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Den termiske stabilitet af mikrobiel ostelpbe kan nedsattes
ved behandling af enzymet i vandigt n]edium med oxidationsmidler inde-
holdende aktivt halogen. Den siledes modificerede, mikrobielle ostelsbe
kan anvendes til ostefremstilling i sddanne tilfazlde, hvor man g¢nsker,
at der ikke skal foreligge nogen ostelpbeaktivitet i pasteuriseret
valle. Foretrukne oxidationsmidler til den termiske destabilisering er
hypochloritter.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til termisk de-
stabilisering af mikrobiel ostelgbe., Ostelgbe er en betegnel-
se for et mazlkekoagulerende enzymprodukt.

Ved fremstilling af ost koaguleres malken, hvorefter
ostemassen separeres fra vallen. Produkter, der indeholder
rennin, som er et malkekoagulerende enzym, der er isoleret fra
kalvemaver, har i lang tid varet anvendt til dette formal.
Hidtil har behovet for ostelgbe kunnet tilfredsstilles med kalve-
ostelgbe, men i de senere &r har man udviklet adékillige
erstatninger for kalve-ostelgbe, herunder isar de mikrobielle
ostelgber fra Mucor miehei og Mucor pusillus. Ostelgbe fra Mucor
miehei foretrzkkes ved ostefabrikationen pd grund af dens lave
pris, dens lave uspecifikke proteolytiske aktivitet og dens
store lighed med rennin hvad angér calciumionfglsomhed. En anden
fordelagtig egenskab af Mucor miehei ostelgbe er dennes frem-
ragende opbevaringsstabilitet, der i det mindste delvist menes
at hidrgre fra dens hgje termiske stabilitet.

Pasteuriseret valle kan blandt andet anvendes som additiv
til sgdmalk, f.eks. i form af vallepulver, til fremstilling af
beriget malk, f.eks. som neringsmiddel til spadbgrn. Den valle, der
fremkommer som biprodukt fra ostefremstillingen under anvendelse af
Mucor miehei ostelgbe, kan efter pasteuriseringen stadigvak indeholde
en mindre andel af ostelgbeaktivitet, hidrgrende fra den hgie
termiske stabilitet af Mucor meihei ostelgbe. Enhver residual oste-
lgbeaktivitet i vallepulveret er ugnsket, fordi proteinkoagulation
ikke lzngere er gnsket. En sadan kunne finde sted, hvis vallepulveret
anvendes til fremstilling af beriget malk som neringsmiddel til spéd-
bgrn. Den berigede mezlk kan koagulere, fgr den nér spedbarnets mave,
f.eks. i sutteflasken, hvorved der frembringes en forstoppelse, som

forhindrer, at melken kan komme ud af flasken.

Det beskrives i Biochim. Biophys. Acta 271 (1972) 93 - 101
(W.S. Rickert, Structural and functional determinants of Mucor miehei

protease, I. Modification of the NH2 terminus and lysine residues by
carbamylation), at Mucor miehei protease (den aktive komponent af
Mucor miehei ostelgbe) kan carbamyleres med kaliumcyanat, og at det

carbamylerede produkt udviser en mindre grad af termisk destabilise-
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ring. Praktiske forsgg har vist, at den termiske destabilisering af

2

det carbamylerede enzym er for lille til at l¢gse det ovenfor angivne
problem omfattende ostelgbeaktivitet i pasteuriseret valle. En anden
metode er beskrevet i belgisk patentansggning nr. 6/47048, hvori

det foreslds, at man acylerer enzymet med henblik pa destabilisering.

Det er opfindelsens formal at tilvejebringe en i gkono-
misk henseende hensigtsmessig fremgangsmade til termisk destabili-
sering af mikrobiel ostelgbe i en sadan udstrakning, at de ulemper,
der hidrgrer fra den residuale, mikrobielle ostelgbeaktivitet i

pasteuriseret valle, i det vasentlige elimineres.

Fremgangsméden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved det
i den kendetegnende del af krav 1 angivne. Herved opfyldes opfindel-

sens formal.

Det har vist sig, at den mikrobielle ostelgbe, der er modi-
ficeret i henhold til opfindelsen, er destabiliseret i betydeligt om-
fang, og at destabiliseringsgraden er tilstrakkelig til at opfylde
kravene i forbindelse med valleudnyttelsen uden at have en sarlig
skadelig virkning pd lagerstabiliteten af ostelgbepraparatet. Det har

overraskende vist sig, at det i henhold til opfindelsen er muligt

‘at opna en destabilisering (i henhold til den senere anfgrte defini-

tion) p2 mindst SOC, fortrinsvis 7 - 110C, hvilket for det foretrukne
intervals vedkommende bevirker, at den termiske stabilitet af det
modificerede enzym kommer til at svare til termostabiliteten af
kalvemaveostelgbe, hvorved de favorable egenskaber af kalvemaveoste-
lgben kombineres med de favorable egenskaber af den mikrobielle oste-
1gbe.

Ostelgbeaktiviteten mdles i henhold til engelsk standard
3624: 1963 (Method for the determination of milk coagulating power
of rennet).

Da opfindelsen angdr en kontrolleret termisk destabili-
sering af mikrobiel ostelgbe, er den metode, ved hvis hjzlp man mi-
ler termisk stabilitet og kvantificerer reduktionen af den termiske
stabilitet, altsd destabiliseringen, angivet i det fplgende, idet den-
ne destabilisering er udtrykt i °c.

