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(57) TiivisteImd -~ Sammandrag

Menetelmd kdsittdd laktoosia pilkkovan entsyymin mikro-
bivapaan liuoksen valmistamisen, siten, ettd kdymisen
avulla tuotetun laktoosia pilkkovan entsyymin liuos
steriilisuodatetaan talteenoton ja puhdistuksen jalkeen,
mutta ennen kuin hajaantumistuotteiden muodostuminen on

riittdvd tukkimaan steriilisuodattimen.

Tillaista mikrobivapaata liuosta voidaan kayttdd alen-
netun laktocsipitoisuuden omaavan maidon ja maito-

tuotteiden valmistukseen.

Férfarandet omfattar framstdllning av en mikrobfri 16s-
ning av ett laktos-spjdlkande enzym genom steril filtre-
ring av en l6sning av ett laktos-spjdlkande enzym
producerat genom jdsning, efter det att produkten har
tillvaratagits och rengbres, men innan soénderfallspro-
dukter har bildats tillrdckligt f&r att téppa till det
sterila filtret.

S&dan mikrobfri 1&sning kan anvéndas for framstdllning
av mjdlk och mjBlkprodukter med nedsatt laktoshalt.
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Menetelmd laktoosia pilkkovan entsyymin mikrobivapaan
liucksen valmistamiseksi ja sen kdyttd - Forfarande for
framstdllning av en mikrobfri 186sning av ett laktos

spjdlkande enzym och dess anvdndning

Tdmd keksinto koskee laktoosia pilkkovan entsyymin mikro-
bivapaan liuoksen valmistusmenetelmdd ja sen kavttod
alennetun laktoosipitoisuuden omaavan maidon ja maito-

tuotteiden valmistuksessa.

Laktoosi (maitosokeri) on disakkaridi, joka esiintyy
meijerituotteissa ja erityisesti maidossa, kuoritussa
maidossa, kermassa ja muissa maitotuotteissa. Ndmd
tuotteet sisdltdvdt laktoosia noin 4 - 5%. Tavallisesti
ei-absorboituva laktoosi pilkkoutuu kehossa absorboitu-
viksi monosakkarideiksi, glukoosiksi ja galaktoosiksi.
Tamdn pilkkoutumisen aikaansaa tavallisesti luonnollinen
entsyymi nimeltddn f-galaktosidaasi tai laktaasi, jota
esiintyy ihmiskehon (tai muiden imettdvdisten) suoli-

seindssd.

Laajoilla alueilla maailmaa ihmiset ja eldimet kdrsivdt
niin sanotusta laktoosi-intoleranssista, joka johtuu
siitd, ettd laktoosia sisdltdvien tuotteiden pilkkomi-
seksi tarvittava laktaasisysteemi puuttuu niiltd kokonaan
tai osittain. Sen tdhden joko laktaasi ei pilkkoudu tai
se pilkkoutuu riittdmattSmdsti glukoosiksi ja galaktoo-
siksi, jotka voidaan absorboida; ei-absorboitavissa

oleva laktoosi aiheuttaa siten suolistohdiriditd.

Laktoosi-intoleranssi-ilmid on tunnistettu jo vuosikausia.
Maitoproteiinilla, aminohappokoostumuksensa vuoksi, on
huomattava ravintoarvo. On tehty yritvksid valmistaa
vdhdlaktoosista tai laktoosivapaata maitoa ja maito-

tuotteita laktoosi-intoleranssista kdrsiville, lisdd@mdlla
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maitoon ja maitotuotteisiin laktaasia. Laktaasilisdyksen
ylimddrdinen etu voi olla, ettd t&dlld tavalla kidsitellyt

tuotteet ovat makeampia.

On mahdollista lisdtd entsyymid ja antaa sen reagoida
cennen maidon ja maitotuotteiden sdildmistd pastdroimalla
tai steriloimalla. Kuitenkin sdilytyksen aikana hyvin
tunnettu Maillard-reaktio tapahtuu ja pilaa maidon ja

maitotuotteiden maun.

GB-patenttijulkaisussa 1,477,087 kuvataan menetelmi
maidon ja maitotuotteiden kdsittelemiseksi laktoosia
pilkkovalla entsyymilld, lisddmdlld entsyymi aikaisemmin
pastdroituun tai steriloituun maitoon juuri ennen
pakkaamista, jonka jadlkeen pakkaus suljetaan. Entsyymin
toivottu reaktio esiintyvdn laktoosin kanssa tapahtuu
siten suljetussa pakkauksessa. Koska entsyymi lisdtddn

pastdoroinnin tai steriloinnin jdlkeen, ei Maillard-

reaktiota tapahdu niissd oloissa. On selvdd, ettd entsyymi

itsessddn on tehtdvd mikrobivapaaksi ennen kuin se
lisdtddn steriloituun maitoon ja ettd lisdys maitoon
ja/tai maitotuotteisiin td3ytyy suorittaa aseptisissa

oloissa ja steriileilld laitteilla.

