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(57)  Sammendrag

Oppfinnelsen angér en fremgangsmate for enzymatisk oppnaelse av proteinhydrolysater for humant forbruk,
dyrefor og kosmetikk. Fremgangsméten involverer anvendelsen av et proteolytisk preparat utledet fra fisk,
slik som torsk (Gadus morhua), for 4 oppné hydrolysater som har en ikke-bitter smak og som opprettholder
fargen og aromaen til det proteininneholdende materialet som hydrolyseres: f.eks. nar proteininnholdende
materiale fra marine organismer eller deler derav, slik som fisk, reker, hummer eller annen sjemat ifelge
oppfinnelsen hydrolyseres produseres det et proteinhydrolysat som har organismens karakteristiske naturlige
smak. Det tilveiebringes ogsa matprodukter inncholdende hydrolysatene ifelge oppfinnelsen, slik som en
suppe, saus, ost, HVP, kjettekstrakt og smaksmidler, buljong, paté, mousse, stekedeig, "orly"-deig og kaker.
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Teknisk omrade

Den foreliggende oppfinnelse angar en fremgangsmate for & hydrolysere proteiner,
proteinhydrolysater oppnadd ved hjelp av fremgangsméaten og matprodukter og
ikke-matprodukter omfattende hydrolysatene ifglge oppfinnelsen.

Bakgrunn og kjent teknikk

Fremgangsmaéter for 4 hydrolysere proteiner er velkjent i den kjente teknikk.
Vanligvis fremstilles hydrolysater kjemisk ved hjelp av hydrolyserende protein eller
proteinaktig materiale, slik som f.eks. avfettet soyamel eller glutenhvete med
saltsyre under refluksbetingelser. De resulterende hydrolysater er billige og kan ha
tilfredsstillende organoleptiske egenskaper. Imidlertid er kjemisk hydrolyse
forbundet med ikke-spesifikke sidereaksjoner som forarsaker f.eks. dannelsen av
klorhydriner, slik som monoklordihydroksypropanoler (MCDP’er) og
diklorpropanoler (DCP’er), og hvis nervar er ugnsket i matprodukter.
Matindustrien krever mildere fremgangsmaéter for 4 modifisere matprodukter,
redusere behovet for ubehagelige kjemiske reaksjonsbetingelser og fjerne
biprodukter og restmidler.

Alternativt kan protein eller proteinaktig materiale hydrolyseres enzymatisk. Den
relevante proteinkilden utsettes vanligvis ferst for en (delvis) hydrolyse med én
eller flere egnede endoproteaser. Deretter kan de resulterende proteinfragmenter
degraderes fullstendig eller delvis til individuelle aminosyrer eller dipeptider eller
tripeptider ved anvendelse av eksopeptidaser. Alternativt kan endopeptidaser og
eksopeptidaser fungere simultant i en enzymatisk blanding som resulterer i en
tilsvarende fullstendig eller delvis degradering av proteinet eller det proteinaktige
materialet.

Et fundamentalt problem ved den enzymatiske hydrolysen av proteiner og
proteinaktig materiale er dannelsen av en bitter smak som felge av dannelsen av
korte peptidfragmenter. Den bitre smaken antas & vare et resultat av klgyving av
proteiner ved aminosyrer med hydrofobe sidekjeder hvilket resulterer i dannelsen av
peptider med eksponerte hydrofobe sidekjeder som vanligvis er utilgjengelige i
proteiner og lengre peptider som folge av deres tertieere struktur.

For & lose dette problemet foreslas det i teknikkens stand & anvende spesifikke
proteaser som begrenser graden av hydrolyse og som oppndr foretrukne terminale
sidekjeder. F.eks. beskriver US 5 866 357 anvendelsen av en Glu/Asp-spesifikk
protease for fremstilling av hydrolysater, eventuelt ved anvendelse av en ytterligere
spesifikk protease. I WO 98/27827 foreslés det videre med det formal & lese dette
problemet & anvende en proteolytisk enzymblanding som omfatter kun én
eksopeptidase hvori eksopeptidasen fremstilles ved anvendelse av rDNA-teknikker
og som kan anvendes i kombinasjon med én eller flere egnede endopeptidaser, slik
som Fromase TM (Gist-Brocades, France) og Maxatase TM (Genencor
International, Belgium). US 5 532 007 beskriver anvendelsen av en kombinasjon av
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rensede enzymer, en neytral protease som fremstilles ved hjelp av en
bacillusstamme og en alkalisk protease fremstilt ved hjelp av en bacillusstamme.
Referansen angir at rétt kjott fortrinnsvis behandles med proteaser som eksklusivt
har endo-aktiviteter for det formal ifelge den beskrevne oppfinnelse & oppnéd
kjotthydrolysater. Fremgangsmater beskrevet i WO 94/25580 anvender et
proteolytisk enzympreparat utledet fra soppen Aspergillus oryzae (Flavorzyme™)
omfattende en blanding av endopeptidaser og eksopeptidaser.

