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Entsyymistabilointi

Keksinndén ala

Késilla oleva keksintd kohdistuu entsyymistabiloin-
tiin, erityisesti menetelmiin entsyymien stabiliteetin pa-
rantamiseksi nestemaisissa koostumuksissa, kuten pesuaine-
formulaatioissa, seka edelld mainitulla tavalla valmistet-
tuihin stabiloituihin, entsyymeja sisaltdviin formulaati-
oihin, kuten entsyymid sisaltéviin nestemiisiin pesuai-
neformulaatioihin.

Keksinnon tausta

Ensisijainen ongelma, Jjoka tavallisesti 1liittyy
entsyymia sisdltavien nestemdisten koostumusten, kuten
pesuainekoostumusten, valmistukseen, on entsyymid sisalta-
vien aerosolien (tai sumutteiden) muodostuminen. T&llaiset
entsyymia sisdltavat aerosolit ovat vakava huolen aihe
tydskentelyalueen turvallisuudelle. Tamd& ongelma on eri-
tyisen akuutti silloin, kun valmistus- ja/tai formuloin-
tiolosuhteet liittyvat kaupalliseen mittakaavaan ja tarvi-
taan kaupallisia tuottajia, jotka huolehtivat erityisistéa
turvatoimenpiteista naiden riskien alentamiseksi.

Toinen primaarinen ongelma nestemdisten, entsyymia
sisdltavien koostumusten valmistuksessa ja kaytdssa on
entsyymin stabiiliuden (ja siten aktiivisuuden) yllapitéa-
minen nestemaisessa koostumuksessa.

Entsyymien pysyvyyteen liittyvat ongelmat ovat eri-
tyisen akuutteja silloin, kun entsyymeja on sisallytetty
sellaisiin nestemdisiin koostumuksiin, joiden vesipitoi-
suus ja/tai pH-arvo on korkea. Vesipitoisuus tdllaisissa
koostumuksissa liuottaa entsyymida ja tam& johtaa entsy-
maattisen aktiivisuuden haviamiseen. Tallaisten koostumus-
ten korkea pH johtaa entsyymin denaturoitumiseen, joka
johtaa entgymaattisen aktiivisuuden haviamiseen.

Nestemaisissd pesuaineformulaatioissa on erityisia
ongelmia entsyymistabiloinnin suhteen. Tamd johtuu siita,
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ettd tdllaisissa pesuaineformulaatioissa on usein sekia
korkea vesipitoisuus ettd korkea pH. Namd olosuhteet eivat
ainoastaan liuota entsyymia, vaan myds johtévat entsyymin
denaturointiin samoin kuin vaikuttavat muutenkin negatii-
visesti entsymaattiseen pysyvyyteen ja aktiivisuuteen.

Edella esitetyistd asioista johtuen on yritetty
parantaa entsyymien stabiiliutta nestemdisiss& koostumuk-
sissa ja erityisesti pesuaineformulaatioissa siten, etta
niiden entsymaattinen aktiivisuus sailyy kuljetuksen ja
varastoinnin aikana.

Esimerkkeja ehdotuksista entsyymien stabiiliuden
(varastoinninkestavyyden) parantamiseksi nestemdisissa
lietemaisisséa pesuainekoostumuksissa on erilaisten lisdai-
neiden kayttd. Tallaisia ehdotettuja lisdaineita ovat al-
kalimetallipentaboraatti (US-patentti 4 404 114), kalsium-
ionien ja alhaisen molekyylipainon omaavien karboksyyli-
happojen tai -suolojen kombinaatiot (US-patentit 4 318 818
ja 4 305 837) seka antioksidantin ja hydrofiilisen poly-
olin kombinaatiot (US-patentti 4 243 543). Pelkigtavien
alkalimetallisuolojen, kuten natriumsulfiitin, kayttda on
ehdotettu erityisesti boorihappoa tai alkalimetalliboraat-
tia sisaltavien formulaatioiden ollessa kyseessa (US-pa-
tentti 4 462 922).

Valitettavasti tallaisten stabiloijien ja lisaai-
neiden kayttd ei aina ole toivottavaa tai hyddyllista nes-
temaisissa koostumuksissa. Tamd johtuu ainakin osittain
siitd tosiasiasta, ettd ne voivat johtaa pilaantuneiden
jatevesien muodostumiseen ja/tai ne voivat tuottaa muita
kadyttdongelmia. Tallaisten stabiloijien ja lisdaineiden
kayttd wvoi lisaksi 1lisatd niiden avulla valmistettujen
koostumusten hintaa.

Stabiloijien ka&yttd ja lasndolo sellaisissa entsyy-
mid sisaltdvissa koostumuksissa, joita edelld on mainittu,
ei alenna tai poista enstyymia sisdltavien aerosolien (su-

metteiden) muodostumiseen liittyvaa ongelmaa.
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Me emme ole tietoisia mistaan julkaisusta, jossa
kuvataan entsyymikiteiden k&yttd& joko sellaisenaan tai
kombinaatiossa stabilointiaineiden kanssa, jbssa tatd oli-
si kuvattu, esitetty tai ehdotettu entsyymien stabiiliuden
parantamiseksi nestemdisissa koostumuksissa. Todellakin ja
ehkd juuri siita tosiasiasta johtuen, ettd entsyymikiteet
liukenevat nopeasti tallaisissa koostumuksissa (aiheuttaen
huonon sailytyspysyvyyden), on entsyymikiteiden k&yttda
vesipitoisissa formulaatioissa valtelty.

Entsyymikiteiden kayttdd on kuvattu paremman ent-
syymistabiliteetin saamiseksi kuivissa (rakeet) ja vedet-
tomigsa (liete) pesuainekoostumuksissa (kansainv&linen
patenttihakemus WO 91/09 941), mutta niiden kayttd neste-
maisissd koostumuksissa ja erityisesti nestemdisissa koos-
tumuksissa, joiden vesipitoisuus on korkea (vesipitoiset
koostumukset), on torjuttu. Tamd johtuu ainakin osittain
siitd tosiasiasta, etta tallaiset kiteet (kuten edella
kuvatut tavanomaiset entsyymimuodot) ovat helposti liu-
kenevia. Sellaisenaan niilla olisi huono varastoinninkes-
tavyys nestemdisissa koostumuksissa ja erityisesti kor-
kean vesipitoisuuden omaavissa nestemdisissad koostumuk-
sissa.

Vastaavasti voidaan ndhd&, ettd jaljelle jaa tarve
antaa kayttdédn ratkaisu ongelmaan entsyymid sisaltavien
aerosolien (sumutteiden) muodostumisen alentamiseksi ja/
tai eliminoimiseksi wvalmistettaessa entsyymid sisaltavia
nestemaisia koostumuksia ja erityisesti entsyymid sisalta-
viad nestemdisgid pesuaineformulaatioita. Tassd suhteessa
voidaan nahda, ettd jaljelle jaa tarve hankkia menetelma
stabiilien entsyymid sisdltavien nestemidisten koostumus-
ten, kuten nestemldisten pesuaineformulaatioiden tuottami-
seksi samalla véhentden tai eliminoiden ndiden valmistuk-
seen yleisesti liittyvien entsyymid sisaltavien aerosolien
(sumutteiden) muodostumista. Lisdksi t&ssa suhteessa voi-

daan nahda, ettd jaljelle jaa tarve sellaisten stabiilien
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entsyymia sisdltavien nestemaisten koostumusten, kuten
nestemdisten pesuaineformulaatioiden tuottamiseksi, joilla
on alhaiset entsyymid sisaltavien aerosolien tasot.

