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Berggren Oy Ab

Menetelmd immobilisoitujen entsyymien desinfioimiseksi -
Forfarande f6r desinficiering av immobiliserade enzymerna
Tiivistelmd

Menetelmi mbllimltﬁjen entsyymien, erityisesti
laktaasin ja glukoosi-isomeraasin, desinfioimigeksi,
jossa saatetaan immobilisoidut entsyymit kosketukseen
vihintilin yhden substituoidun dietyleenitriamiinin
laimean vesiliucksen kansesa, jolla dietyleenitriamii-
nilla on kaava I

£ A
-CH 2@2"‘“““2“ 2-’8 1
7 b N

Rz 3 Rg

jossa ’10 .2' 33. R‘ ja ‘s ovat yksiarvoisia ryhmil,
jotka (1) . toisistaan riippumatta ovat vetyatomi tai
oktyyliryimi edellyttien, ettd ainakin kahden ryhmistd
Ry, By, Ry, n‘ ja Rs on oltava oktyyliryhmil, ja (2)
jossa R; ja R4 ovat vetyatomeja ja Ry R3 Ja Rg on toi-~
sistaan riippumatta vetyatomi, bentsyyli- tai lauryyli-
ryhmd edellyttien, ettd mitk3in ryhmisty Ryy Ry

ja Rg elivit ole samoja, kiyttim3ll¥ sellaista vikevyyt-
t3 3a kisittelyaikaa, ettl oleellinen osa kontaminoi-
vista mikro-organismeista kuolee ilman merkittiivil
haitallisis vaikutuksia immobilisoituihin entsyymeihin.



{(57) Sammandrag

Forfarande f8r desinficering av immobiliserade enzymer,
speciellt laktas och glukosisomeras, vari de immobilise-
rade enzymerna bringas i kontakt med en utspddd 18sning
av minst en substituerad dietylentriamin, vilken diety-
lentriamin har formeln I

R "’u‘
¥=CB.,CH,~N~CH.CE,~N 1

/, zzl’zz \

R Ry

dir Ry, Rz' R;, R‘ och RS betecknar envirda grupper,
vilka (1) oberoende av varandra ir en viteatom eller en
oktylgrupp fSrutsatt att dtminstone tvd av grupperna
Ry, Ry, Ry, Rq och Rg bdr vara oktylgrupper, och (2)
dir R; och R, & viteatomer och Ry, Ry och Rg &r oberoen-
de av varandra en viteatom, en benzyl- eller en lauryl-
grupp fdrutsatt att ingen av grupperna R,, RJ och R5

ir lika, genom anvindning av en sidan koncentration

och behandlingstid, att en visentlig del av de kontami-
nerande mikroorganismerna ddr utan betydande skadliga
verkningar p& de immobiliserade enzymerna.
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Menetelmi immobilisoitujen entsyymien desinfioimiseksi

Tami keksintd koskee menetelmd#d hiukkasmaiselle kantoaineel-
le immobilisoitujen entsyymien laktaasin ja glukoosi-iso-
meraasin desinfioimiseksi, joita entsyymejd kdytetdan lak-

toosin hydrolysoimiseen glukoosiksi ja galaktoosiksi.

Yleisesti titd keksintdi voidaan kiAyttdd minkd tahansa im-
mobilisoidun entsyymin kanssa sik&dli kuin desinfiointiaine

ei vaikuta haitallisesti immobilisoituun entsyymiin.

Vuonna 1976 Ranskan juustotuotanto saavutti suunnilleen
miljoonan tonnin mddrdn, mikd johti yli kuuden mil joonan
heratonnin tuotantoon sivutuotteena. T&llainen hera sisdl-
£33 litraa kohti noin 6-9 g proteiinia, 45-50 g laktoosia,
6-8 g mineraalisuoloja ja 1-2 g rasvaa. Maailmanlaajuises-
ti pelk&dstidn herasta saatavan laktoosin mddrd kohosi

v. 1977 lihes 3,5 miljoonaan tonniin.

Aikaisemmin heraa pidettiin j&itetuotteena ja se laskettiin
viemdreihin tai virtoihin ja jokiin. Johtuen kasvavasta
huolesta ympdristdn saastumisen suhteen suuri méddrd heraa
prosessoidaan erilaisiksi eldin- ja ihmisravintotuotteiksi.
Esimerkiksi erittdin suorituskykyisten ultrasuodattimien
kehitys tekee nykyddn mahdolliseksi heraproteiinin erotta-
misen herasta. Tdllainen proteiini on poikkeuksellisen arvo-
kasta. Esimerkiksi heraproteiinin 35-prosenttisella kon-
sentraatilla voidaan korvata rasvaton kuivamaito monissa
elintarviketuotteissa, kuten leipomotuotteissa, virvoitus-
juomissa ja pakastejdlkiruoissa. Valitettavasti proteiinin
erottuminen herasta johtaa nestejakeeseen, jota kutsutaan
permeaatiksi, jolla on viime aikoihin asti ollut vain véa-

hidn tai ei lainkaan arvoa.