. Under ideelle betingelser kan et enzym inaktiveres ved
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et passende (hgjt) temperaturniveau pé en sadan made, at den resi-
duale aktivitet af enzymet aftager som funktion af tiden langs en
exponentiel henfaldskurve, d.v.s. med veldefineret halveringstid,

idet halveringstiden er en funktion af temperaturen (OC). Halve-

ringstiden Tl/2 kan beregnes i henhold til formlen
o (tz-tl) 1n2
) =
11’1A:L - lnA2

hvor Al er enzymaktiviteten malt efter opvarmning til en specifi-
ceret temperatur i tiden tyr o9 A, er enzymaktiviteten malt efter
opvarmning til den samme specificerede temperatur i tiden t2. Halve-
ringstiden vil vere kortere, jo hgjere temperaturen er, ceteris pa-
ribus. For mange enzymer vil en &ndring af pH i enzymoplgsningen og
ionstyrken og tilstedeverelsen af visse salte pavirke halverings-
tiden i vasentligt omfang. Yderligere kan kemisk derivering af enzy-
met @andre halveringstiden i betydeligt omfang. Hvis en kemisk derive-
ring af et bestemt enzym frembringer termisk destabilisering af
enzymet, siges destabiliseringen at vare nOC, hvis det oprindelige
(ikke modificerede) enzym og det modificerede enzym har den samme
halveringstid ved henholdsvis N°c og (N-n)OC.

Det bgr imidlertid bemzrkes, at destabiliseringsvardi-
erne i et vist omfang er approximative pd grund af den approximative
karakter af halveringstiden. Alle destabiliseringsverdierne i denne
beskrivelse er mdlt ved pH 6,0, da resultaterne af destabiliserings-

mélingerne er pH-afhangige.

Normalt ledsages behandlingen ifplge opfindelsen af et
aktivitetstab. Det har vist sig, at destabiliseringen af gkonomiske
&rsager ikke bgr drives langere end til et aktivitetstab pa ca. 50%,
fortrinsvis ca. 30%, iszr under 10%.

I et typisk tilfzlde synes en destabilisering pa ca. 10°%¢
og aktivitetstab, der er begranset til under 10%, at vare et péssen—
de kompromis mellem de ovenfor anfgrte modstridende faktorer.

Eksempler pd passende oxidationsmidler, som kan anvendes
ifplge opfindelsen, er et hypochlorit, f.eks. natriumhypochlorit,
et hypobromit, f.eks. natriumhypobromit, frit chlor, N-chlorsuccini-
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mid, chloramin-T og trichlorisocyanursyre.

Oxidationsmidlet bgr anvendes i en sddan koncentration,
at den ¢nskede destabiliseringsgrad fremkommer i et rimeligt tidsrum,
hvilket vil sige ethvert tidsrum mellem nogle f& minutter og ca.
48 timer, eller endog langere i de tilfalde, hvor man lader reaktio-
nen skride frem uden at afbryde den. Hvis koncentrationen af oxida-
tionsmidlet er for:lille, vil destabiliseringen blive for lille, og
i tilfelde af, at koncentrationen af oxidationsmidlet er for hgjt,
vil aktivitetstabet blive for hgjt. De optimale koncentrationer sva-
rer sadvanligvis til et vagtforhold mellem oxidationsmidlet og den

“totale mengde protein i enzymprazparatet pa mellem ca. 3 og 30 dele

oxidationsmiddel pr. 100 dele totalt protein. Hvis det mikrobielle
ostelgbepraparat oprenses til en hg¢j specifik aktivetet, kan meng-
den af oxidationsmiddel reduceres til s& lidt som 1 g pr. 100 g
totalt protein.

Det pH, ved hvilket reaktionen forlgber, kan variere inden-
for brede granser, nemlig mellem ca. 3 og 10, idet foretrukne inter-
valler hovedsageligt afhanger af oxidationdmidlet. Med hypochlorit
som oxidationsmiddel er det foretrukne pH-interval sdledes mellem
5 og 9, fortrinsvis mellem 6 og 8.

Reaktionstemperaturen er ikke kritisk, nar reaktionstempe-
raturen holdes pé& et niveau, f.eks. under ca. 30°C, hvor stabiliteten
af enzymet er tilfredsstillende. Imidlertid kan enzymets stabilitet
forbedres ved tilsatning af kendte proteinstabiliserende midler, f.eks.
NaCl i en mangde pa 5 - 20% af enzympraparatet, eller sorbitol i de

sadvanlige enzymstabiliserende mengder.

Den underliggende reaktionsmekanisme forstds. ikke, og det
er heller ikke sikkert, om der i det sluttelige, destabiliserede
enzymmolekyle er inkorporeret nogen halogensubstituenter. Det er
utvivlsomt, at enzymet, ligesom alle andre proteinmolekyler, kan underga
og undergdr talrige og forskellige reaktioner, f.eks. oxidations-
og chloreringsreaktioner. Da interessen her koncentreres om destabi-
lisering, er enhver reaktion, som deaktiverer enzymet,ugnsket, medens
de reaktioner, som destabiliserer enzymet termisk uden at reducere
enzymaktiviteten, er ¢nskvardige.

Destabiliseringsniveauet pa mindst 5°C, fortrinsvis 7 - llOC,
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og det ledsagende aktivitetstab pd ikke mere end 30%, fortrinsvis
under 10%, betragtes som graznser ved udgvelsen af opfindelsen. Oxi-
dationsmidlerne, som indeholder aktivt halogen, tilfredsstiller
disse granser. Frit chlor, som indfgres i et vandigt medium, kon-
verteres til chlorid- og hypochloritioner. De N-chloro-reagenser,
som tidligere er anfgrt, konverteres pd hensigtsmassig made til
hypochloritioner. Det foretrukne reagens er natriumhypochlorit,
anvendt ved pH 5 - 9, fortrinsvis ved pH 6 - 8.

