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Verfahren zur thermischen Destablllslerung von mlkroblologl-
schen Rennin

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur. thermischen Desta-
bilisierung von mikrobiologischem Rennin, Rennin ist.die
Bezeichnung fir ein milchkoagulierendes Enzymprodukt, Es
wird verwendet zur Herxrstellung von Kise.

Charakteristik der bekannten technischen Loésungen

Bei der Herstellung von Kidse wird die Milch koaguliert, um
den.Quark von der Molke zu trennen, Produkte, die Rennin
bzw. Labferment enthalten, das ein aus Kdlbermigen isolier—
tes milchkoagulierendes Enzym ist, wurden lange Zeit fiir
diesen Zweck angewandti. In der Vergangenheit konnte der
Bedarf an Rennin durch Labferment (aus Kdlbermigen) gedeckt
werden, aber in den letzten Jahren wurden verschiedens Aus-
tauschstoffe flir Labferment entwickelt, wie insbesondere
nikrobiologisches Rennin von Mucor miehei und Mucor pusillus,
Rennin von Mucor miehei wird zur Kiseherstellung bevorzugt
aufgrund seiner geringen Kosten, seiner geringen unspezifi-
schen proteolytischen Ak{ivitdt und seiner groBen Ahnlich-
keit mit Labferment beziiglich der nmpflndllchkelt gegen
Calciumionen,

Eine anders vorteilhafte Eigenschaft von Rennin von Mucor
miehel, die zumindest teilweise seiner hohen thermischen
Stabilitédt zugeschrieben wurde, ist seine ausgezeichnete
Lagerbestindigkeit,
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Ein Teil der pasteurisisrten Molke wird als Zusatiz zu Voll-
milch angewandt, z. B. in Form von Molkenpulver, um eine
angersicherte Milch herzuvustellen, z. B, als Babynahrung.,

Die pasteurisierte Molke, die bel der Hersftellung von Kise
nit Rennin von Mucor miehei anfdllt, kann noch kleinere
Mengen Renninaktivitat enthalten aufgrund der hohen Stabili-
t8t von Rennin von Mucor miehei, Eine etwaige Restrennin-
aktivitat im Molkenpulver ist unerwiinscht, da eine Protein-
koagulation nicht mehr aufireten soll, Bine solche kdnnte
jedoch auftreten, wenn das Molkenpulver angewandt wird zur
Herstellung von angereicherter Milch als Babynahrung. Die
angereicherte Milch kann koagulieren, bevor sie in den Magen
des Sauglings kommt, z, B. in der Flasche, wodurch der Milch-
£1uB verstopft wird,

In Biochim., Biophys, Acta 271 (1972) 93 - 101 (W. S. Rickert,
Structural and functional determinants of Mucor mieheil
protease, I. Modification of the NH, ferminus and lysine
residues by carbamylation) ist angegeben, daB Protease von
Mucor miehei (die wirksame Komponente von Rennin von Mucor
miehei) mit Kaliumcyanat carbamyliert werden kann und daB

das carbamylierte Produkt eine geringe thermische Destabili-

sierung zeigt, Praktische Versuche haben ergeben, daB die
thermische Destabilisierung.des carbamylierten Enzyms zu
gering ist, um das oben erwdhnte Problem der Renninakbiivitat
in pasteurisierter Molke zu ldsen, In der BE-Anmeldung
6/47048 (DE-05 2 951 793) wird vorgeschlagen, das Enzym zur
Destabilisierung zu aclyieren;
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Ziel der Irfindung

Es ist Ziel der vorliegenden Erfindung, ein wirtschaftlich
durchfiihrbares Verfahren zu entwickeln, mit dessen Hilfe
mikrobiologisches Rennin in einem solchen AusmaB destabili-
siert werden kann, daB die von der restlichen mikrobiologi-

schen Renninaktivitét stammenden Nachteile in pasteurisier—
ter Molke wirtschaftlich iiberwunden werden konnen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, geeignete Mittel
und geeignete Reaktionsbedingungen fiir die Destabilisierung
von Rennin aufzufinden,

Die Erfindung betirifft daher ein Verfahren zur thermischen
Destabilisierung von mikrobiologischem Rennin durch Behand-
lung in einenm wéﬁrigen-Medium mit einem Oxydationsmittel aus
der Gruppe der halogenhaltigen Verbindungen, wobei das Halo=
gen eine Oxydationszahl von O bis 3 besitzt.

Es hat sich gezeigt, daB mikrobiologisches Rennin, das erfin-
dungsgemsdB modifiziert worden ist, deutlich destabilisiert
ist und daB die Destabilisierung ausreicht, um den Erforder-—
nissen zu entsprechen, wie sis bei der Verwmendung von Molke
auftreten, ohne daf nachteilige Wirkungen die Lagerstabili-
tét der Renninzubereitung auftreten., Uberraschenderweise

hat es sich gezeigt, deB es erfindungsgemiB méglich ist,
einen Destabilisierungsgrad (wie spidfer niher erliutert) von
mindestens 5 °C, vorzugsweise 7 bis 11 °C, zu erreichen, der
in denm bevorzugten Bereich dazu fiihrt, daB die thermische .
Stabilitét des modifizierten Enzyms derjenigen von Kilber—
rennin (Labferment) entspricht, wobei die giinstigen Eigen-
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schaften des Kdlberrennins kombiniert sind mi% den gunstlgen
Bigenschaften des mikrobiologischen Rennins,

Die Renninaktivit#t wird nach dem British Standard 3624,
1963 gemessen (Verfahren zur Bestimmung der Koagulations-
kraft von Rennin fir Milch).

Da die Erfindung sich auf eine gesteuerte thermische Desta-
bilisierung von mikrobiologischem Rennin bezieht, sind im
folgenden die Verfahren zur Messung der thermischen Stabili-
tat und zur Quantifizierung der Verringerung der thermi-
schen Stabilitédt, d. he der Destabilisierung, ndher ausge-
fiihrt, wobei die Destabilisierung in °C angegeben ist,

Unter idealen Bedingungen kann ein Enzym bei einer entspre-
chenden (hohen) Tempesratur so inaktiviert werden, daB dis
Restaktivitat des Enzyus abnimmté als Funktion dexr.Zeit ent~
sprechend einer exponentiell abfallenden Kurve, d, hy mit
einer gut definierten Halbwertszeit, die eine Funktion der
Temperatur (°C) ist.