Immobilisoitujen entsyymien tulon mydtd permeaatissa ole-

van laktoosin hydrolyysi on kuitenkin joko mineraalien
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poiston kanssa tai ilman sitd tullut kaupallisesti mahdol-
liseksi. Glukoosin ja galaktoosin ldsniolosta johtuen hyd-
rolysoitu laktoosi on paljon makeampaa ja liukenevampaa
kuin pelkkd laktoosi. Niinpd hydrolysoitu tuote on funktio-
naalinen makeutin, jota voidaan kdyttdd sokerileivosten,
maitopohjaisten jdlkiruokien ja pakastejdlkiruokatuottei-
den, kuten jd&teldn valmistuksessa. Sitdpaitsi hydrolysoi-
tu tuote on tehokkaasti fermentoituva seos, joka sopii kady-
tettdvdksi kdymisalustana esimerkiksi panimo- ja farma-

seuttisessa teollisuudessa.

On mySs mahdollista suorittaa herassa olevan laktoosin
hydrolyysi ilman edeltdvidid ultrasuodatusvaihetta ja joko
mineraalinpoiston kanssa tai ilman sitd. Tuote joka yhd si-
sdltdd proteiineja, muistuttaa hydrolysoitua permeaattia

ja témdn vuoksi sitid voidaan kidyttii myds elintarvike-

teollisuudessa, kuten jo esitettiin.

Erilaiset menetelmdt laktoosin hydrolysoimiseksi ovat luon-
nollisesti hyvin tunnettuja alaan normaalisti perehtyneil-
le. Entsymaattinen hydrolyysi on erityisen hyddyllinen
elintarvikkeisiin liittyvien tuotteiden valmistukseen ja
kuten jo mainittiin immobilisoitujen entsyymien kdyttd on

erityisen houkuttelevaa.

Yksinomaan kuvaamismielessi H.H. Weetall et. al., Bio-
technol. Bioeng., 16, 295 (1974) selostavat immobilisoi-
dun laktaasin valmistusta ja sen kdyttdi happaman heran
entsymaattisessa hydrolyysissd. Entsyymi, jota eristettiin
sekd sienistd ettd hiivasta, immobilisoitiin zirkoniumok-
sidipddllysteisille huokoisille lasihiukkasille. Substraat-
ti koostui joko laktoosin vesiliuoksesta tai happamasta

herapermeaatista.

Lisdksi L.II. Wicrzbicki ot al., Biotechnol. Bioeng. 16,
397 (1974) selostivat happamassa herassa olevan laktoosin

hydrolyysid kdyttden laktaasia (B-galaktosidaasi), joka
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oli immobilisoitu huokoisille lasihiukkasille painottaen
uudelleen kivtettdvdn katalyytin valmistusta ja karakteri-
sointia pienen laktoosipitoisuuden meijerituotteiden val-
mistukseen. Osittain puhdistetut laktaasit lajeista Asper-
gillus niger, Lactobacillus helveticus ja Saccharomyces
lactis immobilisoitiin huokoisille lasihiukkasille. Sub-
straatti koostui happamasta herajauheesta, joka oli muodos-
tettu uudelleen vedessd sopivaan kuiva-ainepitoisuuteen.
Joissakin tapauksissa wudelleenmuodostetusta happamasta he-
rasta poistettiin proteiini kuumentamalla kiehuvassa vesi-

hauteessa viisi minuuttia.

Lopuksi H.H. Weetall et al., Biotechnol. Bioeng., 16, 689
(1974) kuvaavat immobilisoidun laktaasin valmistusta oOsana
laktoosin entsymaattisen hydrolyysin jatkotutkimuksista.
Kiytettiin sienilaktaasia immobilisoituna zirkoniumoksidi-
piddllysteisille, huokoskooltaan sdiddetyn lasin ja huokoisen
titaanidioksidin hiukkasille. Saatuja immobilisoituja ent-
syymivalmisteita kdytettiin kokonaan makeassa herassa, ko-
konaan happamassa herassa happamassa heraultrasuodoksessa

olevan laktoosin ja puhtaan laktoosin hydrolyysiin.

Kuten H.H. Weetall et. al., Biotechnol. Bioeng., 16, 295
(1974) mainitsivat, hera-alusta-aineen bakteeriepdpuhtaus
oli pddongelma. Mikro-organismien Jjatkuva kasvu tukki ko-
lonnit. Kaksiprosenttisen glutaraldehydin kdayton pH-arvol-
la 4,0 havaittiin tappavan pakteerit tuhoamatta immobili-
soidun entsyymin aktiivisuutta. Nami tutkijat vaittavat,
etti sanitointimenettely olisi ehdottoman valttidmatdn mis-

si tahansa laitostilanteessa.