Lisaksi voidaan nahda, etta jaljelle jaa myds tarve
antaa kayttddn ratkaisu ongelmaan entsyymien pysyvyyden
parantamiseksi nestemldisissd koostumuksissa, erityisesti
nestemdisissa pesuainekoostumuksissa niiden entsymaattisen
aktiivisuuden sdilyttamiseksi. Jaljelle jaa lisdksi tarve
hankkia menetelmd stabiilien entsyymiad sisdltéavien koostu-
musten, kuten nestemdisten pesuaineformulaatioiden tuotta-
miseksi. Lisdksi jadljelle jAda tarve hankkia stabiileja
entsyymid sisdltavié nestemdisiad koostumuksia, kuten nes-
temédisid pesuaineformulaatioita, joissa entsyymi sdilyttaa
olennaisen osan entsymaattisesta aktiivisuudestaan pitkia-
kin aikoja.

Keksinnén yhteenveto

Kasilla olevan keksinnén ensisijainen kohde on an-
taa kayttddn stabiileja, entsyymid sis&ltévid nesteméisia
koostumuksia ja erityisesti nestemdisid koostumuksia, jot-
ka ovat vesipitoisia (vesipitoiset koostumukset) .

Toinen kasilla olevan keksinnén mukainen kohde on
antaa kayttddn stabiileja, entsyymi&d sisiltivii nestemii-
sid pesuaineformulaatioita ja erityisesti sellaisia neste-
midisid pesuaineformulaatioita, jotka ovat vesipitoisia
(vesipitoiset koostumukset).

Vield erads kasilla olevan keksinndn mukainen kohde
on antaa kayttddn menetelma stabiilien, entsyymia sisalta-
vien nestemdisten koostumusten valmistamiseksi ja erityi-
sesti sellaisten nestemdisten koostumusten valmistamisek-
si, jotka ovat vesipitoisia (vesipitoiset koostumukset).

Vielad erds kasillé olevan keksinndédn mukainen kohde
on antaa kayttdédn menetelmd stabiilien, entsyymid sisalta-
vien nestemdisten pesuaineformulaatioiden valmistamiseksi

ja erityisesti sellaisten nestemdisten pesuaineformulaati-



10

15

20

25

30

35

oiden valmistamiseksi, jotka ovat vesipitoisia (vesipitoi-
set koostumukset) .

Vield eris kisilla olevan keksinnén mukainen kohde
on alentaa tai poistaa entsyymiad sis&lt&véan aerosolin (su-
mutteeseen) muodostumiseen liittyvat ongelmat entsyymid
sisaltdvien nestemdisten koostumusten, kuten entsyymiéa
sisdltavien pesuaineformulaatioiden valmistuksen aikana.

Kasilla olevan keksinndén mukaisesti annetaan kayt-
t56n menetelmd stabiilien, entsyymid sisdltdvien neste-
maisten koostumusten valmistamiseksi. Tassd menetelmassa
muodostetaan kiinnostuksen kohteena olevan entsyymin liu-
kenemattomia muotoja, Jjotka sisdllytetdadn nestemdiseen
koostumukseen. Tassa menetelmassa lisdksi yhdistet&an nes-
temaisessa formulaatiossa entsyymi liukenemattomassa muo-
dossaan aineen kanssa entsyymin sailyttamiseksi liukene-
mattomassa muodossaan. Tallad tavoin annetaan kayttddn ka-
silld olevan keksinndén mukaisia stabiileja, entsyymid si-
saltavid nestemaisiad koostumuksia.

Entsyymin liukenemattomat muodot voidaan edullises-
ti muodostaa kiteyttamalla entsyymi, jolloin muodostuu ja
annetaan kayttddn entsyymikiteitd. Vaihtoehtoisesti wvoi-
daan liukenemattomia muotoja antaa kayttddn muodostamalla
entsyymin amorfisia muotoja, jolloin muodostuu ja annetaan
kayttddn amorfinen entsyymi.

Edullisessa suoritusmuodossa menetelmd& kasittaa
mielenkiinnon kohteena olevan entsyymin liukenemattomien
muotojen muodostamisen samalla kun aineen lasnad ollessa
entsyymi pysyy liukenemattomassa muodossaan.

Toisessa edullisessa suoritusmuocdossa menetelma
kdsittdd mielenkiinnon kohteena olevan entsyymin liu-
kenemattomien muotojen muodostamisen ennen mainitun ent-
syymin liukenemattoman muodon yhdistamist& aineen kanssa
entsyymin yllapitamiseksi liukenemattomassa muodossaan.

Entsyymi on edullisesti proteaasi. Erityisen edul-

lisessa suoritusmuodossa entsyymi on seriiniproteaasi.
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Toisessa erityisen edullisessa suoritusmuodossa entsyymi
on alkalinen proteaasi.

Vaihtoehtoisesti entsyymi on alfa-amylaasi.

Lisaksi on edullista, ettd kd&silld olevan keksinnén
mukaista menetelmdd voidaan kayttda stabiilien, entsyymia
sisdltavien nestemaisten pesuaineformulaatioiden valmis-
tuksessa.

Edullisesti aine, jolla entsyymi pidet&an liukene-
mattomassa muodossaan, on kiteytysaine. Erityisen edulli-
sessa suoritusmuodossa kiteytysaine on natriumkloridi.

Haluttaessa voi nestemainen formulaatio olla vesi-
pitoinen formulaatio eli formulaatio, joka sisdltai vetta.
Vield niin haluttaessa voi tamd nestemdinen formulaatio
olla vesipitoinen formulaatio, joka sisdlt&ad vetta 50 ti-
lavuusprosenttia tai enemman.

Toisessa kasillad olevan keksinndén mukaisessa koh-
teessa annetaan kayttddn stabiilit, entsyymia sisaltavat
nestemdiset koostumukset. Tallaisia nestemaisid koostumuk-
sia ovat nestemdinen formulaatio, liukenematon entsyymi ja
aine, joka pitaa liukenemattoman entsyymin liukenematto-
massa (kiteisessa tai amorfisessa) muodossaan. Tadllaisissa
koostumuksissa liukenematon entsyymi pidet&&n liukenemat-
tomassa (kiteisessd tai amorfisessa) muodossaan samalla
kun entsyymid sisaltavien aerosolien (tai sumutteiden)
muodostuminen valtetd&n olennaisesti. Tallaisissa formu-
laatioissa liukenematon entsyymi pidetdan lisdksi liukene-
mattomassa (kiteisessa tai amorfisessa) muodossa (tilassa)
samalla kun entsyymi pysyy stabiilina ja sdilyttdd olen-
naisen osan entsymaattisesta aktiivisuudestaan.

Edullinen liukenematon entsyymimuoto on kiteinen
muoto, jonka avulla entsyymikiteet muodostuvat ja annetaan
kayttddn. Vaihtoehtoisesti voi liukenematon entsyymimuoto
olla amorfinen muoto.

