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lysoitumatonta kaseiinia ja sille on omi-
naista tietty nimenomainen suhteellisten
moolimassojen jakautuma. Menetelmdn luon-
teenomaisena piirteend on se, ettd siind
kiytetddn apuna kolmea tarkkaan mddrdttyd
proteolyyttistd entsyymid Jja menetelmd on
ei~-pH-staatti-menetelmi. Kaseiinihydrolysaa-
tissa on optimaalinen tasapaino DH:n, vapai-
den aminohappojen, kitkeryyden ja saannon

vdalills.

Det nya kaseinhydrolysatet inneh3ller icke
ohydrolyserat kasein och det &r kdnnetecknat
av en bestdmd férdelning av relativa molmas-
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Kaseiinihydrolysaatti ja menetelmi t&min kaseiinihydrolysaa-
tin valmistamiseksi

Keksinté ké&sittdd kaseiinihydrolysaatin ja menetelmidn t&min

kaseiinihydrolysaatin valmistamiseksi.

Kaseiinihydrolysaatteja kaytet&ddn pidasiassa alnesosina vau-
vanruuassa ja useat erilaiset kaseiinihydrolysaatit ja mene-
telmdt kaseiinihydrolysaattien valmistamiseksi ovat tunnet-
tuja. Ainakin nelj&llad kaseiinihydrolysaatteja Jja niiden
valmistusmenetelmid koskevalla osatekijdllid on tdrked merki-
tys mahdollisimman hyvén lopputuloksen saavuttamiselle, Jja
naméd ovat 1) menetelmdlld saavutettava suuri DH-arvo (hydro-
lysoitumisaste), jonka vaikutuksesta tuotteen peptidit ovat
lyhyehk$6jda ja sen allergeenisyys on vdhdinen, 2) tuotteen
pieni vapaiden aminohappojen pitoisuus, minkd vaikutuksesta
osmolaalisuus on vahdinen, mik& on edullista kaytettdessi
tuotetta ruokavaliossa, 3) pieni kitkeryys ja 4) suuri saan-
to.

Useita kaseiinihydrolysaatin valmistusmenetelmid, joilla
saadaan aikaan hyvat organoleptiset ominaisuudet, on mahdol-
lista kaytt&dad wvain niin, ettd saanto Jj&3 pieneksi. Tami
merkitsee yleisemmin tarkasteltuna sitd, ettd optimaaliseen
tasapainoon pddseminen edelld mainittujen neljin osatekijén
valilld on vaikeaa. Tdmdn keksinndén tarkoituksena onkin
saattaa k&ayttddn ominaisuuksiltaan optimaalinen kaseiini-
hydrolysaatti sekd@ tamén kaseiinihydrolysaatin valmistusme-
netelmd, toisin sanoen kaseiinihydrolysaatti, jonka DH-arvo
on suuri, vapaiden aminohappojen pitoisuus pieni, kitkeryys

vah&distad ja saanto suuri.

Tam&n keksinnén mukaisesti on tehty se hammis -
tyttava loytd, etta tietylla erityisten entsyymien
ja sellaisen hydrolyysin, jossa pH:ta el sdadeta

vakioarvoon (non-pH-stat), yhdistelmdlld saadaan kayttdon
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kaseiinihydrolysaatin valmistusmenetelmd, jossa vallitsee
optimaalinen tasapaino DH:n, vapaiden aminohappojen, kitke-

ryyden ja saannon valillé.

Taman keksinndén mukaisessa kaseiinihydrolysaatissa ei ole
lainkaan hydrolysoitumatonta kaseiinia ja sille on ominais-
ta, ettd kaseiinihydrolysaatti on taydellisesti liukoinen
tai lahes taydellisesti liukoinen vesipitoiseen mediumiin,
ettd sen pH-arvo on alueella 3,5 - 7,0, etta sen organo-
leptinen laatu on hyvd, ettd se sisdltdd peptidejd, joiden
suhteelliset mddrdt vastaavat seuraavan luettelon mukaista
suhteellisten moolimassojen jakautumaa (MW on suhteellisen

moolimassan lyhenne)

Paino-%

MW > 5 000 0 -1

5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

ja ettd vapaiden aminohappojen mddrd on alle 10 % ja luku-

keskimddrdinen suhteellinen moolimassa (Mn) on 400 - 650.

Proteiinihydrolysaateissa olevien peptidien MW-jakautuma

mid3dritetddn seuraavasti.

1. Periaate

Niyte laimennetaan, suodatetaan ja ruiskutetaan geeli-
kromatografisessa (GPC) toimintamuodossa kdytettavdan neste-
kromatografiajdrjestelmadan. Tamad erotusmenetelma perustuu
siihen, ettd siind kaytetddn nesteen kulkeutumista sellai-
silla huokoisilla partikkeleilla téytetyn pylvaan lapi,
joissa olevien huokosten 1ldpimitta on tarkkaan rajattu.
Suhteelliselta moolimassaltaan erisuuruisia peptideja sisal-
tavadn liuoksen kulkeutuessa pylvaan 1lapi kykenevat pienet

peptidit kulkeutumaan huokosiin, kun taas nditd suuremmat



10

15

20

-----

30

.35

3 110660

peptidit eivat kykene té&hdn. Liuoksessa olevat peptidit
erottuvat siten molekyylin koon (ja suhteellisen mooli-
massan) mukaisesti, koska suuremmat peptidit eluoituvat
pylvddstd pienempid peptidejd nopeammin. Pylvadsta ulos
tulevaa nestettd tarkkaillaan jatkuvasti pylvaan ulostulon
kohdalla olevalla detektorilla. Kromatografiajarjestelma
kalibrioidaan peptideilld, joiden suhteellinen moolimassa on

tunnettu.

2. Kromatografialaitteisto

2.1 HPLC-jarjestelma, jonka osat ovat

Korkeapainepumppu, Waters M 510, virtausnopeus 0,7 ml minuu-
tissa

Injektori, Waters WISP M 710

Detektori, Waters M 440, varustettuna lisdlaitteella, joka

laajentaa aallonpituusalueen 214 nm:aan.

2.2 GPC-pylvds, 3 x TSK G 2000 SWXL, 7,8 mm x 300 mm, perak-
kdin yhdistettynd, jota kaytetadn ympdristdn lampdtilassa.

2.3 Integrointi/tulostenkdsittely, Waters 820 MAXIMA SIM
-kromatografinen tietojenkdsittelyjarjestelmd, joka on
varustettu 810/820 GPC -yksik06lla.