On kuitenkin ilmeistd, ettd jokaisen kaupallisesti elin-
voimaisen sanitointi- tai desinfiointimenettelyn on tehok-
kaasti tuhottava oleellisesti kaikki saastuttavat mikro-
organismit ilman huomattavaa haitallista vaikutusta immo-
bilisoituihin entsyymcihin. Sitdpaitsi tapauksissa, joissa

tuote on tarkoitettu kdytcttdvaksi clintarviketeollisuu-
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dessa, desinfiointiaineen on usein tdytettdvd viranomais-

ten sddtdmidt vaatimukset.

Téhdn saakka ei todella tyydyttdvdd desinfiointiainetta ole
ollut saatavissa. Etikkahappo, jota on yleisesti kdytetty
laimeana vesiliuoksena, antaa vain kohtalaiscet tulokset.
Sitdpaitsi muut tunnetut desinfiointiaineet, kuten halo-
geenijohdannaiset, orgaaniset hapot, kvaterniiriset ammo-
niumyhdisteet, biguanidiinipolymeerit yms. pyrkividt olemaan
kdyttddn soveltumattomia johtuen entsyymien osittaisesta

tai tdydellisestd inaktivoinnista.

Ndin ollen on edelleen olemassa tarvetta kaupallisesti
elinvoimaisesta sanitointi- tai desinfiointimenettelysti
immobilisoiduille entsyymeille, joka menettely on tehokas
ilman merkittdviid haitallisia vaikutuksia immobilisoituihin

entsyymeihin.

Tédmdn keksinndn tarkoituksena on t&min vuoksi saada aikaan
menetelmd immobilisoitujen entsyymien desinfioimiseksi,
joka menetelmd tehokkaasti tuhoaa olcellisesti kaikki saas-
tuttavat mikro-organismit ilman merkittdvii haitallisia

vaikutuksia immobilisoituihin entsyymeihin.

Ndmd ja muut tarkoitukset kdyvit alaan perehtyneille ilmi

seuraavasta selityksestd ja patenttivaatimuksista.

Ndin ollen t&md keksintd tarjoaa kdytettdvdksi menetelmin
hiukkasmaiselle kantoaineelle immobilisoitujen entsyymien
laktaasin ja glukoosi-isomeraasin desinfioimiseksi, fjossa
menetelmédssd saatetaan immobilisoidut entsyymit kosketuk-
seen dioktyylidietyleenitriamiinin tai trioktyylidiety-
leenitriamiinin laimean vesiliuoksen kanssa vakevyydessd
ja ajanjakso, jotka riittdvit oleellisesti tappamaan
saastuttavat mikro-organismit ilman merkittiivii haitalli-

sia vaikutuksia immobilisoituihin entsyymeihin.
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Kuten alalla hyvin tiedetddn laktoosi saadaan ainakin 80-
prosenttisesti hydrolysoitua glukoosiksi ja galaktoosiksi
johtamalla laktoosia sisdltédv. vesiliuos kolonnin ldpi,

joka sisdltdi immobilisoitua laktaasia, tyypillisesti alle
n. 60°C:n lampdtilassa. Poistovirta voidaan osittain vdke-
vdids siirapin saamiseksi kdytettdvdksi makeuttimena eri-

laisissa elintarvikkeissa.

Tillaisessa prosessissa kdytettyd laktaasia valmistetaan
useiden eri mikro-organismien, kuten sienien, bakteerien
ja hiivojen avulla. Sienilaktaasit ovat ehkd yleisimpid,
ts. laktaasit, jotka on eristetty lajeista Aspergillus
niger ja Aspergillus oryzae. Tekniikka laktaasien eristd-
miseksi mikro-organismeista on luonnollisesti alalla hyvin

tunnettu.

Entsyymin immobilisointi on helppo toteuttaa eri menetel-
milld, jotka my®ds tunnetaan. Immobilisointitekniikan tuo-
reen katsauksen suhteen, ks. I. Chibata, toimittaja, "Immo-
bilized Enzymes", Halsted Press, John Wiley & Sons, Inc.,
New York, 1978, sivut 1-73. Vaikka immobilisointimenetelman
ei tiedeti olevan kriittinen, tdmidn keksinndn menetelma so-
veltuu hyvin kdytettidvdksi entsyymien kanssa, jotka on si-
dottu veteen liukenemattomiin tuki- tai kantoaineisiin.
Haluttaessa tdllaiset kantoaineet voivat olla huokoisia,
miki tekee mahdolliseksi kasvaneen entsyymiannoksen tuki-
aineen massayksikk®d kohti. Yleensd entsyymit sidotaan ve-
teen liukenemattomiin kantoaineisiin fysikaalisella adsorp-
tiolla, ionisidonnalla, kovalenttisidonnalla tai jollakin

ndiden yhdistelmdlla.

