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Menetelmd laktoosin hydrolysoimiseksi

Esilld olevan keksinndn kohteena on menetelmid laktoosin
hydrolysoimiseksi. Tarkemmin sanottuna esill& oleva keksin-
t® kohdistuu menetelmiddn esimerkiksi heran sisdltdmén lak-

toosin hydrolysoimiseksi immobilisoidun laktaasin avulla.

V. 1976 Ranskan juustotuotanto saavutti suunnilleen

1 000 000 tonnia, jolloin sivutuotteena tuotettiin yli 6
miljoonaa tonnia heraa. T&dllainen hera sisdlti3d litraa
kohti noin 6-9 g valkuaista, 45-50 g laktoosia, 6-8 g
mineraalisuoloja ja 1-2 g rasvaa. Maailmanlaajuisesti he-
rasta saatava laktoosimddrd oli jo v. 1977 l&dhes 3,5 mil-

joonaa tonnia.

Aiemmin heraa pidettiin j&tetuotteena, Jjoka poistettiin
viemdristdihin tai virtoihin ja jokiin. Koska ympdristdn
saastumisesta on alettu entistd enemmidn huolestua, suuri
osa herasta jalostetaan monenlaisiksi eldin- ja ihmisra-
vintoaineiksi. Esimerkiksi suurtehoultrasuodattimien kehi-
tys mahdollistaa nyt heravalkuaisen erotukseh herasta.
Tdllainen valkuainen on poikkeuksellisen arvokasta. Esi-
merkiksi 35 %:nen heravalkuaistiiviste voi korvata rasvat-
toman maitojauheen monissa ruokatuotteissa, kuten leipomo-
tuotteissa, juomissa ja pakastejilkiruuissa. Valitettavas-
ti valkuaisten erotus herasta antaa tulokseksi nestejakeen,
jota kutsutaan permeaatiksi, jolla viime aikoihin asti on

ollut vdhdn tai ei lainkaan arvoa.

Immobilisoitujen entsyymien kdyttddntulon jdlkeen laktoo-
sin hydrolyysi permeaatiksi, joko kivenndisid poistamalla
tai poistamatta, on kdynyt kaupallisesti mahdolliseksi.
Glukoosin ja galaktoosin ldsndolon takia hydrolysoitu lak-

toosi on paljon makeampaa ja liukoisemaa kuin pelkkd



laktoosi. Niin ollen hydrolysoitu tuote on toimiva makeu-
tin, jota voidaan kdyttd& leivonnaisten, maitopohjaisten
jdlkiruokien ja jd&dytettyjen makeisten kuten j&dteldn

valmistukseen. Lisdksi hydrolysoitu tuote on tehokkaas-
ti kdymiskykyinen seos, joka sopii kdytettdvidksi kdymis-

substraattina esim. panimo- ja l&&keteollisuuksissa.

Erilaiset menetelmdt laktoosin hydrolysoimiseksi ovat tie-
tysti tuttuja alan keskitason ammattimiehille. Entsymaat-
tinen hydrolyysi on erityisen kdytt&kelpoinen elintarvi-

ketuotteiden valmistukseen ja, kuten jo todettiin, immobi-

lisoitujen entsyymien k&yttd on erityisen edullista.

Vain asian havainnollistamiseksi H.H. Weetall et al.,
Biotechnol. Bioeng., 16, 295 (1974), kasittelevdt immobi-
lisoidun laktaasin valmistusta ja sen kdytt8& happaman
heran entsymaattisessa hydrolyysiss&. Entsyymi, josta oli
eristetty sekd sienet ettd hiiva, immobilisoitiin sirko-
nioksidilla p&&llystetyille huokoisille lasiosasille.
Substraatti muodostui joko laktoosin vesiliuoksesta tai

happamasta herapermeaatista.

Lisdksi L.E. Wierzbicki et al., Biotechnol. Bioeng., 16,
397 (1974), kuvasivat laktoosin hydrolyysid happamassa
herassa kdyttdmdlld laktaasia (-galaktosidaasia) immobili-
soituna huokoisille lasiosasille painopisteen ollessa
vdhdn laktoosia sisdltdvien maitotaloustuotteiden valmis-
tuksessa uudelleen kiytettdvin katalyytin valmistuksessa
ja kuvauksessa. Erityisesti puhdistettuja laktaaseja
mikro-organismeista Aspergillus niger, Lactobacillus
helveticus ja Saccaromyces lactis immobilisoitiin huokoi-
sille lasiosasille. Substraatti muodostui happamasta
herajauheesta, joka oli rekonstruoitu vedessd sopivaan
kiintoainekonsentraatioon. Joissakin tapauksissa rekonstru-
oidusta happamesta herasta poistettiin valkuainen kuumen-

tamalla kiehuvassa vedessd 5 min.



Lopuksi H.H. Weetall et al., Biotechnol. Bioeng., 16,

689 (1974), kuvaavat immobilisoidun laktaasin valmistus-
ta laktoosin entsymaattista hydrolyysia koskevien jatku-
vien tutkimusten osana.Kdytettiin sienilaktaasia, joka

oli immobilisoitu sirkonioksidilla p&d&llystetyille huo-
koslasihiukkasille ja huokoisille titaanioksidihiukkasille.
Saatuja immobilisoituja entsyymivalmisteita k&dytettiin
laktoosin hydrolyysiin makeassa tdysherassa, happamassa
tdysherassa, happamassa heraultrasuodoksessa  ja puhtaas-—

sa laktoosissa.

Laktoosin hydrolyysi herassa voidaan my8s suorittaa ilman
edeltdvdd ultrasuodatusvaihetta ja joko kivenndisid pois-
tamalla tai poistamatta. Tuote, joka vield sisdltii val-
kuaisia, on samanlainen kuin hydrolysoitu permeaatti, jo-
ten sitd voidaan mySs kdyttdd elintarviketeollisuudessa,

kuten jo kuvattiin.

Valitettavasti kuitenkin laktoosin hydrolyysi herassa
immobilisoitujen entsyymien avulla jilman edeltidvidd ultra-
suodatusvaihetta ei ole tdysin ongelmatonta, erityisesti

kaupallisessa mittakaavassa.

Tdllaiset ongelmat liittyv&t yleensd sellaisten valkuais-
ten l&sndoloon herassa, jotka pyrkividt laskeutumaan immo-
bilisdidulle entsyymikerrokselle, ts. pddllystdmdén immo-
bilisoidun entsyymin. Valkuaisainepdillyste vuorostaan
estdd tai jopa pysdyttdd laktoosin diffuusion entsyymiin
ja hydrolyysituotteiden, ts. glukoosin ja galaktoosin dif-
duusion pois entsyymistd. Niin ollen aikaa my&ten entsy-
maattinen toiminta selvdsti vdhenee. Tuloksena on ettd,
immobilisoidun laktaasin kdytt8 laktoosin hydrolyysiin
tdysherassa on epdkdytdnndllistd suurmittakaavaisella,
jatkuvalla pohjalla. Lisidksi valkuaisen poisto ultrasuoda-
tuksella ennen hydrolyysid pyrkii poistamaan bakteerisaas-
tutuksen pienentden siten bakteerikasvua immobilisoidulla

entsyymilld, mik& osaltaan vaikuttaa entsymaattisen toi-



minnan selvdidn vdhenemiseen aikaa mydten ja immobilisoi-

dun entsyymireaktorin tukkeutumiseen.