Edullisessa suoritusmuodossa menetelmd kasittaa

mielenkiinnon kohteena olevan entsyymin liukenemattomien
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muotojen muodostamisen sellaisen aineen lasnad ollessa,
joka pité&a entsyymin liuokenemattomassa muodossaan.

Toisessa edullisessa suoritusmuodossa menetelma
kédsittdd mielenkiinnon kohteena olevan entsyymin liu-
kenemattomien muotojen muodostamisen ennenkuin mainittu
entsyymin liukenematon muoto yhdistet&an sellaisen aineen
kanssa, joka pitéad entsyymin liuokenemattomassa muodos-
saan.

Entsyymi on edullisesti proteaasi. Erityisen edul-
lisessa suoritusmuodossa entsyymi on seriiniproteaasi.
Toisessa erityisen edullisessa suoritusmuodossa entsyymi
on alkalinen proteaasi.

Vaihtoehtoisesti entsyymi on alfa-amylaasi.

Edullisesti aine, joka ritdad entsyymin liukenemat-
tomassa muodossaan on kiteytysaine. Erityisen edullisessa
suoritusmuodossa kiteytysaine on natriumkloridi.

Lis&ksi on edullista, ettd kasilla olevan keksinndn
mukaiset stabiilit, entsyymid sisdltavat nestemaiset koos-
tumukset k&sitt&vat stabiilit, entsyymid sisadltavat neste-
maéiset pesuaineformulaatiot.

Haluttaessa voi nestemdinen formulaatio olla vesi-
pitoinen formulaatio eli formulaatio, joka sisdltéa vetta.
Vield niin haluttaessa voi tamd nestemdinen formulaatio
olla vesipitoinen formulaatio, joka sisa&lt&a vetta 50 ti-
lavuusprosenttia tai enemman.

Nam& ja muutkin k&silld olevan keksinndédn kohteet ja
keksinndén mukaisten kostumusten ja menetelmien edut tule-
vat helposti ilmeisiksi luettaessa seuraavaa kuvausta suo-
ritusesimerkeistd vyhdessa sit& seuraavien esimerkkien
kanssa.

Edullisten suoritusmuotojen kuvaus

K&sillad olevan keksinndén ensisijainen kohde on se,
ettd nestemiisissad koostumuksissa, joissa entsyymi sailyy
liukenemattomassa muodossa (kiteisend tai amorfisena),

entsyymin sdilyvyysstabiilius paranee. Tamad johtuu ainakin
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osittain siitd tosiasiasta, ettd entsyymin liukenematon
(kiteinen tai amorfinen) muoto on vastustuskykyisempi de-
naturoitumista vastaan &aarimmaisissd olosuhteissa pH:n,
ld3mmdén, varastoinnin, ja muiden vastaavien tekijdéiden suh-
teen. Tamad johtuu lisdksi ainakin osittain siit& tosiasi-
asta, ettéd (nestemdisissa koostumuksissa) liukenematto-
massa (eli kiteisessad tai amorfisessa) muodossa olevat
entsyymit ovat vahemman aktiivisia kuin liukoisissa muo-
doissa olevat entsyymit.

Vastaavasti kasilla olevan keksinndén mukaiset sta-
biilit, entsyymia sisaltavat nestemdiset koostumukset ovat
entsyymia sisdltavia nestemaisia koostumuksia, joissa ent-
syymi pidetdan liukenemattomassa muodossa (eli kiteisend
tai amorfisena). Tassa liukenemattomassa muodossa entsyymi
on vastustuskykyisempi denaturoitumista vastaan aarimmai-
sissa olosuhteissa pH:n, lammdén, kosteuden ja muiden vas-
taavien tekijdiden suhteen. Talla tavalla entsyymi pysyy
stabiilina ja aktiivisena pitki& ajanjaksoja ennen kayt-
tda. Tallaiset k&silléd olevan keksinndn mukaiset entsyymia
sisadltavat nestemdiset koostumukset késittavat pesuaine-
formulaatiot, Jjoissa entsyymi pysyy stabiilina, jolloin
olennainen osa sen entsymaattisesta aktiivisuudesta sailyy
pitkidkin aikoja.

Késilla olevan keksinndén mukaiset stabiilit, ent-
syymid sisaltavat nestemliset koostumukset sisdltavat ent-
gyymid liukenemattomassa (kiteisessd tai amorfisessa) muo-
dossa, ainetta, joka pitdd entsyymin Iliukenemattomassa
muodossaan (eli antsyymia kiteyttavad aine) ja nesteformu-
laatiota, jossa liukenematon entsyymi ja aine, joka pitda
entsyymin liukenemattomassa muodossa, yhdistetaan.

Aine, jonka avulla entsyymi pysyy liukenemattomassa
muodossaan, voi olla mik& tahansa sellainen aine, joka on
alan ammattilaiselle sinansa tuttu. Edullisesti tamad aine
on entsyymid kiteyttavéd aine. Edullinen kiteytysaine, jol-

la kiteinen entsyymi voidaan yhdistd& nestemiisiss& formu-
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laatioissa k&silld olevan keksinndén mukaisesti, voi olla
ammoniumsulfaatti, natriumkloridi (US-patentit 5 041 377
ja 5 256 557), orgaaninen happo (katso kansainvalinen pa-
tenttijulkaisu WO 91/09 943 ja US-patentti 5 281 526) ja
aminohappo (katso US-patenttihakemus 865 252, jatetty
8.4.1992) . Natriumkloridin kayttd on erityisen edullista
tassa suhteessa.

K4silla olevan keksinndn mukaisissa menetelmissa
kaytetyn (kiteyttavan) aineen maarat (pitoisuudet) entsyy-
min pitamiseksi liukenemattomassa muodossaan eli Jjotka
sisdllytetaan kasilla olevan keksinndén mukaisiin nestemai-
siin koostumuksiin vaihtelevat tarpeen mukaan riippuen
formulaatiotyypistd ja tédsmdllisestd formulaatiosta, johon
entsyymi ja (kiteyttava) aine entsyymin pitamiseksi liuke-
nemattomassa muodossa lisatdadn samoin kuin olosuhteista,
joissa muodostettua koostumusta kaytetdan ja/tai jossa
sitd sailytetddn ennen kayttda. Tallaiset wvaihtelut ovat
alan ammattilaisille sindnsa& tunnettuja.

On huomattava, ettd lisa&ttdvan kiteytysaineen pi-
toisuus lopullisessa koostumuksessa vaihtelee valilla noin
2 - noin 10 prosenttia (w/v). Kiteytysaineen pitoisuus
noin 5 prosenttia (w/v) on edullinen.

Entsyymit, joita voidaan kayttda k&sillad olevan
keksinndédn mukaisissa koostumuksissa ja menetelmissa kasit-
tavat sellaiset entsyymit, jotka pysyvat liukenemattomassa
muodossa (eli kiteisind tai amorfisina). Edullisesti tal-
laiset entsyymit ovat proteaaseja, kasittden myds seriini-
proteaasit (kuten subtilisiinit ja subtilisiinin tyyppiset
proteaasit), neutraalit proteaasit ja alkaliset proteaa-
sit. Esimerkkejad tallaisiat proteaaseista ovat alkaliset
proteaasit, joita myydaan kéuppanimilla OPTIMASE (SOLVAY
ENZYMES, Inc.) ja OPTICLEAN (SOLVAY ENTZYME, Inc.).