Veteen liukenemattomat kantoaineet voivat yleensd olla
orgaanisia tai epdorgaanisia. Esimerkkejd orgaanisista
tukiaineista ovat muiden muassa polyesterit, kuten poly-
(etyleenitereftalaatti); polyamidit, kuten nylon-6- ja
nylon-6,6: polyakrylaatit; polymetakrylaatit; polyakryyli-
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amidit; poly(akryylihappo) ; poly (metakryylihappo); poly-
(galakturonihappo) ; poly (asparagiinihappo); etyleeni-
maleiinihappoanhydridikopolymeerit; polyolefiinit, kuten
polyeteeni, polypropeeni, polvbuteeni ja polybutadieeni;
polystyreeni; poly(aminostyreeni); poly (vinyylikloridi) ;
poly (vinyvlialkoholi) ; poly (vinylideenikloridi); sellu-
loosa ja sen johdannaiset; agaroosigeelit; dekstraanigee-
lit ja niiden johdannaiset; polysakkaridit; polypeptidit;
kollageeni; yms.

Epdorgaaniset kantoaineet voidaan luokitella kvartsipitoi-
siksi ja ei-kvartsipitoisiksi metallioksideiksi. Esimerk-
kejd kvartsipitoisista kantoaineista ovat mm. lasi, pii-
dioksidi, wollastoniitti, bentoniitti, kordieriitti ynms.,
Esimerkkejd ei-kvartsipitoisista metallioksideista ovat
mm. alumiinioksidi, spinelli, apatiitti, nikkelioksidi,

titaanidioksidi, zirkoniumoksidi yms.

Yleensd veteen liukenematon kantoaine voi olla missid ta-
hansa halutussa muodossa. Kantoaine voi olla luonteeltaan
hiukkasmainen vaihdellen hienojakoisesta pulverista karke-
aan raemaiseen materiaaliin tai kantoaine voi olla jatku-
va, muotoiltu kappale, kuten tasomainen tai kdyrd levy tai
pallo tai kolmiulotteinen kappale, kuten suorakulmainen

tai sylinterimdinen putki tai monimutkainen pilari. Kdytan-

ndssd kuitenkin kantoaine useimmiten on hiukkasmainen.

Mitd tulee esimerkkeihin menettelyist§ entsyymien immobi-
lisoimiseksi epdorgaanisille kantoaineille, vain kuvaus-
mielessd katso US-patentti n:o 3 519 538 (joka vastaa rans-
kalaista patenttia n:o 2 020 527), US-patentti n:o

3 556 945 (joka vastaa ranskalaista patenttia n:o 2 001 336)
ja US-patentit n:ot 3 666 627 ja 3 802 997 (jotka vastaa-

vat ranskalaista patenttia n:o 2 020 661).

Substituoituja dietyleenitriamiineja ja menetelmii niiden

valmistamiseksi kuvataan ranskalaisissa matenteissa n:ot
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2 080 797 ja 2 110 303 ja saksalaisessa patentissa n:o

2 115 549, Ndilld yvhdisteilld on biomyrkkyominaisuuksia.

Mieluummin dioktyylidietyleenitriamiinin ja trioktyylidi-
etyleenitriamiinin synergististd seosta, jota on kuvattu

ranskalaisessa patentissa n:0o 2 110 303, ylld ja jota on

kaupallisesti saatavissa Th. Goldschmidt AG-yhtidltd Sak-
san liittotasavallasta kauppanimelld "Tego-Diocto BS",

kdytetddn tdmdn keksinntn menetelmdssa.

Tdllaisia substituoituja dietyleenitriamiineja kdytet&ddn
laimeina vesiliuoksina, tyypillisesti n. 0,1-0,5 paino-%:n
vakevyytend, vaikka pienempid ja suurempia vdkevyyksid voi-
daan kdyttdd. Yleensd dioktyyli- ja trioktyylidietyleeni-
triamiinin vdkevyys, vesiliuoksen kokonaistilavuus ja des-
infiointik&sittelyn kestoaika voivat vaihdella laajasti
riippuen ainakin osittain mikrobisaastumisen ankaruudesta,
ldsnd olevien mikro-organismien tyypeistd ja immobilisoi-
dun entsyymin mddrdstd. Joka tapauksessa tdllaiset kdsit-
telyolosuhteet tai -parametrit on alaan normaalisti pereh-
tyneen helppo mddrittdd. Useimmiten kuitenkin n. 15-30 mi-
nuutin kdsittely 5-10 litralla esimerkiksi Tego Dioctyl BS-
valmisteen 0,1 paino-%:sta desinfiointiliuosta kilogrammaa
kohti immobilisoitua entsyymid on osoittautunut tyydyttéd-

vaksi.

Tdmén keksinndn erddssd toteutusmuodossa immobilisoitu

entsyymi asetetaan yvksinkertaisesti desinfioivan liuoksen
kylpyyn. Valinnaisesti kylpyd voidaan ravistella, hdmmen-
tdd, kierrdtdd pumppulaitteella tai muulla tavoin sekoit-

taa.