Julkaistussa SE-patenttihakemuksessa 78 00137 kuvataan
menetelmd laktaasin steriloimiseksi sdteilyttamdllid

tai kdsittelemdlld kemiallisesti, esimerkiksi etyleeni-
oksidilla. Kuvauksen mukaan entsyymi voidaan steriloida
liuotetussa muodossa suljetuissa, aseptisissa pakkauk-
sissa sekd myds kiintedssd muodossa. Viimeksi mainitussa
tapauksessa steriloitu laktaasi sen jdlkeen liuotetaan
aikaisemmin steriloituun liuottimeen. Steriloidun
laktaasiliuoksen sdilid yhdistetddn annostuslaitteeseen,

jonka avulla steriili entsyymiliuos lisdtddn steriloituun

maitoon, joka sen jdlkeen pakataan. Kuitenkin ilmeni, ettd



10

15

20

25

30

3 83433

molemmissa sterilointimenetelmissd laktaasientsyymin
aktiivisuus suuresti hdvidi ja sterilointiin tarvitaan

pitkd aika.

Julkaisussa Voedingsmiddelentechnologie 13 (1980), 23 on
edelleen kuvattu GB-patenttijulkaisun 1,477,087 menetelmii.
Tavallisesti meijeriteollisuudelle toimitettu vihidmikro-
binen laktaasi vesipitoisessa liuoksessa, johon on lisitty
yksi tai useampi stabiloiva aine, esim. glyseroli,
suodatetaan ennen kdyttdd. Suodatettu entsyymiliuos
pumpataan steriilisuodattimen 1l&4pi, injektoidaan annostus-
laitteen kautta aikaisemmin steriloidun maidon tuotanto-
linjalle, jonka j&lkeen sekoitetaan maitoon. Lopuksi

seos jaetaan ja pakataan aseptisissa oloissa yksittdisiin

pakkauksiin.

Kuitenkin kdytdnndssd edelle kuvatussa systeemissi
steriilisuodatin usein tukkeutuu. Tukokset aiheutuvat
suurimmaksi osaksi proteiinien ja polysakkaridien

(kumicn) hajoamisesta, joita voi vield olla jidljelld
entsyymiliuoksessa puhdistuksesta huolimatta. Hajaantumis-
ilmidt tavallisesti lisddntyvdt mitd kauemmin entsyymii
sdilytetddn ennen kdyttdd ja voivat vield korostua koska
vdliaika, joka kuluu kun entsyymin valmistaja tuottaa
entsyymin ja meijeriteollisuus sen kdyttdid, voi olla
huomattavan pitk&d. MyOs laktaasissa esiintyvd proteaasi

voi olla syynd hajaantumisprosessiin.

On selvdd ettd, steriilisuodattimien toistuva vaihtaminen
tai puhdistaminen huomattavasti haittaa menetelmin
tehokkuutta. Eikd ainoastaan prosessia ole pysdytettidvi
steriilisuodattimen poistamiseksi, vaan myds koko
systeemi tdytyy steriloida uudestaan, ennen kuin se

voidaan taas kdynnistdi.
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Useita vuosia on yritetty ratkaista mikrobisuodatuksen
ongelmaa monilla tavoilla, mutta ndmd@ yritykset joko‘
eivdt ole johtaneet toivottuihin tuloksiin tai ne ovat
olleet liian kalliita taloudelliseen menetelmddn teolli-
sessa mittakaavassa. Sarja- (Cascade) suodatusta yri-
tettiin, t.s. suodatusta, jossa kdytettiin sarjaa
membraanisuodattimia, joiden huokoskoko pieneni, mutta
yllattden mySs ndmd suodattimet tukkeutuivat suhteellisen
lyhyen ajan kuluttua. On myds ehdotettu, ettd entsyymi-
livos sentrifugoidaan ennen steriilisuodatusta, mutta
tdmdkddn menetelm& ei antanut optimaalisia tuloksia ja
teki menetelmdn myds huomattavan paljon kalliimmaksi.
Muiden talteenottomenetelmien kdyttd, esim. entsyymi-
liucksen edelleen kirkastaminen, eivdt ratkaisseet

tukkeutuvien suodattimien ongelmaa.