. Reagenssit

.1 Fosfaattipuskuri NaH,PO, -2 H,0

.2 Ammoniumkloridi NH,C1

.3 Trifluorietikkahappo (TFA), CF,COOH
3.4 Asetonitriili, CH;CN

3
3
3
3

3.5 Liikkuva faasi: 0,05-molaarinen fosfaattipuskuri/0,5-
molaarinen ammoniumkloridiliuos, joka sisdltda 0,1 % TFA:ta

[+

ja 25 % asetonitriilid.
4. Kuvaus
4.1 Kalibrointi

Kromatografiajadrjestelmd kalibroidaan ruiskuttamalla jarjes-
telmddn useita peptidistandardeja, Jjoiden suhteelliset
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moolimassat ovat tunnettuja. Kunkin standardin suhteellinen

4

moolimassa merkitddn puolilogaritmiseen kuvaajaan kohtaan,
joka vastaa sitd havaittua liikkuvan faasin tilavuutta, joka
tarvittiin peptidin eluoimiseen pylvaasta. Havainto-
pisteisiin parhaiten sopiva kolmannen kertaluokan polynomi
madritetddn pienimmdn nelidsumman menetelmdlld. Tama kayra

on kalibrointikayra.

4.2 Analyysi

Nayte laimennetaan/liuotetaan liikkuvaan faasiin siten, etté
sen konsentraatioksi saadaan noin 5 mg/ml. Liuos suodatetaan
22 pum suodattimen lapi ja sitd injektoidaan 20 pl kromato-

grafialaitteeseen. Detektorivastetta eluutiotilavuuden
suhteen seurataan piirturilla. Piirturin kdayrad - kromato-
grammi - esittdd ndytteen todellisen MW-jakautuman. Jotta

kromatogrammista voitaisiin laskea kertynyt massajakautuma
ja keskimddrdinen suhteellinen moolimassa, se jaetaan pie-
niin segmentteihin aikaa (ja eluutiotilavuutta) esittavalla
akselilla ja kutakin segmenttid kuvaa sen eluutiotilavuus ja

sen ala kromatogrammista tdlld aikavalilla.

5. Laskutoimitukset
Tulokset on esitetty paino- ja lukukeskimddrdisind suhteel-

lisina moolimassoina.

_ Zi(Ay oM, ) _ ZA;
S 70 Ve R P VAT

M,: Painokeskimddrdinen suhteellinen moolimassa

M,: Lukukeskimddrdinen suhteellinen moolimassa
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A;: Kutakin segmenttia vastaava kromatogrammin ala, Jjoka on
midritetty kertyneenid detektorivasteena kunkin ajanjakson

aikana.

My, it Kutakin segmenttid vastaava suhteellinen moolimassa.
Arvo lasketaan kalibrointikdyrdn avulla k&yttden keskimaa-

raistd eluutiotilavuutta ajanjakson aikana.

Taman keksinndén mukaisen kaseiinihydrolysaatin edulliselle
sovellutusmuodolle on tunnusomaista, ettd kaseiinihydroly-
saatti on valmistettu renniinilld saostetusta kaseiinista ja
ettd se sisdltdid peptidejd, joiden suhteelliset maarat vas-
taavat seuraavaa MW-jakautumaa (MW on suhteellista mooli-

massaa vastaava lyhenne):

Paino-%
MW > 5 000 0 -0,2

MW > 3 000 < 5
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

ja vapaiden aminohappojen madra on alle 10 % ja ettd luku-
keskimddridinen suhteellinen moolimassa (Mn) on 400 - 650.
Taman keksinndn mukaisen kaseiinihydrolysaatin té&ss& sovel-
lutusmuodossa hydrolysaatin suhteellinen moolimassa on
erilainen, koska se sis&dltdd suhteellisen pienen madrén
pitkiad peptidejad. Suhteelliselta moolimassaltaan suurien
peptidien puuttuminen vihentdd antigeenisyyttd. T&md& tulos
on hyvin tarked ajatellen renniinikaseiinista perédisin
olevan hydrolysaatin kayttoa ainesosana didinmaidon-
vastikkeissa, joiden antigeenisyyden halutaan olevan vah&i-
nen. Ta&mi parantaa myds sulavuutta, mikd johdosta tuotteilla
on pienempi taipumus aiheuttaa koliikkia. Tama  kek-

sintd kasittdd siten myds vauvanruokaformulaation tai &idin-
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maidonvastikkeen, joka sisdltda tdmidn sovellutusmuodon t&min

keksinndén mukaisesta kaseiinihydrolysaatista.

Taman keksinndén mukaisen kaseiinihydrolysaatin edulliselle
sovellutusmuodolle on tunnusomaista, ettéd kaseiini-
hydrolysaatti liukenee tdéydellisesti vesipitoiseen me-
diumiin, jonka pH-arvo on pH-alueella 3,5 - 7,0. Koska
kaseiinihydrolysaatti liukenee tdaydellisesti, se soveltuu
erittdin hyvin ruokavaliossa kdytettdvdn ravinnon aines-
osaksi. Tamd keksintd kasittdd 1lisdksi myds ruokavalio-
formulaation, joka liukenee tdaydellisesti, jonka pysyvyys
esitetyissd matalissa pH-arvoissa on hyvd ja jossa tamin
keksinnén mukaisen kaseiinihydrolysaatin tata sovellutus-
muotoa kaytetddn proteiinildhteend. Tadllainen taysin liukoi-
nen ruokavalioformulaatio, joka perustuu tamdn Kkeksinnédn
mukaisen kaseiinihydrolysaatin t&hdn sovellutusmuotoon,
estaa varsinkin tavallisissa letkuruokintatuotteissa ongel-

man muodostavan hyytymisen mahassa.