Alternativt foresldr EP 0 823 998 A2 den enzymatiske hydrolyse av rokt kjatt som
protein eller proteinaktig materiale for dannelse av et proteinhydrolysat som ikke
smaker bittert. I denne fremgangsmaéten er det foretrukket at kun ett enzym,
fortrinnsvis en neytral eller en alkalisk protease med en endopeptidasevirkning,
f.eks. Pescalase (Gist Brocades), Alcalase (Novo Nordisk) eller Promod 31
(Biocatalysts) anvendes for hydrolysen.

I WO 895/10960 foreslds anvendelsen av komplekse enzymblandinger fra krill for &
modifisere protein-, peptid- og/eller lipidbestanddeler i biologisk materiale i
industrielle prosesser. Enzympreparatene som blir beskrevet fremstilles ved hjelp av
inkubering av hele oppblette antarktiske krill (Euphasia superba) ved 50°C i 20
timer. Eksempler pa ulike anvendelser beskrives, slik som hydrolyse av fisk og
kjett. Krillenzympreparatene sies & inneholde ulike proteaser og lipolytiske
enzymer, f.eks. en betraktelig mengde av fosfolipaser. Slike preparater synes ikke &
ha blitt anvendt i en kommersiell skala for produksjon av hydrolysater med
matvarekvalitet. Det er & bemerke at i alle disse referansene fra den kjente teknikk
oppnds hydrolysater ved hjelp av enzymatisk inkubering ved 50-65°C.

WPI sammendrag AN 1996-495762 (RU-C-2 055 482) beskriver anvendelsen av
pyllritiske enzymer fra laks for fremstilling av protein-nukleinhydrolysater, men
lavtemperaturhydrolyse er ikke omfattet eller foregrepet. I US 3 852 479 beskrives
en fremgangsmaéte for fremstilling av proteinhydrolysater med et hayt
glutaminsyreinnhold ved hjelp av hydrolysering av proteinmaterialet med en
glutaminase sammen med et proteolytisk enzym. Ogsa her er temperaturer over
50°C foretrukket. I CA 1313835 beskrives anvendelsen av svinetrypsin eller Enzeco
AP-1™.protease (alkalisk fosfatase av bakteriell opprinnelse) for enzymatisk
ekstraksjon av karotenprotein fra krepseavfall. Ingen av disse referansene omfatter
anvendelsen av proteaser fra Gadidae-arter for fremstilling av proteinhydrolysater
eller foreslar at slike eller andre lignende enzympreparater ville vare effektive ved
lave temperaturer.

For fremstillingen av mange fremstilte delikate matprodukter med opprinnelse fra
eller tilsvarende naturlige produkter, slik som f.eks. sjematsupper og sauser,
behaver smaksekstrakter ikke kun & ha ikke-bitteregenskaper. De ma ogsa ha den
samme eller svart like smaken som den karakteristiske smaken til det naturlige
produktet. De fleste kvalitetsrestauranter fremstiller fortsatt ekstrakter for f.eks.
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skalldyrsuppe ved anvendelse av konvensjonelle fremgangsmaéter for & danne
suppekraft fra skjell, kler, hoder osv. Enzymatisk fremstilte smaksmidler har
vanligvis ikke blitt anvendt i stor grad ettersom de ikke synes 4 tilveiebringe en
tilfredsstillende naturlig smak.