Nyt on havaittu, ettd edelld kuvattu suodatusongelma
voidaan vdlttdd valmistamalla entsyymi mikrobivapaaksi
lyhyen ajan kuluessa kdymisen ja tavanomaisten talteenoton
ja puhdistamisen jdlkeen ja mahdollisesti sdilyttdmdlli

se steriilind liuoksessa ennen maitoon lisddmistd.

Ndin ollen keksintd koskee laktoosia pilkkovan entsyymin
mikrobivapaan liuoksen valmistusmenetelmdd, jossa laktoo-
sia pilkkovan entsyymin liuos tehdddn mikrobivapaaksi
steriilisuodatuksella kdymisen avulla tuotetun laktoosia
pilkkovan entsyymin talteenottamisen ja puhdistamisen
jdlkeen, mutta ennen kuin hajaantumistuotteiden muodostu-

minen on riittdvd tukkimaan steriilisuodattimen.

Tdmdn keksinndn mukaisella menetelmdlld on lisdksi etuna,
ettd entsyymiliuoksen steriloimisen voi suorittaa
entsyymintuottaja itse. Tdhdn asti eri meijeriteollisuus-
laitoksista on jokainen itse steriilisuodattanut

kdyttdmdnsd entsyymiliuoksen tai mahdollisesti steri-
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loinut sen jollain muulla tavalla.

Entsyymiliuos voidaan tehdd mikrobivapaaksi milld tahansa
tunnetulla menetelmidlld, jotka kaikki kuuluvat tdmdn
keksinnén piiriin. Mieluimmin tavanomaisen talteenoton,
puhdistuksen, autolvysin ja suodatuksen jdlkeen, entsyy-
miliuos tehddin vdhdmikrobiseksi ennen steriilisuodatusta.
Liuos tehdiin vidhdmikrobiseksi mieluimmin mikrobeja
vihentdvilli suodattimella esimerkiksi SEITZ Supra EKS-
suodatin tyynyilli. On edullista tehdd liuos vdha-
mikrobiseksi vidlittOmdsti edelld mainittujen vaiheiden
jdlkeen. Mieluimmin liuos myds ultrasuodatetaan entsyymin

konsentroimiseksi ennen steriilisuodatusta.

Steriilisuodatus (mikrobisuodatus) suoritetaan mieluimmin
yvhdellid tai useammalla membraanisuodattimella. Sopiva
suodatin on esimerkiksi membraanisuodatin, jonka huokos-

koko on 0,22 um,

Entsyymiliuoksen mikrobisuodatuksen ajoitus ei ole
kriittinen, mutta olisi valittava siten, ettd mitdaan
huomattavia midrid hajaantumistuotteita ei vield ole
piddssyt muodostumaan, mikd aiheuttaa suodattimen tukkeu-
tumisen. Sen vuoksi on suositeltavaa suorittaa mikrobi-
suodatus lyhyen ajan kuluessa talteenoton ja puhdistamisen
jdlkeen. Mieluimmin mikrobisuodatus tehddan 14 pdivan
kuluessa ja kaikkein mieluimmin 5 pdivédn kuluessa

talteenotosta ja puhdistamisesta.

Ennen tai jidlkeen entsyymiliuoksen steriloimista steriili-
suodatuksella, voidaan lis&dt#d yksi tai useampi liuotin

tai muita lisdaineita, esimerkiksi entsyymiaktiivisuuden
siitimiseksi toivotulle tasolle ja edelleen entsyymin
stabiloimiseksi. Sopivia liuottimia ovat esimerkiksi

sorbitoli ja glyseroli. Sopivia lisdaineita, jotka
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stabiloivat entsyymin, ovat esimerkiksi hydrolysoitu
laktoosi, glukoosi, mannitoli ja suolapuskurit. Lisd-
aineita voidaan lisitid my®s maidon tai maitotuotteiden
lisimakeuttamiseksi. Tdllainen lisdaine on esimerkiksi
invertaasi, jota voidaan lis&dtd tai jota on jo entsyymi-
liuoksessa. Mieluimmin lisdys suoritetaan steriloinnin
jdlkeen, lisidtyt yhdisteet ovat tietysti edeltdkdsin
steriloituja. Edullinen liuotin, joka samanaikaisesti
vaikuttaa entsyymii stabiloivasti, on glyseroli. Lopulli-
nen glyseroli-vesi-suhde ei ole kriittinen, mutta on
mieluimmin v&lilld 1:9 ja 4:1 tilavuudesta, erityisesti
1:3 - 1:1.