Taman keksinnén mukaiselle kaseiinihydrolysaatin valmistus-
menetelmdlle on myds tunnusomaista, ettd

1) kaseiini tai kaseinaatti, jossa on ainakin 85 % proteii-
neja kuiva-aineena laskettuna, suspendoidaan/liuotetaan
vesipitoiseen mediumiin liuokseksi, jonka proteiinipitoisuus
on korkeintaan noin 20 % ja edullisesti korkeintaan 10 %,

2) ettd vaiheesta 1) peraisin oleva suspensio/liuos hydro-
lysoidaan yksivaiheisessa reaktiossa proteolyyttisesti
DH-arvoon 15 - 35 %, ja edullisesti arvoon 22 - 28 % kolmel-
la ryhmdlla proteaaseja, jotka ovat

1) Bacilluksesta perdisin oleva yksi tail useampi neutraali
endoproteaasi, jonka konsentraatio on ainakin 0,005 Anson-
vksikkd6d 100 grammassa proteiinia,

2) Bacilluksesta peraisin oleva yksi tai useampi alkalinen
endoproteaasi, jonka konsentraatio on ainakin 0,005 Anson-
yksikk6éd 100 grammassa proteiinia, ja

3) Aspergilluksesta perdisin oleva yksi tai useampi ekso-

proteaasi, jonka konsentraatio vastaa arvoa, joka on ainakin
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1 000 peptidaasiyksikk®d 100 grammassa proteiinia lampdti-
lassa, joka on alueella 45 - 60°C, menetelmdlld, jossa pH:ta
el saadeta vakioarvoon,

3) etta hydrolyysi lopetetaan inaktivoimalla entsyymit ja

4) ettd vaiheesta 3 perdisin oleva effluentti muunnetaan

kuivaan muotoon.

Julkaisussa US 3 761 353 on kuvattu proteiinihydrolysaatti,
jonka ollessa kyseessd raakamateriaalina voidaan kayttaa
maitoproteiinia. T&min proteiinihydrolysaatin valmistuksessa
saatava saanto on pienempi kuin t&mén keksinndén mukaisella
menetelmdllda. T&ssd tekniikan tason mukaisessa menetelméssé
ei mydskaan kaytetd samaa proteolyyttisten entsyymien yhdis-

telmdsd kuin t&mén keksinndn mukaisessa menetelmissa.

Julkaisussa EP 384 303 on kuvattu menetelmdid sellaisen pro-
teiinihydrolysaatin valmistamiseksi, joka voi olla kaseiini-
hydrolysaatti. Vaikkakin t&min kaseiinihydrolysaatin kitke-
ryys on pieni, on esitetty, ettd DH:n arvo on suuruusluokkaa
4,4 %, kun taas tamién keksinndn mukaisen menetelmdn ollessa
kyseessd DH on 15 - 35 %. Myds pH sdilytet&sn hydrolyysin
aikana vakiona, mik& k&ay i1lmi sivun 6 rivilta 35, kun taas
taman keksinndén mukainen hydrolyysi suoritetaan reaktiona,

jossa pH:ta el sidadetd vakioarvoon.

Julkaisussa EP 223 560 on kuvattu perdkkidiseen hydrolyysiin
perustuva menetelmd sellaisen proteiinihydrolysaatin valmis-
tamiseksi, joka voi olla kaseiinihydrolysaatti. T&mén kek-
sinnén mukaisessa menetelmidssid kaytettdvd hydrolyysi on
vksivaiheinen reaktio, eikd t&ss& tekniikan tason mukaisessa
menetelmidssd mydskddn ole kuvattu sitd nimenomaista proteo-
lyyttisten entsyymien yhdistelm&d, Jjota kdytetd&dn t&mén

keksinndén mukaisessa menetelmissa.

Julkaisussa US 4 600 588 on kuvattu maitoproteiini-
hydrolysaatti, joka valmistetaan toisella proteolyyttisten

entsyymien vhdistelmdll&d kuin t&midn keksinnodn mukaisessa
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menetelméssd kdytetty proteolyyttisten entsyymien yhdistel-
md. TAtd tekniikan tason mukaista maitoproteiinihydro-
lysaattia kéaytetddn myds emulgaattorina, kun taas taman
keksinnén mukaista kaseiinihydrolysaattia kaytetddn elin-

tarvikelisdaineena.

On selvad, ettd termiin "Bacilluksesta perdisin oleva neut-
raali endoproteaasi" kuuluu mika tahansa Bacilluksen tuotta-
ma neutraali endoproteaasi sekd proteaasit, jotka ovat
samanlaisia kuin t&h&n entsyymiryhmddn kuuluvat entsyymit ja
jotka on tuotettu kloonaamalla muissa isdnnissd. Tata tul-
kintaa on myds kdytettdva silloin, kun kyseessd ovat saman-
tyyppiset termit, esimerkiksi termi "Aspergilluksesta perdai-
sin oleva eksoproteaasi".

Tyypillinen esimerkki Bacilluksesta perdisin olevasta neut-
raalista endoproteaasista on Novo Nordisk A/S -yhtidn tuot-
tama Neutrase®, tyypillisid esimerkkeja Bacilluksesta perdi-
sin olevista alkalisista endoproteaaseista ovat Novo Nordisk
A/S -yhtidn tuottamat Alcalase®, Esperase® ja Savinase®, ja
tyypillinen esimerkki Aspergilluksesta perdisin olevasta
eksoproteaasista on Novo Nordisk A/S -yhtidén tuottama Novo-
zym® 515,

Ndiden kolmen entsyymin konsentraatioille ei ole esitetty
mitddn yldrajaa, mutta on selvda, ettd ylarajat muodostuvat
sen perusteella, ettd ei ole haluttua kayttda sellaista
entsyymimddrdd, Jjoka heikentdd tuotteen organoleptisia
ominaisuuksia tai jolla menetelmdstda tulee taloudellisesti

epdedullinen.

Taman keksinndén mukaisen menetelmdn ollessa kyseessa voidaan
organoleptisten ominaisuuksien parantamiseksi suorittaa
hiilikdsittely. Tamd hiilikdsittely voidaan suorittaa eril-
lisend vaiheena tai jonkin olemassa olevan vaiheen yhteydes-
sd. Mikdli menetelmdssd kaytetdan ultrasuodatusta, voidaan

hiili lisdtd missd tahansa valitussa vaiheessa ennen ultra-
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suodatusta, ja kaytetty hiili erottuu automaattisesti
reaktioseoksesta ultrasuodatusvaiheessa, koska haluttu tuote
on permeaatti. Mik&dli ei suoriteta ultrasuodatusta, on

hiilikdsittely tehtdva erillisend vaiheena.

Entsyymit (vaihe 3) voidaan inaktivoida alentamalla
pH-arvoa, joka alennetaan edullisesti suunnilleen arvoon
4,5, minkd johdosta lopputuote soveltuu suoraan lisdaineeksi
virkistysjuomaan, esimerkiksi  appelsiinimehuun, ja/tai
entsyymit voidaan inaktivoida kohottamalla lampdtilaa.
Mik&li entsyymit inaktivoidaan pH-arvoa alentamalla, on
organoleptisten ominaisuuksien parantamiseksi suoritettava

hiilik&sittely havaittu tarpeettomaksi.