Acylering, som beskrevet i belgisk patentansggning
nr. 6/47048, resulterer i en destabilisering pé& ca. 3°c. oxidation

med hydrogenperoxyd resulterer ogséd i en destabilisering.

Direkte behandling af enzymet med et aktivt halogenreagens,
f.eks. natriumhypochlorit, har adskillige fremgangsméddefordele i
sammenligning med peroxydreaktionen. Den hovedsagelige fordel anta-
ges at vere, at det aktive halogenreagens kan konsumeres fuldstendig i
reaktionsblandingen, medens reaktion med peroxyd ma termineres, f.eks.
ved tils=ztning af katalase.

En foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmdden ifglge
opfindelsen omfatter behandling med et oxidationsmiddel, som er en
chlorholdig forbindelse.

Er anden foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifglge opfindelsen omfatter behandling til et destabiliseringsni-
veau pa mindst 50C, fortrinsvis 7 - llOC, med et ostelgbeaktivitets-
tab pa& ikke mere 50%, fortrinsvis ikke mere end 30%.

En anden foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmiden
ifplge opfindelsen omfatter behandling med et oxidationsmiddel, som
er en halogenholdig forbindelse, hvis halogen udviser et iltnings-
trin pad 0 eller 1.

En anden foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifglge opfindelsen omfatter behandling med hypochlorit.

En anden foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmdden
ifglge opfindelsen omfatter behandling af Mucor miehei ostelgbe.
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En anden foretrukken udfgrelsesform for fremgangsméden

ifglge opfindelsen omfatter behandling med et oxidationsmiddel,

hvorved vagtforholdet i reaktionsblandingen mellem oxidationsmid-

let og den totale mengde protein i
0,01 og 1, fortrinsvis mellem 0,03

Ved en anden foretrukken
ifgplge opfindelsen har det vandige
9.

Ved en anden foretrukken
ifglge opfindelsen har det vandige
30°% '

enzympreparatet ligger mellem
og 0,3.

udfgrelsesform for fremgangsmaden

medium en pH-vaerdi pa mellem 5 og

ndfgrelsesform for fremgangsméden

medium en temperatur mellem 0 og

I praksis har det vist sig, at anvendelsen af destabiliseret
ostelgbe foretrakkes til fremstilling af lagrede oste.

I to parallelle ostekar pa hver 150 1 fremstilledes ost ved
hjzlp af modificeret Mucor miehei ostelgbe fremstillet i henhold til

eksempel 16 i denne beskrivelse og

ved hjzlp af umodificeret Mucor

miehei ostelgbe. Der gennemfgrtes 2 x 6 forsgg. Pa basis af disse

forsgg blev det konkluderet,

at ostelgben ifglge opfindelsen var

i stand til at fremstille de traditionelle danske ostetyper som

Samsg og Danbo med mindst samme gode egenskaber som svarende til

ikke modificerede ostel¢ber.

Destabiliseringsprocessen kan gennemfgres, og bliver faktisk
gennemfgrt som det sluttelige trin ved fremstillingen af den mikro-
bielle ostelgbe. Faktisk kan (kommerciel) ren mikrobiel ostelgbe el-
}er ostelgbekoncentrat anvendes ved udgvelsen af opfindelsen. pH af

en oplgsning af mikrobiel ostelgbe, som igvrigt er parat til de sad-
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vanlige efterbehandlingsoperationer fgr leveringen, indstilles sile-
des f.eks. pd et forudbestemt behandlingsniveau (f.eks. pH 7)og
blandes derpé& under omrgring ved omgivelsernes temperatur med en op-
lgsning af oxidationsmidlet, hvorved mangden af dette oxidations-
middel ligger i det fgr angivne vagtforholdsinterval p& 3 - 30 dele
(idet en eksemplificerende m@ngde af natriumhypochlorit kan vare

20 dele) pr. 100 dele totalt protein i oplgsningen af mikrobiel oste-
lgbe. Man overlader derpd blandingen til sig selv i nogle f& timer,
indtil man har opnéet det ¢gnskede destabiliseringsniveau, f.eks. i

2 - 3 timer. Reaktionen kan afbrydes ved tilsatning af aktivt kul
eller et reduktionsmiddel, s&som natriumsulphit, efter en passende
reaktionsperiode. Det destabiliserede enzymprodukt kan derefter ud-
settes for de sadvaﬁlige efterbehandlingsoperationer, f.eks. filtre-
ring, pH-indstilling og indstilling af enzymaktiviteten til en stan-
dardiseret verdi, o.s.v.

Opfindelsen skal nu beskrives mere detaljeret under hen-
visning til de fglgende eksempler.

Udgangsmaterialet i de fglgende eksempler er et ostelgbe-
koncentrat fremstillet som angivet i "2. Pilot plant experiment" i
engelsk patent 1.108.287, med undtagelse af, at kulturvasken var
koncentreret til en aktivitet, der omtrentlig svarer til en 1%
oplgsning af det rene enzym (Comptes Rendus des Travaus du Labora-
toire Carlsberg, Vol. 37, 1970, No. 14, 301 - 325), og at der til

det rd koncentrat var tilsat 18% NaCl. For kortheds skyld vil dette kon-

centrat- blive i det fglgende blive benazvnt "Rennilase 46".

Eksempel 1.

pH-verdien i to sat af tre 25 ml portioner, fremstillet
ved at blande 12,5 ml Rennilase 46. og 12,5 ml vang, blev indstillet
pé henholdsvis 7,0, 8,0 og 9,0 ved tilsztrning af 1 N NaOH; til

30 hver af disse blandinger tilsattes 0,4 ml af en 2,25 M op1¢sning

af NaClO, og pH-vardien blev hold: konstant p2 de ovenfor an-
givne vardier.