Lukten av fisk og andre sjematarter fremstilles ved hjelp av komplekse blandinger
av flyktige forbindelser og er svert sensitive for betingelser som pavirker friskheten
til arten. Artsrelaterte luktforbindelser i fersk fisk er tilstede i sveert smé nivaer, og
selv om de er tilstede i svert sma mengder (ppb) pévirker de fortsatt fiskeartens
totale aroma og endringer i deres konsentrasjoner pavirker drastisk den totale
aromaen. Disse forbindelser inkluderer umettede karbonylforbindelser og alkoholer
med 6, 8 eller 9 karbonatomer. Bromfenoler i lave konsentrasjoner har ogsé blitt
assosiert med den naturlige, sj@-, jod-, marinlignende lukten til sjemat. Mikrobielle
forbindelser dannes mikrobielt gjennom edeleggelsen av fisken. Disse inkluderer
kortkjedede alkoholer, ketoner, aldehyder, aminer, svovelforbindelser, aromatiske
forbindelser og syrer og er hovedsakelig et resultat av degradering av amino- og
fettsyrer. Proteolytisk aktivitet vil ke odeleggelsen ettersom sma peptider og frie
aminosyrer er neringsstoffer for bakterier og resulterer i dannelsen av illeluktende
metabolitter. Noye utvelgelse av betingelser for hydrolysen av sjemat og beslektede
proteinmaterialer er derfor svaert kritisk for produksjonen av slike hydrolysater for
matprodukter med ensket organoliptiske egenskaper og hey kvalitet. Det er
sannsynlig at forlenget inkubering ved temperaturer i omradet 50-65°C vil
degradere den samlede smaken og aromatiske karakteren til det proteininneholdende
materialet som hydrolyseres, spesielt fra fisk og andre sjgmatmaterialer som folge
av tap av flyktige forbindelser og fremstilling av uenskede biprodukter.

Det er et behov for fremgangsmater for hydrolysering av proteiner under milde
betingelser som gir hgyt utbytte og hydrolysater med fortreffelige organoleptiske
egenskaper, spesielt proteinhydrolysater som har bevart den naturlige smaken til det
proteininneholdende utgangsmaterialet slik som sjemat, men som ikke har den bitre
smaken som oppstéar giennom konvensjonell hydrolyse av proteininneholdende
materialer. Det har blitt funnet at fremgangsmater for 4 oppna hydrolysater ved lave
enzyminkuberingstemperaturer resulterer i at rématerialets ferskhet og smak
(flyktige smaksmidler) kan bevares, antagelig som folge av et redusert niva av
sidereaksjoner og mikrobiell aktivitet og at et relativt ikke-spesifikt enzympreparat
utledet fra fisketarm og oppnéelig med gkonomiske og tekniske enkle
fremgangsmater kan anvendes for effektiv hydrolyse av proteinaktige materialer for
a4 oppna hydrolysater som ikke er bitre og som opprettholder det
proteininneholdende ramaterialets fortreffelige smaksegenskaper. Et spesielt
fordelaktig aspekt ved den foreliggende oppfinnelse er det lave temperaturomradet
hvorved slike enzympreparater er proteolytisk aktive. Det er tenkelig at det lave
temperaturomradet hvorved fremgangsméatene og prosessen fortrinnsvis utfoeres er
en viktig faktor som bidrar til de oppnadde produktenes organoleptiske egenskaper.
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Sammendrag av oppfinnelsen

I et forste aspekt tilveiebringer folgelig den foreliggende oppfinnelse en
fremgangsmate for & fremstille et proteinhydrolysat fra et naturlig
proteininneholdende ramateriale, hvori fremgangsméaten omfatter trinnene: a)
fremstilling av en vandig velling omfattende 1-100 vekt% proteininneholdende
materiale; b) inkubering av vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra en
Gadidae-art; ¢) agitering av vellingen i 0,25-48 timer ved en temperatur i omradet
fra 0til 60°C; d) eventuelt inaktivere den proteolytiske blandingen; og e) eventuelt
separere lgsningsfraksjonen fra fast materiale.

I et vtterligere aspekt tilveiebringes et proteinhydrolysat som er oppnéelig ved hjelp
av fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen.

I enda et ytterligere aspekt tilveiebringer oppfinnelsen et matprodukt som omfatter
et proteinhydrolysat som er oppnéelig ifelge oppfinnelsen.