Die Halbweriszeit Tq/g kann nach aer folgenden Formel be-
rechnet werden: '

(t2~t1)1n2

T1/2 =

in der A, die Engzymektivitdt nach dem Erhitzen auf eine be~
stimmte Temperatur fir dle Zelt %, bedeutet, wihrend A, die
Enzymaktivitét nach dem Erhitzen auf die gleiche Temperatur
fiir die Zeit t, angibt, Die Halbwertszeit ist kiirzer, je
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hoher die Temperatur ist bei sonst gleicher Arbeitsweise.
Bel vielen Enzymen wird die Halbwertszeit wesentlich verin-
dert durch eine Veréinderung des pH-Wertes der EnzymlSsung
und der Ionenstirke sowie das Vorhandensein bestimmbier Salze,
AuBerdem kann die Halbwerfszeit wesentlich verindert werden
durch chemische Modifizierung des Enzyms, Wenn eine chemi-
sche Modifizierung eines bestimmten Enzyms zu einer thermi-
schen Destabilisierung des Enzyms fithrt, ist der Grad der
Destabilisierung n°C, wenn das urspriingliche (nichtmodifi-
zierte) und das modifizierte. Enzym die gleiche Halbwertszelt
bei N°C und (N-n)°C besitzen.

Es ist jedoch darauf hinzuweisen, daB die Destabilisierungs-
werle bis zu einem gewissen Grad nur Niherungswerte dar-
stellen, da die Halbwertszeit immer nur ein Ngherungswert
ist. Alle Destabilisierungswerte dieser Beschreibung sind
bel einem pH-Wert von 6,0 gemessen, da die Ergebnisse der
Destabilisierungemessungen pH-abhingig sind.

Normalerweise wird die erfindungsgemiBe Behandlung von einem
Aktivitdteverlust begleitet, und es hat sich gezeliglh, daB
aus wirtschaftlichen Griinden die Destabilisierung nicht
weiter als bis zu einem Aktivitdtsverlust von ungefihr 50 %,
vorzugsweise ungefdhr 30 %, und.insbesondere weniger als

10 % durchgefiihrt werden sollte.

In exnem typischen Fall scheint die Destabilisierung von
10 °C mit einem Aktivitatsverlust, der auf weniger als 10 %
begrenzt ist, ein annehmbarer KompromifS zwischen den oben
angegebenen, sich widersprechenden Fakﬁoren zu sein,
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Beispiele fir geeignete Oxydationsmittel, die erfindungs-.
gendB angewandt werden konnen, sind ein Hypochlorit, z. B.
Natriumhypochlorit, ein Hypobromit, z. B. Natriumhypobromit,
freies Chlor, N-Chlorsuccinimid, Chloramin~-T und Trichlor-
isocyanursiure., |

Das Oxydationsmittel sollte in einer solchen Konzentration
angewandt werden, daBl die gewlinschte Destabilisierung in
einer annehmbaren Zeit erreicht wird, die irgendwo zwischen
einigen Minuten bis zu 48 Stunden oder sogar daxriiber liegen
xann, wenn die Reaktion nicht abgebrochen wird. Wenn die
Konzentration an Oxydationsmittel zu gering ist, ist die
Destabilisierung zu gering, und wenn die Konzentration an
Oxydationsmittel zu hoch ist, wird der Aktivitédlsverlusi

zu hoch, Die optimalen Konzentrationen entsprechen iiblicher—
weise einem Gewlchisverh&litnis zwischen Oxydationsmittel und
Gesamtmenge an Protein in der Enzymzubersitung von ungefihr .
3 bid 30 Peilen Oxydationsmittel auf 100 Teils Gesamtprotein,
Wenn das mikrobiologische Rennin auf eine hohe Einheitsakti-
vit8t gereinigl worden ist, kann die Menge an Oxydationsmit-
tel auf so geringe Mengen wie 1 g pro 100 g Gesamtprotein
verringert werden,

Der pH-Wert, bei dem die Reakfion stattfindet, kann inner—
halb weiter Grenzen varileren, de h. zwischen einem pH~We Tt
von ungeféhr 3 bis 10, wobei der bevorzugte Bereich haupt-
sachlich von dem angewandten Oxydationsmittel abhingt, So
liegt der bevorzuglie Bereich bei Verwendung von Hypochlorit
als Oxydationsmittel bei 5 bis 9 und insbesondere bei 6 bis
8 L 4 . -



220285 -7- - 57 229 18

Die Reakfionstemperatur ist nicht kritisch, so lange sie auf
Werten z, B, unterhalb ungefihr 30 °C gehalten wird, bei
denen die Stabilitédt des Enzyms ausreichend is%, Die Stabi~
1itdt des Enzyms kann Jedoch verbessert werden durch Zugabe
bekannter proteinstabilisierender Mittel, z. B. von NaCl in
‘einer Menge von 5 bis 20 %, bezogen auf die Enzymzubereitung,

oder Sorbit in den iiblichen enzymstabilisierenden Mengen.

Der Reaktionsmechanismus (durch den die Destabilisierung
eintritt) ist noch nicht vollsténdig aufgeklirt, und es ist
auch noch nicht geklért, ob das erhaltens destabilisierte
Enzymmolekiil Halogensubstituenten enthdlt oder nicht, Offen-
sichtlich kann das Enzym wie alle Proteinmolekiile zahlreiche
und unterschiedliche Reaktionen eingehen, z. B, Oxydations-
und Chlorierungsreaktionen, Da im vorliegenden Falle die
Destabilisierung von Interesse is%, sind Reaktiocnen, die zu
6iner Desaktivierung des Enzyms flihren, unerwiinecht, wihrend
solche Reaktionen, die zu einer thermischen Destabilisisrung
des Enzyms ohne Verringerung der Enzynaktivitit fihren,
erwlinscht sing.