Muita entsyymeja, joiden kayttd kasilla olevan kek-
sinndén mukaisissa koostumuksissa on mahdollista, ovat al-

fa-amylaaseja, kuten ne alfa-amylaasit, joita myydaan kau-
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ppanimill& TENASE (SOLVAY ENZYMES, Inc.) ja TAKATHERM (SO-
LVAY ENZYMES, Inc.), muut amylaasit, lipaasit, sellulaasit
ja/tai mikd tahansa muu entsyymi, jota yleisesti kayte-
tadan pesuainekoostumuksissa (eli vaatteiden ja astioiden
pesuun tarkoitetuissa koostumuksissa) .

Myds naiden entsyymien proteiinimuokatut variantit
ja nestemdisissa koostumuksissa olevien erilaisten entsyy-
misysteemien kombinaatiot kuuluvat kdsilld olevan keksin-
nén piiriin.

Kasilléd olevan keksinnén mukaisiin koostumuksiin
sisallytettavad tasmillinen entsyymi (tai entsyymien kom-
binaatio) wvaihtelee koostumuksen aiotusta kaytdstad riip-
puen. Esimerkiksi kankaiden, kuten vaatteiden pesuun tar-
koitetut pesuainekoostumukset sisaltavat alkalisia prote-
aaseja. Entsyymien kombinaatioita voidaan myds kayttaa
kdsilla olevassa keksinndssa olosuhteiden niin vaatiessa.

Kasillad olevan keksinndén mukaisissa menetelmissa
kadytettavan entsyymin maara (pitoisuus), joka sisallyte-
tddn kisilla olevan keksinnén mukaisiin koostumuksiin,
myds vaihtelee ja tamad riippuu vaaditusta tyypista ja tas-
mallisesta formulaatiosta, johon entsyymi lisdtdan, koos-
tumukseen lisattavastd kiteytysaineesta, jolla entsyymi
pidetdadn liukenemattomassa muodossaan ja olosuhteista,
joissa muodostettua koostumusta kaytetddn ja/tai varastoi-
daan ennen kayttdad. Alan ammattilaiset pystyvat maaritta-
madn tallaiset muuttujat.

Kuitenkin lopulliseen formulaatioon sisallytettdvan
entsyymin pitoisuus on v&hint&&n noin 0,01 prosenttia (w/
v) ja tdsmillisemmin vadhint&an noin 0,1 prosenttia (w/v).
Vield edullisempaa on se, ettd mainitun entsyymin pitoi-
suus on v&hint&an noin 0,5 prosenttia (w/v). Edullisinta
on, kun mainitun entsyymin pitoisuus on vahintd&&n noin 1,0
prosenttia (w/v). Edullista on myds se, ettd entsyymin

pitoisuus on vadhinta&n noin 2,0 prosenttia (w/v).
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Lisdksi toisaalta lopulliseen formulaatioon sis&l-
lytettdvan entsyymin pitoisuus ei ole suurempi kuin noin
5,0 prosenttia (w/v) ja tasmdllisemmin alle noin 2,0 pro-
senttia (w/v). Edullisinta on, kun mainitun entsyymin pi-
toisuus on vahintdan noin 1,0 prosenttia (w/v). Edullista
on myds se, ettd entsyymin pitoisuus ei ole suurempi kuin
noin 0,5 prosenttia (w/v). Edullista on myds se, ettd ent-
syymin pitoisuus on vahintaan noin 0,1 prosenttia (w/v).

Kasilla olevan keksinnén mukaisiin nestemdisiin
koostumuksiin sisallytettdvan entsyymin tasmallinen liu-
kenematon muoto (fysikaalinen tila) voi myds vaihdella
formulaation fysikaalisesta tilasta ja sen aiotusta kay-
tdésta riippuen. Alan ammattilaiset pystyvat madrittamdan
tdllaiset muunnelmat.

Kasilla olevan keksinndén mukainen nestemdainen for-
mulaatio, jossa liukenemattomat (kiteiset tai amorfiset)
entsyymit ja entsyymin liukenemattomassa tilassaan pitava
aine (kuten kiteytysaine) yhdistetdan, voi olla mika ta-
hansa sopiva nestemdinen formulaatio. Tallaiset formulaa-
tiot voivat niin haluttaessa sisaltaa muita lisdkomponent-
teja, kuten pinta-aktiivisia aineita (eli anionisia pinta-
aktiivisia aineita, kuten lineaarinen alkyylibentseenisul-
fonaatti, ionittomia pinta-aktiivisia aineita, kuten alko-
holietoksylaatti, kationisia pinta-aktiivisia aineita tai
amfoteerisen ionin), stabilointiaineita (eli propyleeni-
glykoli) ja pH-puskureita muutamien mainitsemiseksi. Téssa
suhteessa on huomautettava, ettd kasilld olevan keksinnén
periaatteet soveltuvat nestemdisiin formulaatioihin, jotka
sisadltavat vettd, kasittden vesipitoiset lieteformulaa-
tiot. Kasilld olevan keksinndén menetelmdt ja periaatteet
todellakin soveltuvat myds niihin nestem@isiin formulaati-
oihin, joiden vesipitoisuus on suurempi kuin 50 tilavuus-
prosenttia.

Kuten edelld on mainittu, voivat kasilld olevan

keksinndn mukaiset nestemdiset formulaatiot olla niin ha-
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luttaessa pesuaineformulaatioita. Kasilla olevan keksinnén
periaatteet soveltuvat erityisesti pesuaineformulaatioiden
tuotantoon, varastointiin ja kayttddén. Erityisesti on huo-
mattava, ettd ka&silld olevan keksinndén periaatteet sovel-
tuvat ja ovat hyddyllisid vetta sisaltévien nestemdisten
pesuainekoostumusten tuottamisessa, varastoinnissa ja kay-
tossd. Esimerkkeja téllaisista kaupallisesti saatavilla
olevista pesuaineformulaatioista ovat DOUBLE POWER SURF
(Lever Brothers, Inc., USA), DYNAMO (Colgate-Palmolive,
Inc., USA) ja STAIN OUT (Clorax, Inc, USA).

Kasilld olevan keksinndén mukaiset pesuainekoostu-
mukset (formulaatiot), joihin liukenemattomat (kiteiset
tai amorfiset) entsyymit ja entsyymin liukenemattomassa
tilassaan pitavéd aine (kuten kiteytysaine) yhdistetaan,
voi olla mik& tahansa sopiva pesuainekoostumus (formulaa-
tio). T&llaiset formulaatiot voivat niin haluttaessa si-
s&1td4 komponentteja, kuten pinta-aktiivisia aineita (eli
anionisia pinta-aktiivisia aineita, kuten lineaarinen al-
kyylibentseenisulfonaatti, ionittomia pinta-aktiivisia
aineita, kuten alkoholietoksylaatti, kationisia pinta-ak-
tiivisia aineita tai amfoteerisen ionin sisdltavid pinta-
aktiivisia aineita), stabilointiaineita (eli propyleenig-
lykoli), muita entsyymeja (kdsittden, ndihin kuitenkaan
rajoittumatta, amylaasit, sellulaasit, peroksidaasit ja
oksidaasit), pesuainerakentajia (kuten tseoliitit, difos-
faatit ja trifosfaatit), lisdaineita (kuten hiilihydraat-
tisidonta-aineet, kuten dekstriinit ja selluloosajohdan-
naiset, kuten hydroksipropyyliselluloosa ja metyylisellu-
loosa) ja pH-puskureita (pesuainekoostumuksen pitamiseksi
halutussa pH:ssa) késittéen fosfaatti- ja hiilisuolat.