Tamén keksinnén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on tunnusomaista, etta vaiheen 2 kolme
proteaasiryhmdd ovat

1) Bacillus subtiliksen yksi tai useampi neutraali endo-
proteaasi,

2) Bacillus licheniformiksen yksi tai useampi alkalinen
endoproteaasi ja

3) Aspergillus oryzaen yksi tai useampi eksoproteaasi.

On havaittu, ettd tdmdn sovellutusmuodon mukaisesti tuotetun
kaseiinihydrolysaatin organoleptiset ominaisuudet ovat

erinomaiset.

Taman keksinndén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on tunnusomaista, ettda vaiheesta 2) perégin oleva
seos erotetaan ultrasuodatus/mikrosuodatuslaitteessa ennen
vaiheessa 3) olevan hydrolyysin lopettamista tai vaiheessa
3) olevan hydrolyysin lopettamisen jalkeen, ja permeaatti
muodostaa kaseiinihydrolysaatin. Nain menetellen saadaan
valmistettua taydellisesti liukenevaa kaseiini-
hydrolysaattia. Koska ultrasuodatusmembraanit, joiden
padstdéraja on alle 5 000, ovat hyvin harvinaisia ja koska

[+]

ainoastaan 1 % kaseiinihydrolysaatista ylittdad MW-arvon
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5000, ei t&ssd sovellutusmuodossa kaytetyn ultrasuodatus-
membraanin pédstdrajalla ole periaatteessa mitddan merkitys-
td. TAt& arvoa suuremmat padstdrajan arvot ovat kuitenkin

suuremman virtauksen johdosta edullisia.

Tamdn keksinndn mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on tunnusomaista, ettd hydrolyysivaihe 2) jaa alle
6 tunnin pituiseksi. Té&ssd sovellutusmuodossa ei ole tar-
peellista esikdsitelld raakamateriaalia mikrobiologisen

pysyvyyden aikaansaamiseksi.

Tamin keksinndén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on ominaista, ettd entsyymit inaktivoidaan kdsitte-
lemdlld niitd elintarvikelaatuluokkaa olevalla hapolla,
edullisesti suolahapolla tai sitruunahapolla. Tama sovellu-
tusmuoto on yksinkertainen eikd siind tarvitse kayttaa
puhdistustarkoituksiin soveltuvaa hiiltd ja silla voidaan
myds tuottaa tuote, jonka pH-arvo veteen liuotettuna on mika
tahansa valilla 3,5 - 7,0 cleva arvo.

Tamdn keksinndén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellus-
muodolle on ominaista, ettd entsyymit inaktivoidaan lampd-
kdsittelylld ja ettda vaiheesta 3 perdisin oleva effluentti
kédsitellddn aktiivihiilelld, joka mydhemmdssa vaiheessa
erotetaan, kun taas vaiheena 4 muutetaan vaiheesta 3 saatu
effluentti, Jjoka ei endd sisdlld aktiivihiiltd, kuivaan
olomuotoon. Tamd kaseiinihydrolysaatti soveltuu erityisen

hyvin ainesosaksi vauvanruokaan.

Tamdn keksinndén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on ominaista, ettd vaiheessa 4 kdytetdadn hyper-
suodatuksen ja/tai haihdutuksen sisdltdvaa yhdistelmaa,
minkd jédlkeen tuote sumutuskuivataan. Hypersuodatus on
halvin keino tuotteen konsentroimiseksi arvoon 20 - 30 °B ja
silld voidaan myds poistaa haitallisia suoloja. Sumutus-

kuivatuksesta saadaan helposti kasiteltdva lopputuote.
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Taman keksinndn mukaiselle edulliselle sovellutusmuodolle on

11

ominaista, ettd& ldhtOmateriaalina kaytetdan hapolla saostet-
tua kaseiinia, ja ettd t&md liuotetaan emdkselld. Tdassa
sovellutusmuodossa kdytetddn halvinta kdytettdvissa olevaa

raakamateriaalia.

Taman keksinnén mukaiselle edulliselle sovellutusmuodolle on
ominaista, ett&d saostettu kaseiini 1liuotetaan Ca(OH),:n
avulla. Tasta sovellutusmuodosta saadaan kaseiini-
hydrolysaattilopputuote, jonka organoleptiset ominaisuudet

ovat erinomaiset.

Tamdn keksinndén mukaisen menetelmdn edulliselle sovellutus-
muodolle on ominaista, ettd siind kaytetadn 1lahté-
materiaalina renniinilld saostettua kaseiinia ja ettd tama
liuvuotetaan natriumfosfaatilla tai natriumkarbonaatilla.
Tédssd sovellutusmuodossa hydrolysaatin suhteellinen mooli-
massa on erilainen, koska se sisdltdd suhteellisen pienen
mi3drdn pitkid peptidejd. Tamd tulos on hyvin tdarked ajatel-
len renniinikaseiinista perdisin olevan hydrolysaatin kayt-
tamistd ainesosana 4&idinmaidonvastikkeissa, Jjoiden anti-
geenisyyden halutaan olevan pieni. On havaittu, ettd loppu-
tuotteen suhteellisen moolimassan jakautuma on seuraava.

Paino-%
MW > 5 000 0 -0,2

MW > 3 000 < 5
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

ja vapaiden aminohappojen maara on alle 10 % ja luku-

keskimddrdinen suhteellinen moolimassa (Mn) on 400 - 650.

Taman keksinndn mukaiselle edulliselle sovellutusmuodolle on

tunnusomaista, ettd renniinilld saostettu kaseiini liuote-
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taan natriumfosfaatilla tai natriumkarbonaatilla. Té&sséa
sovellutusmuodossa saadaan hydrolyysi tapahtumaan nopeasti
ja silld saadaan suuri saanto. Tatad keksintdéa kuvataan

kayttaen seuraavia esimerkkeja.

Esimerkki 1

Hydrolyysin raakamateriaali oli MD-Foods Denmark -yhtidsta
saatua Ca-kaseinaattia (Miprodan 40), joka sisdlsi noin 87 %
proteiinia. T&amd kaseinaatti suspendoitiin deionisoituun
veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon 50 °C:ssa.
Taman tuloksena saatiin seuraavat pH-, osmolaalisuus- ja
Brix-arvot: pH = 6,96, osmolaalisuus = 24 mOsm/kg ja °Brix
=7,20. Seokseen lisdtyt entsyymit olivat:

-Neutrase® 0.5L, jonka mididrd oli 2 % proteiinista
-Alcalase® 2.4L, jonka mdard oli 0,5 % proteiinista

-Novozym® 515, jonka mddrd oli 0,8 % proteiinista.