Oppfinnelsen tilveiebringer i enda et ytterligere aspekt en fremgangsméte for &
fremstille et matprodukt omfattende trinnene: & oppna et proteinhydrolysat ifalge
oppfinnelsen og fremstille et matprodukt ved anvendelse av hydrolysatet.

I et annet aspekt ifelge oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmate for
fremstilling av et smakspreparat, hvori fremgangsmaten omfatter trinnene a)
fremstilling av en vandig velling omfattende 1-100 vekt% proteininneholdende
materiale; b) inkubering av vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra fisk; ¢)
agitering av vellingen i 0,25-48 timer ved en temperatur i omradet fra 2 til 40°C;
d) eventuelt inaktivere den proteolytiske blandingen; e) separering av
lgsningsfraksjonen fra fast materiale; og f) konsentrering av lgsningen til et
terrvektsinnhold pa fra 10 vekt% til 98 vekt%.

I enda et ytterligere aspekt ved oppfinnelsen tilveiebringes et ikke-matprodukt
omfattende et proteinhydrolysat ifelge -oppfinnelsen.

I enda et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for 4 frigjere i
det minste en del av astaxantinet fra et astaxantininneholdende skalldyrmateriale
hvori fremgangsmaten omfatter trinnene: klargjering som utgangsmateriale en
vandig velling omfattende skalldyrmateriale; inkubering av vellingen med et
proteolytisk preparat utledet fra en Gandidae-art, agitering av vellingen ved en
temperatur i omradet fra 2-60 °C; og inaktivere den proteolytiske blandingen for &
oppna et proteinhydrolysat inneholdende, i forhold til utgangsmaterialet, et hoyt
innhold av frigjort astaxantin.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

De proteolytiske preparater som anvendes ifalge oppfinnelsen utledes fra tarmen til
Gadidae-arter, som derfor gir dem uvanlige egenskaper slik som spesielt en hoy
aktivitet ved lave temperaturer. Den detaljerte karakteriseringen av et proteolytisk
preparat fra torsketarm (Gadus Morhua) har vist at preparatet omfatter flere
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proteolytiske komponenter. Det har blitt observert at preparatet omfatter i det
minste fem eller flere proteolytiske enzymkomponenter eller grupper. Disse
proteolytiske komponentene eller gruppene omfatter endopeptidasetrypisin, i det
minste tre isozymer (Asgeirsson et al., 1989), kymotrypsin, i det minste to isozymer
(Asgeirsson og Bjarnason, 1991), og elastase, i det minste et isozym (Asgeirsson og
Bjarnason, 1993), og eksopeptidasene til aminopeptidase- og
karboksypeptidasetypene.

Det har blitt funnet at slike preparater ikke bare tjener som en anvendelig kilde for
de ovenfor individuelle enzymkomponenter men ogsa overraskende at de effektivt
kan anvendes for & fremstille proteinhydrolysater med uvanlige egenskaper, dvs.
som ikke er bitre og opprettholder smaksegenskapene til det proteininneholdende
ramaterialet.

Som nevnt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmaéte for a fremstille et
proteinhydrolysat fra et naturlig proteininneholdende ramateriale. Fremgangsmaten
omfatter som et forste trinn fremstillingen av en vandig velling omfattende 1-100
vekt% proteininneholdende materiale, fortrinnsvis 10-100 vekt%, slik som f.eks. 1
omrédet fra 25-100 vekt%. Materialet kan forhdndsbehandies med konvensjonelle
midler slik som mekanisk makulering, kutting, hakking eller maling. Innholdet i det
proteininneholdende materialet i vellingen avhenger av vanninnholdet og
materialets struktur. F.eks. er det ikke ngdvendig & tilsette vann ved hydrolysering
av kjett fra hvit fisk med et terrvektsinnhold pd 18-25 %. For hydrolysering av
materialet med et hayere vanninnhold tilsettes imidlertid vann til vellingen for &
oppné et torrvektsinnhold i vellingen pad 1-30 %, fortrinnsvis 5-25 %, slik som
10-20 %.