Kasilld olevan keksinndén mukaisia stabiileja, ent-
syymid sisdltidviad nestemdisid koostumuksia voidaan kayttaa
useisiin tarkoituksiin, joihin niitad on formuloitu. Téssa
suhteessa pesuainekoostumuksia voidaan kayttaa puhdistus-

koostumuksissa vaatteiden, astioiden (esimerkiksi astian-
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pesukoneissa) ja/tai muiden puhdistuksen tarpeessa olevien
pintojen pudistuksessa.

Erds ensisijainen kasilla olevan keksinnén kohde on
se, kuten olemme havainneet, ettd yhdistettdessd nestemdi-
sessd formulaatiossa sopivaa entsyymi& liukenemattomassa
muodossaan (kiteinen tai amorfinen) yhdessd sopivan aineen
(kuten kiteytysaineen) kanssa, joka pitad entsyymin liu-
kenemattomassa muodossaan, saadaan kayttddn entsyymid si-
sdltivad nestemainen koostumus, jossa entsyymi osoittaa
merkittadvaa paranemista varastoinninkestavyyden suhteen.

Kagilla olevan keksinnén mukainen menetelmd kasilla
olevan keksinndén mukaisten entsyymid sisdltavien neste-
méisten koostumusten valmistamiseksi Kkasittdad entsyymin
muodostuksen Kkyseessd olevaan liukenemattomaan muotoon.
T&ssd suhteessa menetelmd voi kasittaa kyseisen entsyymin
kiteyttamisen. Vaihtoehtoisesti menetelm& wvoi kasittaa
entsyymin muodostamisen siten, ettd se on amorfisessa muo-
dossaan. Sitten taman entsyymin muodostuksen jalkeen liu-
kenemattomassa muodossa (kiteinen tai amorfinen) oleva
entsyymi yhdistetdan sellaisen aineen kanssa, joka sailyt-
t4d4 entsyymin liukenemattomassa muodossaan (kuten entsyy-
min kiteytysaine), jolloin entsyymin liukenematon rakenne
(kiteinen tai amorfinen) sdilyy nestemdisess& formulaa-
tiossa. T&lla tavoin saadaan kasilla olevan keksinndén mu-
kaisia stabiileja, entsyymid sis&ltévid koostumuksia.

Entsyymien kiteytys voidaan kasilla olevan keksin-
ndn menetelmdn mukaisesti suorittaa milla tahansa sinansa
tunnetulla menetelmdlla. Ta&llaisia menetelmia on kuvattu
US-patentissa 5 256 557, jossa entsyymit kiteytetaan kayt-
t&dmall4 aminohappoja ja/tai orgaanista happoa. Muita sopi-
via menetelmid on kuvattu US-:patentissa 5 281 526.

Amorfisessa muodossaan olevia entsyymeja voidaan
muodostaa k&silld olevan keksinndén mukaisesti milla tahan-
sa sindnsa tunnetulla sopivalla menetelmdlla. Tallaisia

menetelmid on kuvattu US-patentissa 4 673 647.
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Liukenemattoman (kiteisen) entsyymin ja entsyymin
liukenemattomassa muodossaan pitavan aineen (kiteutysaine)
yhdistaminen halutussa formulaatiossa (kuten pesuainefor-
mulaatioissa) voidaan suorittaa usealla eri tavalla.

Liukenemattoman entsyymin ja mainitun aineen yhdis-
taminen voidaan suorittaa muodostamalla entsyymin liukene-
maton muoto aineen lasnd ollessa entsyymin pitamiseksi
liukenemattomassa muodossaan (ja nestemdinen formulaatio,
kuten se, josta ja/tai jossa entsyymin liukenematon muoto
muodostettiin). Talla tavoin muodotunut liukenematon ent-
syymi yhdistetaan (heti) liukenemattomassa muodossa olevan
entsyymin kanssa nestemaisessa formulaatiossa, jossa ent-
syymi muodostettiin mainituksi liukenemattomaksi muodok-
seen.

Vaihtoehtoisesti liukenemattoman entsyymin ja mai-
nitun aineen yhdistaminen voidaan suorittaa ensin muodos-
tamalla entsyymin liukenematon muoto ja sitten lisaamalla
mainittu aine siihen. Tassd tapauksessa mainittu aine voi
olla joko liuoksessa (nestemdisessd koostumuksessa) lisat-
tdessa liukenemattomassa muodossa olevaan entsyymiin si-
ten, etta liukenematon entsyymi ja aine yhdistetdan neste-
maisen koostumuksen 1lasnd ollessa. Vaihtoehtoisesti voi-
daan nestemainen koostumus lisata seokseen, jossa on ent-
syymia liukenemattomassa muodossaan ja mainittua ainetta
siten, ettd mainittu liukenematon entsyymi ja mainittu
aine yhdistet&an nestemiaisen koostumuksen lasna ollessa.

On kuitenkin huomattava, ettd riippumatta valitusta
menetelmdstd, yhdistetaan kaikissa tapauksissa liukenemat-
tomassa muodossaan oleva entsyymi ja mainittu aine neste-
maisen koostumuksen l&snd ollessa siten, ettd aine sitoo
nestettd (eli vettd) ja sdilyttdd siten entsyymin liukene-
mattomassa muodossaan.

Liukenemattomassa muodossaan olevan entsyymin ja
entsyymin liukenemattomassa muodossaan pitavan aineen yh-
distaminen tulisi suorittaa lampdtiloissa, Jjotka eivat
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vaikuta entsyymin aktiivisuuteen (kuten esimerkiksi dena-
turoimalla entsyymi). Téassd suhteessa lampdtilat, jotka
eivat ole alhaisempia kuin noin 5 °C ja eivatka korkeampia
kuin noin 50 °C, ovat edullisia.

Liukenemattomassa muodossaan olevan entsyymin ja
entsyymin liukenemattomassa muodossaan pitavan aineen yh-
distaminen tulisi suorittaa pH:ssa, joka ei vaikuta ent-
syymin aktiivisuuteen (kuten esimerkiksi denaturoimalla
entsyymi) . Tassd suhteessa pH-arvot, jotka eivat ole al-
haisempia kuin noin 4,0 ja eivatkad korkeampia kuin noin
13,0, ovat edullisia.