On kuitenkin selvdd, ettd tdysheran hydrolyysiin kdytet-
tdvédn taloudellisen, kaupallisen prosessin on sdilytett&-
vd entsymaattinen toiminta jonkin minimiarvon yl&dpuolella
riittdvdn ajanjakson aikana. Sen tdhden yritykset, joita
on tehty tyydyttdvdn menetelmdn 1lOytdmiseksi herahydro-
lyysid varten immobilisoitujen entsyymien avulla, ovat en-
sisijaisesti keskittyneet sellaisen herapermeaatin kidyttddn,
josta kivenndiset on poistettu. Vaikka erilaisia immobili-~
soidun entsyymikerroksen ké&dsittelyjd, kuten jaksottaista
pesua ja desinfiointia (esim. etikkahappoliuoksilla), on
ehdotettu, tarvitaan yhd kaupallisesti kdyttOkelpoista
menetelmdd tdysherahydrolyysid varten, ts. sellaisen tdys-

heran hydroelyysi& varten, jolle ei ajemmin ole suoritettu

ultrasuodatuskédsittelyd.

Esillsd olevan keksinn®n tarkoituksena on sen tihden saada
aikaan menetelmd heran k&sittelemiseksi, jolloin ainakin
Osa sen sisdltamdstd laktoosista hydrolysoidaan glukoo-

siksi ja galaktoosiksi immobilisoidun laktaasin avulla.

Esilld olevan keksinndn tarkoituksena on my&s saada aikaan
menetelmd heran kidsittelemiseksi, jolloin ainakin osa sen
sisdltdmidstd laktoosista hydrolysoidaan glukoosiksi ja

galaktoosiksi immobilisoidun laktaasin avulla tarvitsemat-

ta edeltdvdd ultrasuodatuskidsittelyi.

Esilld olevan keksinndn toisena tarkoituksena on saada
aikaan menetelmd heran kdsittelemiseksi, jolloin ainakin
Osa sen sisdltamdstd laktoosista hydrolysoidaan glukoo-
siksi ja galaktoosiksi immobilisoidun laktaasin avulla,
johon menetelmd&n kuuluu vdline immobilisoidun entsyymin

puhdistamiseksi.

Vield erds esilld olevan keksinn®n tarkoitus on saada ai-

kaan menetelm& heran kisittelemiseksi, jolloin ainakin



Osa sen sisdltamdstd laktoosista hydrolysoidaan glukoo-
siksi ja galaktoosiksi immobilisoidun laktaasin avulla,
johon menetelmd&n kuuluu vdline immobilisoidun entsyymin

desinfioimiseksi.

Vield erds esilld olevan keksinndn tarkoitus on saada ai-
kaan menetelmd heran kédsittelemiseksi, joka menetelm&
joissakin kdytbissd poistaa edeltividn ultrasuodatuskdsit-

telyn tarpeen.

Keksinndn lisdtarkoituksena on saada aikaan menetelmd immo-
bilisoidun laktaasin puhdistamiseksi siihen saostuneesta

heravalkuaisesta.

N&m& ja muut tarkoitukset kdyvdt selville alan ammattimie-

hille seuraavasta selityksestd ja vaatimuksista.

Esilld oleva keksintd tarjoaa siis menetelmidn heran k&dsit-
telemiseksi, jolloin ainakin osa sen sisidltdmidstd laktoo-
sista hydrolysoidaan glukoosiksi ja galaktoosiksi immobi-

lisoidun laktaasin avulla, joka menetelmid kisittdd vaiheet:

A. heran kuumentamisen l&mp&tilaan n. 45:std noin 90°C:een

ainakin 15 sekuntia;

B. kuumennetun heran linkoamisen sen ollessa vielid l3m-
min; ja

C. lingotun heran saattamisen kosketukseen immobilisoi-
dun laktaasin kanssa olosuhteissa, jotka riittdvdt hydroly-
soimaan ainakin osan sen sis8ltdmdsti laktoosista glukoo-

siksi ja galaktoosiksi.

Esilld oleva keksintd saa my8s aikaan menetelmdn happaman
heran kdsittelemiseksi, jolloin ainakin osa sen sisdltdmis-
téd laktoosista hydrolysoidaan glukoosiksi ja galaktoosik-
si immobilisoidun laktaasin avulla, joka menetelmd kdsit-

tdad vaiheet:



A. heran selkeytyksen;
B. heran kuumentamisen l&mp&tilaan noin 45:std noin

90°C:een ainakin 15 sekuntia; ja

C. kuumennetun heran saattamisen kosketukseen immobili-
soidun laktaasin kanssa olosuhteissa, jotka riittdvit
hydrolysoimaan ainakin osan sen sisdltdmédstd laktoosista

glukoosiksi ja galaktoosiksi.

Esill& oleva keksintd saa edelleen aikaan menetelmin heran
kdsittelemiseksi, jolloin poistetaan ainakin osa sen sisdl-

tdmdstd valkuaisesta, joka menetelmd kdsittdid vaiheet:

A. heran kuumentamisen ld&mpdtilaan noin 45:std noin 90°

C:een ainakin 15 sekuntia; ja
B. kuumennetun heran linkocamisen sen ollessa vield l&mmin.

Esilld oleva keksintd tarjoaa edelleen menetelmédn immobi-
lisoidun laktaasin puhdistamiseksi, jolle on saostunut
valkuaista, joka menetelmid kisittid immobilisoidun laktaa-

sin saattamisen kosketukseen proteaasiliuoksen kanssa.

Esilld olevan keksinndn menetelmd on tarkoitettu kdytet-
tdvdksi laktaasin kanssa, joka on sidottu veteen liukene-
mattomaan kantimeen. Niin ollen, kuten alalla hyvin tunne-
taan, laktaasi hydrolysoituu ainakin n. 80 % glukoosiksi
ja galaktoosilisi viemdllid laktoosia sisdltdvi vesiliuos,
esim. hera ja herapermeaatti, immobilisoidun laktaasin
sisdltédvin kolonnin 1&pi, tyypillisesti ldmpdtilassa alle
n. 60°C. Kuten jo kuvattiin, poistoaine voi olla osaksi
konsentroitu, niin ettd saadaan siirappi, joka sopii kdy-

tett8vdksi eri elintarvikkeiden makeuttimena.

Tdllainen menetelmd voidaan suorittaa Jjatkuvasti tai eri-

prosessina. Jatkuva prosessi on tietysti edullisempi.

Esilld olevan keksinn®n menetelmissi kdytetyn laktaasin
tuottavat lukuisat eri mikro-organismit, kuten sienet,
bakteerit ja hiivat. Sienilaktaasit ovat ehkd yleisimmit,

esim. laktaasit, jotka on eristetty mikro-organismeista



Aspergillus niger ja Aspergillus oryzae. Menetelmdt lak-
taasin eristdmiseksi mikro-organismeista ovat tietysti

hyvin tunnettuja alalla.