Vellingen inkuberes deretter med et proteolytisk preparat utledet fra fisk og
vellingen agiteres i 0,25-48 timer, fortrinnsvis 1-10 timer, mer foretrukket 1-6
timer, inkludert 2-4 timer. Inkuberingen utferes ved en hvilken som helst egnet
temperatur hvorved enzympreparatet ikke varmeinaktiveres, dvs. i omradet fra 0°C
til 60°C, men fortrinnsvis fra 2 til 40°C, inkludert 5-35°C og mer foretrukket i
omrédet fra 5-30°C, slik som 10-25°C, inkludert 50°C, 17°C og 20°C. I visse
utforelsesformer kan et spesielt lavt temperaturomréde vare enskelig, slik som
f.eks. 2-10°C, inkludert 2-8°C. Vanligvis kompenseres lavere
inkubasjonstemperaturer med lengre inkubasjonstid eller en hayere relativ
konsentrasjon av det proteolytiske preparatet eller begge deler. Lave
inkuberingstemperaturer, slik som temperaturer under 40°C, spesielt under
25-30°C er muligens en viktig faktor som bidrar til opprettholdelsen av smaken og
aromaen til ferske, delikate proteininneholdende materialer som kan anvendes som
matvarehydrolysater, som diskutert ovenfor.

Ifolge etablert praksis kan proteasene i inkuberingsblandingen eventuelt passende
inaktiveres, slik som f.eks. ved hjelp av rask oppvarming til over 60°C, slik som til
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70°C eller ved 4 senke inkuberingsblandingens pH til en pH hvorved proteasene blir
inaktivert, slik som til under pH 5 som kan ses i fig. 2 og fig. 3 for et proteolytisk
preparat utledet fra torsk.

Losningsfraksjonen inneholdende oppleste hydrolyserte peptider separeres deretter
eventuelt fra fast materiale, f.eks. ved hjelp av sedimentering, filtrering eller
sentrifugering. Enzyminaktiveringen kan eventuelt utferes etter slik separering, pé
lesningsfraksjonen alene eller begge fraksjoner separat.

For enkelte proteininneholdende materialer er det fordelaktig & varme materialet
forut for hydrolysetrinnet for & minimalisere eventuell mikrobiell kontaminering
og/eller for & inaktivere andre enzymer som medferer ugnskede reaksjoner.
Oppfinnerne har ogsa funnet at nar f.eks. hummerkjott hydrolyseres vil en kort
oppvarming til en temperatur pa 70-90°C eliminere fenyloksidaseaktiviteten som
ellers gjer hummerkjott og det resulterende hydrolysatet merkere.

Som et ytterligere eventuelt trinn kan lesningsfraksjonen konsentreres til et gnsket
terrstoffinnhold ved hjelp av hvilke som helst anvendelige midler slik som
fordampningsvarming under vakuum eller lyofilisering. Hydrolysatproduktets
torrstoffinnhold er hvor som helst i omradet fra 1-100 % avhengig av produktets
gnskede form og vaskeinnhold. Flytende eller halvflytende hydrolysatpreparater vil
vanligvis ha et terrstoffinnhold pé 5-40 %, inkludert 15-35 %. Hydrolysatproduktet
kan eventuelt vere i form av en gel eller en deig, eller i en fast eller halvfast form
slik som f.eks. flak, en pulverform eller som komprimerte legemer, f.eks. som
tabletter, stenger, kuber eller blokker.

Inkuberingen utferes ved en pH i omrédet fra 6 til 11, fortrinnsvis mellom 7-10.
Som demonstrert med et torskeutledet proteolytisk preparat i fig. 1 og fig. 2
giennomferes fremgangsméten ifolge oppfinnelsen rimelig bra selv ved heller
ekstreme betingelser, dvs. ved pH-verdier i det fulle omrédet fra 6-11.

Det proteolytiske preparatet er utledet fra Gadiform-arter, inkludert Gadidae
(torskearter og lysing). Atlantisk torsk (Gadus morhua) er en lett tilgjengelig og
spesielt anvendelig kilde for preparatet. Andre fiskearter som anvendes som en
kilde for det proteolytiske preparatet i ytterligere utfarelsesformer inkluderer kolje,
og lyr (sei).

Foretrukne arter inkluderer spesielt de hvorfra tarmen lett kan separeres fra de andre
vitale organer.