Det fgrste sat omfattende 3 portionexr blev anbragt i et
kgleskab (ca. 18 timer) natten over. Det andet sazt omfattende tre
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portioner blev sat til side ved stuetemperatur i 2 timer. pH-faldet

8

blev mdlt ved slutningen af de angivne perioder. Derpd blev por-
tionerne fortyndet ved at blande 0,2 ml deraf med 50 ml vand, og
éamtidigt blev pH-vardien indstillet P& 6,0 med natriumacetat/
5 eddikesyre.
pi-faldene . og_de residuale aktiviteter efter reaktionen
mellem ostelgbe og natriumhypochlorit fremgdr af den fglgende
tabel. :

PH efter Residual aktivitet

(%) efter
10 | Initiale pH 2 timer 18 timer 2 timer 18 timegmh
7,0 N Y 6,9 86,3 83,1
8,0 7,6 7.6 86,1 81,7
9,0 8,2 . 8,2 78,4 75,4

Derefter blev de fortyndede prgver varmebehandlet ved 559
15 1 30 minutter ved pH 6,0, hvorefter de residuale aktiviteter bhlev
malt. ) ’ = '

i |
Residual aktiviget (%) efter 30 minutters varmebe-
handling ved 557°C
Initialt pH
20 2 timers prgve 18 timers prgve
7 16,3 : 4,2
8 16,3 ) 4,3
9 32,3 : 14,6
Reference . - 98,7
25 De ovenfor angivne residuale aktiviteter svarer til de

fplgende vardier af halveringstiden og destabilisering.
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9
T%, minutter, 30 minut- Destabilisering, oC
ter, 55°C, pH 6,0
Initialt pH -
b
2 timer 18 timer 2 timer 18 timerx
5 7 11,5 6,5 11 12
8 11,5 6,6 11 12
9 18,4 10,8 10 11
Reference l - - |
Eksempel 2.
10 pH-verdierne af tre 150 ml portioner af Rennilase 46 blev

indstillet p& henholdsvis 5,0, 6,0 og 7,0. Ever af disse 3 portibner
blev delt i tre dele,hvortil man tilsatte henholdsvis 0,8 ml, 1,2 ml
og 1,6 ml af en kommerciel 2,25 M oplgsning af NaOCl, og pH

blev holdt konstant pa de ovenfor angivane vardiéi.

15 Disserﬁ.pr¢ver blev derpd opbevaret ved stue-
temperatur (22°C) i 18 - 20 timer, hvorefter en 10 ml prgve blev
vdtaget fra hver af de ni prgver. Til hver af disse 10 ml prgver blev
der tilfgrt henholdsvis 0,4, 0,6 eller 0,8 ml 1 M Na2503, i afhazngic-
hed af, hvor meget NaOCl der blev tilsat til den tilsvarende porticn.
20 for at fjerne eventuelt foreliggende overskud af hydrochlorit.

0,2 ml af de s&ledes Behandlede prover blev fortyndet
med 50 ml vand, og pH blev indstillet pd 6,0 med eddikesyre/
natriumacetat. De fortyndede og pH-indstillede prpver blev varme-
behandlet ved 55°C i 30 minutter. Aktivitetsudbyttet, den resi-

25 duale aktivitet efter varmebehandling og den beregnede halverings-
tid samt destabiliseringen fremgdr af den fglgende tabel.
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10
[ﬁ Tilsat Aktivitets- Residual ak- T%, minut- Destabi-~
maengde udbytte tivitet, ._ | lisering,
pi | NaOC1, % %, 30 minut- ﬁﬁiéeio mi= 1 ¢
ml texr, 55°C, 555 !
r
pH 6,0 pH 6,0
5 0,8 99,4 59,4 39,9 8
5.0 1,2 95,3 57,6 37,7 S8
1,6 84,8 56,1 36,0 ¢
0,8 100 53,9 33,6 S
6,0 1,2 91,6 50,5 30,4 9
10 1,6 81,4 47,9 ' 28,3 9
0,8 98,1 49,1 29,2 9
7.0 1,2 87,7 42,7 24,4 10
1,6 78,3 35,7 20,2 10
Eksempel 3. )
15 - pH-verdien af 600 ml Rennilase 46 blev ved en temperatur pi

ca. 10°C indstillet pa 6,0 ved hjzlp af 4 N NaOH. Dennc portion blev
‘inddelt i seks dele, som hver havde et volumen p& 100 ml. Til hver al

disse seks dele tilsattes henholdsvis 0, 0,8, 1,2, 1,6, 2,0 o5 2,4 1l
af en kommerciel 2,25 m NaOCl oplesning, og pH blev indstillet pa

20 7 i alle ‘sekKs portioner.

Efter ca. 15 timer ved ca. 5°C tilsattes 2 ml 1 M Na2803
for at fjerne eventuelt overskud af hypochlerit. Til-
setning af sulfit @ndrer ikke stabiliteten af ostelgben. Man médlte
aktivitetszndringen. 5 ml af prgverne 'blev ogsé fortyndet 10 gange
25 1 0,1 M acetat-stgdpude med pH 6,0 hvorefter man varmebehandlede

5 ml af de fortyndede prgver ved 60°C i 15 minutter. Den residuale
aktivitet efter varmebehandling blev bestemt, og halveringstiden

og destabiliseringen blev beregnet. Tallene fremgér af den f@l-
gende tabel.
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11
Tilsat Eﬁdring af $ residual T%, minut- Dei$§bilég
mrngde af den totale aktivitet ter; 15 sering,
2,25 M aktivitet, efter var- minutter
naoCl, ml | % mebehand- sty
5 Jing pH 6,0
0 - 99 - . -
0,8 + 0,6 35 9,9 9
1,2 ‘ 0 19 ' 6,3 10
1,6 - 4,4 14 5,3 10
10 210 = 815 10 4,5 10

15

10

Udgengsmaterialet i dette eksempel var ikke Rennilase 46,
men Rennilase 46, hvortil der ikke var tilsat 18% NaCl. .