On huomattava, ettd edelld kuvatun kasilla olevan
keksinndén mukaisen menetelman kayttd kasilld olevan kek-
sinnén mukaisten satbiien, entsyymiad sisdltévien neste-
méisten koostumusten valmistamiseksi vdhentdd merkittavas-
ti entsyymid sisdltdvien aerosolien (sumutteiden) muodos-
tumiseen liittyvid ongelmia. Té&m& saavutetaan sisallytta-
m&ll&d liukenematon (eli kiteinen) entsyymi nestemaiseen
formulaatioon ja sailyttamalla entsyymin liukenematon (eli
kiteinen rakenne) muoto nestemaisissa koostumuksissa (ku-
ten pesuainekoostumuksissa).

K&asillad oleva keksintdé on edullinen sen wvuoksi,
ettd se antaa kayttddn paremman stabiiliuden (ja taman
vuoksi silld on taloudellista vaikutusta) ja turvallisuu-
den (vahemman allergeeninen).

Taten on kasilla olevan keksinndn mukaisia stabii-
leja, entsyymia sisdltédvid nestemdisid koostumuksia, kuten
pesuainekoostumuksia, samoin kuin ka&silléa olevan keksinndn
mukaisia menetelmid kuvattu sellaisten stabiilien, entsyy-
mi& sisdltdvien nestemdisten koostumusten, kuten pesuaine-
koostumusten valmistamiseksi ja seuraavat esimerkit kuvaa-
vat ka&silla olevaa keksintdd sitad kuitenkaan millaan lail-

la rajoittamatta.



®s oees se eoce o
.

LI

10

15

20

25

30

35

16

Esimerkki 1

Alkalista proteaasia saatiin mikrobista Bacillus
alkalophilus ja se kiteytettiin kuvattujen menetelmien
mukaisesti ja olosuhteissa, jotka on kuvattu US-patentin
5 256 557 esimerkissa 1. Tallaisessa menetelmadssa alkali-
sen proteaasin kiteet muodostetaan 10 prosenttisen (w/v)
natriumkloridin 1l&sni ollessa (aine, jokapitda entsyymin
kiteisessd muodossaan). Tallad tavoin stabiloitu alkalinen
proteaasi muodostettiin siten, ettd se on liukenemattomas-
sa (kiteisessd) muodossaan, jossa sitd yllapidetdan natri-
umkloridilla.

Sitten kiteinen entsyymikonsentraatti laimennettiin
noin 1 000 000 DU/g:n (Delftin yksikkd& per gramma) aktii-
visuuteen lisdamdllad tislattua vettd (pH 6,5 - 7,0).

Liuoksen vakioimiseksi siihen lisattiin natriumklo-
ridia, jolloin natriumkloridipitoisuus saatiin 10 prosent-
tiin (w/v). Liuokseen lisattiin myds seuraavia ainesosia
ja niiden pitoisuudet olivat seuraavat: boorihappoa lisat-
tiin, jolloin pitoisuus 1,0 % (w/v); kalsiumkloridia 1li-
sattiin konsentraation saamiseksi arvoon 1m0 % (w/v); ja
kiinteitd aineksia maissisiirapista 1lisattiin, jolloin
niiden kuiva-ainepitoisuus oli > 50 % (w/v) (dbs).

Liuoksen pH saddettiin arvoon 4,5 happamalla hapol-
la (0,1 M).

Talla tavoin tuotettiin kasilld olevan keksinndn
mukaista stabiilia, kiteistd entsyymid sisdltavad neste-
maista koostumusta.

Esimerkki 2

0,1 M boraattipuskuriliuosta (pH 8,5) valmistettiin
ja se sisalsi boorihappoa (0,1 M) ja natriumboraattia
(0,1 M) vedessa.

Sitten stabiili, kiteistd entsyymia sisdltava nes-

temdinen koostumus, Jjoka sisalsi 10 tilavuusprosenttia
entsyymiad kiteyttavad ainetta (natriumkloridi), lisattiin
(1:1 v/v suhteessa) boraattipuskuriin siten, ett& muodos-
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tui stabiilia, kiteistd entsyymid sisilti3vaid nestemiisti
koostumusta, joka sisdlsi 5 tilavuusprosenttia entsyymia
kiteyttadvaa ainetta (natriumkloridia). TAmin nestemdisen
koostumuksen alkalisen proteaasin alkuper&inen aktiivisuus
oli 500 000 - 800 000 DU/g.

Saatiin saman alkalisen proteaasin nestemdisti for-
mulaatiota (alkuperdinen aktiivisuus 1 000 000 DU/g, joka
oli formuloitu propyleeniglykolissa, jota myyd&an kauppa-
nimell&d OPTICLEAN L-1000 (SOLVAY ENZYMES, Inc.).

Tamén jalkeen vastaavia naytteitd sekd kiasilla ole-
van keksinndén mukaista nestemdistad koostumusta, jolla oli
taman alkalisen proteaasin kidemuoto, ettd propyleenigly-
kolissa formuloidun alkalisen proteaasin nestemdistd koos-
tumusta inkuboitiin 50 °C:ssa pH:ssa 8,5, ja niista& otet-
tiin madaritysnaytteita tiettyind ajanjaksoina (0, 3, 6,
12, 24 ja 38 tuntia) ja alkalisen proteaasin aktiivisuus
mitattiin kayttaémall& kuvattua menettelytapaa ja US-pa-
tentin 5 256 557 esimerkissd 1 esitetyissd olosuhteissa.

Yhteenveto naiden kokeiden tuloksista on esitetty

taulukossa 1.

Taulukko 1
%ggubointiaika Jdljelld oleva aktiivisuus, 7
50 °c, pH 8,5 - Neste Kiteet
0 100 100
3 71 95
6 60 80
12 : s 83
24 20 80
38 7,5 65
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Kuten taulukosta 1 voidaan nahda, on alkalisen pro-
teaasin kiteinen (liukenematon) muoto stabiilimpi korkeas-
sa pH:ssa ja korkeassa lampdtilassa kuin sama alkalinen
proteaasi liukoisessa muodossa.

Esimerkki 3

Nestemaisessa muodossaolevan alkalisen proteaasin
(OPTICLEAN L-1000) ja esimerkin 1 mukaisten stabiloidun
kiteisen alkalisen proteaasin kiteitd stabiilisuutta ve-
dessd verrattiin sitten eri pH-arvoissa.

Stabiilia kiteistd entsyymid sis&ltavaa nestemaista
koostumusta, joka sisalsi 10 % (w/v) entsyymi& kiteyttavaa
ainetta (natriumkloridia) esimerkistd 1, lisdttiin sitten
(1:1 suhteessa, v/v) boraattipuskuriin, kuten esimerkisséa
2 on kuvattu siten, etta muodostui stabiili kiteinen ent-
syymid sisaltava nestemadinen koostumus, joka sisalsi 5 %
(w/v) entsyymid kiteyttadvdad ainetta (natriumkloridia).
Taman nestemidisen koostumuksen alkalisen proteaasin alku-
perdinen aktiivisuus oli noin 5 000 000 - 800 000 DU/g.

Nestemdista OPTICLEAN L-1000:a saatiin kuten esi-
merkissd 2 on kuvattu.