Entsyymin immobilisointi veteen liukenemattomalle kanti-
melle on helposti toteutettavissa eri menetelmilld, jotka
myds ovat tunnettuja. Viimeisimpien immobilisointimenetel-
mien kohdalla viitataan julkaisuun I. Chibata "Immobilized
Enzymes", Halsted Press, John Wiley & Sons, Inc., New
York, 1978, ss. 1-73. Immobilisointimenetelmd ei ole
kriittinen. Haluttaessa tdllaiset kantimet voivat olla huo-
koisia, mikd mahdollistaa suuremman entsyymipanoksen kan-
timen massayksikkdd kohti. Yleensd entsyymit sidotaan ve-
teen liukenemattomiin kantimiin fysikaalisella adsorptiol-
la, ionisidoksella, kovalenssisidoksella tai jollakin nii-

den yhdistelm&lli.

Veteen liukenemattomat kantimet voivat yleensd olla joko
orgaanisia tai epdorgaanisia. Esimerkkejd orgaanisista
kantimista ovat mm. polyesterit, kuten poly(etyleeniteref-
talaatti); polyamidit, kuten nailon 6 ja nailon 6.6;
polyakrylaatit; polymetakrylaatit; polyakryyliamidit;
poly(akryylihappo); poly(metakryylihappo); poly(galaktu-
ronihappo); poly(asparagiinihappo) ; etyleeni-maleiiﬁihappo—
anhydridikopolymeerit; polyolefiinit, kuten polyetyleeni,
polypropyleeni, polybuteeni ja polybutadieeni; polysty-
reeni; poly(aminostyreeni); poly(vinyylikloridi); poly(vi-
nyylialkoholi); poly(vinylideenikloridi); selluloosa ja
sen johdannaiset; agaroosigeelit; dekstraanigeelit ja nii-
den johdannaiset; polysakkaridit; polypeptidit; kollagee-

ni ja vastaavat.

Epdorgaaniset kantimet voidaan luokitella kvartsipitoisiké
si tai kvartsittomiksi metalliocksideiksi. Esimerkkeji
kvartsipitoisista kantimista ovat mm. lasi, piidioksidi,
wollastoniitti, bentoniitti, kordieriitti ja vastaavat.

Esimerkkejd kvartsittomista metallioksideista ovat mm.



alumiinioksidi, spinelli, apatiitti, nikkelioksidi, titaa-

nioksidi, sirkoniumoksidi ja vastaavat.

Yleensd veteen liukenematon kannin voi olla miss3d tahan-

sa halutussa muodossa. Kannin voi olla hiukkasmainen luon-
teeltaan, vaihdellen hienojakoisesta jauheesta karkeaan
raemaiseen aineeseen, tai kannin voi olla yhten&dinen, muo-
toiltu esine, kuten litted tai kaareva levy tai pallo

tai kolmiulotteinen esine kuten suorakulmainen tai lierid-
mdinen putki tai mutkikas monoliitti. Kdytd&nndssd kannin on

kuitenkin useimmiten hiukkasmainen.

Ainocastaan asian havainnollistamiseksi viitataan esimerk-
keind menetelmistd, joilla entsyymejd immobilisoidaan
epdorgaanisille kantimille, US-patenttiin 3 519 538 (joka
vastaa FR-patenttia 2 020 527), US-patenttiin 3 556 945
(jJoka vastaa FR-patenttia 2 001 336) ja US-patentteihin

3 666 627 ja 3 802 997 (jotka vastaavat FR-patenttia

2 020 661).

Ryhdyttdessd nyt tarkastelemaan esillid olevan keksinndn
muodostavia erityisid prosessivaiheita hera kuumennetaan
ensimmdisessd vaiheessa ldmpdtilaan n. 45:std n. 90°C:een
ainakin 15 sek. Edullisesti kuumennusaika on n. 15 sekun-
nista noin yhteen tuntiin. T&llainen kuumennus aiheuttaa
heran pastfroinnin ja aloittaa kiinteiden kolloidisten
valkuaishiukkasten muodostuksen suspensiossa, jolloin

hiukkaset voidaan sedimentoida linkocamalla.

Toinen vaihe k&8sittdd kuumennetun heran linkoamisen sen
ollessa vield ld&mmin. Linkoamisolosuhteet eivit ole kriit-
tiset edellyttden ainoastaan, ettd ndmid olosuhteet riittd-
vdt sedimentoimaan kuumennettuun heraan suspendoituneen |
kiintedn aineen. Tdllaiset olosuhteet ovat itsestdin sel-
vid alan ammattimiehelle. Vain esimerkin vuoksi mainitta-
koon, ettd linkonopeudet n. 8000 — n. 12 000 kierr/min
ovat ehkd tyypillisi&.



Kolmannessa vaiheessa lingottu hera saatetaan kosketukseen
immobilisoidun laktaasin kanssa olosuhteissa, jotka riit-—
tdvdt hydrolysoimaan ainakin osan heran sisdltdmédstd lak-
toosista glukoosiksi ja galaktoosiksi. T&llainen kosketus
ei ole kriittinen esilld olevan keksinn®dn menetelm&n kan-
nalta, ja yleensd se suoritetaan tunnettujen menettelyjen

mukaisesti.

Valinnaisesti ja edullisesti immobilisoitu laktaasi puh-
distetaan sen jdlkeen saostuneen valkuaisen poistamiseksi
siitd. T&llainen puhdistus voidaan suorittaa alalla

hyvin tunnettujen menetelmien mukaisesti. Edullisemmin t&l-
lainen puhdistus kuitenkin suoritetaan saattamalla immobi-
lisoitu laktaasi kosketukseen proteolyyttisen entsyymi-

tai prcteaasiliuoksen kanssa. Edullisimmin tdllaisen
liuoksen proteaasiaktiivisuus on n. 0,1 - n. 10 Anson-
yksikk&d/litra.

Anson-analyysid voidaan kdyttdd mddrittdmddn useimpien
proteaasien proteolyyttistd aktiivisuutta, vaikka menetel-
m& on ehk& tunnetuin Euroopassa. Lyhyesti denaturoitua
hemoglobiinia hajotetaan standardioclosuhteissa. Hajonnut
hemoglobiini saostetaan trikloorietikkahapolla, ja tri-
kloorietikkahappoliukoisen tuotteen midri miiritetiin
spektrofotometrisesti fenolireagenssilla, joka antaa si-
nisen vdrin tyrosiinilla ja trypofaanilla. Vdrireaktio suo-
ritetaan tyypillisesti 10 minuutin ajan pH:n ollessa 7,5
ja 25°C:n lsmpdtilassa. Yksi Anson-yksikkd madritelliin
sitten entsyymimd&drdksi, joka ndissd olosuhteissa hajottaa
hemoglobiinia sellaisella alkunopeudella, ettd minuuttia
kohti vapautuu sellainen mddrid trikloorietikkahappoliu-
koista tuotetta, joka antaa saman vdrin fenolireagenssilla

kuin yksi milliekvivalentti tyrosiinia.

Yleensd voidaan k&dyttdd mitd tahansa proteaasia, Jjoka
poistaa valkuaispddllysteen immobilisoidusta entsyymisti

vaikuttamatta merkittdvdn haitallisesti entsymaattiseen
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toimintaan. Esimerkkeind sopivista proteaaseista mainitta-
koon neutraalit proteaasit mikro-organismista Bacillus
subtilis Jja alkalinen proteaasi mikro-organismista Bacillus

licheniformis.