Der Destabilisierungsgrad von mindestens 5 °C, VOrzugsweise
7 bis 10 °C ung der damit verbundene Aktivitétsverlust von
nicht mehr als 30 %, vorzugsweise weniger als 10 %, werden
fliir die praktische Durchfihrung des erfindungsgemifen Ver-
fahrens als Grenzen angesehen, Die aktives Halogen enthal-
tenden Oxydationsmittel erflillen disse Vbraussetzung;



'220285 -8 - 57 229 18

Freies Chlor dispxopoi*ioniert, wenn es in ein wiaBriges
Medium eingeleitet wird, in Chlorid- und Hyprochloritionen.,
Die oben angegebenen N-Chlorverbindungen wandeln sich ent-
sprechend in Hypochloritionen um. Das bevorzugte Reagens ist
Natriumhypochlorit, das bel einem pH-Wert von 5 bis 9, vor-
zugswelse 6 bis 8, angewandt wird, |

Die in der BE-Anm, 6/47048 angegebene Acelierung fihrt zu
einer Destabilisierung von ungefihr 3 °C, Die Oxydation mit
Wasserstoffperoxid fihrt ebenfalls zu einer Destabilislierung.

Die direkte Behandlung des.Enzyms mit einem aktives Halogen
enthaltenden Reagens, z. B, Natriumhypochlorit, besitzt
varschisdene Verfahrensvorteile gegeniiber der Umsetzung mit
Peroxid, Der Hauptvorteil liegt vermuilich darin, dal das
Reagens mit aktivem Halogen vollsténdig in den Reaktionsge~
misch aufgebraucht werden kann, wdhrend die Reaktilon mii
Peroxid abgebrochen werden mu8, ze B. durch Zugabe von Kata-
lase,

Bei einer bevorzugfen Ausfithrungsform des erfindungsgemidfen
Verfahrens wird das Rennin mit einem Oxydationsmittel behan~
delt, das Chlor enthdlt. AuBerdem ist es bevorzugt, die
erfindungsgeméBe Behandlung bis zu einem Destabilisierungs-
grad von mindestens 5 °C, vorzugsweise 7 bis 11 °C, und
einem Renninaktivitdtsverlust von nich% mehr.als 50 %, vor-
zugsweise nicht mehr als 30 %, durchzufiihren. Giinstig ist
die Verwendung eines Oxydationsmittels, das ein Halogen mit
einer Oxydationszahl von O bis 4 enthilt, insbesondere von
Hypochlorit, Ferner ist es besonders giinstig, das erfindungs-
gemiBe Verfahren auf Rennin anzuwenden, das von Mucor mieheil
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gebildet worden ist. Das Gewichtsverhiltnis von Oxydations—
mittel zu Gesamtprotein in der Enzymzubereitung liegl glinsti-
gerweise zwischen 0,01 und 1, vorzugsweise zwischen 0,03 und
0,3. Der pH-Wert des wiBrigen Mediums betrigh ginstigemweise
5 bis 9, und die Temperatur liegt vorteilhafterweise bei O
bis 30 °C. -

Die Erfindung bezieht sich auch auf das erfindungsgemdf her-
gestellte bzw. modifizierte mikrobiologische Rennin sowle
auf die Anwendung dieses Rennins zur Koagulation wvon Milch
bei der’Kﬁseherstellung; Die bel diesem Kiéseherstellungsver—
fahren anfallende Molke kann nach Pasteurisierung als pro-
teinhaltiger Zusatz zu Nahrungsmitteln, insbesondere Baby-
nahrung, angewandt werden,

In der Praxis hat es sich gezeigt, daB die Anwendung von
destabilisiertem Rennin zur Herstellung von haltbaren Kise-
sorten besonders ginstig ist. ‘

In zwel parallelen BehZltern zur Kiseherstellung mit einenm
Fassungsvermbgen von 150 ml wurde Jjeweils ein Kdse mit Hilfe
von Rennin von Mucor mishei entsprechend Beispiel 16 und
mit Hilfe von nichtmodifiziertem Rennin von Mucor miehei
hergestellt. Es wurden 2mal & Versuche durchgefiihrt, Aus
diesen Versuchen wurde geschlossen; daB das erfindungsgemilBe
Rennin im.Stande war, iibliche dénische Kidsearten, wie Sams¢
und Danbo, mit mindestens ebenso guten Eigenschaften zu
erzeugen wie das nichtmodifizierte Rennine.
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Das erfindungsgemiéBe Destabilisierungsverfahren kann und wird
vorzugsweise durchgefihrt als letzte Stufe bel der Herstel-
lung von mikrobiologischem Rennin., Tatsschlich kann (handels—
iiblich) reines mikrobiologisches Rennin oder Renninkonzen-
trat fir das erfindungsgemiBe Verfahren angswandt werden,

So wird z. B. der pH-Wert einer mikrobiologischen Renninl&-
sung, die sonst flr die iblichen Aufbereitungsstufen vor der
Abgabe fertig.ist, auf einen vorbestimmten Bsreich fir die
Behandlung (z. B. pH 7) eingestellt und die LOsung dann
unter Rihren bei Raumtemperatur mit einer Ldsung des Oxyda-
tionsmittels vermischt, wobel die Menge an Oxydationsmittel
in dem oben erwdhnten Bereich von 3 bis 30 Teilen (beispisels-—
weise 20 Teile Natriumhypochlorit) auf 100 Teile.Gesamtpro-
tein in der mikrobiologischen Renninlésung liegt; Das Gemisch
wird dann einige Stunden stehen gelassen, bis der erwinschie
Destabilisierungsgrad erreicht ist, z. B. 2 bis 3 Stunden,
Die heaktion kann abgebrochen werden durch Zugabe von Aktiv-
kohle oder einem Reduktlonsmittel wie Natriumsulfit, nach
einer entsprechenden Zeit. Das destabilisierte Enzymprodukt
kann dann den iblichen Aufarbeitungsschritten, z. B. Filtra-
tion, Einstellung wvon pH—dert und Enzymakt1v1tat auf Stan-
dardstirken usw., unterworfen werden.

Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele ndher
erliutert,

Als Ausgangsmaterial wurde ein Rennin-Konzentral angewandt,
das hergestellt worden war entsprechend "2, Pilot plant
‘experiment" in der GB-PS 1 108 287, wobel nur die Kultur-
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flissigkeit auf eine Aktivitit entsprechend einer 1%igen
Losung des reinen Enzyms konzentriert worden war (Comptes
Rendus des Traveaux du Laboratoire Carlsberg, Bd. 37, Nr.
14, 301 - 325) und 18 % NaCl zu dem rohen Konzentrat zugege-
ben worden waren (der Einfachheit halber im folgenden als
"Rennilase 46" bezeichnet),

Beisgiel 10

Zwel Versuchsreihen von je 3mal 25 ml eines Gemisches aus
12,5 ml Rennilase 46 und 12,5 ml Wasser wurden durch Zugabe
von 1 n NaOH auf einen pH-Wert von 7,0, 8,0 bzu, 9,0 einge~
stellt und zu jedem Gemische 0,4 ml einer 2,25-m~-Lsung von
NaCl0 zugegeben, wobei der pH-Wert auf den oben angegebenen
Werten konstant gehalten wurde,

Die erste Reihe aus drei Proben wurde iiber Nacht (ungefihr
18 Stunden) in den Kihlschrank gestellt; Die zweite Reihe

aus drei.Proben wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen, Das Abfallen des pH~Wertes wurde. nach dieser Zeit
gemessen und notiert, Dann wurden die Proben durch Vermischen
von 0,2 ml Probe mit 50 ml Wasser verdinnt und gleichzeitig
dexr pH~Wert mit Natriumacetatl /Essigsdure auf 6,0 eingestellt.

Das Absinken des pH-Wertes und die Restaktivititen nach Be-
endigung der Reaktion zwischen dem Rennin und dem Natrium—
hypochlorit sind in der folgenden Tabelle angegeben.
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pH nach Restaktivitat (%)
nach -

Anfangs-pi 2h 18h 2h 18 h

7,0 6,9 6,9 86,3 83,1
8,0 7,6 7,6 86,1 81,7
9,0 8,2 8,2 7844 75,4

Jetz wurden die verdiinnten Proben 30 Minuten bel einem pH
von 6,0 auf 55 °c erwdrmt, und anschlieBend wurde die Rest-
aktivitit gomessen., Man erhielt die folgenden Werte:

Restaktivitit (%) nach 30 min bei 55 °C

Anfangs-pH  2-h-Probe  18-h-Probe
9 32,3 14,6
Vergleich ‘98,7

Die oben angegebenen Restaktivititen entsprechen den folgen-
den Werten fiir die Halbwertszeit und die Destabilisierung.

T1/2 (min); 30 min Destabilisierung

Anfangs~-pH 55 °C, pH 6,0 °¢
2-h-Probe 18~h~Probe 2=h~Probe 18-h=-Probe
7 11,5 6,5 11 12
8 11,5 ,656 11 12
9 18,4 - 10,8 10 1

Vergleich - -



220285 -13-4; 57 229 18

Beigpiel 2

Der pH-VWert von drei 4150 ml Proben Rennilase 46 wurde auf
5,0, 6,0 bzw, 7,0 eingestellt, Jede dieser drei Proben wurde
in drei Teile aufgeteilt, zu denen jeweils 0,8, 1,2 bzw.

1,6 ml einer handelsiiblichen 2,25m Losung von NaOCl gegeben
wurden, und der.pH-Wert wurde konstant auf den angegebenen
Werten gehalfen,

Diese 9 Proben wurden dann 18 bis 20 Stunden bei Raumtempe-
ratur (22 °C) gtehen gelassen und anschlieBend von jeder '
der neun Proben 10 ml entnommen., Zu diesen 10 ml Proben
wurden jeweils 0,4, 0,6 bzw, 0,8 ml 1 nm NaESOB-Lﬁsung gege-
ben, je nach dem, wieviel NaOCl zu der jeweiligen Probe
zugesetzt worden war, um iiberschiissiges Hypochlorit, sowell
vorhanden, zu zerstoren.

0,2 ml der so behandelten Proben wurden mit 50 ml Wasser
verdinnt und der pH-Wert mit Essigsiure/Natriumacetal auf
6,0 eihgestellt; Disse verdiinnten Proben wurden 30 Minuten
auf 55 °C ermirmt, Die Aktivitétsausbeute, die Restakbivitit
nach der Warmebehandlung und die berechnete Halbwertszeit
sowie die Destabilisierung gehen aus der folgenden Tabelle
hervor,
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zugesetz~  Aktivitdts- Restakti- 1/2 (nin) Destabi-

tes NaOCl ausbeute vitdt (%) 1isie—
(ml) (%) 30 min o gg 91n bed, Ty %
PH g§l655 » pH 6 0 (°c
50 0,8 - 99,4 59,4 39,9 8
142 95,3 . 57,6 37,7 9
. 1,6 84,8 56,1 36,0 9
6,0 0,8 100. 53,9 33,6 9
1,2 91,6 50,5 30,4 9
, 146 81,4 47,9 28,3 9
7,0 0,8 98,1 49,1 29,2 9
1,2 87,7 42,7 24,4 10
1,6 78,3 35,7 20,2 10
Beispiel 3 |

600 ml Rennilase 46 wurden bel einer Temperatur von ungefihr
10 °C mit Hilfe von 4 n NaOH auf einen pH-Wert von 6,0 ein—
gestellt, Diese Probe wurde in 6 Teile von jeweils 100 ml
aufgeteilt. Zu dlesen © Proben wurden jeweils O, 0,8, 1,2,
146, 2,0 bzw. 2,4 ml einer handelsiiblichen 2,25m NaCCl-

- Losung gegeben und der pH~Wert Jeweils auf 7 eingestellt,

Nach ungefshr 15 Stunden bei ungefiéhr 5 °C wurden 2 ml 1m
Naauo3 zugegeben, um.lUberschiissiges Hypochlorit, soweit vor-
handen, zu zerstdren. Durch die Sulfitzugabe wurde die Sta-
bilitst des Rennins nicht veréindert. Die Aktivititsinderung
wurde gemessenQ Es wurden auch 5 ml der Proben 10fach in
0,1m Acetatpuffer, pH 6,0, verdiinnt und anschlieBend 5 ml
der verdiinnten Proben 15 Minuten auf 60 °C erwirmt., Die Rest-
aktivitidt nach der Warmebehandlung wurde bestimmt und die
Halbwertszeit und die Destabilisierung berechnet. Man erhielt
die folgenden Ergebnisse,
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zugesetz-= Enderung Restaktivi- 1/2 (min) Destabili-

No00s " Gkbvitst . Usrmobe- & 8 oot (o5
(ml) (%) handlung

(%) pH 6, O
0. _ - 99 - -
0,8 + 0,6 35 99 9
1,2 0. 19 6,3 10
1,6 A - 4.4 14 5:3 10
2,0 - 8,5 10 4,5 " 10
2,4 ~14,9 7 319 11
Beispiel 4

In diesem Beispiel wurde nicht Rennilase 46 verwendet, son-
dern ein entsprechendes Produkt, zu dem kein NaCl zugegeben
worden war.