P& basis af det ovenfor angivne udgangsmateriale fremstil-
Jedes fem 200 g prgver med henholdsvis 0, 5, 10, 15 og 20% NaCl.
pH-vardien blev indstillet p& 6,0 ved hjzlp af 4 N NaOH.

Fra hver af de ovenfor angivne fem 200 g prgver udtoges en
100 ml prgve. T:il hver af de fem 100 ml prgver tilsattes 1 ml af en
kommerciel 2,25 M NaOCl oplgsning, hvorved temperaturen blev holdt
mellem 5 og 10%%. pH-vardien af alle fem 100 ml prgver blev derpa
indstillet pd 7,0 med 4 N NaOH'og opbevaret ved ca. 5%.

Efter en opbevaringstid p& ca. 20 timer bestemtes aktivitets-
#ndringen. Man fortyndede ogsd 5 ml of prgverne 10 gange med 0,1 M
acetat-ste@dpude med PH 6,0, hvorefter 5 ml af de fortyndede og pH-

stillede prever blev varmebehandlet ved 60°C i 15 minutter. Man be

ind-
stemte den residuale aktivitet. En ikke varmebehandlet prove be-
handledes sidelgbende som blindprove.

De eksperimentelle parametre og forsggsresultater er
sammenstillet i den felgende tabel.



30

BK 1532298

12
fi]agt Tileatta Endring af Resicual T%; mi- D@Sti’zi
NaCi, % mengder total akti-| aktivitet| ‘... .. bilise-
af 2,25 M | vitet,. % efter o ring,
- 15 minut- o)
NaOCl, ml varmebe- g o C.
- ter, 60°C,
handling H 6.0
i 15 mi- | P® v
nutter, %
0 0 - 98 - -
0 1 - 4,2 31 8,9 S
5 1 + 7,8 32 9,1 8
10 1 + 4,0 40 11,3 8
15 1 + 6,8 46 13,4 8
20 1 + 2,4 51 15,4 8

Eksempel 5. .
Ti forspgsserier blev etableret ved forskellige pH-vardier,

nemlig 2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 og 11,0. Hver
serie bestod af 3 prgver, fremstillet ved at fortynde alikvoter af
12,5 ml Rennilase 46 med et lige s& stort volumen vand. Til den fgr-
ste prgve i hver serie tilsattes 75 pl af en kommerciel 2,25 M op-
pl og til den tred-
je 300 pl, hvilke mengder svarer til (ca.) henholdsvis 4, 8 og 16 g

1l¢sning af natriumhypochlorit, til den anden 150

natriumhypochlorit pr. 100 g total protein i prgven. pH i hver serie
blev holdt konstant p& de angivne vardier. Reaktionstemperaturen var

den samme for alle serier (ca. SOC).

Efter reaktionstider pd ca. 114, 66 og 90 timer for henholds-
vis den fgrste, anden og tredje prgve i hver serie indstilledes vo-
lumenerne p& alle prgver pa 50 ml. Der fremstilles prgver til analy-
se ved passende fortynding (ca. 1:125), idet pH samtidigt blev ind-

stillet pa 6,0 ved hjelp af oplgsninger af eddikesyre og natriumace-
tat. -

Disse prgver blev derpd@ varmebehandlet ved 55°C i 30 minut-
ter. Aktivitetsudbytte, residual aktivitet efter varmebehandling,
den beregnede halveringstid og den pd basis deraf beregnede desta-
kilisering fremgdr af den fglgende tabel.
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Initialt| Mangde af | Slutteligt| Aktivitets-| Residual T% Destaﬂixi-
pH tilsat pH udbytte, % | aktivitet min sering,
NaC1lo0 j % oé
ul/25 ml
prgve
75 2,52 93,0 77,3 80,8 6
2,5 150 2,75 80,5 71,6 62,2 7
75 .1 3,00 101,3 76,9 79,2 6
3 150 3,15 97,6 60,5 ° 41,4 8
300 3,00 32,4 70,0 22,7 9
75 3,96 106,1 71,8 62,8 7
4 150 . 4,05 102,4 64,2 46,9 8
300 { 3,94 69,8 41,3 23,5 9
75 4,95 104,4 74,5 70,6 7
5 150 4,99 99,4 62,2 43,8 8
300 4,80 71,1 45,1 26,1 10
75 . 5,86 io101,7 59,4 39,9 8
6 150 { 5,98 ¢ 94,8 40,8 23,2 9
300 { 5,66 ! 61,5 8,6 8,48 11
75 [ 6,61 § 96,3 39,5 22,4 9
7 150 ! 6,64 P 90,2 7,1 7,86 11
300 6,51 ;49,2 4,0 6,46 11
g s ,
75 i 7,40 i 94,3 48,3 28,6 8
8 150 { 7,26 (87,1 6,4 7,57 11
300 boo Po- - -
75 8,02 i 90,4 68,2 54,3 7
9 150 7,79 V77,7 17,5, | 11,9 )l 10
300 {7,34 g 47,3 9,3 2,92 13
75 8,34 81,2 78,6 86,4 6
10 150 8,23 68,5 34,0, | 19,3 )1 9
75 10,34 57,2 93,5 30,9 4
11 150 10,02 42,2 74,4 70,3 7
300 9'80 - : 9,9 - b
X) 10. min. varmebehandling.