Tdllaiset proteaasit ovat pesuainelocostumuksissa laajalti
kdytettyjen, kaupallisesti saatavissa olevien, hyvin tun-
nettujen entsyymien ryhm&n jdseniid. Esimerkkeinid kaupalli-
sesti saatavissa olevista neutraaleista proteaaseista
mainittakoon Protease B 500, jota toimittaa Rapidase,

Gist Brocades'in ranskalainen tytdryhti®d, ja Neutrase

0.5 L, jota toimittaa Novo. Erds esimerkki kaupallisesti
saatavissa olevasta alkalisesta proteaasista on Alcalase
0.6 L, jota mySs toimittaa Novo, ja joka yleisesti tunne-

taan subtilisin A:na.

On hyvin yll&ttidvdd ja odottamatonta, ettd ndmi proteaa-—
sit, jotka vaikuttavat hyvin hajottavasti valkuaispitoi-
seen aineeseen, puhdistavat immobilisoidun. laktaasin sii-
hen saostuneesta valkuaisesta vaikuttématta laktaasiin,
joka on itse valkuaispitoinen aine. Ndin on asianlaita
varsinkin, koska t3#llaisten proteaasien tiedetddn olevan
erittdin aktiivisia liukoista laktaasia vastaan, ts. lak-

taasia vastaan, jota ei ole immobilisoitu.

Toinen valinnainen vaihe, joka my®s on edullinen, k&sitt&di
immobilisoidun laktaasin desinfioinnin. Vaikka desinfioin-
ti yleensd voidaan suorittaa milld tahansa alan ammatti-
miehelle tunnetulla menetelm&dlli, erityisen edullinen mene-

telmd on kuvattu US-patenttihakemuksessa 206 099.

Kuten mainitussa hakemuksessa 206 099 kuvataan, immobili-
soitu entsyymi desinfioidaan saattamalla se kosketukseen
ainakin yhden substituoidun dietyleenitriamiinin sis&lt&-
vén laimean vesiliuoksen kanssa sellaisessa konsentraa-

tiossa ja sellaisen ajan verran, jotka riittdvidt tuhoamaan



11

saastuttavat mikro-organismit vaikuttamatta merkittidvin

hajitallisesti immobilisoituun entsyymiin.

Tdllaisia substituoituja dietyleenitriamiineja kdytetdén
laimeissa vesiliuoksissa, tyypillisesti konsentraatioina
n. 0,1 - n. 0,5 paino-%, vaikka pienempid tai suurempia
konsentraatioita voidaan kdytt3d. Yleensd substituoidun
dietyleenitriamiinin konsentraatio, vesiliuoksen kokonais-
mdard ja desinfiointikdsittelyn kesto voivat vaihdella laa-
jojen rajojen puitteissa ainakin osaksi riippuen kidyte-

ty (i) std substituoidu(i)sta dietyleenitriamiineista/amii-
neista, mikrobisen saastumisen voimakkuudesta, ldsni ole-
van /olevien mikro-organismi(e)n tyyp(e)istd ja immobili-
soidun entsyymin mddrdstd. Alan ammattimiehet voivat kui-
tenkin helposti mddrittdd tdllaiset k&sittelyolosuhteet
tai parametrit. Useimmiten on kuitenkin todettu tyydytté&-
vdksi kdsittely n. 15-30 minuutin ajan k3yttden 5-10 lit-
raa 0,1 ?:sta desinfiointiliuosta, esim. Tego Dioctyl BS,

immobilisoitua entsyymikiloa kohti.

Erddssd suoritusmuodossa immobilisoitu entsyymi sijoitetaan
yksinkertaisesti desinfiointiliuvoskylpyyn. Valinnaisesti
kylpyd voidaan ravistaa, sekoittaa, kierrdttidi pumppulait-

teella tai muuten sekoittaa.

Toisessa suoritusmuodossa desinfigintiliuos kierrdtetdin
immobilisoidun entsyymin sisdltdvidn kolonnin tai reakto-
rin ldpi. Edullisesti t&llainen desinfiointiliuoksen kier-
rdtys suoritetaan vastavirtaan, ts. pdinvastaiseen suun-
taan kuin sydéttdliuocksen virtaus kolonnin tai reaktorin
ldpi. Kun entsyymi on immobilisoitu hiukkasmaiselle kanti-
melle ja kolonnin tai reaktorin rakenne sen sallii, desin-
fiointiliuoksen vastavirran nopeus on edullisesti sellai-
nen, ettd immobilisoidut entsyymihiukkaset leijutetaan.
Tdllainen leijutus estdd kanavien muodostuksen ja varmis-
taa immobilisoidun entsyymin tdydellisen kosketuksen des-

infiointiliuocksen kanssa.
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Esilld olevan keksinn®n menetelmdssd kdytetty hera ei vaa-
di esikdsittelyd. Edullisesti hera kuitenkin selkeytetdin
esim. linkoamalla. Selkeytyksen jdlkeen herasta voidaan
valinnaisesti poistaa kivenndisiid n. 90 %:iin asti,

ja/tai hera voidaan hapottaa pH-arvoon n. 3,5 - n. 6. Ki-
venndisten poisto suoritetaan tunnetuin menetelmin, kuten
sdhkbanalyysilld tai ioninvaihdolla. Hapotus suoritetaan
myds tunnetuin menetelmin, jolloin kloorivetvhapon kdyttd
on erityisen sopiva. Haluttaessa hapotus voidaan suorittaa

ennen selkeytystéd.

Suoritetaanko harotus vai ei riippuu ainakin osaksi immo-
bilisoidun laktaasin pH-profiilista ja kdytettdvin heran
pH:sta. Esim. raejuuston (cottage cheese) tuotannosta saa-
tavan happaman heran pH on tyypillisesti n. 4,5 - n. 4,7,
kun taas cheddar-juuston tuotannosta saatavan makean he-
ran pH on n. 6 — n. 6,6, joten hera vaatii hapotusté. Ki-
venndisten poisto voi tietysti myds vaikuttaa heran pH-

arvoon.

Vaikka heran lampSk&sittelyd yleensd seuraa linkoaminen,
tdllainen linkoaminen voidaan joissakin olosuhteissa j&t-
td4 pois. Yleensd linkoamisvaiheen poisjdttd on mahdolli-
nen kun (1) hera on selkeytetty ennen limpdk&sittelyvai-
hetta ja (2) hera on hapan hera, jonka pH on immobilisoi-
dun laktaasin optimi-pH-arvon tasolla tai sitd ldhelld,
tyypillisesti pH n. 4,5, ja joka ei sen tidhden vaadi ha-

potusta ennen sen sisdltdmdn laktoosin hydrolyysi&.