Aus dem oben angegebenen Ausgangsmaterial wurden 5 Proben
von 200 g mit O, 5, 10, 15 bzw. 20 % NaCl.hergestellt, Der
pH-Wert wurde mit Hilfe von 4n NaOH auf 6,0 eingestellt.

Von jeder.der oben angegebenen 5 200 g Proben wurden 100 ml
entnommen, Zu jeder dieser funf Proben wurde 1 ml einer
handelsiiblichen 2,25n NaOCl-Ldsung gegeben, wobei die Tempe-
ratur zwischen 5 und 10 °C gehalten wurde., Der pH-Wert

aller finf Proben wurde dann mi% 4n NaOH auf 7,0 eingestellt
urnd die Proben bei ungefahr 5 ¢ atehengelassen,
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Nach ungefdhr 20 Stunden langem Stehen wurde die Aktivitdts-
é&nderung bestimmé, Ferner wurden 5 ml dieser Proben auf das
40fache mit 0,1m Acetatpuffer, pH 6,0, verdiinnt und an-
schlieBend 5 ml der verdiinnten Proben 15 Minuten auf 60 °¢
erwirnt, Die Restaktivitidt wurde bestimmt. Eine nichtbehan-
delte Probe wurde als Blindprobe durchgefihrt.,

Die Versuchsparameter.und die Ergebnisse sind in der folgen-
‘den Tabelle angegeben.

zugege~ zugege- Anderung Restakti- T1/2 (min) Destabi-

benes benes der Ge~ vitadl nach 15 min bei lisio~
NaCl 2,25n gantak~ der Warme— 60 oc run
(%) NaOCl tivitdt behandlung & <7, (°c§ '
(ml) (%) (%) pi ©, ;
0 | 0 - 98 - -
0 1 - 4,2 31 8,9 9
10 1 + 4;0 40 11;3 8
15 1 +‘658 46 13,4 8
20 1 + 244 51 15,4 8
Beispiel 5

Es wurden 10 Versuchsreilhen durchgefiihrt bei unterschiedli-
chen pH-Werten, nZmlich 2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, .
9,0, 10,0 und 41,0, Jede Reihe bestand aus drei Proben, die
hergestellt worden waren durch Verdiinnen von jeweils 12,5 ml
Rennilase 46 mit einem gleichen Volumen Wasser. Zu der
ersten Probe jeder Reihe wurden 75 /u1; zu der zweiften
150 /ul und zw der dritten 300 /ul handelsiibliche 2,25m
Natriumhypochloritlésung gegeben, entsprechend (ungeféhr)
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4, 8, bzw. 16 g Natriumhypochlorit auf- 100 g Gesamtprotein
in der Probe. Der pH-Wert der 10 Reihen wurde konstant auf
don angegebenen Worten gehalten. Die Reaktionstemperatur
war fiir alle Proben gleich (ungefihr 5 °C).

Nach einer Reaktionszeit von ungefihr 114, 66 bzw. 90 Stun-
den fiir die erste, zweite bzw. dritte Probe jeder Reihe
wurden alls Proben auf 50 ml ergédnzt. Proben zur Analyse
wurden hergestellt durch entsprechende Verdinnung (ungefahr
1 : 125), wobei der pH-Wert gleichzeitig mit Hilfe von .
Essigsdure /Natriumacetatldsung auf 6,0 eingestellt wurde.

Diese Proben wurden dann 30 Minuten auf 55 °C erwdrmt. Die
Aktivitétéausbeute, Restaktivitat nach der Warmebehandlung,
berechnete Halbwertszeit und Destabilisierung sind in der
folgenden Tabelle angégeben.

Anfangs- zugesetz- ZEnd- Aktivi~ Rest- El?,i/2 Destabi~
pH=-Wert tes NaClO pH-Wert t&dtsaus- akli- (min) lisig=

(/ul 25ml beute vitat run
Probe) (%) (%) (°c
2,5 75 2,52 93,0 77,3 80,8 6
' 150 2475 80,5 71,6 62,2 7
300 2,50 16,2 40,7 23,1 9
3 : 75 3,00 101,3 76,9 79,2 6
150 3,15 97,6 60,5 41,4 8
300 3,00 32,4 70, O 22,7 9
4 75 3,96 106,1 71,8 62,8 7
150 4,05 102,4 64,2 46,9 8
300 3,94 69,8 41,3 23,5 9
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Anfangs- zugesetz- End- Aktivi- Rest- T, Destabi-

pH-Vert  fes NaClO0 pH-Wert tdtsaus~ akti- (min lisie-
(ul 2§ml beute vitat Tan '
frobe ) ) ey
5 75 4495 104,4 74,5 70,6 7
150 4,99 99,4 62,2 43,8 8
o . 300 4?80 _71,1 45,1 26,”1 10
6 .75 5,86 101,72 59,4 39,9 8
' 150 5,98 %4,8 40,8 23,2 9
, 3QO 5,'66 61",5 8,6 8?48 M
Vi 75 6,61 9,3 39,5 22,4 9
150 6,64 190,2 7,1 7,80 11
300 6,51 49,2 4,0 6,46 11
8 75 7,40 4,3 48,3 28,6 8
150 7,26 87,1 644 7457 11
300 - - - -
9 75 8,02 90,4 68,2 54,3 .7
| 150 7479 77,7 17,5 11,9 © 10
| 300 7,34 47,3 9,3%  2,92% 13
10 75 8,34 81,2 78,6 86,4 6
150 8,23 68,5 34,00 19,3 9
| 300 7,83 sa,4 9,3%  2,92% 13
11 75 10,34 57,2 93,5 30,9 ks
150 10,02 42,2 74,4 70,3 7
300 9,80 9,9 - -

* 40 min Wirmebehandlung
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Diese Werte zeigen, daB die folgenden Bedingungen fiir die
Destabilisierung mit Natriumhypochloxrit optimal 81nd.
pH-~Bereich 6 bis 8

Menge an Natriumhypochlorit: 150 /ol einer 2,55m Losung pro
Probe, entsprechend. (ungefahrD 8 g Natriumhypochlorit pro
100 g Gesamtproﬁeln.