Toisessa toteutusmuodossa desinfiointiliuvosta kierrdtetdin
kolonnin tai reaktorin ldpi, joka sisdltidd immobilisoitua
entsyymid. Mieluummin t&llainen desinfiointiliuoksen kier-
rdtys suoritetaan vastavirtaperiaatteella, ts. vastakkai-
seen suuntaan verrattuna sy&ttdliuocksen virtaukseen kolon-

nin tai reaktorin l&pi. Kun entsyymi on immobilisoitu hiuk-
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kasmaiselle kantoaineelle ja kun kolonnin tai reaktorin ra-
kenne sallii, desinfiointiliuoksen vastavirtausnoneus on
mieluummin sellainen, etti immobilisoidut entsyymihiukka-
set fluidisoituvat. Td&mid fluidisointi est3i kanavoitumisen
ja takaa immobilisoidun entsyymin tdydellisen kosketuksen

desinfiointiliuoksen kanssa.

On huomattava, ettd mit3d tahansa desinfiointiliuosta voi-
daan kdyttdd useita kertoja desinfiointitoimenpiteen kus-
tannusten pienent&miseksi. Kuitenkin kun desinfiocintiliuos-
ta kierrdtetddn, jotkut lisikisittelyt saattavat olla toi-
vottavia tai tarpeellisia, kuten esimerkiksi suodatus solu-

jdtteiden poistamiseksi ja pH-arvon siidot.

Vield muussa tdmin keksinndn toteutusmuodossa dioktvyli-
tai trioktyylidietyleenitriamiini voidaan sisdllyttdd syot-
t8liuokseen, jota prosessoidaan immobilisoidun entsyymin
avulla. T&dlld tavoin immobilisoidun entsyymin mikrobisaas-
tuminen voidaan minimoida tai jopa estdi. Luonnollisesti
tdllaista estokésittelyd voidaan k&yttdi yksin tai vhdessd

jo esitetyn desinfiointimenettelyn kanssa.
Tadtd keksintdd kuvataan tarkemmin, mutta ei rajoiteta
seuraavilla esimerkeilld, jotka kuvaavat vertailukokeita

ja tiettyjd suositeltavia toteutusmuotoja.

Esimerkki 1

Reaktorin desinfiointi, johon on panostettu lajista A. Niger
saatua immobilisoitua laktaasia, jota kdytetdin herapermeaa-

tin hydrolysointiin

Perusteellisen vesihuuhtelun jidlkeen orgaanisen aineen mah-
dollisimman suuren m#irin poistamiseksi kolonnia, johon oli
panostettu 45 kg immobilisoitua A. niger-perdisti laktaasia,
Joka oli valmistettu sitomalla entsyymi hiukkasmaiseen pii-
dioksidikanto-aineeseen US-patentissa n:o 3 519 538 kuva-
tulla menettelylld, kdsiteltiin n. 20 minuuttia johtamalla

kolonnin l&dpi vastavirtaperiaatteella Tego Diocto BS-
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valmisteen 0,1 %:sta vesiliuosta nopeudella 1000 1/h. Kolon-

ni huuhdeltiin sitten vedelld.

Mikro-organismien lukumddrdt pesuvedessd ennen ja Jjdlkeen

desinfiointikasittelyd olivat seuraavat (taulukko I).

TAULUKKO I

Pesuveden mikro-organismilukumddrdt

Kiasittelyn
Ennen Jalkeen hyétysuhdea
Mikro-organis- 470 000 6 000 98,7 %
meja yhteensa
Hiivoja ja 1 550 65 95,8 %

homeita

aZTEnnen—jélkeen)/enneg7 x 100

Y114 olevat luvut osoittavat selvdsti kaytetyn desinfioin-

tiaineen mikro-organismeja tappavan toiminnan.

Esimerkit 2 ja 3
Vertailukokeet

Reaktorin desinfiointi, johon on panostettu A. niger-

lajista saatua, immobilisoitua laktaasia, jota kdayte-
tiin herasaostuman hydrolyysiin epdpuhtauksien rutii-

nikdsittelyssd

Suoritettiin kaksi koetta, joihin liittyi esimerkin 1 immo-
bilisoidun entsyymin reaktorin tai kolonnin kdyttd teolli-
sissa olosuhteissa. Sydttdliuos koostuil herapermeaatista
pH-arvolla 3,5, jonka sisdltdmd laktoosi hydrolysoitiin
glukoosiksi ja galaktoosiksi. Kolonnin tai reaktorin lé&m-
pétila pidettiin 38°C:ssa. Kokeiden aikana poistovirran
epdpuhtaus ja immobilisoidun laktaasin aktiivisuus mitat-

tiin pdivittdin.