Alan ammattimiehelle lienee selvdd, ettd esillid olevan
keksinndn menetelmid voi olla joko erimenetelmd tai jatku-
va menetelmd, jolloin jdlkimmdinen on edullisempi. Jatku-
vassa prosessissa puhdistusta ja/tai desinficintia, jos

ne suoritetaan, ei kuitenkaan suoriteta jatkuvasti, koska
ndin tehtdessd kolmatta vaihetta ei voitaisi lainkaan
suorittaa. Paremminkin n#mi kaksi vaihetta suoritettaisiin

ajoittain, kuten pdivittdin. Lisdksi jatkuva prosessi ei
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vaadi, ettd myds vaiheet A ja B ovat jatkuvia. Haluttaes-

sa vaiheet A ja B voidaan suorittaa erittdin.

Haluttaessa kaksi tai useampi immobilisoidun laktaasin reak-
toreja voidaan asentaa rinnakkain. Kun yhdessd reaktoris-

sa on suoritettava ajoittainen immobilisoidun laktaasin
puhdistus ja desinfiointi, kolmatta vaihetta voidaan Jjat-
kaa toisessa tai muussa reaktorissa prosessin keskeytyk-—

sen vdlttdmiseksi. Muut vaihtoehdot ovat tietysti itses-

tddn selvid alan ammattimiehille.

Kuten jo ehdotettiin, esilld olevan keksinndn menetelmin
mukaisesti ké&sitelty hera voidaan neutraloida ja sen j&dl-
keen konsentroida siirapiksi esim. haihduttamalla. Tdllai-
sella siirapilla, joka sisdltdi valkuaista, glukoosia, ga-
laktoosia ja hydrolysoimatonta jddmdlaktoosia, on suuri
makeutusteho. T&md makeutusteho yhdistettynd valkuaisen
ravinto- ja funktionaalisiin ominaisuuksiin (kuten emul-
gointi-, paisunta- ja yhdistystehot) tekee . kdsitellystd
herasta erityisen tavoiteltavan ja arvokkaaﬁ elintarvike-

lisdaineen.

Edelleen esilld olevan keksinn®dn menetelmd on taloudelli-
nen, koska siind ei kdytetd ultrasuodatusta eikd kuivaus-

vaiheita, jotka kuluttavat paljon energiaa.

On myOs selvdd, ettéd edellid kuvatut limpdkidsittely- ja lin-
koamisvaiheet tarjoavat keinon, jolla herasta voidaan pois-
taa ainakin osa sen sis&dltdmdstd valkuaisesta. Niinpd t&dl-

laiset vaiheet ovat yleensd eduksi kdytdissi, joissa halu-

taan poistaa ainakin osa heran sisdltdmdsti valkuaisesta

turvautumatta ultrasuodatukseen.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksintod edelleen,
mutta eivdt rajoita sitd. Jollei muuta mainita, kaikki
lampStilat ovat Celsius-asteita ja laktaasiyksikdt ovat

kansainvdlisid& yksik&itd. -
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Esimérkki 1

Mikro-organismista Aspergillus niger saatu laktaasi immo-
bilisoitiin hiukkasmaiselle piidioksidikantimelle US-
patentissa 3 519 538 kuvatulla menetelmdlld. Kolme kolon-
nia panostettiin sitten suunnilleen samoilla m&&rill&

saatua immobilisoitua laktaasia.

Tdyshera selkeytettiin linkoamalla ja siitd poistettiin

50 % kivenndisid sdhkdédialyysin avulla. Kivenndisten pois-
toaste mddritettiin jd&mdtuhkamittauksella ja tarkistet-
tiin konduktanssimittauksilla standardiolosuhteissa. Saa-
tu hera, josta kivenndisid oli poistettu, hapotettiin pH-
arvoon 3,5 kloorivetyhapolla. T&mid hera, jonka ldmpdtila
aluksi oli 2-4OC, kuumennettiin 80°C:een sekoittamalla si-
td n. tunnin ajan. Kuumennettu hera lingottiin l&mpim&ni
nopeudella 8000 - 10 000 kierr/min k&yttden Alpha-Laval
(LAPX 202) separaattoria, josta kiintoaineita poistettiin
jatkuvasti. Supernatantti koottiin, j&ihdytettiin ja va-

rastoitiin ennen hydrolyysivaiheen suorittamista.

Lampdkésitellyn heran hydrolyysi suoritettiin 1&8mpdtilois-
sa 20°, 35° ja 50° (yksi kolonni limpdtilaa kohti) immo-
bilisoidun laktaasin stabiliteetin midrittimiseksi. Lampd-
kdasitelty hera sisdlsi 4,53 % laktoosia, paino/tilavuus,
ia sen pH oli 3,5. Muodostunut glukoosi mitattiin tunne-
tuin menetelmin kunkin kolonnin tai reaktorin pcistokoh-
dassa. Glukoosipitoisuutta kdytettiin sen jdlkeen laske-
maan laktoosin prosentuaalinen konversio ja immobilisoi-
dun laktaasin entsymaattinen aktiivisuus, j#lleen tunne-

tuin menetelmin.

Kayttdolosuhteet ja tulokset kussakin ldmp&tilassa on esi-

tetty taulukossa 1.
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Taulukko 1
Lampokdsittelyn, 4,53 % laktcoosia sisdltdvdn heran

hydrolyysi pH-arvossa 3,5 ja eri ldmpotiloissa

LampOtila
202 35°  50°

Yhdistelmd (g)2 4,93 4,78 4,90
A. 2 tunnin kuluttua

Virtausnopeus, (ml/h) 91 107 92

Konversio—%b 44 62 80

Eg(u/g) 79,6 210 377
B. 6 tunnin kuluttua

Virtausnopeus (ml/h) 92 107 93

Konversio-sP | 44 62 81

Eg (u/q) € 82 214 396
C. 21,5 tunnin kuluttua

Virtausnopeus (ml/h) 82 104 90

Konversio—%b 47 62 79

Eg (u/g) © 82 212 355

4 Immobilisoidun laktaasiyhdistelmdn mddrd grammoina (kuiva

paino).

bGlukoosiksi muutetun laktoosin prosenttimddri.

o]  q . . , , s . .
Immobilisoidun laktaasin ominaisaktiivisuus ilmaistuna

vksikk&ind grammaa kohtis

Immobilisoidun laktaasin erinomainen stabiliteetti todet-
tiin 20%°:ssa ja 35°:ssa; yli 20 tunnin jatkuvan toiminnan
jdlkeen ei havaittu hdvidtd verrattuna alkuperdiseen ent-
syymitoimintaan, ei perustuen konversioprosenttiin eikd
ominaisaktiivisuuteen. 50°:ssa immobilisoidun laktaasin
stabiliteetti o0li eritt&in hyva. Vaikka ominaisaktiivisuus
pieneni n. 6 % alkuarvosta, konversioprosenttitiedot

osoittavat vain 1-2 %$:n aktiivisuuden h3dviotti.

Tapahtuuko entsymaattista deaktivointia vai ei ndhdddn
parhaiten vertailemalla ominaisaktiivisuuksia kahden ja
vastaavasti kuuden tunnin kuluttua. T&dllainen vertailu on

esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2

Immobilisoidun - laktaasin ominaisuudet l&mpdkdsitellyn

a
Eg2

b
Eg6

c
Eg21,5

Eg2-gg6d

Deaktivointinopeuse

Ndenndinen puoliintumisaikaf
EgZ—Eng’S

Deaktivointinopeusg

Ndenndinen puoliintumisaikaf
Eg6_Eng,5d )

Deaktivointinopeus

Ndenndinen puoliintumisaikaf

a .. e s s
Ominaisaktiivisuus yksikk®ind grammaa

kuluttua.

ba . e Tt as
Ominaisaktiivisuus yksikkdind grammaa

kuluttua.