Hydrolyysi suoritettiin 6 tunnin aikana 50 °‘C:ssa seuraten
pH- osmolaalisuus- ja Brix-arvoja. Hydrolyysin pdattyesséd pH
oli 5,91, osmolaalisuus 222 mOsm/kg, Brix 12,00 B ja DH
26,2 %. Hydrolyysi lopetettiin kuumentamalla seosta
3 minuuttia 85°C:ssa.

Hydrolyysiseos erotettiin kayttden PCI-ultrasuodatus-
laitteistoa, johon oli asetettu FP100-membraanit (pddsté-
rajan MW = 100 000). UF:n jdlkeen saatu saanto oli > 93 %
raakamateriaalin proteiinimddrdn perusteella ilmoitettuna.
Lopputuote konsentroitiin PCI-nanosuodatuslaitteen awvulla,
johon o0li asettu AFC30-membraanit. Kokonaissaanto taman
valmistusvaiheen jdlkeen oli 90,7 %. Konsentraatti sumutus-
kuivattiin.

Saatu tuote oli tdysin liukoinen jauhe, joka sisdlsi 91 %
kuiva-ainetta ja jonka suhteellisten moolimassojen jakauma
oli kuvion 1 mukainen. Keskimddrdinen Mn = 516. Vapaat

[

aminohapot = 7 %. Tuote oli tdysin liukoinen pH-alueella
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3,5 - 7,0. Tuotteen 5-prosenttisen liuocksen pH-arvo oli
6,45.

Esimerkki 2

Hydrolyysiin k&aytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtidstd saatua Ca-kaseinaattia (Miprodan 40), joka sisdlsi
noin 87 % proteiinia. Kaseinaatti suspendoitiin 8-prosentti-
seen proteiinikonsentraatioon deionisoituun veteen, jonka
lampdtila oli 50 °C. Tuotteesta otettiin pH-, osmolaalisuus-
ja Brix-lukemat: pH = 6,96, osmolaalisuus = 24 mOsm/kg ja
°Brix = 7,20. Seokseen lisdtyt entsyymit olivat:

- Neutrase® 0.5L, jonka mdard oli 2,0 % proteiinista

- Alcalase® 2.4L, jonka mdara oli 0,5 % proteiinista

- Novozym® 515, jonka mdara oli 0,8 % proteiinista

Seosta hydrolysoitiin 6 tuntia 50 °C:ssa seuraten sen pH:ta,
osmolaalisuutta ja Brix-arvoa. Hydrolyysin pddtyttya pH oli
5,91, osmolaalisuus 222 mOsm/kg, Brix-arvo 1i 12,00 °B ja DH
26,2 %. Hydrolyysi lopetettiin 3 minuutin pituisella lamp&-
késittelylld 85 °C:ssa. Seokseen 1lisdttiin aktiivihiilta
(Picatif 120 EW) kayttden annoksena 4 % °B:sta.

Hydrolyysiseos erotettiin PCI-ultrasuodatuslaitteistolla,
joka oli varustettu FP100-membraaneilla (paastdrajan MW oli
100 000) UF:n jalkeen saatu saanto oli >93 % raaka-
materiaalissa olleen proteiinin perusteella ilmoitettuna.
Tuote konsentroitiin PCI-nanosuodatuslaitteistolla, joka oli
varustettu ACF30-membraaneilla. Kokonaissaanto taman
valmistusvaiheen jalkeen oli 90,7 %. Konsentraatti sumutus-

kuivattiin.

Saatu tuote oli tdydellisesti liukeneva jauhe, joka sisalsi
kuiva-aineesta 91 % proteiinia ja jonka suhteellisten mooli-
massojen jakautuma oli kuvion 2 mukainen. Keskimddrdinen Mn
= 564. Vapaat aminohapot = 7 %. Taman tuotteen makua kuvat-

tiin miedommaksi kuin esimerkistd 1 saadun tuotteen maku.
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Tuote on tdysin liukoinen pH-alueella 3,5 - 7,0. Tuotteen 5-
prosenttisessa liuoksessa oleva pH oli 6,38.

Esimerkki 3

Hydrolyysiin kdytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtidstd saatua renniinikaseinaattia (Miprodan 26), Jjoka
sisdlsi noin 87 % proteiinia. Kaseiini suspendoitiin de-
ionisoituun veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon
75 °C:ssa. Seokseen lisdttiin kaseiinin solubilisoimiseksi
2 % dinatriumdifosfaattia ja 1 % mononatriumdifosfaattia
proteiinin miArdn perusteella ilmoitettuna. Materiaali
solubilisoitui tdydellisesti 60 minuutissa. Seos jaahdytet-
tiin 50 °C:een. Tuotteesta otettiin pH-, osmolaalisuus- ja
Brix-lukemat: pH = 6,95, osmolaalisuus = 40 mOsm/kg Jja
°Brix = 11,4. Seokseen lisatyt entsyymit olivat:

- Neutrase® 0.5L, jonka mddra oli 2,0 % proteiinista

- Alcalase® 2.4L, jonka mddrd oli 0,5 % proteiinista

- Novozym® 515, jonka madard oli 0,5 % proteiinista

Seosta hydrolysoitiin 6 tuntia 50 °C:ssa seuraten sen pH:ta,
osmolaalisuutta ja Brix-arvoa. Hydrolyysin paatyttyd pH oli
6,15, osmolaalisuus o0li 211 mOsm/kg ja Brix-arvo oli
12,00 °B. Hydrolyysi lopetettiin 3 minuutin pituisella
lampdkasittelylld 85 °C:ssa.

Hydrolyysiseos erotettiin PCI-ultrasuodatuslaitteistolla,
joka oli varustettu FP100-membraaneilla (pdastdrajan MW oli
100 000). UF:n Jjalkeen saatu saanto oli >80 % raaka-
materiaalissa olleen proteiinin perusteella ilmoitettuna.
Tuote konsentroitiin PCI-nanosuodatuslaitteistolla, joka oli
varustettu ACF30-membraaneilla. Kokonaissaanto tdman
valmistusvaiheen jalkeen oli 77,5 %. Konsentraattiin lisat-
tiin aktiivihiiltd (Picatif 120EW) kayttden annoksena
4 % °B:std, jonka jadlkeen tadmd suodatettiin tasosuodattimel-

la ja sumutuskuivattiin.
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Saatu tuote oli tdydellisesti liukeneva jauhe, j!élcgﬁggggi
kuiva-aineesta 91,3 % proteiinia Jja jonka suhteellisten
moolimassojen jakautuma oli kuvion 3 mukainen. Keski-
maardinen Mn = 496. Vapaat aminohapot = 5 %. Tamdn tuotteen
makua kuvattiin vahadn aromikkaammaksi kuin esimerkista 1
saadun tuotteen maku. Tuote on taysin liukoinen pH-alueella
3,5 -~ 7,0. Tuotteen 5-prosenttisessa liuoksessa oleva pH oli
6,50.