Disse data viser, at fglgende betingelser er optimale

Qvad angar destabilisering med natriumhypochlorit:
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pH interval: 6 - 8.

Mzngde af natriumhypochlorit: 150 ul 2.25 oplg¢sning pr.
prgve svarende til (ca.) 8 g natriumhypochlorit pr. 100 g totalt

protein.

5 Eksempel 6.

Man fremstillede to portioner af blandingen af 25 ml
Rennilase 46 og 20 g isvand, hvori pH blev indstillet til 7,0 ved
hjelp af 4 N NaOH.

Til disse to portioner tilsattes henholdvis 33 og 66 mg
10 N-chlor-succinimid, oplgst i 5 ml isvand, hvorved pH samtidigt blev
"~ indstillet p& 7,0.

To timer senere blev 0,2 ml af portionerne fortyndet med
50 ml vand, hvorved pH samtidigt blev indstillet pd 6,0 ved hjalp
af natriumacetat/eddikesyre.

15 Den residuale aktivitet efter reaktionen mellem oste-
lgben og N-chlor-succinimidet var som fglger:

Tilsat mangde %g N-chlor-succinimid Residual aktivitet. %
33 ) 99,0
20 . 66 96,5

P& samme made som i eksempel 1 gennemfgrie man en varme-
behandling ved 55°C i 30 minutter ved pH 6,0. Derefter blev de resi-
duale aktiviteter bestemt, og halveringstiderne og destabiliseringerne

blev beregnet. Resultaterne er sammenstillet i den fglgende tabel.



DK 153229B

15
Tilsat mangde Regidual aktivitet, T%, minutter, Destabilise-

l af N-chloro- 55°C i 30 minutter, 30 minut.er ring, C.

. . . k¢ (-2 !
%;ucc1n1mld, pi 6,0, % SSOC, pH 6,0
L mg
: 33 41,5 23,6 10
i 66 26,4 15,6 10

Eksempel 7.

En NaOBr-oplgsning med en molaritet pd ca. 2 fremstilledes

‘ved drébevis tilsaztning af 3 g Br, til 10 ml

4 N NaOH under omrgring og afkg¢ling i et bad af isvand.

25 ml Rennilase 46 blev blandet med 25 ml Vand,.og pH-
verdien blev indstillet p& 7,5 med 1 N NaOH. Til 25 ml af denne
oplgsning tilsattes 0,5 ml af den ovenfor angivne natriumhypobromit-

oplgsning ; lgbet af ca. 1 time, hvorved pH-verdien blev holdt mellem
7,3 og 7,8 ved tilsmtning af 1 N HCl. '

Ca. 30 minutter senere bestemte man aktivitetstabet og

termostabiliteten. Aktivitetstabet viste sig at vare 20%, og den

residuale aktivitet efter varmzbehandling i 20 minutter ved 60°C

og pH 6,0 var 14%, svarende til en halveringstid pé& 7 minutter eller

en destabilisering pé ca. 8°c.

Eksempel 8.

50 ml Rennilase 46 blev fortyndet med 50 ml vand. Blan-

dingen blev afkglet i et isbad, og pH-vardien blev indstillet p&
7,0 med 1 N NaOH. Derpd indfgrtes der ca. 0,1 g frit Cl,: derved
faldt pH til ca. 3,8, og vasken blev mere uklar og lysere. Reak-
tionsblandingen blev overladt til sig selv i ca. 10 minutter, og
derpa tilsattes 4ml 1 M Na2503~opl¢sning for at fjerne overskud af

C12.
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0,2 ml prgver ecfter tilsztningen af Cl, blev fortyndet

med 50 ml vand, og pH blev indstillet pa

6,0 med natriumacetat/

eddikesyre. Det aktivitetstab, som ledsagede reaktionen mellem
ostelgbe og chlor, var 21%.

‘Efter varmebehandling af den chlorbehandlede ostelgbe

Dette svarer til en halveringstid p& ca.

destabilisering pd ca. 8°C.

Eksempel 9.

ved 55°C i 30 minutter fandt man en residual aktivitet pa 63%.
. 45 minutter eller en

Fan fremstillede 2 portioner, som hver bestod af 25 ml
Rennilase 46 og 25 g isvand, og pH blev indstillet p& 7,0 med

4 N NaOH.

Til disse to blandinger tilsattes henholdsvis 60 og

7,0.

120 mg trlchlorlsOCJanulsyre, og samtidig indstilledes pH pa

Ca. 4 timer senere fortyndede man 0,2 ml af de ovenfor
angivne blandinger med 50 ml vand, og samtidigt indstilledes pH-

verdien pZ 6,0 med natriumacetat/eddikesyre. De siledes fortyndede

prgver blev varmebehandlet ved 55°C i 30 minutter.

Aktivitetsudbytterne, de residuale aktiviteter efter

varmebehandling og de¢ beregnede halveringstider oy destabiliseringer
er sammenstillet i den fglgende tabel.

Mengde af tilsat Aktivitets- T%, minutter; Dectab&llse-
trichlori - 2
s;;g? ;glsocyanur udbytte, % 300minutter, ring,-
55°C, pH 6,0
6o 93,0 35 S
120 81,5 16 - 10
Eksempel 10.

To portioner p& hver 25 ml Rennilase 46 blev for hver por-
tions vedkommende blandet med 20 g isvand, og pH~vard1en blev ind-
stlllet pd 7,0 med 4 N NaOH. )
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Derpé tilsatte man til de to ovenfor angivne portioner
henholdsvis 70 og 140 mg chloramin T, opl¢st i 5 ml isvand, og
samtidigt indstilledes pH p& 7,0.