Tamén jalkeen vastaavia naytteita sekd kasilla ole-
van keksinnén mukaista nestemaista koostumusta, jolla oli
tadman alkalisen proteaasin kidemuoto, ettd propyleenigly-
kolissa formuloidun alkalisen proteaasin nestemdista koos-
tumusta inkuboitiin eri pH-arvoissa (eli pH 4 - pH 10,0)
50 °C:ssa 24 tuntia, ja t&nd aikana otettiin maaAritysnayt-
teitd ja alkalisen proteaasin aktiivisuus mitattiin kay-
ttdmadlla kuvattua menettelytapaa ja US-patentin 5 256 557
esimerkissa 1 esitetyissa olosuhteissa.

Yhteenveto naiden kokeiden tuloksista on esitetty

taulukossa 2.
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Taulukko 2

Jdljelld oleva aktiivisuus, %
Inkubointi-pH

50 °C, 24 h
Neste Kiteet
pH 4,0 27,5 36,5
pH 6,0 28,0 37,4
pH 8,0 37 51,0
pH 9,0 20 32,0
pH 10,0 14 30,0

Kuten taas taulukon 2 tulokset vahvistavat, on ent-
syymin kiteinen (liukenematon) muoto stabiilimpi kuin ent-
syymi liukoisessa muodossa.

Esimerkki 4

Taman jalkeen verrattiin alkalisen proteaasin nes-
temdisen mucdon stabiilisuutta k&silld olevan keksinndn
mukaiseen stabiiliin kiteisen alkalisen proteaasin formu-
laatioon vesipitoisessa lietteisessa pesuaineformulaatios-
sa.

Stabiili kiteinen antsyymi& sisaltdva nestemd@inen
koostumus, joka sisalsi 10 tilavuusprosenttia entsyymia
kiteyttavaa ainetta (natriumkloridia) saatiin, kuten edel-
la esimerkissa 1 on kuvattu.

Sitten kiteet konsentroitiin pitoisuuteen noin
5 000 000 DU/g kayttamalla mikrosuodatusta, kuten myds US-
patentin 5 256 557 esimerkissa 1 on kuvattu.

Taman jalkeen sekoitettiin yksi osa (w/w) kiteista
konsentraattia (100 g) nelja osaa lietteistd pesuainepoh-
jaa (400 g)
pesuainealustassa, jonka aktiivisuus oli ekvivalentti OP-
TICLEAN L-1000 (1 000 000 DU/g) proteaasiaktivisuuteen.

ja nain saatiin alkalisia proteaasikiteita
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Vesipitoinen pesuainelieteformulaatio, jota téassé
testattiin, on kaupallisesti saatavilla oleva formulaatio,
joka tunnetaan nimella DOUBLE POWER SURF (Lever Brothers,
Inc., USA). Tama formulaatio sisdltdd aktiivista neste-
maistd entsyymid. Niinpad ennen testattavien alkalisten
proteaasien lisdamistd pesuaineformulaatioihin, inaktivoi-
tiin aiemmin tassa pesuaineformulaatiossa ollut entsyymi
lammittamalla pesuainelietetta 60 ©°C:ssa, kunnes kaikki
aktiivinen entsyymi oli tuhoutunut (10 minuuttia). Sitten
tatd jaljelle jaanyttad vesipitoista lietem@istd pesuaine-
formulaatiota kaytettiin peruspesuaineformulaationa késil-
13 olevan keksinndén mukaisten formulaatioiden stabiilisuu-
den testauksessa.

Nestemd&ista OPTICLEAN L-1000:a saatiin kuten esi-
merkissa 2 on kuvattu.

Taman jalkeen vastaavia naytteitd kasilld olevan
keksinndén mukaista stabiilia, kiteista entsyymi& sisalta-
vd4 nestemdistad pesuainekoostumusta ja OPTICLEAN L-1000:a
pidettiin 37 ©°C:ssa, kunnes niiden yksittdiset naytteet
oli otettu eri ajankohtina (kuten taulukossa 3 on spesifi-
oitu) ja proteaasin jaljellad oleva aktiivisuus mitattiin
kayttamallad edella kuvattua menettelytapaa ja US-patentin
5 256 557 esimerkissd 1 esitetyissd olosuhteissa.

Yhteenveto naiden kokeiden tuloksista on esitetty

taulukossa 3.

Taulukko 3

Ndyte- Formulaation kuvaus Proteaasiaktiivi-
nro suuden vdhenemi-
nen, %

2 4
viikkoa | viikkoa

1 Nestemdinen entsyymi formuloitu- 11 31
na propyleeniglykoliin :
(1 000 000 DU/g)

2 Kiteinen entsyymi formuloituna 0 0
peruspesuainelietteeseen
(1 000 000 DU/qg)
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Merkittava parannus alkalisia proteaasikiteitd si-
saltavien pesuaineformulaatioiden varastoinninkestavyydes-
sd4 voi johtua siité&, ettd entsyymin kiteisen rakenteen
sdilyttaminen riittavan entsyymid kiteyttavan aineen, eli
NaCl:n riittavan madran lasna ollessa formulaatiossa (ki-
teisestd konsentraatissa).

Alkalisten proteaasikiteiden mikrosuodatettu kon-
sentraatti sis&lsi 10 % (w/v) natriumkloridia. Lietteinen
pesuaineformulaatio, joka sis&lsi 20 % (w/v) mikrosuoda-
tettua alkalisten proteaasikiteiden konsentraattia, sisal-
si 2 % (w/v) natriumkloridia, joka olisi voinut estaa al-
kalisten proteaasikiteiden uudelleenliukenemisen varasto-
innin aikana.

Esimerkki 5

Vedetdn lietteinen pesuaineformulaatio (DOUBLE PO-
WER SURF) saatiin ja sitd kuumakéasiteltiin (siind olevan
entsyymin inaktivoimiseksi), kuten edelld olevassa esimer-
kissd 4 on kuvattu.

Nestemaista OPTICLEAN L-1000:a saatiin kuten esi-
merkissa 2 on kuvattu.

Stabiilia kiteista entsyymia sisalté&vaa nestemaista
koostumusta, joka sisllsi 10 % (w/v) entsyymid kiteyttavaa
ainetta (natriumkloridia) saatiin, kuten esimerkissd 1 on
kuvattu.

99 grammaan pesuaineen lietealustaa lisattiin joko
vksi gramma nestemdistad alkalista proteaasia (1 000 000
DU/g) tai yksi gramma stabiilia, kiteistd entsyymid sisal-
tavaa nestemdista koostumusta. Tuloksena saatuja vesipi-
toisia pesuaineformulaatioita sekoitettiin tasaisen pi-
toisuuden saavuttamiseksi. Alkuperdisen entsyymiaktiivi-
suuden tarkastamisen jalkeen n&it& naytteitd sdilytettiin
37 ©°C:ssa. Mittausnaytteitd otettiin tiettyind aikoina
(kuten taulukossa 4 on esitetty) ja niiden aktiivisuus

mitattiin kayttamallad edelld kuvattua menettelytapaa ja



10

15

20

25

30

35

22

US-patentin 5 256 557 esimerkissad 1 esitetyissd@ olosuh-

teissa.
Yhteenveto naiden kokeiden tuloksista on esitetty

taulukossa 4.

