreparatets totala proteinmdngd i

reaktionsldsningen, som uppgdr till 0,03-0,3.

6. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5, k @anne -
t ecknat avatt behandlingen utfdres i ett vattenmedium

vid ett pH-vdrde av 5-9.
7. FSrfarande enligt nagot av patentkraven 1-6, k danne -
t ecknat av att behandlingen utfdres i ett vattenmedium

vid en temperatur av 0-30°c.

8. Anvindning av enligt nagot av patentkraven 1-7 framstdllt

16pe f&r koagulering av mjdlk vid ostframstdllning.
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