Ca. 2'timer senere fortyndede man 0,2 ml af de ovenfor
angivne prgver med 50 ml vand, idet pH samtidigt blev indstillet
pad 6,0 med natriﬁmacetat/eddikesyre, og de blev saledes fortyndede
og pH-indstillede prgver blev varmebehandlet ved 55°C i 30 minutter.
Aktivitetsudbytter, residuale aktiviteter eftexr varmcbehandling og

beregnede vardier af halveringstiden og destabiliseringen er sammen-

0 stillet i den nedenfor angivne tabel.

Mengde af til-| Aktivitets- T%, minutter, Destab%lise—
;at chloramin- udbytte, % 300minutter; ring, C
r M9 55°C, pH 6,0 :
70 96,5 19,2 . 10
140 77,9 8,5 12

Eksempel 11.

pH-vardien af 25 ml Rennilase 46 blev indstillet pa 10,0
med 1 N NaOH.

Blandingen blev afkglet i isvand, og en oplgsning inde-
holdende 0,05 M I, i 0,25 M KI tilsattes portionsvis til de ovenfcr
angivne 25 ml pH-indstillede Rennilase 46, idet hver portion havde
et volumen af 2 ml, hvorved pH-vardien samtidigt blev indstillet
P& 10 med 1 N NaOH efter hver tilsatning af 2 ml af iod-reagenset.
Der udtoges en blindprgve, og desuden udtoges der en prgve pa 0,5 ml
fgr hver ny tilsatning af en 2 .ml portion af iod-reagenset.

Af analytiske grunde blev de 0,5 ml prgver fortyndet og
pH-indstillet til 6,0 med eddikesyre/natriumacetat. Derefter Lblev
de varmebehandlet ved 60°C i 30 minutter.

.

Forsggsresultaterhe fremgér af den fdlgende tabel.
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.ﬁangde af tilsat] Aktivitets-| Residual T;, minutter; Des?abili-
§§}d;§ ing af 12, uébgtte 2gtéYl§3t 28 glnu§+§r6 sering,
minutter r P
5 .08
C 100 88 163 0
2 100 88 163 0
4 96 80 . 197 0
6 21 88 163 0
10 8 - 76 85 128 1
10 63 71 61 3

Eksempel 12.

Rennilase 46 uden tilsat NaCl blev fortyndet tre gange. pH
i 20 ml af sdledes fortyndet Rennilase 46 blev indstillet p& 8,5,

15 og der afkgledes til OOC hvorpd man tilsatte 0,7 ml af en oplgsning
'af 0.05 M I, i 0,25 M KI. Ca. 15 minutter senere indstilledes ;A
pa 6 ved tilsetning af 0,1 M NaHSOB.

Af analytiske grunde blév denne prgve fortyndet, og samtidic
blev pH-vardien indstillet p& 6,00 med eddwkesyre/hatrlumdcetat Derg

20 blev prgven varmebehandlet ved 60°C i 30 minutter.

2Aktivitetsudbyttet var 42,6%.
Den residuale aktivitet efter varmebehandlin gen var 35%.
Den beregnede halveringstid ved 60 °c cg pH 6 var 20 minutte

Dette svarer til en destabilisering pd ca. 5 °c, da en referenceprgve
25 Viste samme halveringstid P2 ca. 20 minutter ved 65°C.

Eksempel 13.

3 g Mucor pusillus protease (Noury, 1:220.000) 0p1¢ses i
30 m1 10% NaCl, og pH-verdien indstilles p& 6,5 ved 5 - 10°C. 3 x 50 331
15% NaOCl tilsattes med intervaller pé 30 minutter. Efter omrgring i 3
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timer holdes blandingen ved 4% i 16 timer, og pH-verdien bliver
derpd indstillet pad 5,0. Der opsamles prg¢ver med henblik pa be-
stemmelse af aktivitet og thermostabilitet. Resultaterne fremgar
af nedensté&ende tabel.

Prgve/reaktions- | Aktivitetsudbytte | Halveringstid ved | Destabilise-
tid % pH 6,0, 0 - 30 ring (°c)
minutter ved:

(min.)
50°C 55°%¢
Reference 100 144 - 155 18 - 31 -
24 timer 84 -~ 91 26- 22 5 - 11 5

Eksempel 14.

Udgangsmaterialet i dette eksempel var ikke Rennilase 46,

men Rennilase 46, hvortil man havde tilsat 6% NaCl istedet for
18% NaCl.

1 liter af udgangsmaterialet blev inddelt i 4 portioner,
der hver var 250 ml. Temperaturen blev indstillet p& 5 - 10°C, og _
pH i de tre portioner blev indstillet pd 6,5 med 4 N NaOH. Man tilsat-
te ogsd henholdsvis 1, 1,2 og 1,4% (v/v) af en 13,5% w/w NaOCl oplgs-
ning til de tre portioner, threftef pH blev indstillet pa 7,5 med
4 N NaOH, og prgverne blev inkuberet ved ca. 5°¢.