I en spesielt anvendelig utferelsesform tilveiebringes det proteolytiske preparatet
ved hjelp av en fremgangsméte omfattende trinnene: blanding av vann med
fiskeinnvoller; agitere blandingen i et tidsrom p& 0,5 timer eller lenger, slik som i
omradet fra 1-10 timer, og fortrinnsvis 2-6 timer; preparering av faste rester fra
lgsningen, f.eks. ved hjelp av sedimentering, filtrering eller sentrifugering; og
konsentrering av den vandige lgsningen for 4 oppna det proteolytiske preparatet.
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Fiskeinnvoller i denne betydning omfatter fisketarmer, f.eks. pylorisk caeca. I en
foretrukket utferelsesform fjernes imidlertid leveren, milten, melken og mage fra
innvollene forut for fremstillingen. Oppfinnerne har observert at mesteparten av de
foretrukne aktive proteaser utledes fra de mindre sure tarmene og ikke den mer sure
magen. Konsentreringstrinnet utfores med hvilken som helst egnede midler velkjent
for fagmannen pa omradet, slik som f.eks. ultrafiltrering for 4 oppné en ensket
aktivitet pr. volumenbhet, slik som f.eks. i omradet fra 0,1-100 BAPNA enheter/ml
malt som beskrevet i eksempel 1, mer foretrukket i et omrade fra 0,5-10 BAPNA
U/ml, inkludert 1-5 BAPNA U/ml.

Agiteringen av vann-innvollsblandingen utferes ved en pH og temperatur hvorved
stabiliteten til de enskede proteaser ikke avtar vesentlig fra deres optimale niva, slik
som f.eks. ved en temperatur i omrédet fra 0-20°C, og ved en pH i omradet 6-11. I
en foretrukket utforelsesform utfores agiteringen av vann-innvollblandingen ved en
pH i omradet fra 6 til 9, inkludert i omradet fra 6 til 8, slik som f.eks. 6-8, og
fortrinnsvis ved en temperatur i omradet fra 0 til 15°C, inkludert 0-15°C, inkludert
0-10°C, mer foretrukket 0-5°C.

Det proteolytiske preparatet omfatter 1 en utferelsesform av oppfinnelsen i det
minste ett enzym valgt fra gruppen bestidende av trypsin, chymotrypsin, elastase,
kollagenase, aminopeptidase og et karboksypeptidasetypeenzym. Fortrinnsvis
omfatter preparatet to eller flere av de ovenfor nevnte enzymer, slik som f.eks. alle
enzymene. I en bestemt anvendelig utferelsesform foredles imidlertid det
proteolytiske preparatet ytterligere ved hjelp av fjerning av i det minste ett av dets
enzymkomponenter. Eksempel 2 viser hvordan elastase og syrinkollagenase fjernes
fra et proteolytisk preparat utledet fra torsk for & oppné et modifisert torskeutledet
enzympreparat med mange av de samme egenskapene som basispreparatet i
eksempel 1.

Det proteolytiske preparatet anvendt ifelge oppfinnelsen har fortrinnsvis en
enzymatisk aktivitet i omradet fra 0,1 til 100 BAPNA enheter/ml, mélt som i
analysen i eksempel 1 heri, mer foretrukket 0,5 til 20 BAPNA enheter/ml, enda
mer foretrukket 1-10 enheter/ml, inkludert 1-5 enheter/ml. Den egnede mengde av
enzympreparat som proteinmaterialvellingen inkuberes med avhenger av den
spesifikke aktiviteten til enzympreparatet, det enskede tidsomradet for
hydrolyseinkuberingen og den spesielle proteinramaterialtypen som anvendes. I en
utforelsesform inkuberes vellingen med det proteolytiske preparatet ved en mengde
pa 1-10000 BAPNA proteolytiske enheter/kg proteininneholdende rdmateriale,
fortrinnsvis 10-500 enheter/kg, inkludert 25-250 enheter/kg, slik som f.eks.
25-100 enheter/kg.

