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Juokseva entsyymitiiviste. - Flytande enzymkoncentrat.

Esilld oleva keksintd kohdistuu juoksevaan entsyymitiivistee-
seen, jota voidaan kdyttdid raaka-aineliuoksena valmistettaessa

juoksevia pesuaineita tai vastaavia.

On tunnettua lis&tid pesuaineisiin, myods juokseviin pesuainei-
siin, entsyymeijd, erityisesti proteaaseja. Kiinteisiin pesu-
aineisiin lis8ystd varten muokataan entsyymit kiinteiksi
raemaisiksi valmisteiksi. Juoksevien pesuaineiden kehittyessi
on syntynyt tarve valmistaa mydskin tdllaisia valmisteita
varten varastointikelpoisia perusliuoksia, Jjotka sitten
seuraavassa kisittelyvaiheessa voidaan lisdtd nestemidiseen
pesuaineeseen. Hydrolaasien, erityisesti proteaasien, entsyy-
miliuokset eivdt kuitenkaan ole sellaisenaan varastointikel-
poisia. Tami paAtee erityisesti sellaisille entsyymiliucksille,
jotka on tarkoitus lis&td juokseviin pesuaineisiin, koska
entsyymiliuoksen puhdistuksessa ilmeisesti poistetaan epdpuh-
tauksien lis8ksi myds aineita, jotka vaikuttavat stabiilisuu-

teen.

Alan kirjallisuudessa on jo esitetty joukko ehdotuksia, miten
entsyymit juocksevissa pesuaineissa voidaan stabilisoida. Koska
kuitenkin jucksevissa pesuaineissa entsyvmipitoisuus, verrat-
tuna muihin aineisiin, esimerkiksi tensideihin, on erittiin
pieni ja ndin vallitsevat taysin erilaiset olosuhteet, ei naita
tuloksia voida soveltaa entsyymitiivisteisiin,

Siten US-patenttijulkaisussa 3 781 212 ehdotetaan juoksevaa
pesuainetta, jossa entsyymin stabiloimiseksi on kdytetty poly-
olia yhdessid boorihapon kanssa. Talldin suhteen polyoli:boori-
happo on oltava pienempi kuin 1, toisin sanoen boorihappoa

kdytetddn ylimi&rin polyoliin verrattuna.



Saksalaisessa hakemusjulkaisussa DE 31 25 533 kuvataan vesi-
pitoista rakenneainetta sisdltidvid juoksevaa pesuainetta, jossa
on entsyymejid, pesuaktiviisia aineita, polyolia ja boorihappoa
tai sen suolaa painosuhteissa polyoli:boorihappo suurempi kuin
1, jolloin lisdksi on lisdtty yksi osa verkostettua polyakry-
laattia. Muiden polyolien joukossa mainitaan 1,2-propaanidioli
ja muiden booriyhdisteiden joukossa myds booerihappo ja sen
suolat. Edellytetdsdn, ettd polyolin mi&ran pit&d olla 100 -
200 paino-% boorihapon maidrdstda. Edullisesti se on 100 -~ 160
paino-% boorihapon madrdstd. Hydrolaasiosuus juoksevasta pesu-
aineesta on yleensd kuitenkin ainocastaan 0,1 paino-% proteii-

nia, parhaassa tapauksessa korkeintaan 0,5 paino-%.

Mainitusta saksalaisesta patenttihakemuksesta ei voida vetidd
mitddn johtopddtdstd siitd, miten stabiili entsyyminestetii-
viste voitaisiin aikaansaada. N&din keksinndn tehtdvinid on

aikaansaada tdllainen juokseva tiiviste.

Keksinndn kohteena on juokseva entsyymitiiviste, joka perustuu
fermentoinnilla saatuun solumassasta ja ainakin osittain liuke-
nevista epdpuhtauksista vapautetusta hydrolaasiliuoksesta,
jonka entsyymipitoisuus on 30 000 - 400 000 hydrolaasiyksikkda
sisdltden: )

- 1,5 - 20 paino-% hydrolaasia
- 20 - 40 paino-% propyleeniglykolia ja
- 0,5

5 paino-% boorihappoa ja/tai sen liukoisia suoloja
sekd toivomuksen mukaan:

- 0,5 - 5 paino-% l-3-em@ksisen karboksyylihapon, jossa on

korkeintaan 6 C-atomia, suolaa.

Erddssd keksinndn edullisessa sovellutusmuodossa keksinndn
mukaiset juoksevat entsyymitiivisteet ovat vikevdityji,
fermentoinnilla saatuja ja ainakin osittain puhdistettuja

entsyymiliuoksia, jotka keksinndn mukaan lisidttyjen stabi-



lointiaineiden ja fermentoinnissa lasnaolevien ja muodostu-

neiden aineiden lisaksi eivét sisdlld muita ainesosia.