Belspiel 6

Es wurden zwei Proben hergestellt durch Vermischen von

25 ml Rennilase 46 mit 20 g Eiswasser.und der pH-Wert mit
Hilfe von 4n NaOH auf 7,0 eingestellt; Zu diesen beiden
Proben wurden 33 bzw, 66 mg N-Chlorsuccinimid, jeweils in
5 ml Eiswasser, zugegeben, wobei der pH-Wert gleichzeitig
auf 7,0 eingestellt wurde.

Zwel Stunden spdlter wurden 0,2 ml der Proben mit 50 ml Was-
ser verdlinnt, wobei gleichzeitig der pH-Wert mit Hilfe von
Natriumacetat/Essigséure auf 6,0 eingestellt wurde.

Die Restaktivitét nach der Umsetzung von Rennin mit N-Chlor-
succinimid betrug:

zugesetztes
N-Chlorsuccinimid (%) Restaktivitat (%)
33 , 99,0

66 | 96,5
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Auf die gleiche Weise wie in Beispiel 1 wurde eine Wirme-
behandlung 30 Minuten bei 55 °C, pH 6,0, durchgefithrt,
Anschliefend wurde die Restaktivitit bestimmt wnd dis Halb-
wertszeit und Destabilisilerung berschnet,

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle angegeben:

zugesetztes Restaktivitat T1/2 (min) Destablllslerung
N~Chlorsuccin- (%), 30 min 30’ min bei oC)
imid (mg) bel 55 °C 55 og
pH 6,0
pH 6,0

33 41,5 2356 10

66 , 26,4 15,6 10
Beispiel

Eine ungefdhr 2m Losung von NaOBr wurde hergestellt duxrch
Zutropfen von 3 g Br, zu.10 ml 4n NaOH unfer Rihren und
Xihlen im Eis-Wasser-Bad.

25 ml Rennilase 46 wurden mit 25 ml Wasser vermischt und der
pH-Wert mit 1n NaOH auf 7,5 eingestellt, Zu 25 ml dieser
Losung wurden 0,5 ml der wie oben hergestellten Natriumhypo-
bromi¥-Losung in ungefdhr 1 Stunde zugegeben, wobei der pH-
Wert zwischen 7,3 und 7,8 gebalten wurde durch Zugabe von

1n HC1,
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Ungeféhr 30 Minuten spiter wurden der Aktivitdtsverlust und
die Thermostabilitit bestimmt, Es zeighe sich, daB der Akti-
vitédtsverlust ungefdhr 20 % betrug und die Restaktivitit
nach 20 Minuten langer Behandlung bei pH 6,0 und 60 °c 14 %
betrug, entsprechend einer Halbwertszeit von ungefihr 7
Minuten cder einer Destabilisierung von ungefshr 8 °C,

Beigpiel 8

50 ml Rennilase 46 wurden mit 50 ml Wasser verdiinnt. Das
Gemisch wurde im Eisbad gekiihlt und der pH-Wert mit 1n NaOH
auf 7,0 eingestellt. Dann wurden ungefihr 0,1 g freies Chlor
eingeleitet, wodurch der pH-Wert auf ungefihr 3,8 sank und
die Fliissigkeit txlib und heller wurde. Das Reaktionsgemisch
wurde ungefdhr 10 Minuten stehen gelassen und dann 4 ml

1m Na2$OB-L68ung zugegeben, um iiberschiissiges Chlor zu ent-
fernen,

Vor und nach der Chlorzugabe wurden 0,2 ml Proben mit 50 ml
Wasser verdiinnt und der pH-Wert mif Natriumacetat /Essigséure
auf 6,0 eingestellt, Der bei der Reaktion zwischen Rennin
und Chlor eintretende Aktivititsverlust betrug 21 %.

Nach 30 Minuten langer Behandlung des mit Chlor behandelten
Rennins bei 55 °C wurde eine Restaktivitdt von 63 % gefun~
den, Das entspricht einer Halbwertszeit wvon unge £&hr 45
Minuten oder einer Destabilisierung von ungefihr 8 °C.
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Beispiel O

Es wurden 2 Proben durch Vermischen von 25 ml Rennilase 46
und 25 g Eiswasser hergestellt und der pH mit 4n NaOH auf

7,0 eingestellt, Zu diesen beiden Gemischen wurden 60 bzw,
120 mg Trichlorisocyanursiure gegeben und glelchzeltig der
pH-Wert auf 740 elngestellt.

Ungeféhr 4 Stunden spdfter wurden 0,2 ml der oben angegebe-
nen Gemische mit 50 ml Wasser verdiinnt und gleichzeitig der
pH-Wert mit Natriumacetat/Essigsdure auf 6,0 eingestellt,
Die so verdiinnten Proben wurden 30 Minuten bei 55 °¢ behan-
delt,

Die Aktivitdtsausbeuten, dies Restaktivititen nach der Wirme-
behandlung und die berechneten Halbwertszeiten und Destabi-
lisierungen gehen aus der folgenden Tabelle hervor.

zugesetzte Aktivitits- Ty /o (min Destabiliz
Trichloriso- ausbeute (%) 30 mln bei sierung (°C)
cyanursdure (mg) 55 9C, pH 6,0