I enda en ytterligere utforelsesform tilsettes i det minste ett ikke-fiskutledet
enzympreparat til det proteolytiske preparatet utledet fra en Gadidae-art forut for
inkuberingen med proteininneholdende rdmateriale. Slike ikke-fisk utledede
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enzympreparater inkluderer neytrale og alkaliske proteaser slik som de kommersielt
tilgjengelige proteasepreparatene Neutrase ™, Alcalase™ og Flavorzyme'™ (fr
Novo Nordisk, Danmark), Pescalase’™ og Fromase™ (begge fra Gist-Brocades,
Frankrike), Maxatase ™ (Genencor International, Belgia), og Promod 31™
(Biocatalysts, UK); lipasepreparater slik som lipase fra sopp f.eks. de kommersielt
tilgjengelige lipasepreparatene Palatase ™M og Palatase™A (begge fra Novo
Nordisk, Danmark); glykolytiske preparater hvori det glykolytiske preparatet
omfatter i det minste en amylase, glukanase, glutaminase, fytase, glykosidase,
cellulase, chitinase eller pektinase; og enhver kombinasjon av de ovenfor nevnte
enzymer.

I en ytterligere anvendelig utforelsesform av oppfinnelsen behandles den vandige
vellingen med i det minste et enzympreparat slik som f.eks. ett av de ovenfor nevnte
preparater forut for og/eller etter behandlingen med det proteolytiske preparatet
utledet fra en Gadidae-art.

Det proteininneholdende materialet som hydrolyseres ved fremgangsmaten ifalge
oppfinnelsen er i en utferelsesform et dyreprotein valgt fra gruppen bestadende av et
fiskeprotein, skalldyrprotein, melkeprotein, myseprotein, kasein, kjettprotein,
blodprotein, eggprotein, elastin og gelatin. I en annen utferelsesform er det
proteininneholdende materialet et vegetabilsk protein valgt fra gruppen bestiende
av soyaprotein; kornprotein, f.eks. hvetegluten eller zein; rapsfreprotein;
alfalfaprotein, erteprotein, bennelignende benneprotein; bomullsfreprotein og
sesamfreprotein.

I en spesielt anvendelig utferelsesform av oppfinnelsen er det proteininneholdende
materialet et materiale fra en marin organisme, slik som hel fisk, fiskekjatt,
fiskeinnvoller, fiskeskinn, fiskebein eller en hvilken som helst del eller blanding
derav; eller et materiale fra en marin organisme utledet fra én eller flere krepse-
eller blgtdyrarter inkludert reker, hummer, kreps, krabber, musling, gsters og
bléskjell hvori materialet omfatter hele dyr, kjett, skjell eller enhver del, blanding
eller kombinasjon derav. I enda en ytterligere anvendelig utferelsesform omfatter
det proteininneholdende rdmaterialet proteinaktige membraner eller skinn, slik som
fra fisk, fiskelever, svemmeblaerer fra fisk, fiskens indre kroppshulrom, fiskeegg
eller fiskemelke.

En annen anvendelig utferelsesform anvender dyreutledet proteininneholdende
rdmateriale slik som fra lam, svin, oksekjett, kylling og kalkun, hvori materialet
enten er ratt eller kokt slik som ved hjelp av koking, steking eller konservering og
omfatter muskelvev, sener, annet bindevev, ben, slakteavfall eller enhver del eller
blanding derav.

Det har blitt funnet at fremgangsmaéten ifelge oppfinnelsen kan anvendes i
kombinasjon med en fermenteringsfremgangsmaéte, dvs. hvori det
proteininneholdende materialet hydrolyseres under fermenteringsbetingelser for &
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oppna et fermentert proteinhydrolysat, og/eller hvori proteinhydrolysatet oppnadd
ved hjelp av fremgangsmaéten ifelge oppfinnelsen utsettes for en
fermenteringsprosess. Eksempler pa slike fermenteringsprosesser er
prosessfermentering av fisk (f.eks. i produksjon av fiskesaus), kakaobenner eller
soya (slik som ved fremstilling av soyasaus, “tempeh”, “miso”). Tilsettingen av det
proteolytiske enzympreparatet eller tilsetting av proteinhydrolysatet kan vare

anvendelig for a senke fermenteringens totale prosesstid slik som i konservering av
sild.

I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen proteinhydrolysater oppnadd ved hjelp
av fremgangsmaéten ifelge oppfinnelsen. I anvendelige utferelsesformer utledes
proteinhydrolysater fra dyreprotein slik som hvilken som helst av de ovenfor
nevnte. Andre utferelsesformer inkluderer proteinhydrolysater utledet fra et
vegetabilsk protein slik som de tidligere nevnt.