Stabilointiaineena kdytetddn keksinndn mukaisesti propyleeni-
glykolin ja boorihapon ja/tai sen suolojen yhdistelm3a. Propy-
leeniglykolin (1,2-propaanidiolin) mddrd on 20 - 40 paino-%,
erityisesti 20 -~ 30 paino-%. Boorihapon madard on 0,5 - 5

paino-%, erityisesti 1 - 3 paino-%.

Paino-%-mi3drat boorihapon kohdalla tarkoittavat happoa, mydskin
siind tapauksessa, ettd sitad kidytetdidn sen suolaliuoksen muo-

dossa, jolloin lisnd on korkeampia painomi8iriid.

1-3-emiksisen karboksyylihapon, jossa on korkeintaan 6 C-
atomia, suolana voidaan lis&tid liukoisia vastaavan karboksyy-
lihapon alkalimetalli- tai ammoniumsuoledja. N&din voidaan
kdyttdd muurahaishapon, propionihapon, malonihapon, maleiini-
hapon tai fumaarihapon suoloja. Suolojeﬁ tavanomaiset pitoi-
suudet laskettuna kokonaisvalmisteesta ovat v&alilld 0,5 -

5 paino-%. N&in on esimerkiksi saatu edullisia tuloksia

1 paino-%:1la muurahaishappoa tai 1 paino-%:1la maleiinihappoa,

kukin natriumsuolan muodossa.

Koska joukko hydrolaasiliuoksia tietyll3 pH-arvolla ovat
pysymdttomid, on edullista, ettd boorihappoa kiytetdidn suolana,
toisin sanoen entsyymiliuos s&&ddetdin ennen boorihapon lisdys-
tad, sen jdlkeen tal sen aikana pH-arvoon vdlillid 6 - 8. Sopivia
boorihapposuoloja ovat alkalimetalli- tai ammoniumsuolat,
erityisesti natrium- tai kaliumsuolat.

Lahtbentsyymiliuoksena voidaan keksinnén mukaisesti kaytt&3
entsyymiliuoksia, jotka on saatu fermentoimalla hiivaa tai
bakteereja, jotka kykenevdt muodostamaan hydrolaasia. Suosi-
teltavia ovat liuokset, jotka hydrolaaseina sisaltidvat pro-

teaasia, erityisesti Subtilisin-proteaasia, ndiden joukossa



suositellaan sellaisia, jotka perustuvat Subtilisin

Carlsberg:iin tai Subtilisin BBN':iin.

Keksinndn mukaisen entsyymitiivisteen valmistamiseksi erotetaan
fermentointiliuoksesta soluosuus ja sitten vakevdidaan entsyy-
mi. Tamd voidaan esimerkiksi suorittaa mikro- ja ultrasuodatuk-
sen yhdistelmdlla tai myds saostus- ja flokkulointivaiheilla,

joita mahdollisesti seuraa vesiliuoksen haihdutus.

N&in saatuun jd3lkeenpdin puhdistettuun entsyymiliuokseen
lisdtédin 1,2-propaanidiclia ja boorihappca. Kriittisen pH:in,
joka monella hydrolaasilla jo on 4, alituksen vidlttamiseksi,
voidaan ennen boorihapon lis8ystd tai sen aikana natronlipedlla

sddtda toivottu pH valille 6 - 8.

Keksinndn mukaiset valmisteeet voivat lisiksi myds sisdltdi
sdildntdainetta. Monissa tapauksissa tamid ei ole vAlttamatonta,
koska jo propyleeniglykolin ja boorihapon yhdistelma vaikuttaa

sdilyvasti. Sopiva saildntdaine on esimerkiksi formaldehydi.

Keksintd johtuu boorihapon ja propyleeniglykolin synergisesta
stabilointivaikutuksesta tallaisiin entsyymeihin, joka annet-
tujen rajojen puitteissa muodostaa erityisen edullisia

stabilointiarvoja, kuten seuraavista esimerkeistid ilmenee.
ESIMERKIT

Esimerkki 1

Liuos, jossa oli Subtilisin Carlsberg-proteaasia, jonka aktii-
visuus oli 130 EP-yksikkdd/g, inkuboitiin polypropyleenigly-
kolim8darilld 0, 20, 30 Za 50 paino-% ja 60°C:ssa sille tehtiin-
nopeutettu vanhenemiskoe. 24 tunnin jdlkeen mitattiin seuraavat
jadannosaktiivisuudet:



ilman 20 paino-% 30 paino-% 50 paino-%
propyleeni- propyleeni- propyleeni- propyleeni-
glykolia glvkolia glykolia glykolia
pienempi kuin 5 23 25 16

Esimerkki 2

Koe toistettiin, jolloin seckseen, jossa oli 20 paino-%
propyleeniglykolia, lisaksi lisdattiin 1, 3 ja 5 paino-%
natriummetaboraattia. 24 tunnin jalkeen mitattiin seuraavat

jadnnoésaktiivisuudet prosentteina:
1 % metaboraatti 50 %.
3 % metaboraatti 46 %.