Ch s _ . s st s s
Ominaisaktiivisuus yksikk&ind grammaa

kuluttua.

d . R
Jos algebrallinen ero on negatiivinen

taan olevan nolla.
e(Eg—Eg)/4, ilmaistuna (u/g)/h.

fTunteina.

g( 2 21,5

Eg©-Eg )/19,5, ilmaistuna (u/g)/h.

1

B (Eg®-rg217%) /15,5, ilmaistuna (u/q)/h.

Limpotila

20° 350 50°
79,6 210 377
82 214 396
82 212 355
0 0 0

0 0 0

o a a

0 0 22
0 0 1,1
o o 171
0 2 41
0 0,1 2,6
o 1980 76
kohti 2 tunnin
kohti 6 tunnin
kohti 21,5 tunnin
luku, eron olete-
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Esimerkki 2

Vertailevat kokeet

Viisi immobilisoitua laktaasikolonnia valmistettiin esimer-—
kin 1 kuvaamalla tavalla, ja jokaista kdytettiin hydroly-
soimaan laktaasia. Kolonniin 1 sydtettiin tdys—- eli raaka-
rahkaa, joka hapotettiin pH-arvoon 3,5 kloorivetyhapolla.
Kolonniin 2 sydtettiin heraa, joka oli selkeytetty lin-
koamalla ja sen j&dlkeen hapotettu pH-arvoon 3,5 kloorive-
tyhapolla. Kolonneihin 3, 4 ja 5 syGtettiin heraa, joka

0li selkeytetty linkoamalla, josta o0li poistettu 50 % ki-
venndisid s&hk&dialyysilld ja joka oli hapotettu pH-ar-

voon 3,5 kloorivetyhapolla. Hydrolyysin aikana tehtiin

glukoosimittauksia kuten esimerkissd 1.

Kuuden tunnin jatkuvan kdytdén j&dlkeen (koe A) kokeet kes-
keytettiin ja kukin kolonni huuhdeltiin vedelld vakio-olo-
suhteissa. Kussakin tapauksessa immobilisoitua laktaasia
puhdistettiin 20 min 1-% etikkahappovesiliuoksella leijutta-
vissa vastavirtausolosuhteissa. Hydrolyysi aloitettiin

sen jdlkeen uudelleen (koe B) samoissa olosuhteissa kuin

aiemmin.

Saadut tiedot on esitetty taulukoissa 3-5.
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Taulukko 3
Tdysheran hydrolyysi pH-arvossa 3,5 ja 50°C:ssa”
Koe A Koe B
Virtausnopeus (ml/h) 102 103
Yhdistelmd (g) 4,68 4,68
Laktoosipitoisuus, % 4,26 4,26
2 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1) 17 16,5
Konversio-% 78 76
Eg (u/9) 402 350
6 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1) 11,8 11,4
Konversio-% 54 53
Eg (u/g) 142 133
8Tiedot kolonnista 1.
Taulukko 4
Selkeytetyn heran hydrolyysi pH-arvossa 3,5 ja 50°C:ssa®
Koe A Koe B
Virtausnopeus (ml/h) 110 111
Yhdistelmd (g) 4,8 4,8
Laktoosipitoisuus, % 4,04 4,04
2 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1) 17,5 17,6
Konversio-% 85 85
Eg (u/9) 520 543
6 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1) 14,1 14,4
Konversio-% 68 70
Eg (u/g) 251 269

aTiedot kolonnista 2.
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Taulukko 5

Selkeytetyn ja demineralisoidun heran hydrolyysi pH-arvos-—

sa 3,5 ja eri lampdtiloissa

Virtausnopeus (ml/h)
Yhdistelmd (g)

Laktoosipitoisuus, %

2 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1)

Konversio—%-

Eg (uw/g)

6 tunnin kuluttua
Glukoosipitoisuus (g/1)

Konversio—-%

Eg (u/9)

)

Tiedot kolonnista 2.
Tiedot kolonnista 4.
Tiedot kolonnista 5.

o0 0 o

Kolmen tunnin kuluttua.

oa . . 35ob : 50oc

Koe A Koe B Koe A Koe B Koe A Koe B
98 91 107 107 92 92
4,93 4,93 4,78 4,78 4,90 4,90
4,04 4,04 4,04 4,04 4,04 4,04
9,8 10,9 14,1 14,2 162 15,9
48 53 68 69 78 77
96 110 247 257 305 295
10,1 10,7 12,3 12,7 12,8 12,8
49 52 60 62 62 62
97 103 175 186 160 160

Selvyyden vuoksi entsymaattisen deaktivoinnin ominaisuu-

det on esitetty taulukossa 6.
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Taulukko 6

Immobilisoidun laktaasin deaktivointiominaisuudet eri
herasybtteiden hydrolyysin aikana pH-arvossa 3,5 Jja

eri l8mpdtiloissa

. Ndenndinen
P 52 5® nC popeud  misaike
Tdyshera '
Koe A 50° 402 142 260 65 3,1
Koe B 50° 350 133 217 54 3,2
Selkeytetty hera
Koe A 50° 520 251 269 67 3,9
Koe B 50° 543 269 274 68,5 4,0
Selkeytetty ja demineralisoitu hera
Koe A 20° 9% 97 0 0 w
Koe B 200 110 103 7 1,75 31,4
Koe A 35° 247 175 72 18 6,9
Koe B 35° 257 186 71 17,8 7,2
Roe A 50° 305F 160 145 18,39 3,2
Koe B 50° 295 160 135 33,8 4,4

aOminaisaktiivisuus 2 tunnin kuluttua.

bOminaisaktiivisuus 6 tunnin kuluttua.

cEgz—-Eg6 (jos Eg6 on suurempi kuin Egz, eron oletetaan ole-
van nolla).

d(Eg/4, ilmaistuna (u/g)/h, so. ominaisaktiivisuuden lisdys

tunnissa ilmaistuna yksikk®&ind grammaa kohti.

fPerustuen 3 tunnin kuluttua oletettuun glukoosimittaukseen.

eEg/3.

Perustuen ylld olevien tietojen tarkasteluun voidaan tehda

seuraavat Jjohtopddtdkset:

(1) entsyymitoiminnan vdheneminen oli nopeaa paitsi 20%:ssa

{kunkin kokeen kohdalla vrt. Eg6 EgZ:een);
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(2) kohoavien lémpttilojen vaikutus oli marginaalinen,
koska konversioprosentti tasaantui, kun entsyymitoiminta
saavutti huippunsa ja sen jédlkeen vdheni;

(3) entsyymitoiminnan vdheneminen oli palautuva, koska
‘puhdistus palautti toiminnan sen alkutasolle (vrt. ko-
keiden A ja B ominaisaktiivisuuksia joko 2 tai 6 tunnin
kuluttua) ;

(4) 35%°:ssa ja 50°:ssa immobolisoidulla entsyymilld oli
liian lyhyt puoliintumisaika kaupallisia k&ytt&jd varten;
ja

(5) 20°C:ssa immobilisoidun entsyymin puoliintumisaika
ndytti olevan tyydytt&vd kaupallisia kdyttdjd varten, mut-

ta ominaisaktiivisuus oli liian alhainen.