Sopivassa suoritusmuodossa, joka kuvaa keksintdd, vesi-
pitoinen kdymistuote, joka sisdltdd laktaasin, autoly-
soidaan jonka jdlkeen se suodatetaan, mieluimmin kdyttden
suodatusapuaineita. Tarvittaessa suodos kdsitellddn
aktiivihiilelld ja lasketaan ldpi mikrobeja vdhentdvdsta
suodatlimesta (niin kutsuttu puhdistus-(polish) suodatin),
jotta liuoksesta saadaan vdhdmikrobinen. Sen jdlkeen
tapahtuu ultrasuodatus entsyymin konsentroimiseksi,

jonka jdlkeen lisitddn glyseroli (noin 50 paino-%). N&in
saatu liuos lasketaan taas ldpi mikrobeja v&@hentdvdsta
suodattimesta (SEITZ Supra EKS suodatustyynyt), jonka
jdlkeen heti steriilisuodattimen l&pi (membraanisuodatin,
jonka huokoskoko 0,22 um). Lopuksi liuos lasketaan

steriilin sdilytysastiaan, joka vdlittdmdsti suljetaan.

Eriissi toisessa sopivassa suoritusmuodossa lisdtddn noin
20 paino-% glyserolia suodokseen, edelld kuvattujen
autolyysin, suodatuksen, puhdistussuodatuksen ja ultra-
suodatuksen jdlkeen. Sen jdlkeen saatu liuos lasketaan
mikrobeja vidhentividn suodattimen ldpi ja lopuksi steriili-
suodatctaan. Sen jidlkeen liuoksen konsentraatio sdddetddn

halutuksi (noin 1:1) steriililld glyserolilla ja
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pakataan steriileissd oloissa.

Edullisessa suoritusmuodossa lisdtddn noin 50 paino-%
glyserolia edelld kuvattujen esisuodatus- ja steriili-
suodatusvaiheiden jdlkeen. Viimeksi mainitun menetelmén
etu verrattuna edelld mainittuihin menetelmiin on, ettd
liuos ennen steriilisuodatusta on vdhemmdn viskoosinen,

jolloin suodatus voi tapahtua nopeammin.

Keksintd koskee myds menetelmdd maidon ja maitotuotteiden
valmistamiseksi, joissa laktoosipitoisuus on alennettu
(mikd merkitsee myds makeampaa tuotetta) lisdamdlla

tdmin keksinndn mukaisella menetelmdlld valmistettua

laktoosia pilkkovan entsyymin mikrobivapaata liuosta.

Steriili entsyymiliuos voidaan sdilyttdd steriilissd
sdilytysastiassa ennen kuin sitd kdytetddn meijeriteol-
lisuudessa. Steriilejid sdilytysastioita, joissa nesteitd
voidaan sdilyttdd, on kuvattu kirjallisuudessa hyvin
usein. Mieluimmin kdytetdidn s&dilidtd, joka voidaan
helposti liittdd annostuspumppuun maidontuotantolinjalla,
esimerkiksi kuten on esitetty aikaisemmin mainitussa
artikkelissa julkaisussa Voedingsmiddelentechnologie.
S4ilidn liittdminen annostuspumppuun tdytyy tietysti
suorittaa mikrobivapaissa oloissa. Steriilisuodatin,

joka on steriilin entsyymiliuoksen ja tuotantolinjan
vdlilli, tunnetuissa menetelmissd, voidaan jattdd huo-
mioonottamatta, kun kdytetddn keksinndn mukaisella
menetelmilli saatua entsyymin mikrobivapaata liuosta.
Saostuma, jota voi esiintyd, hajaantumisprosessien

takia, ei tuki annostuspumppua ja on tdysin harmitonta
luonteeltaan. Lisdksi entsyymikonsentraatio maidossa on
niin alhainen, ettd saostuman mddrd lopullisessa tuottees-

sa on merkitykseton.
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Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintdi.

Esimerkki 1:

Laktaasia sisdltdvdn liuoksen steriilisuodatus

Maxilacég{ joka on kaupallinen, vesipitoinen Gist-
Brocadesin tuottama kdymistuote ja joka sisdltdid laktaa-
sia, esisuodatettiin kdyttden SEITZ K 5, SEITZ EK ja
MILLIPORE RAWP (huokoskoko 1,2 pm) suodatustyynyija.
Lopullisessa suodatuksessa liuos laskettiin l&pi

Millipore GSWP membraanisuodattimesta (huokoskoko 0,22 m)
ja kerdttiin steriiliin pulloon. Sen jdlkeen liuos sadddet-
tiin haluttuun konsentraatioon steriililld glyserolilla.
Neljdn pullon, joissa erilaiset glyserolipituudet

(ja aktiivisuudet), steriilisyys on esitetty seuraavassa:

glyserolikonsen- aktiivisuus mikrobiluku/ml
traatio (paino-%) (%) *

0 91 <1

20 30 <1

50 49 <0,01

50 49 <0,01

* verrattuna l&httaineen aktiivisuuteen

Koaguloitumistesti ja makupaneelitesti eivdt ilmaisseet

mitddn ldhtdaineesta poikkeavaa.