5 % metaboraatti 34 %.

Esimerkki 3

Koe toistettiin, jolloin lisdttiin:

1l paino-% natriummetaboraattia
30 paino-% propyleeniglykolia ja

1 paino-% muurahaishappoa tai maleiinihappoa

100 minuutin séilytyksen jdlkeen 60°C:ssa ei voitu havaita
mitddn aktiivisuuden vadhennystd, sitd vastoin ilman karboksyy-

lihapposuclan lisdystd aktiivisuus aleni 84 %.

Entsyymiaktiivisuuden mittaus suoritettiin kaikissa tapauksissa
niin sanotulla EPE-menetelmdlld, joka on kuvattu saksalaisessa
patenttihakemuksessa DE 37 34 047. Mittausperiaatteena on N-
CBZ-aminohappo-p-nitrofenyyliesterin fenolisen esterisidoksen
katkaiseminen 25°C:ssa ja pH-arvossa 6,0, jolloin muodostuneen
p-nitrofenolin pitoisuus maddriteltiin fotometrisesti kohdassa
340 nm.



Patenttivaatimukset

1. Juokseva entsyymitiiviste, joka perustuu fermentoinnilla

saatuun solumassasta ja ainakin osittain liukoisista epdpuh-

tauksista vapautuneeseen hydrolaasiliuokseen, jonka entsyymi-

pitoisuus on 30 000 - 400 000 EPE-hydrolaasiyksikkdéd sisdltaen

- 1,5 - 20 paino-% hydrolaasia

- 20 - 40 paino-% propyleeniglykolia ja

- 0,5 - 5 paino-% boorihappoa ja/tai sen liukoista suolaa
(laskettuna boorihappona)

ja mahdollisesti:

- 0,5 - 5 paino-% 1-3-emdksisen karboksyylihapon, jossa on

korkeintaan 6 C-atomia, suolaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen juokseva entsyymitiiviste,
tunnettu siitd, ettd hydrolaasina kdytetddn proteaasia,

erityisesti Subtilisin-proteaasia.

3. Jonkin patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen juckseva entsyy-
mitiiviste, t unnettu siitd, ettd propyleeniglykolia on
lasnd 20 - 30 paino-%, laskettuna juoksevasta entsyymitiivis-

teestid.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen juokseva entsyy-
mitiiviste, tunnettu siitd, ettd boorihappoa ja/tai
sen suoclaa on 1 - 3 paino-% (laskettuna boorihappona) ja

laskettuna juoksevasta entsyymitiivisteestsd.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen juokseva entsyy-
mitiiviste, t unnettu siitd, ettid boorihappo on

natrium-, kalium- tai ammoniumsuolan muodossa.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen juokseva entsyy-
mitiiviste, t unnettu siitd, etti sen pH-arvo on
vdlilld 6 - 8.



Patentkrav

1. Flytande enzymkoncentrat pa basis av en genom fermentation
erhillen fri3n cellmassor och 3tminstone delvis fran

fdroreningar befriad hydrolaslosning med en enzymhalt pa

30 000 - 4000 EPE-hydrolasenheter innehdllande

- 1,5 - 20 vikt-% hydrolas

- 20 - 40 vikt-% propylenglykol och

- 0,5 - 5 vikt-% borsyra och/eller dess ldsliga salter

(beridknad som borsyra)

och eventuellt:

- 0,5 - 5 vikt-% salt av 1 till 3 basiska karbonsyror med
hégst 6 C-atomer.

2. Flytande enzymkoncentrat enligt patentkravet 1, k 8 n -
netecknat dirav, att som hydrolaser anvidnds proteaser,

sarskilt Subtilisin-proteaser.

3. Flytande enzymkoncentrat enligt ndgot av patentkaven 1 eller
2, Rka3nnetecknat dirav, att propylenglykol
forekommer 1 en mingd av 20 - 30 vikt-%, beriknad pi det

flytande enzymkoncentratet.

4, Flytande enzymkoncentrat enligt‘négot av patentkraven 1 - 3,
kannetecknat darav, att borsyra och/eller dess salt
forekommer i en m3ngd av 1 - 3 vikt-% (berdknad som borsyra)

och med avseende p& det flytande enzymkoncentratet.

5. Flytande enzymkoncentrat enligt ndgot av patentkraven 1 - 4,
kd8nnetecknat dirav, att borsyran foreligger som

natrium-, kalium=- eller ammoniumsalt.

6. Flytande enzymkoncentrat enligt nagot av patentkraven 1 - 5,
kannetecknat dirav, att det uppvisar ett pH-virde
pa mellan 6 - 8.
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