Efter en reaktionstid p& henholdsvis 3, 27 og 53 timer
udtages der 50 ml prgver af hver af de hypochloritbehandlede portio-
ner, og til hver af de 50 ml prgver tilsettes 250 mg (0,5% w/v)
aktivt carbon (Carboraffin BGN). Dagen efter tilsatningen af aktivt
carbon blev prgverne filtreret og undersggt for stabilitet og oste-
lgbeaktivitet (fgrste bestemmelse). Prgverne blev holdt ved SOC ini
dage efter at man havde tilsat hypochlorit, hvorefter stabilitet og
ostelgbeaktivitet (udbytte) blev bestemt igen (anden bestemmelse).
Efter yderligere 4 dages forlgb ved ca. 5% og 2 dage ved ca. 25°%
bestemmes ostelgbeaktiviteten igen, og udbyttet beregnes (tredje
bestemmelse). Resultaterne er opstillet i de fglgende tabeller, af

Qvilke det fremgér, at der ikke forekommer nogen betydende @ndring
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hvad angar destabilisering eller aktivitetsudbytte, ndr reaktionstider

forlanges fra 3 timer +til 53 timer.

Tabel 1
Hypochlorit- Bestemmelse | Destabilisering °C
5 ltilsatning % v/v Reaktionstid
3 timer 27 timer 53 timer
1 1. 9,2 9,4 92,1
2. 9,3 9l4 9'3
10 1,2 1. 10,0 - 10,1 9,8
2. 10,0 10,1 10,1
1. 10,6 10,7 10,5
1,4 2. 10,6 10,6 10,7 i
Tabel 2
15 [Hypochlorit- Bestemmelse j Udbytte, %
tilsatning % v/v Reaktionstid
3 timer 27 timer 53 timer
1 1. 96 99 97
20 2. 97 99 95
3. 97 - 97 . 98
1,2 1. 90 93 92
2, 94 90 92
3. 92 94 94
25 1,4 1. 89 91 90
2. 82 89 91
3. 91 89 88
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Eksempel 15.

pH-verdien i fem 25 ml prgver "Rennilase 46" blev indstillet
p& henholdsvis 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 og 6,0.Til hver af disse prgver til-
satte man 0,04 g natriumchlorit, hvorved pH-vardierne blev holdt kon-

stant pa de angivne vardier.

Prgverne blev opbevaret ved 5°C:L6dage, hvorefter de blev
analyseret for residual aktivitet og thermostabilitet ved 55 og
pH 6,0.

Initialt pH;Residual  Halveringstid (min.) Destabilisering %
aktiviteti(efter 30 min.
3 varmebehandling)
2,0 23 122 5,5
2,5 73 63 6,7
3,0 90 53 7,0
3,5 97 48 7,3
6,0 94 49 7,2

Eksempel 16.
Udgangsmaterialet i“dette eksempel var ikke "Rennilase 46",

men "Rennilase 46" der er modificeret i to henseender: 1) kulturvae-
skenblev koncentreret til en aktivitet svarende til en oplgsning af
ca. 1,6% rent enzym (altsd ikke 1% rent enzym) og 2) man tilsatte
9% NaCl (altsd ikke 18% NaCl) til det r& koncentrat.

P& denne mdde fremstilledes 5952 kg modificeret "Rennilase
46" i en pilot plant. .

pH blev indstillet péd 6,4 ved 9°C med 34% NaOH, og der til-
sattes 109 kg af en 12,5% (w/w) NaOCl oplgsning. Under denne behand-
ling forggedes pH-verdien til 8,0, og pH-verdien blev indstillet p&
7,4 med 37% HC1.

Efter 18 timer ved 9 - 5°C var pH faldet til 6,9. Derpd tilsattes
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12 aktivt cabon ved 4 -~ SOC. 26 timer senere gennemfgrtes en filtre-
ring ved hjalp af en filterpresse, og destabiliseringen blev milt
igen. Slutteligt blev den foreliggende supernatant koncentreret un-
der reduceret tryk ved 30°% og pH 6,7, og der blev tilsat NaCl til

totalt 18%.

Det viste sig, at halveringstiden af det sluttelige pro-

dukt var 1l min., og at destabiliseringen var 10%¢.,
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PATENTKRAV:

1. Fremgangsmdde til termisk destabilisering af mikrobiel

ostelgbe ved kemisk modifikation deraf, k endetegnet

v e d, at man modificerer den mikrobielle ostelgbe ved behandling
i et vandigt medium med et oxidationsmiddel, der udvalgt fra den
gruppe, som bestdr af halogenholdige forbindelser, hvis halogen

udviser et iltningstrin p& mellem 0 og 3.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k endetegnet ved,

at halogenet er chlor.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, k ende tegnet
v e d, at behandlingen gennemfgres til et destabiliseringsniveau
pa mindst 5%, fortrinsvis 7 - 11°C, med et ostelgbeaktivitetstab

p& ikke mere end 50%, fortrinsvis ikke mere end 30%.

4. Fremgangsmidde ifglge krav 1l - 3, kende tegnet
v e d, at oxidationsmidlet er en halogenholdig forbindelse, hvis
halogen udviser et iltningstrin p& 0 eller 1.

5. Fremgangsmade ifglge krav l - 4, k ende tegnet
v e d, at oxidationsmidlet er hypochlorit.

6. Fremgangsmade ifglge kravl - 5, k ende tegnet
v e d, at den mikrobielle ostelgbe er Mucor miehei ostelgbe.

7. Fremgangsmade ifglge kravl - 6, k ende tegnet
v e d, at behandlingen gennemfgres med et vagtforhold i reaktions-
blandingen mellem oxidationsmidlet og den totale mengde protein i

enzympraparatet pa mellem 0,01 og 1, fortrinsvis mellem 0,03 og 0,3.

8. Fremgangsméde ifglge kravl - 7, k ende tegnet
v e d, at det vandige medium har en pH-verdi mellem 5 og 9.

9. Fremgangsmdde ifglge kravl - 8, k ende tegnet
v e 4, at det vandige medium har en temperatur pa mellem 0 og 30%.
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