Esimerkki 2:

Steriilin Maxilacé®:h1kéytt6 maidon tuotannossa
Liuosta, joka sisdlsi 50 paino-% glyserolia, kdytettiin

erddssd testissd maidon tuotannossa. Tdmd liuos injektoi-
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tiin annostuslaitteen kautta aikaisemmin steriloidun
maidon tuotantolinjalla ja sekoitettiin sekoittimessa
maidon kanssa. Lopuksi seos jaettiin ja pakattiin

aseptisissa oloissa 1 litran pakkauksiin.

Maidon steriilisyys 7 pdivdn varastoinnin jdlkeen
30°C:ssa oli 100 %. Y1i 85 % laktoosista oli hydroly-

soitunut.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd laktaasin mikrobivapaan liuoksen valmistamisek-
si, tunnettu siit¥, ett8 laktaasiliuos tehd&%n mik-
robivapaaksi steriilisuodattamalla se 14 p&ivsn kuluessa k8y-
miselld tuotetun laktaasiliuoksen talteenoton ja puhdistami-
sen jdlkeen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm$, t unnet t u
siitd, ettd entsyymiliuos tehd&3#n v3h&mikrobiseksi v&litts-
mésti talteenoton ja puhdistamisen j#&lkeen ja ennen sterii-
lisuodatusta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm4, t u n -
nettu siit4, ettd steriilisuodatus suoritetaan edulli-
sesti 5 pdivdn kuluessa talteenotosta ja puhdistamisesta.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd entsyymiliuokseen lis&t#%n yksi tai
useampi liuotin ja/tai apuaine.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm&, t un ne t t u
siitd, ettd lis¥t84n glyserolia.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm3d, t unnet t u
siitd, ettd entsyymiliuokseen lis&t%#n noin 50 paino-% gly-
serolia steriilisuodatuksen j&lkeen.

7. Steriilisdilid, tunnet tu siit¥, ettd se sissltss
jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukaisesti valmistetun mik-
robivapaan laktaasiliuoksen.

8. Menetelmd alennetun laktoosipitoisuuden omaavan maidon
tail maitotuotteen valmistamiseksi, tunnet tu siit,
ettd lisdt&8n ilman uudelleensuodatusta jonkin patenttivaa-
timuksista 1-6 mukaisella menetelm#ll¥ valmistettua mikro-
bivapaata laktaasiliuosta.
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Patentkrav:

1. F6rfarande f6r framstdllning av en mikrobfri 1&sning

av laktas, k&dnnetecknat d8rav, att laktasl&s-
ningen g&res mikrobfri genom sterilfiltrering inom 14 da-
gar efter det att laktasldsningen, som framstdllts medelst
f6rjdsning, tillvaratagits och renats.

2. F6rfarande enligt patentkravet 1, k & nneteck -
n at d&rav, att enzyml8sningen g¥res mikrobfattig ome-
delbart efter det att den tillvaratagits och renats och
f6re sterilfiltrering.

3. F6rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k 8 nne -
t ecknat d&rav, att sterilfiltreringen fdretrddesvis

utfdres inom 5 dagar efter tillvaratagningen och reningen.

4, F8rfarande enligt patentkravet 1, 2 eller 3, k & n -
netecknat d&rav, att ett eller flera 186sningsme-
del och/eller hjdlpmedel tills&ttes enzyml&sningen.

wn

Férfarande enligt patentkravet 4, k & nneteck -
n at d&rav, att glycerol tillsédttes.

6. F6rfarande enligt patentkravet 4, k & nneteck -
n at d&rav, att cirka 50 vikt-% glycerol tills&dttes en-
zymlSsningen efter sterilfiltreringen.

7. Sterilbehdllare, k 8 nnetecknad dirav, att
den innehdller en mikrobfri laktasl&sning, som framst&llts
enligt ndgot av patentkraven 1-6.

8. F6rfarande f¥6r framst&llning av mj8lk eller en mj&lk-
produkt med reducerad laktoshalt, k 8 nnetecknat
ddrav, att man utan omfiltrering tillsdtter en mikrobfri
laktasl®dsning, som framst&llts medelst f&rfarandet enligt
ndgot av patentkraven 1-6.
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