Yhdessd esimerkit 1 ja 2 osojittavat selvidsti sen edun,
jonka ldmpSkdsittely ja linkoaminen tarjoavat, kun ne
suoritetaan ennen heran hydrolyysid immobilisoidulla lak-
taasilla. Tdllainen etu kdy selvemmin ilmi taulukosta 7,
joka esittdd yhteenvetona ja vertailee taulukoiden 2 ja 6
tietoja.

Taulukko 7
Immobilisoidun laktaasin deaktivoinnin vertailu selkeyte-
tyn ja demineralisoidun heran hydrolyysin avulla k&yttden

l&mp&kadsittelyd ja ilman sitd

Deakti- Ndenndinen
Lampd- vointi- puoliintu-
tila nopeus misaika
Ilman limpdkidsittelyd 350 17,92 7@
Limptkésittelyd kdyttden 359 0,1P 1980P
Ilman limpdkisittelyi 50° 418 3,82
LimpSkidsittelyd kiyttien 50° 1,8¢ 124

fKokeissa A ja B saatujen arvojen keskiarvo.

bKoska kaksi kolmesta laskelmasta antoi tulokseksi nolla-—

deaktivointinopeuden ja Hirettdmidn puoliintumisajan, kes-—

kiarvojen oletetaan vksinkertaisesti olevan pienempiéd
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kuin ja suurempia kuin deaktivointinopeudelle ja puoliin-

tumisajalle saadut yksittdiset &ddrelliset arvot.

“Koska yksi kolmesta laskelmasta antoi tulokseksi nolla-
deaktivointinopeuden ja d3rettOmidn puoliintumisajan, kes-
kiarvojen oletetaan olevan pienempid kuin ja suurempia
kuin deaktivointinopeuksille ja puoliintumisajoille saa-

tujen kahden &&8rellisen arvon keskiarvot.

Kuten taulukko 7 selvdsti osoittaa, selkeytetyn heran,
josta mineraaleja oli poistettu, l&mpdkdsittely ja linkoa-
minen ennen hydrolyysid paransivat entsyymin stabiliteet-
tia, mitattuna puoliintumisaikana, kertoimella n. 30 - n.
300, lampotilasta riippuen. T&llainen parannus vaikuttaa
merkittdvdsti immobilisoidun laktaasin k&yttddn tdyshe-

ran hydrolyysiin kaupallisessa mittakaavassa.

Esimerkki 3

Tadm& esimerkki osoittaa lisdetuja, Jjoita saadaan tulok-
seksi esilld olevan keksinndn menetelmédn puhdistus- ja

desinfiointivaiheista.

Joka viikko saatiin n. 100 1 t&ysheraa juustotehtaasta.
Vastaanoton Jjdlkeen hera selkeytettiin linkocamalla Alfa-
Laval LAPX 202 separaattorissa, joka toimi nopeudella

‘11 000 - 12 000 kierr/min virtausnopeudella 30-35 1/h.
Selkeytetystd herasta poistettiin kivenndisi&d n. 50 %
Stackpack sdhkddialyysimoduulissa (Ionics). Saatu sel-
keytetty hera, josta oli poistettu kivenndisid, hapotet-
tiin pH-arvoon 3,5 lisd&m&llid n. 0,7 1/g vidkevdityd kloori-
vetyhappoa heralitraa kohti. Hapotettu hera varastoitiin

n. 2—4O:ssa.

Joka pdivd poistettiin n. 10 1 hapotettua heraa varastosta,
ja heraa kuumennettiin 80°:seen n. 43 minuutin ajan. L&m-
min hera lingottiin yll&d kuvatuissa olsouhteissa selkey-
tystd varten. Sen jdlkeen hera jddhdytettiin ja varastoi-

tiin n. 4%:ssa. Heraa kdytettiin sen jdlkeen kolmannen
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immobilisoitua laktaasia kdyttdvdn herahydrolyysikolonnin

sybttbaineena.

Kuhunkin kolonniin panostettiin n. 4,7-5 g esimerkissd 1
kuvattua immobilisoitua laktaasiyhdistelmd&. Hydrolyysin
aikana kéytetty virtausnopeus oli n. 100 - n. 110 ml/h.
Hydrolyysilampdtila oli 359, ja hydrolyysid jatkettiin yh-

témittaisesti n. 18 tuntia.

Hydrolyysivaiheen lopulla kukin kolonni huuhdottiin ve-
delld n. 45 min. Sen jdlkeen kukin kolonni puhdistettiin

ja/tai desinfioitiin seuraavasti:

Kolonni 1

Kolonni puhdistettiin johtamalla kolonnin 1&pi proteaasin
AlcalaseaGDO.G L liuosta, jonka pH oli 7,5 ja joka sisdl-
si 6 Anson-yksikk6d litraa kohti. T&t& liuosta kierri-

tettiin 20 min vastavirtaan leijutusolosuhteissa.

Kolonni desinfioitiin sen jédlkeen samoin kierr&tt&mdlli
kolonnin 1l8pi 0,1-% Tego Diocto BS-liuosta. Tego Diocto

BS on dioktyylidietyleenitriamiinin ja trioktyylidietylee-
nitriamiinin seos, Jjota myy kaupallisesti saksalainen yhtid
Th. Goldschmidt A.G.

Lopuksi kolonni huuhdeltiin jdlleen vedelld.

Kolonni 2
Kolonni puhdistettiin ja huuhdottiin kuten kolonnin 1 koh-

dalla on kuvattu, paitsi ettd puhdistusliuos o0li etikkaha-

pon vesiliuos, jonka pH oli 3.
Kolonni 3
Kolonni desinfioitiin ja huuhdottiin kuten kolonnin 1 koh-

dalla on kuvattu.

Hydrolyysi ja puhdistus ja/tai desinfiointijaksot tois-
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4

tettiin sitten 17-26 pdivdn aikana, riippuen kolonnista.

Kolonnien tehoa mitattiin joka pdivd eri aikoina, kuten

jo selitettiin. Saadut tulokset on esitetty taulukossa 8,

vaikka siind on esitetty vain ominaisaktiivisuudet yksin-
Taulukko 9 esittdd saaduista tiedois-

kertaisuuden wvuoksi.

ta lasketut stabiliteetit ja puoliintumisajat.

Taulukko 8

Lédmpdkdsitellyn heran hydrolyysi pH-arvossa 3,5 ja 35%:ssa

puhdistus ja/tai desinfiointivaiheiden vhteydessd

Kolomi 1 Kolonni 2€ ‘Kolonni 3

Paivi E‘EE Eg Egl7b Egz Ega Egl7b Eg2 Ega Egl7b

1 234 235 222 273 258 206 193 174 155

5 238 296 273 231 202 177 139 143 140

10 210 233 219 182 163 111 123 125 98
15 222 220 - 162 117 ol 114 122 96,5

17 204 223 210 81 36 13 112 107 97
20 223 213 203 117 104 104

26 198 203 175 103 98 90

a o aeeeses C o ca Sy s
Keskimddrdinen ominaisaktiivisuus yksikk8inid grammaa

kohti 15 tunnin jatkuvan tuotannon aikana.

bOminaisaktiivusuus vksikkdind grammaa kohti 17 tunnin

kuluttua.