Ensimmiisessid kokeessa esimerkissd 2 reaktori puhdistet-

tiin mikro-organismeista Tego Diocto BS-valmisteella esi-



10 71576

merkissd 1 kuvatulla tavalla. Reaktoria kdsiteltiin sitten
pdivittdin 30 minuuttia 500 litralla etikkahapon 0,1 paino-
%:sta vesiliuosta, joka johdettiin reaktorin l&pi 1000 1/h:n
nopeudella.

Toisessa kokeessa esimerkissi 3, joka suoritettiin ensimmii-
sen kokeen jdlkeen, reaktori puhdistettiin j4lleen epdpuh-
tauksista Tego Diocto BS-valmisteella esimerkissd 1 kuva-
tulla tavalla. Reaktori k&siteltiin sitten pdivittdin Tego
Diocto BS=valmisteella samoissa olosuhteissa kuin ensimmii-
nen epdpuhtauksien poisto paitsi, ettd mitdin alustavaa
huuhtelua ei suoritettu.

Poistovirran epidpuhtaus ilmaistuna mikro-organismien luku-
mddrdnd/ml, on koottu taulukkoon II ja immobilisoidun lak-
taasin aktiivisuus ilmoitettuna kansainvdlisind yksikk&ini
grammaa kohti immobilisoitua entsyymid, on koottu tauluk-
koon III.

TAULUKKO II

Poistovirran epdpuhtauksien yhteenveto

Pidiva Mikro-organismeja yhteens&d/ml Hiivoja/ml

Esimerkki 2

1 Reaktorin ensimmiinen desinfiointi

2 180 000 150 000

3 980 000 780 000

4 1 200 000 800 000

5 1390 0002 940 000
Esimexrkki 3

6 Reaktorin toinen desinfiointi

7 510 200

8 1 500 800

9 3 300 1 100

10 5 800 1T 100

11 Jja Toimenpiteiden jatkaminenb

eteen-

pdin
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%Koe lopetettiin liiallisen saastumisen vuoksi

bSeuraavat toimenpiteet varmistivat mikrobiepdpuhtauksien

pienenemisen tdmidn keksinndn menetelmdn seurauksena.

TAULUKKO IJ1I

Yhteenveto immobilisoidun laktaasin aktiivisuudesta

Keskimddrdinen aktii-
Paiva Aktiivisuus, I.U./g visuus, I1.U./g

Esimerkki 2

1 Reaktorin ensimmdinen desinfiointi

2 159

3 184

4 165

5 168 169
Esimerkki 3

6 Reaktorin toinen desinfiointi

7 1612

8 189

9 176

10 188

11 204

12 198 186

a Ca ees ol . . . .
Aktiivisuus vddristyi virtausnopeusongelmien vuoksi.

Esimerkit 2 ja 3 osoittavat selvdsti, etta tdméan kek-
sinnén menetelmd takaa mikrobisaastumisen paljon te-
hokkaamman torjunnan (vdhintdin 103-kertaisen) kuin
etikkahapon kdyttd. Samanaikaisesti tdmdn keksinnOn me-
netelmd on paljon vaarattomampi immobilisoi-

dulle entsyymille. Itse asiassa Tego Diocto BS n. 0,1-
0,5 paino-%:n vdkevyyksind ei vaikuta liukoisen A. ni-
ger-perdisen laktaasin entsymaattiseen aktiivisuuteen,

ts. entsyymin, jota ei ole immobilisoitu.
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Ndin ollen esimerkit 2 ja 3 osoittavat selvdsti, etta
tdmin keksinn®n menetelmid muodostaa valinnaisen des-
infiointikdsittelyn immobilisoidun entsyymin reakto-

reille.

Esimerkki 4

Tutkimus koskien tdmdn keksinndn menetelmdn vaikutusta
immobilisoituun A. oryzae-nerdiseen laktaasiin, jota

kdytetddn laktoosin hydrolysointiin

A. Entsymaattisen aktiivisuuden vaihtelu ajan mukana

Inmobilisoidun A. oryzae-perdisen laktaasin
entsymaattisen aktiivisuuden vaihtelut mddritettiin
laboratorio~olosuhteissa jokaisessa kolmessa eri ta-
pauksessa: (1) immobilisocidun laktaasin kdyt-
td laktaasiliuoksen hydrolysointiin pH-arvolla 4,2 ja
359C:n lamp&tilassa (vertailukoe); (2) immobili-
soidun laktaasin kdyttd sen jdlkeen kun sitd on desin-
fioitu 30 minuuttia Tego Diocto BS-valmisteen 0,1 pai-
no—-%:sella liuoksella, vertailukokeessa kdytetyn lak-
toosiliuoksen hydrolysointiin; ja (3) vertailukokeen
immobilisoidun laktaasin kdyttd laktoosi-
liuoksen hydrolysointiin pH-arvolla 4,5 ja 35°C:n lam-
pbtilassa, joka liuos sisdltdd myds 0,1 paino-% Tego
Diocto BS-valmistetta. Saadut tulokset on koottu tau-
lukkoon 1IV.