Esimerkki 4

Hydrolyysiin kdytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtidéstd saatua Na-kaseinaattia (Miprodan 30), joka sisdlsi
noin 87 % proteiinia. Kaseinaatti suspendoitiin deionisoi-
tuun veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon
50 °C:ssa. Seokseen lisdtyt entsyymit olivat:

- Neutrase® 0.5L, jonka mddrd oli 2,0 % proteiinista

- Alcalase® 2.4L, jonka mddrd oli 0,5 % proteiinista

- Novozym® 515, jonka mddrd oli 0,8 % proteiinista

Seosta hydrolysoitiin 6 tuntia 50 °C:ssa. Suoritettiin
rinnakkainen hydrolyysikoe samoissa olosuhteissa. Ainoa ero
oli se, ettd tdssa kdaytettiin Ca-kaseinaaattia (Miprodan
40) . Seoksen maun arviointi hydrolyysin, lampdkdsittelyn ja
suodatuksen jalkeen osoitti, ettd Ca-kaseinaatista valmis-
tettu hydrolysaatti o0li aromiprofiililtaan merkittavésti
heikompi kuin Na-kaseinaatista valmistettu hydrolysaatti.

Tuote liukeni tdydellisesti pH-alueella 3,5 - 7,0.

Esimerkki 5

Jotta solubilisoinnin vaikutusta hydrolyysin tehokkuuteen
olisi kyetty tutkimaan, verrattiin hydrolysoitumisnopeuksia
renniinikaseiinia raakamateriaalina kdyttden.

Hydrolyysiin kdytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtibésta saatua renniinikaseiinia (Miprodan 26), joka
sisdlsi noin 87 % proteiinia. Kaseiini suspendoitiin deioni-

soituun veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon
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75 °C:ssa. Seokseen lisdttiin kaseiinin solubilisoimiseksi
2 % dinatriumdifosfaattia ja 1 % mononatriumdifosfaattia
proteiinin m&&r&n perusteella ilmoitettuna. Materiaali
solubilisoitui tdydellisesti 60 minuutissa. Seos jaahdytet-

tiin 50 °C:een.

Seosta hydrolysoitiin 4 tuntia seuraamalla sen osmolaali-
suutta. Rinnakkainen hydrolyysi suoritettiin samoissa olo-
suhteissa mutta ilman fosfaattia. Hydrolysoitumisnopeus oli
merkittdvasti pienempi, mikd kay ilmi kuviosta 4. Tama
korreloi myds saannon kohoamiseen, kun renniinikaseiini

solubilisoidaan fosfaatilla ennen hydrolysointia.

Esimerkki 6

Hydrolyysiin k&aytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtiéstd saatua Ca-kaseinaattia (Miprodan 40), joka sisdlsi
noin 87 % proteiinia. Kaseinaatti suspendoitiin deionisoi-
tuun veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon
50 °C:ssa. Tuotteesta otettiin pH-, osmolaalisuus- ja Brix-
lukemat: pH = 6,86, osmolaalisuus = 25 mOsm/kg ja °Brix =
8,40. Seokseen lisatyt entsyymit olivat:

- Neutrase® 0.5L, jonka mdard oli 2,0 % proteiinista

- Alcalase® 2.4L, jonka madra oli 0,5 % proteiinista

- Novozym® 515, jonka madard oli 0,8 % proteiinista

Seosta hydrolysoitiin 6 tuntia 50 °C:ssa seuraten sen pH:ta,
osmolaalisuutta ja Brix-arvoa. Hydrolyysin padtyttyd pH oli
5,92, osmolaalisuus 212 mOsm/kg, Brix-arvo 11,40 °B ja DH
26,1 %. Hydrolyysi lopetettiin laskemalla pH arvoon 4,5 30-
prosenttisella HCl:114, jonka jélkeen suoritettiin 3 minuu-
tin pituinen lampdkésittely 75 °C:ssa.

Hydrolyysiseos erotettiin PCI-ultrasuodatuslaitteistolla,
joka o0li varustettu FP100-membraaneilla (pdastdérajan MW =
100 000). UF:n jalkeen saatu saanto oli >84,7 % raaka-
materiaalissa olleen proteiinin perusteella ilmoitettuna.

Tamd tulos saatiin diafiltraatiota optimoimatta.
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Tuote konsentroitiin PCI-nanosuodatuslaitteistolla, joka oli
varustettu ACF30-membraaneilla. Kokonaissaanto taman
valmistusvaiheen jélkeen oli 79,7 %. Konsentraatti sumutus-
kuivattiin. Saatu tuote oli tdydellisesti liukeneva jauhe,
joka sis&lsi kuiva-aineesta 90 % proteiinia ja jonka suh-
teellisten moolimassojen jakautuma oli kuvion 5 mukainen.

Keskimd&drdinen Mn = 500. Vapaat aminohapot = 7 %. Tuotteen

5-prosenttisessa liuoksessa oleva pH oli 4,67.

Esimerkki 7

Hydrolyysiin kdytetty raakamateriaali oli MD-Foods Denmark
-yhtidstd saatua Ca-kaseinaattia (Miprodan 40), joka sisdlsi

noin 87 % proteiinia. Kaseinaatti suspendoitiin deionisoi-

tuun veteen 8-prosenttiseen proteiinikonsentraatioon
50 °C:ssa. Seoksen pH -, osmolaalisuus- ja Brix-lukemat
olivat: pH = 6,86, osmolaalisuus = 25 mOsm/kg ja °Brix =

8,40. Seokseen lisdtyt entsyymit olivat:

[

- Neutrase® 0.5L, jonka mddrd oli 2,0 % proteiinista

Q

- Alcalase® 2.4L, jonka mdard oli 0,5 % proteiinista

[

- Novozym® 515, jonka mddra oli 0,8 % proteiinista

Seosta hydrolysoitiin 6 tuntia 50 °C:ssa seuraten sen pH:ta,
osmolaalisuutta ja Brix-arvoa. Hydrolyysin pdatyttya pH oli
5,92, osmolaalisuus 212 mOsm/kg, Brix-arvo 11,40 °B ja DH
26,1 %. Hydrolyysi lopetettiin alentamalla pH arvoon 4,5 30-
prosenttisella HCl:114, jonka jédlkeen suoritettiin 3 minuu-

tin pituinen lampdkasittely 75 °C:ssa.