C

17. pdivdnd pddttynyt hydrolyysi.

Taulukko 9

Stabiliteettien ja puoliintumisaikojen yhteenveto 13mpdka-

sitellyn heran hydrolyysin aikana pH-arvossa 3,5 ja
35%:ssa puhdistus ja/tai desinfiointivaiheiden vyhteydesséd

Puoliintumisaika-

pdivid

Stabiliteetti,

a

o
o

Vain Vain Tego Proteaasi,
etikkahappo Diocto BS Tego Diocto BS
9 35 55
60 90 95
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5tabiliteetti on keskimiiriinen tilastollinen suhde il-
maistuna prosentteina aktiivisuudesta 17 tunnin kuluttua

aktiivisuuteen asti 2 tunnin kuluttua kaikkina toimintapdi-

ving.

Taulukoista 8 ja 9 n&hd&dan:

(1) etikkahapolla desinfioidun kolonnin teho pieneni mel-
ko nopeasti mitattuna immobilisoidun laktaasin ominaisak-
tiivisuutena. Aktiivisuuden pienennys aikayksikkdd kohti
muuttui huomattavasti suuremmaksi 15. pdivé&n j&dlkeen, joka
johti kolonnin sulkemiseen 17. pdividn lopussa;

(2) verrattuna etikkahapolla desinfioituun kolonniin

Tego Diocto BS:11d puhdistetulla kolonnilla oli paljon
parempi stabiliteetti ja puoliintumisaika. Niin ollen mik-
robisaastumisen valvonta kolonnissa mahdollistaa tdrke&n
edun saavuttamisen kaupallisella tasolla; ja

(3) kaikkein mielenkiintoisimmat tulokset saatiin yhdis-
tdmd1l1d proteaasiliuosta kdyttdvd puhdistusvaihe ja aina-
kin yht& substituoitua dietyleenitriamiinia, esim. Tego
Diocto BS:3dd, sisaltdvad liuvosta kdyttdvd desinfiointi-
vaihe tdssd kuvattuun l&mpdkdsittelyyn. Tdmd yhdistelmd

paransi merkittédvidsti stabiliteettia ja puoliintumisaikaa.

Esimerkki 4
Tdmdn esimerkin tarkoituksena on mddrittdd tdysheran

hydrolyysiin k&ytetyn immobilisoidun laktaasin tehon muu-

tos hydrolyysi/puhdistusjaksojen lukumid&rdn funktiona.
Immobilispitu laktaasi valmistettiin esimerkin 1 mukaises-
ti. Kukin hydrolyysivaihe kesti 18 tuntia, ja kuusi jak-
soa suoritettiin. Hydrolyysi- ja puhdistusolosuhteet oli-

vat seuraavat:

Hydrolyysi

Syb6tetty aine oli tdyshera, joka oli hapotettu pH-arvoon
3,5 kloorivetyhapolla. Limpdtila oli 329, ja 4,2 g (kuiva-

painopohja) immobilisoitua laktaasia kdytettiin.
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Puhdistus
Kolonni huuhdottiin ensin vedelld 45 min ja puhdistettiin
sen jdlkeen etikkahapolla kuten esimerkissd 3 kuvattiin.

Lopullinen vesihuuhtelu suoritettiin 3 minuutin ajan.
Tulokset on esitetty taulukossa 10.
Taulukko 10

Useat hydrolyysi/puhdistusjaksot kdyttden tdysheraa pH-ar-

vossa 3,5 ja 32%:ssa ja etikkahappopuhdistusliuosta

Keskimddrdinen teho hydrolyysin

Jakso n:o e &
LA aikana
Virtaus-
nopeus Konver- :
(ml/h) sio-$% Eg_(u/9)
1 114 49,3 144
2 98 56 149
3 99 46 98
4 94 40 71
5 96 42,6 83
6 94 35 : 55

%Keskiarvo laskettiin 15,5 tunnin jatkuvan hydrolyysin ai-

kana (ensimmdinen 2,5 tunnin jakso jdtettiin pois).

Y114 olevien tuloksien tarkastelu osoittaa, ettd

(1) dimmobilisoidun laktaasin puoliintumisaika on hyvin
lyhyt (hieman alle viisi pdivd3 perustuen ominaisaktiivi- .
suusarvoihin) ;

(2) etikkahappopuhdistus ei takaa immobilisoidun laktaa-
sin riittdvidd stabiliteettia perdkkidisten hydrolyysi/puh-
distusjaksojen aikana; ja

(3) saadut tulokset eiv&dt anna aihetta harkita kdytetyn
hydrolyysi/puhdistusjakson kdytt8d kaupallisessa mittakaa-

vassa entsyymitoiminnan nopean hédvidmisen takia.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd heran k&sittelemiseksi, jolloin ainakin osa

sen sisdltdmdstd laktoosista hydrolysoidaan glukoosiksi ja

galaktoosiksi immobilisoidun laktaasin avulla, tunne t-
t u siitd, ettd se kdsittdd vaiheet:

a) heran kuumentamisen l&mpd&tilaan n. 45-90°C ainakin

noin 15 sek;

b) kuumennetun heran linkocamisen sen ollessa vield l&m-
min; Jja

¢) lingotun heran saattamisen kosketukseen immobilisoi-
dun laktaasin kanssa olsouhteissa, joissa ainakin osa sen
sis8ltédmdstd laktoosista hydrolysoituu glukoosiksi ja ga-

laktoosiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd lis&ksi puhdistetaan ja desinfioidaan

immobilisoitu laktaasi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd8, t unn e t-
t u siitd, ettd immobilisoidun laktaasin puhdistus aikaan-
saadaan saattamalla immobilisoitu laktaasi kosketukseen

proteaasiliuoksen kanssa.

4., Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd immobilisoidun laktaasin desinfiointi
aikaansaadaan saattamalla immobilisoitu laktaasi kosketuk-
seen vdhintddn yhden substituoidun dietyleenitriamiinin

liuvoksen kanssa.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd heran kuumennusaika on 15

min - 1 tunti.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd korkeintaan 90 % mineraaleis-

ta poistetaan herasta etukiteen.
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7. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd hera hapotetaan pH-arvoon

3,5-6 ennen sen saattamista kosketukseen immobilisoidun

laktaasin kanssa.

8. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,

tunnettu sjiitd, ettd hera kirkastetaan ennen sen

kuumentamista.

9. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd immobilisoitu laktaasi puh-
distetaan saattamalla se kosketukseen sellaisen proteaasin
liuocksen kanssa, jonka entsyymiaktiviteetti on 0,1-10

Anson-yksikk&d litraa liuosta kohti.

10. Menetelm& heran kédsittelemiseksi sen proteiinisisdl-
16n ainakin osittaiseksi poistamiseksi, t unne t t u
siitd, ettd heraa kuumennetaan 45—9OOC:een ainakin 15 sek

ja kuumennettua heraa lingotaan sen ollessa vieli l&mmin.
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