60 93,0 35 9

120 81,5 16 10

Beispiel 10

Es wurden zwel Anteils wvon je 25 ml Rennilase 46 mit je

20 g Eiswasser verdinnt und der pH-Wert mit 4n NaOH auf 7,0
eingestellt. Dann wurden 70 bzw. 140 mg Chloramin-T in 5 ml
Eiswasser zu den beiden Proben gegeben und gleichzeitig der
pH-Wert auf 7,0 eingestellt,
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Ungefdhr 2 Stunden spater wurden 0,2 ml der oben angegebenen
Proben mit 50 ml Wasser verdiinnt, wobei der pH-Wert gleich~
zeitig mit Natriumacetal/Essigséure auf 6,0 eingestellty |
wurde: Die so erhaltensn Proben wurden 30 Minuten auf 55 ¢
erwirmt, Die Aktiviti#tsausbeuten und Restaktivititen nach
der Warmebehandlung, die berechneten Halbwertszeiten und
Destabilisierungen gehen aus der folgenden Tabelle hervor.

zugesetztes Aktivitits— Td/2 (min) Destabilis=
Chloramin-T  ausbeute (%) 30’ min bei sierung (°C)

(ng) : 55 oC, pH 6,0
70 9645 19,2 10

140 , 7749 8,5 12

Beispiel 11

Der pH-Wert von 25 ml Rennilase 46 wurde mit 1n NaOH auf
10,0 eingestellt,

Das Gemisch wurde in Eiswasser gekilhlt und einzelne Anteile
von 2 ml einer Ldsung, enthaltend 0,05m J2 in 0,25m XJ,
wurden zu der oben angegebenen RennilaselSsung gegeben,
wobei gleichzeitig der pH-Wert mit 4n NaOH nach jeder Zugabe
von 2 ml des Jodreagens auf 10 eingestellt wurde, Es wurde
eine Vergleichsprobe entnommen sowie eine Probe von 0,5 ml
vor jeder neuen Zugabe wvon 2 ml Jodreagens.

Zu Analysezwecken wurden die 0,5 ml Proben verdiinnt und der
pH-Wert mit Essigsduie/Natriumacstat auf 6,0 eingestellt,
Dann wurden die Proben 30 Minuten auf 60 °C erwérmt,
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~ Die Versuchsergebnisse gehen aus der folgenden Tabelle
hexrvor,

zugesetzte Aktivitdts- Restaktivi- T1/2 (min) Destabili-

- o o >
?ngﬁgzgon aus?%gte g%tﬁigo(%g’ BOOmln, | s%ggung
(ml) 60°C pH 6,0

o] 100 88 163 0
2 - 100 88 163 0
4 96 90 197 0
6 91 88 163 0
8 76 85 128 1
3

10 63 71 61

Beispiel 12

Rennilase 46 mit und ohne zugesetztes NaCl wurde auf das
3fache verdiinnt, 20 ml der so verdinnten Rennilase 46 wurden
auf einen pH-Wert von 8,5 gebracht und auf 0 °C gekiihlt,
woraufhin 0,7 ml einer Lésung von 0,05m I in 0,25m KJ zuge-
geben wurden, Ungefihr 15 Minuten spiter wurde der pH~-Yert
durch Zugabe von 0,1m NaHSO, auf 6 eingestellt, '

Fir Analysezwecke wurde diese Probe verdinnt und gleichzeitig
der pH-Tert mit Essigsdure/MNatriumacetat auf 6,0 eingestellt,
Dann vurde die Probe 30 Minuten auf 60 °¢ erwirmt,

Die Aktivititsausbeute betirug 42,6 %. Die Restalktivitdt nach
der Wirmebehandlung betrug 35 %.

Die berschnete Halbwertszeit bei 60 °C und pH 6 betrug
20 Minuten,
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Das entspricht einer Destabilisierung von ungefihr 5 °C, da
eine Vergleichsprobe die glelcbe Halbwertszeit von ungefidhr
20 Minuten bei 65 ¢ zeigle,

~Baigpiel 13

3 g Protease von Mucor pusillus (Noury, 1 : 220 000) wurden
in 30 ml 10%1ger NaCl LOosung geldst und der pH-Wert bei 5
bis 10 °C auf 6 s5 eingestellt, 3mal 50 /ul 15%ige NaOCl _
Lésung wurden in Intervallen von 30 Minuten zugegeben. Nach
3 Stunden langenm Rihren wurde das Gemisch 16 Stunden bei

4 °C ptehen gelassen und der pH-Wert anschlieBend auf 5,0
eingestellt, Es wurden Proben zur Bestimmung der Aktivitat
und Thermostabilitét entnommen,

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle angegeben,

Reaktionszeit  Aktivitdts-~ Halbwertszeit (min) Destablll-

der Probe ausbeute (%) bei pH 6,0 giertng
0 - 30 min bei o (°0)
50 °C¢ 55 “¢

Vergleich 100 144 - 155 18 - 31 -

24 h 84 - 91 26 - 22 5«11 5

Beispiel 14

In diesem Beispiel wurde anstelle von Rennilase 46 ein Hhn~
liches Produkt verwendet, bei dem anstelle von 18 % NaCl nur
6 % NaCl zugesetzt worden waren.
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4 Liter dieses Ausgangsmaterials wurde in 4 Proben von je-
weils 250 ml aufgetoilt, Die Temperatur wurde auf 5 bis

10 °¢ gehalten und der pH-Wert von 3 Proben mii 4n NaOH auf
6,5 eingestellt, Perner wurden 1, 1,2 bzw. 1,4 Vol.=% einer
Lésung von 13,5 Gew,~% NaOCl zu den 3 Proben gegeben und
anschlieRend der pH-Wert mit 4n NaOH auf.7,5 eingestellt
und die Proben bei ungefihr 5 °C inkubiert.