Hydrolyysiseos erotettiin PCI-ultrasuodatuslaitteistolla,
joka oli varustettu FP100-membraaneilla (padstdrajan MW-arvo
100 000). UF:n jalkeen saatu saanto oli >84,7 % raaka-
materiaalissa olleen proteiinin perusteella ilmoitettuna.

Tadma tulos saavutettiin diafiltraatiota optimoimatta.

Tuote konsentroitiin ACF30-membraaneilla varustetulla PCI-
nanosuodatuslaitteistolla. Kokonaissaanto tamdn valmistus-
vaiheen Jjdlkeen o0li 79,7 %. Konsentraattiin 1lisattiin
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aktiivihiilta (Picatif 120 EW) kayttden annoksena
4 % °B:std, jonka jalkeen tdmd suodatettiin tasosuodattimel-
la ja sumutuskuivattiin. Saatu tuote o0li tdaydellisesti
liukeneva jauhe, joka sisdlsi kuiva-aineesta 89,6 % proteii-
nia ja jonka suhteellisten moolimassojen jakautuma oli
kuvion 6 mukainen. Keskimddrdinen Mn = 541. Vapaat amino-
hapot = 7 %. Tuotteen 5-prosenttisessa liuoksessa oleva pH
oli 4,64. Maun arviointi (kolmiotesti) ei osoittanut merkit-
tavdd eroca tamian tuotteen ja edellisestd esimerkista, jossa
ei ollut suoritettu aktiivihiilikdsittelyd, perdisin olevan
tuotteen wvalilla.
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Patenttivaatimukset 1 1 O 6 6 0

1. Kaseiinihydrolysaatti, joka el sis&lld yhtdidn hydroly-
soitumatonta kaseiinia, tunnettu siiti, ettd kaseiini-
hydrolysaatti on t&ysin liukoinen tai miltei t&ysin liukoi-
nen vesipitoiseen mediumiin, Jjonka pH-arvo on pH-alueella
3,5 - 7,0, sen organoleptinen laatu on hyva, se sisdlté&a
peptidej&, joiden suhteelliset mé&drat vastaavat MW-jakautu-

maa (MW on suhteellista moolimassaa tarkoittava 1lyhenne),

joka on:
Paino-%
MW > 5 000 0 -1
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

ja vapaiden aminohappojen mid&rd on alle 10 %, ja lukukeski-

midrainen suhteellinen moolimassa (Mn) on 400 - 650.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukailnen kaseiinihydrolysaatti,
tunnettu siitd, ettd kaseiinihydrolysaatti on valmistettu
renniinilld saostetusta kaseiinista ja se sis&lt&dd peptide-
j&, joiden suhteelliset md&rat vastaavat MW-jakautumaa (MW

on suhteellista moolimassaa tarkoittava lyhenne), joka on:

Paino-%
MW > 5 000 0 -0,2
MW > 3 000 < 5
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60

500 > MW 15 - 35
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ja vapaiden aminohappojen ma&r&d on alle 10 %, ja lukukeski-

middrainen suhteellinen moolimassa (Mn) on 400 - 650.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kaseiinihydrolysaatti,
tunnettu siitd, ettd kaseiinihydrolysaatti on tdysin liukoi-
nen taydellisesti vesipitoiseen mediumiin, jonka pH-arvo on
pH-alueella 3,5 - 7,0.

4. Menetelmd jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukaisen ka-
seiinihydrolysaatin valmistamiseksi, tunnettu siita,
1) ettd kaseiini tai kaseinaatti, jossa on ainakin 85 % pro-
teiinia kuiva-aineena laskettuna, suspendoidaan/liuotetaan
vesipitoiseen mediumiin liuokseksi, jonka proteiinipitoisuus
on korkeintaan noin 20 % ja edullisesti korkeintaan 10 %,
2) ettd vaiheesta 1 perdisin oleva suspensio/liuos hydro-
lysoidaan vyksivaiheisessa reaktiossa proteolyyttisesti DH-
arvoon 15 - 35 %, ja edullisesti arvoon 22 - 28 %, seuraa-
vaan kolmeen ryhmddn kuuluvien proteaasien avulla, jotka
ovat:
1) Bacilluksesta perdisin oleva yksi tai useampi neut-
raali endoproteaasi, jonka konsentraatio on ainakin
0,005 Anson-yksikkéd 100 grammassa proteiinia,
2) Bacilluksesta perdisin oleva yksi tai usempi alkali-
nen endoproteaasi, jonka konsentraatio on ainakin
0,005 Anson-yksikkd&d 100 grammassa proteiinia, ja
3) Aspergilluksesta perdisin oleva yksi tai useampi
eksoproteaasi, jonka konsentraatio vastaa arvoa, joka
on ainakin 1 000 peptidaasiyksikkdd 100 grammassa pro-
teiinia,
léampdtilassa, joka on alueella 45 - 60 °C, menetelmdl-
14, jossa pH:ta el s&adeta vakioarvoon,
3) ettd hydrolyysi lopetetaan inaktivoimalla entsyymit ja
4) ettd vaiheesta 3 perdisin oleva effluentti muunnetaan

kuivaan muotoon.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, vaiheessa 2 olevat kolme proteaasi-ryhmd& ovat:
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1) Bacillus subtiliksen yksi tai useampi neutraali endopro-
teaasi,

2) Bacillus licheniformiksen yksi tai useampi alkalinen en-
doproteaasi ja

3) Aspergillus oryzaen yksi tal useampi eksoproteaasi.

6. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen menetelmi, tunnettu
siitd, ettd vaiheesta 2) perdisin oleva seos erotetaan
ultrasuodatus/mikrosuodatuslaitteessa ennen vaiheessa 3)
olevan hydrolyysin lopettamista tai vaiheessa 3) olevan hyd-
rolyysin lopettamisen jadlkeen, ja permeaatti muodostaa kase-

iinihydrolysaatin.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 6 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd hydrolyysivaiheen 2) kesto on alle 6

tuntia.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd entsyymit inaktivoidaan k&sittelemilla
niitd elintarvikelaatuluokkaa olevalla hapolla, edullisesti

suolahapolla tai sitruunahapolla.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd entsyymit inaktivoidaan lampdk&sitte-
lylla ja ettd vaiheesta 3) perdisin oleva effluentti k&si-
telldan aktiivihiilell&, joka erotetaan myShemmissd vaihees-
sa, minkd jédlkeen vaiheena 4) muunnetaan vaiheesta 3) perdi-
sin oleva effluentti, jossa ei ole aktiivihiilt&, muunnetaan

kuivaan tilaan.

10. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 9 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd vaihe 4 suoritetaan hypersuodatuksen
ja/tai haihdutuksen yhdistelm&ll&, jonka jalkeen suoritetaan

sumutuskuivaus.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 10 mukainen menetelmd pa-
tenttivaatimuksen 1 tai 3 mukaisen kaseiinihydrolysaatin

valmistamiseksi, tunnettu siit&, ettid lahtémateriaalina kay-
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tetddn hapolla saostettua kaseiinia ja ettd se liuotetaan

emdksen avulla.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd hapolla saostettu kaseiini liuotetaan Ca(OH),:ta

kayttéen.

13. Jonkin patenttivaatimuksen 4 - 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lidhtOmateriaalina k&dytetddn renniinilla
saostettua kaseiinia ja ettd lahtdémateriaali liuotetaan nat-

riumfosfaatilla tai natriumkarbonaatilla.
Patentkrav

1. Kaseinhydrolysat, som inte alls innehdller icke-hydro-
lyserat kasein, ka&nnetecknat av att kaseinhydrolysatet A&r
fullstandig 1losligt eller fullstdndig néstan 1lésligt 1 ett
vattenhaltigt medium vars pH-vdrde ligger 1 pH-intervallet
3,5 - 7,0, dess organoleptiska kvalitet &r god, det inne-

haller peptider i relativa mangder vilka motsvarar MW-for-

delningen (MW &r en foérkortning fér relativ molmassa), som
ar:
Vikt-%
MW > 5 000 0 -1
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

och mé@ngden fria aminosyror utgdr mindre &n 10 % och den

numeriska relativa medelmolmassan (Mn) &r 400 - 650.

2. Kaseinhydrolysat enligt patentkrav 1, kannetecknat av
att kaseinhydrolysatet &r framstdllt ur med rennin utfallt

kasein och det innehdller peptider i relativa mangder vilka
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motsvarar MW-férdelningen (MW &r en férkortning fo6r relativ

molmassa), som Ar:
Vikt-%
MW > 5 000 0 -0,2
MW > 3 000 < 5
5 000 > MW > 1 500 15 - 35
1 500 > MW > 500 40 - 60
500 > MW 15 - 35

och méngden fria aminosyror utgdr mindre &n 10 % och den

numeriska relativa medelmolmassan (Mn) &r 400 - 650.

3. [Kaseinhydrolysat enligt patentkrav 1, kAnnetecknat av
att kaseinhydrolysatet &r fullsténdigt 16sligt i ett vatten-
haltigt medium, vars pH-varde ligger 1 pH-intervallet 3,5 -
7,0.

4. Forfarande for framstdllning av ett kaseinhydrolysat
enligt ndgot av patentkraven 1 - 3, k&nnetecknat av att
1) ett kasein eller kaseinat, med A&atminstone 85 %
protein r&knat pa torrvikten, suspenseras/ldses 1 ett
vattenhaltigt medium till en 1lésning vars proteinhalt
dr hogst ca 20 % och fdérdelaktigt hoégst 10 %,
2) suspensionen/ldésningen fran steg 1 hydrolyseras i en
enstegsreaktion proteolytiskt till DH-vardet 15 - 35 %,
och fordelaktigt till vardet 22 - 28 % med hjalp av tre
grupper av proteaser vilka &r:
1) en eller flera neutrala endoproteaser fran en
Bacillus 1 en koncentration av atminstone 0,005 Anson-
enheter/100 gram protein,
2) en eller flera alkaliska endoproteaser fran en Ba-
cillus 1 en koncentration av &atminstone 0,005 Anson-

enheter/100 gram protein, och
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3) en eller flera exoproteaser fran en Aspergillus i en
koncentration som motsvarar ett virde som utgdr atmins-
tone 1000 peptidasenheter/ 100 gram protein,

vid en temperatur, som ligger 1 intervallet 45 - 60 °C,
enligt ett forfarande dar pH inte regleras till ett
konstant véarde,

3) hydrolysen avslutas genom att enzymerna inaktiveras
och

4) effluentet fran steg 3 konverteras till torr form.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, kannetecknat av att de
tre proteasgrupperna i steg 2 &r:

1) ett eller flera neutrala endoproteas av Bacillus subti-
lis,

2) ett eller flera alkaliska endoproteas av Bacillus liche-
niformis, och

3) ett eller flera exoproteas av Aspergillus oryzae.

6. Férfarande enligt patentkravet 4 eller 5, kéannetecknat
av att blandningen fran steg 2) separeras 1 en ultrafiltre-
rings/mikrofiltreringsanordning f6re avslutandet av hydroly-
sen 1 steg 3) eller efter avslutandet av hydrolysen i steg

3) och permeatet utgdrs av kaseinhydrolysat.

7. Fodérfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 6, kanne-
tecknat av att varaktigheten £fér hydrolyssteg 2) &r mindre

4n 6 timmar.

8. Forfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 7, kanne-
tecknat av att enzymerna inaktiveras genom att behandla dem
med en syra av livsmedelskvalitetsklass, foérdelaktigt salt-

syra eller citronsyra.

9. Forfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 7, kanne-
tecknat av att enzymerna inaktiveras medelst varmebehandling
och att effluentet fran steg 3) behandlas med aktivt kol som

separeras 1 ett senare steg, varefter man i steg 4) kon-
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verterar det aktivkolfria effluentet fran 3) till ett torrt
tillstand.

25

10. Férfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 9, kéanne-
tecknat av att steg 4) genomfdrs medelst en kombination av
hyperfiltrering och/eller indunstning, som £f6ljs av spray-

torkning.

11. Fdrfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 10 f£6r fram-
stdllning av kaseinhydrolysatet enligt patentkrav 1 eller 3,
kadnnetecknat av att man som utgéngsmaterial anvander med

syra utfdllt kasein och att det ldses med hjdlp av en bas.

12. Forfarande enligt patentkrav 11, kannetecknat av att det

med syra utfallda kaseinet loéses under anvandande av Ca(OH),.

13. Fdérfarande enligt nagot av patentkraven 4 - 10, k&nne-
tecknat av att man som utgdngsmaterial anvénder med rennin
utfdllt kasein och att utgangsmaterialet 1l6ses med natrium-

fosfat eller natriumkarbonat.
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