Taulukko 4
Proteaasiaktiivi- h
. suuden vdhenemi-
Ndyte- . nen, %
nro Formulaation kuvaus !
Viikkoja 37 ©C:ssa
2 4
viikkoa viikkoa
1 Nestemdinen entsyymi 52 58
formuloituna peruspesu-
ainelietteeseen
2 Kiteinen entsyymi for- 15 26
muloituna peruspesuai-
nelietteeseen

Taulukossa 4 esitetyt tulokset osoittivat, etta

entsyymin inaktivoituminen tapahtui nopeasti, kun alkalis-
ta proteaasia ei oltu stabilotu natriumkloridilla. Entsyy-
miaktiivisuuden havidminen lietteisessa pesuainealustassa,
joka sisalsi alkalisia proteaasikiteitd, jotka oli yhdis-
tetty natriumkloridikiteiden kanssa, on huomattavasti al-
haisempi kuin aktiivisuuden haviaminen pesuainealustassa,
joka sisdlsi alkalisia proteaasikiteita, joita ei oltu
vhdistetty (stabiloitu) natriumkloridilla.

On huomattava, etta taulukon 4 tulokset osoittavat,
ettd lietteisissad pesuaineformulaatioissa kaytetyn stabi-
loidun kiteisen entsyymin aktiivisuudessa oli havidita, ja
uskotaan, etta tam& havikki voisi johtua lietteisessa pe-
suaineformulaatiossa olevien kiteiden hitaasta uudelleen-

liukenemisesta, joka johtuu natriumkloridin alhaisemmasta



23

pitoisuudesta formulaatiossa. Taten parannettu entsyymin
stabiilisuus pesuaineformulaatiossa saavutettiin sisallyt-
tamallad entsyymid kiteisessa muodossa yhdessad entsyymia
kiteyttavan aineen sopivan pitoisuuden kanssa.

Kasillad olevan keksinnén mukaisiin stabiileihin,
entsyymid sisaltaviin nestemaisiin koostumuksiin ja mene-
telmiin niiden valmistamiseksi voidaan tehdd modifikaati-
oita erocamatta kasilla olevan keksinndén perushengesta.
Vastaavasti, kuten alan ammattilaiset ymmartavat, voidaan
k&dsilla olevaa keksintda, liitteend olevien patenttivaati-
musten piirissa, harjoittaa muutoinkin kuin tassa esite-

tyissa spesifisissa esimerkeissa on kuvattu.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma stabiilin, entsyymia sisaltavan neste-
maisen koostumuksen valmistamiseksi, t unnet tu sii-
ta, ettd entsyymi muodostetaan siten, ettd entsyymi on
liukenemattomassa muodossaan ja yhdistetddn nestemiisessé
formulaatiossa liukenemattomassa muodossaan oleva entsyymi
entsyymin liukenemattomassa muodossaan sailyttavan aineen
kanssa, jolloin muodostuu entsyymia sisdltdva nestemdinen
koostumus.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-

nettu siita, ettd entsyymin muodostus liukenematto-
maan muotoonsa kasittad entsyymin kiteyttamisen siten,
ettd entsyymilla on kidemuoto.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd yhdistdminen nestemdisessd formu-
laatiossa kasittaa kiteisen entsyymin yhdist&misen, neste-
maisessa formulaatiossa, entsyymid kiteyttadvadn aineen
kanssa sellaisen entsyymin saamiseksi, joka on kiteisessa
muodossaan, jolloin muodostuu stabiili, entsyymid& sisal-
tava nestemainen formulaatio.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd kiteyttdva aine on natriumkloridi.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, £t u n-
nettu siitd, ettd entsyymi on proteaasi.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siita, ettd entsyymi on seriiniproteaasi.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi&, t u n-
nettu siita, ettd seriiniproteaasi on alkalinen pro-
teaasi.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siita, ettd nestemdinen formulaatio on vesipi-
toinen formulaatio, jonka avulla muodostetaan vesipitoinen

koostumus.
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9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd nestemainen formulaatio on pesuai-
neformulaatio.

10. Menetelmi stabiilin, entsyymia sis&ltidvan vesi-
pitoisen pesuainekoostumuksen valmistamiseksi, t un -
nettu siita, etta kiteytetdan entsyymi, jonka avulla
annetaan kayttddn kiteisessd muodossa oleva entsyymi, ja
kiteytetty entsyymi ja entsyymiad kiteyttava aine yhdiste-
tddn vesipitoisessa pesuaineformulaatiossa entsyymin sai-
lyttamiseksi kiteisessad muodossaan, jonka avulla muodoste-
taan stabiili, entsyymiad sis&ltava vesipitoinen pesuaine-
koostumus.

11. Stabiili entsyymid sisaltava nestemdinen koos-
tumus, t unnet tu siitd, ettada se sisaltdad vahintaan
yhtd entsyymia, joka on liukenemattomassa muodossaan, ai-
netta, joka sailyttaa entsyymin liukenemattomassa muodos-
saan ja nestemdista formulaatiota, jossa liukenemattomassa
muodossaan oleva entsyymi ja aine yhdistetdan siten, etta
entsyymi on stabiili ja sen entsymaattinen aktiivisuus
sailyy.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen entsyymia si-
s8ltdvad nestemainen koostumus, t unnettu siita,
ettd liukenemattomassa muodossa oleva entsyymi on kiteinen
entsyymi.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen entsyymid si-
saltava nestemdinen koostumus, t unne¢ttu siita,
ettd aine, joka sailyttad entsyymin liukenemattomassa muo-
dossaan, on kiteytysaine.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen entsyymia si-
sltavid nestemdainen koostumus, tunnettu siita,
ettd kiteytysaine on natriumkloridi.

15. Patenttivaatimuksen 11 mukainen stabiili, ent-
syymid sisaltdva nestemdinen koostumus, t unnettu

siitd, ettad entsyymi on proteaasi.
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16. Patenttivaatimuksen 11 mukainen stabiili, ent-
syymid sisaltava nestemdinen koostumus, t unnettu
siita, ettd entsyymi on seriiniproteaasi.

17. Patenttivaatimuksen 11 mukainen stabiili, ent-
syymid sisdltavd nestemdinen koostumus, t unnett u
siita, ettd seriiniproteaasi on alkalinen proteaasi.

18. Patenttivaatimuksen 11 mukainen stabiili, ent-
syymid sisdltavad nestemdinen koostumus, t unnettu
siitd, ettd nestemadinen formulaatio on vesipitoinen formu-
laatio, jonka avulla muodostetaan vesipitoinen koostumus.

19. Patenttivaatimuksen 11 mukainen stabiili, ent-
syymid sisdltavd nestemldinen koostumus, tunnet tu
siita, ettd nestemdinen formulaatio on pesuaineformulaa-
tio, jonka avulla muodostetaan pesuainekoostumus.

20. Stabiili, entsyymia sisaltav& nestemidinen koos-
tumus, t unne t t u siitd, ettd se sis&dltdi vahint&an
yhta kiteytynyttd entsyymid, ainetta, joka s&ilytté&d ent-
syymin kiteisessa& muodossaan ja vesipitoista pesuainefor-
mulaatiota, jossa kiteinen entsyymi ja aine yhdistet&in
siten, ettd entsyymi sdilyy kiteisessd muodossaan ja sen

entsymaattinen aktiivisuus sailyy.
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