TAULUKKO IV

Yhteenveto entsymaattisen aktiivisuuden vaihteluista

ajan mukana

Entsymaattinen aktiivisuus, I.U./g

Aika,
tuntia Tapaus 1 Tapaus 2 Tapaus 3
2 114 114 125
3 120 114 125
4 129 119 134
5 124 117 132

keskimddrin 121 116 129
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v11i olevat tulokset osoittavat, ettd immobili-

soidun laktaasin entsymaattiseen aktiivisuuteen vaikut-
taa oleellisesti kosketus desinfioivan liuoksen kans-—
sa ja ettd laktoosin hydrolyysi sujuu normaalisti Jjopa

desinfiointiaineen lisndollessa.

B. Toistettujen kdsittelyjen vaikutusten vertailu

Kokeet suoritettiin viiden pdivén aikana. Joka pdivd
immobilisoidun A. oryzae-perdisen laktaasin

panosta kdytettiin 16 tuntia laktoosiliuoksen hydroly-
sointiin pH-arvolla 4 ja 35°C:n lampdtilassa.
Immobilisoitua entsyymipanosta kédsiteltiin sitten
30 minuuttia fluidisoivissa olosuhteissa joko 1 paino-
s:gella etikkahappoliuoksella (vertailukoe) tai 0,1
paino-%:sella Tego Diocto BS-liuoksella (tdmén keksin-

nén mukainen koe). Tulokset esitetiian taulukossa V.

TAULUKKO V

Yhteenveto toistettujen kisittelyjen vaikutuksista

entsymaattiseen aktiivisuuteen

Entsymaattinen aktiivisuus, 1.U./9

gztiié Vertailukoe Keksinn®n mukainen koe
1 143 135
2 144 151
3 139 127
4 155 144
5 126 124

v1li olevat tulokset osoittavat, etteil ndilli kahdella
kdsittelylld saaduilla entsymaattisilla aktiivisuuk-

silla ole merkittdvid eroja.

Taman keksinndn menetelmdn kdyttdad rutiinikdsittelyna
immobilisoidulle A. oryzae-perdiselle lak-
toosille voidaan kuitenkin suositella. Kuten aikaisem-

min esitettiin tdmin keksinndn menetelmissid kdytetyt
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desinfiointiaineet ovat paljon tehokkaampia mikrobeja tap-~
pavia aineita kuin etikkahappo. Sitdpaitsi ti&min keksinnon
menetelmdlld ei selvdsti ole haitallisia vaikutuksia immo-

bilisoituun A. oryzae-perdiseen laktaasiin.

Vaikka tdtd keksintdd on ensisijaisesti kuvattu immobili-
soidun laktaasin desinfioinnin suhteen, on ymmarrettdvasd,
ettd tdmédn keksinndn menetelmdi voidaan soveltaa muihin
immobilisoituihin entsyymeihin. Kuvaamistarkoituksessa vain
mainittakoon, ettd tiettyja immobilisoituja entsyymisystee-
mejd kdytetddn elintarvike- ja farmaseuttisessa teollisuu-
dessa ja niitd ovat mm. immobilisoitu glukoamylaasi, glu-

koosi-isomeraasi ja penisilliiniasylaasi.
Esimerkki 5 alla kuvaa tdmin keksinn®n menetelmin sovel-
tamista immobilisoidun glukoosi-isomeraasin desinfiointiin,

jota kdytetddn glukoosin konvertoimiseen fruktoosiksi.

Esimerkki 5

Tdmdn keksinndn menetelmdn vaikutus immobilisoituun

glukoosi-isomeraasiin

Glukoosi-isomeraasi immobilisoitiin alumiinioksidikanto-
aineelle menettelylld, joka on kuvattu US-patentissa n:o
3 868 304 (joka vastaa ranskalaista patenttia n:o

2 218 385). T&mi entsyymi on herkki sen vesipitoisen
véliaineen osmoottisen paineen vaihteluille, joissa se

on ldsnd. Entsyymid kiytetdidn teollisesti fruktoosin
saamiseen glukoosiliuoksista, jotka sisdltidvit vyhteensa
n. 45-50 % kiintoaineita ja joiden pH on n. 8,4 ja ldmpo-
tila n. 60°C.

Laboratoriokokeissa, joissa simuloitiin teollisuus-
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olosuhteita, tutkittiin seuraavia parametreja:

A. Entsymaattisen aktiivisuuden hiavidminen liittyen

vesihuuhteluun pH-arvolla 8,4 ja 60°C:n lampdtilassa.

B. Entsymaattisen aktiivisuuden hidvidminen liittyen
samalla pH-arvolla ja samassa lampbtilassa kdsittelyyn

0,1 paino-%:sella Tego Diocto BS:n vesiliuoksella.

Entsymaattinen aktiivisuus midriteltiin joka pdivad
perustuen 16 tunnin jatkuvaan fruktoosituotantoon.