Nach einer Reaktionszeit von 3, 27 bzw. 53 Stunden wurden
50 ml der mit Hypochlorit behandelten Proben entnommen und
zu jeder dieser 50 ml Proben 250 mg (0,5 % Gew./Vol) Aktiv-
kohle (Carboraffin BGN) gegeben. Am Tag nach der Zugabe von
Aktivkohle wurden dis Proben filtriert und auf die Stabili-
tét und Renninaktivitdt untersucht (1. Bestimmung). Die
Proben wurden 9 Tage nach Zugabe des Hypochlorits auf 5 ¢
gehalten und anschlieBend erneut die Stabilitidf und Rennine-
aktivitat (Aktivitdtsausbeute bzw, Endaktivitét) bestimmt
(2, Bestimmung). Nach weiteren & Tagen bei ungefihr 5 °C und
2 Tagen bei ungefihr 25 °C wurde die Renninaktivitit erneut

bestimmt und die Aktivititsausbeute berechnet (3, Bestimmung)s

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabeilen zusammenge-—
falt, aus denen hervorgeht, daB keine deulliche Anderung
der Destabilisierung oder Aktivitdfisausbeute auftiritt, wenn
die Reaktionszeit won 3 auf 53 Stunden verlingert wird,
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Tabelle 1
zugesetztes Bestimmung Destabilisierung (°C)
Hypochlorit Reaktionszeit
(Vol.~%) , 3h 27 h 53 h
1 T 92 9% 9,1
. Zi %3 904 93
1,2 1e 10,0 10,1 8,8
. 24 10,0 10,1 10,1
1,4 1o 10,6 10,7 10,5
| 2¢ 10,6 10,6 10,7
Tabglle 2

zugesetzies Best immung Akxtivitatsansbeute (%)

Hypochloxrit Reaktionszeit
(Vol.~%) 3hb 27 b 53 h
1 (0 9% 99 %

2, 97 99 95

. 3¢ 97 97 98
1,2 10 90 93 92
- 9% . 90 92

3¢ 92 s - %

1,4 Te - 89 N 90
2. 92 ' 89 N

3 X 89 88
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Beispiel 15

Finf 25-~ml-Proben von Rehnilase 46 wurden auf einen pH-Wert
won 2, 2,5, 3, 3,5 bzw, 6,0 eingestellt,

Zu jeder dieser Proben wurden 0,04 g Natriumchlorit gegeben,
wobei der pH-Wert jeweils konstant auf dem angegebensn Wert
gehalten wurde.

Die Proben wurden 6 Tage bei 5 °C stohen gelassen und an-
schlieBend die Restaktivitdt und die Thermostabilitit bei
55 °C und pH 6,0 untersucht,

Anfangs pH Restaktivitat Halbwextszelt (min) Destabili-~

(%) (nach 30 min langer smerung
Warmebehandlung) (°c)
2;0 23 122 5,5
2,5 73 63 6,7
3,0 90 53 7,0
3,5 | 97 48 743
6,0 4 49 7,2

Beispiel 16

In diesem Beispiel wurde anstelle von Rennilase 46 ein Zhn—
liches Enzymproduk% verwandt, das.in zwel Punkten modifi-
ziert war: 1, Die Kulturbriihe war auf eine Aktivitit ent-
sprechend einer Ldsung von ungefdhr 1,6 % reinem Enzym kon-
zentriert (im Gegensatz zu 1 % reinem Enzym), und 2, waren
zu dem Rohkonzentrat 9 % NaCl (anstelle von 18 % NaCl) zuge-
setzt worden,
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Auf diese Weise wurden in einer Technikumsanlage 5952 kg‘
modifizierte Rennilase 46 hergestelli,

Der pH-Wert wurde mit 34 % NaOH bei 9 °C auf 6,4 eingestellt
und 109 kg einer Losung von 12,5 Gew.-% NaOCl zugegeben.,
Webrend dieser Behandlung stieg der pH-Wert auf 8,0 und
wurde mit 37%iger HCl auf 7,4 eingestellt,

Nach 18 Stunden bei 9 bis 5 °C war der pH-Vert auf 6,9 ge-
fallen, Dann wurde 1 % Aktivkohle bei 4 bis 5 °C zugegeben.
26 Stunden spéter wurde das Gemisch mit Hilfe einer Filter-
presse filtriert und die Destabilisierung erncut gemesSsen.
Schlieflich wurde die iliberstehende Fliissigkeit unter vermin-
dertem Druck bei 30 °C und einem pH=Wert von 6,7 eingeengt
und NaCl auf eine Gesamtmenge von 18 % zugesetzt,

Es zeighe sich, da8 die Halbwertszeit des Endproduktes
11 Minuten betrug und die Destabilisierung 10 °C,
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Erfindungsanspruch

1.

2.

3¢

b,

5¢

6.

Verfahren zur thermischen Destabilisierung von mikrobio=
logischem Rennin, gekennzeichnet dadurch, daB man das
Rennin in einem wiBrigen Medium mit einem Oxydationsmit-
tel aws der Gruppe der halogenhaltigen Verbindungen be-
handelt, wobei das Halogenatom eine Oxydationszahl von O
bis 3 besitzt. '

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf das
Halogen Chlor ist,

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB8 man die Behandlung bis zu einer Destabilisierung von
mindestens 5 °C, vorzugsweise 7 bis 11 °C, bel einsm
Axtivitdtsverlust von nicht mehr als 50 %, vorzugsweise
nicht mehr als 30 %,durchfiibrt.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 3, gekennzeichnet da-
durch, daB man als Oxydationsmitfel eine halogenhaltige
Verbindung verwendet, wobeil das Halogenatom eine Oxyda-

%ionszahl von O oder 1 besitzt.

Verfahren nach den Punkten 41 bis 4, gekennzeichnet da-
durch, daB man als Oxydationsmiftel ein Hypochlorit
verwendet.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 5, gekehnzeichnet da-
durch, daf man als mikroblologisches Rennin ein solches

von Mucor mieheil verwendet.
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8,

e

10.
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Verfahren nach den Punkten 1 bis 6, gekennzeichnet da-
durch, daf man ein Gewichtsverhiltnis in dem Realtions-
gemisch von Oxydationsmittel zur Gesamtmenge an Protein
in der Enzymzubereitung zwischen 0,01 und 1, vorzugs-
welse zwischen 0,03 und 0,3, anwendeto

Verfahren nach den Punkten 1 bis 7, gekennzeichnet da=
durch, daB man in einem wiBSrigen Medium mit einem pH=-
Wert zwischen 5 und 9 arbeitet.

Verfaliren nach den Punkten 1 bis 8, gekennzeichnet da-
durch, daB man in einem wifirigen Medium bei einer Tem-
peratur zwischen 0 und 30° C arbeitet,

Verfahren zur Kiseherstellung, gekennzeichnet dadurch,
dal man das destabilisierte mikrobiologische Rennin,
welches mit Hilfe eines Verfahrens nach einem der Punkte
1 bis 9 hergestellt wurde, zur Koagulation der Mllch
verwendet,

DL BV 4020w s vy g e



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