Saadut tulokset on koottu taulukkoon VI.

TAULUKKO VI

Veden ja desinfiointiliuoksen vaikutus immobilisoidun

alukoosi-isomeraasin entsymaattiseen aktiivisuuteen

Para- Reaktorin Konver- Aktiivisuus
metri Piiva tuotanto, cm~/h sio?, % I.U./9
A 1 73 39 169
Vesihuuhtelu 90 minuutin ajan
B 2 72,6 32 116
1 77 40 189
Desinfiointiainekdsittely 90 min. ajan
2 77 33 128

aSyéttéliuoksessa olevan glukoosin fruktoosiksi kon-

vertoitunut prosenttiosuus.

Molemmissa tapauksissa saatiin n. 30 prosenttinen
entsymaattisen aktiivisuuden menetys. Tidmd menetys ai-
heutui entsyymin desorptoitumisesta ja eluoitumises-

ta alumiinioksiditukiaineesta, kun immobili-

soitu entsyymi saatettiin alttiiksi laimeammalle liuok-
selle, jolla on merkittdvdsti suurempi osmoottinen pai-

ne. Niin ollen mit#in havaittavaa entsymaattisen aktii-
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visuuden laskua ei voida osoittaa johtuvaksi immobilisoidun

entsyymin kédsittelystd desinfiointiaineella.

On ymmdrrettdvd, ettd edelld oleva yksityiskohtainen kuvaus
on annettu yksinomaan kuvaamistarkoituksessa ja ettd siihen
voidaan tehdd monia muutoksia poikkeamatta keksinn&n henges-
td ja suojapiiristd. Esimerkiksi sanonnan "immobilisoidut
entsyymit" tarkoitetaan t&ssi kdytettynd sisdltdvin vksit-
tdisen entsyymin, joka on immobilisoitu sopivalle kanto-
aineelle ja yksitt3disen entsyymityypin, joka on eristetty
kahdesta tai useammasta l&hteest#, tai kaksi tai useampaa
entsyymityyppid, jotka on samalla tavoin immobilisoitu.
Jdlkimmdisessd tapauksessa nidmi useat entsyymit on voitu
immobilisoida samalle kantoaineelle tai eri kantoaineille,
jotka sitten on sekoitettu yhteen kdyttd& varten. Muut

muutokset ovat ilmeisii alaan normaalisti perehtyneille.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid hiukkasmaiselle kantoaineelle immobilisoi~
tujen entsyymien laktaasin ja glukoosi-isomeraasin desinfioi-
miseksi, t unne t t u siitd, ettd saatetaan immobilisoi-
dut entsyymit kosketukseen dioktyylidietyleenitriamiinin ja/
tai trioktyylidietyleenitriamiinin laimean vesiliuoksen kans-
sa, jonka vikevyys Jja vaikutusaika riittivit oleellisesti tap-
pamaan saastuttavat mikro-organismit ilman merkitt&vié hai-

tallisia vaikutuksia immobilisoituihin entsyymeihin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n -
nettu siitid, ettd laimea vesiliuos sisdltdd sekd diok-

tyylidietyleenitriamiinia ettd trioktyylidietyleenitriamiinia.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmsd,

t unnettu siitd, ettd immobilisoidut entsyymit on si-
joitettu reaktoriin, jolla on kolonnimainen rakenne ja lai-
meaa vesiliuosta johdetaan kolonnin 1l&pi vastavirtaperiaat-
teella olosuhteissa, jotka riittdvdt leijuttamaan hiukkasmai-

sen, immobilisoidun entsyymin.
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Patentkrav

Férfarande fér desinficiering av de pd en partikelformig ba-
rarsubstans immobiliserade enzymerna laktas och glukosisomer,
Xk innetecknat av att de immobiliserade enzymerna
bringas i kontakt med en utsp&dd vattenldsning av dioktyldie-
tylentriamin och/eller trioktyldietylentriamin, vars koncen-
tration och inverkningsperiod &r tillrdckliga for att vésent-
ligen d&éda fororenande mikroorganismer utan mirkbar skadlig

inverkan pd de immobiliserade enzymerna.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @ nnetec k -
n at av att den utspddda vattenldsningen innehdller diok-
tyldietylentriamin och trioktyldietylentriamin.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & nn e -
t ecknat av att de immobiliserade enzymerna &r insatta
i en reaktor med kolonnartad struktur och den utspddda vat-
tenldsningen ledes genom kolonnen enligt motstromsprincipen
under betingelser, som dr tillfyllest fo6r att fluidisera det

immobiliserade enzymet.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Hakemus julkaisuja:-Ansdkningspublikationer: Saksan liittotasavalta-
FSrbundsrepubliken Tyskland(DE) 2 115 549 (C 07 c 87/20).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Ranska-Frankrike(FR) 2 110 303,
2 080 797.
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