I et ytterligere aspekt ved oppfinnelsen tilveiebringes et matprodukt, hvor
matproduktet omfatter et proteinhydrolysat ifelge oppfinnelsen. Mengden av
proteinhydrolysat inkorporert i matproduktet er vanligvis i omrédet fra 0,1-50
vekt%, slik som 0,1-5 vekt%.

I en spesielt anvendelig utferelsesform av oppfinnelsen er proteinproduktet et
smakspreparat for anvendelse i et matprodukt slik som f.eks. en suppe, en saus, en
buljong, en paté, en mousse, en sufflé, en ost, stekemel, “orly”-mel og bakevarer.

Et annet matprodukt ifelge oppfinnelsen er en ingrediens i et
morsmelkerstatningsmiddel for spedbarn. Som felge av den haye hydrolysegraden
som oppnés ved hjelp av fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen kan
proteinhydrolysatet ifelge oppfinnelsen fordelaktig inkorporeres i
morsmelkerstatninger, siden hydrolysatet har en signifikant lavere allergenisitet enn
ikke-hydrolyserte melkeproteiner.

Enda et annet matprodukt ifelge oppfinnelsen inkluderer proteinhydrolysatet ifalge
oppfinnelsen som et proteinsupplement eller for & tilveiebringe andre egenskaper til
matproduktet. Proteinhydrolysatet som inkorporeres i matproduktet kan derfor f.eks.
vare basert pa fisk eller fiskeavfall, eller kjett eller kjottavfall, utledet fra ben ved &
utsette knust ben for fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen. Andre proteinaktige
biprodukter fra fiskeindustrien kan ogsa anvendes ved hjelp av fremgangsmaéten
ifelge oppfinnelsen for & danne proteinhydrolysater ifelge oppfinnelsen som et
proteinsupplement eller for & tilveiebringe andre egenskaper til matproduktet.

Et ytterligere aspekt ved den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en
fremgangsmaéte for & fremstille et matprodukt omfattende trinnene: oppnaelse av et
proteinhydrolysat ifelge oppfinnelsen og fremstilling av et matprodukt ved
anvendelse av hydrolysatet. Matprodukter egnet fremstilt med fremgangsméten
ifelge oppfinnelsen inkluderer alle de ovenfor nevnte matprodukter.
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I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for & fremstille et
smakspreparat, hvori fremgangsmaten omfatter trinnene: fremstilling av en vandig
velling omfattende 1-100 vekt% av proteininneholdende materiale, slik som f.eks.
25-100 vekt% proteininneholdende materiale, avhengig av materialets vanninnhold
og struktur; inkubering av vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra en
Gadidae-art; agitering av vellingen i 0,25-48 timer, slik som i omradet fra 1-10
timer, fortrinnsvis 1,5-6 timer, ved en temperatur i omradet fra 2 til 40°C,
eventuelt inaktivering av den proteolytiske blandingen; separering av
lesningsfraksjonen fra fast materiale; og konsentrering av lgsningen til et
terrvektsinnhold pa fra 10 vetkt% til 98 vekt%.

Det eventuelle inaktiveringstrinnet utferes passende som beskrevet ovenfor.
Tilsvarende kan agiteringstrinnet og konsentreringstrinnet utferes ved hjelp av en
hvilken som helst fremgangsmate slik som de beskrevet ovenfor.

I en foretrukket utferelsesform er temperaturen gjennom den proteolytiske
inkuberingen i omradet fra 5-30°C, slik som i omradet fra 10-20°C eller i omridet
fra 10-30°C, inkludert 15°C til 25°C. Inkuberingen kan utferes ved en hvilken som
helst pH hvorved det proteolytiske preparatet som anvendes er aktivt. I en
utferelsesform er pH gjennom inkuberingen i omradet fra 6-11, fortrinnsvis fra 6
til 9.

I en anvendelig utfarelsesform tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmaéte for
fremstilling av et sjgmatsmakspreparat, hvori det proteininneholdende materialet
utledes fra sjemat eller biprodukter av sjgmat slik som materialer utledet fra
fiskearter inkludert torsk, kolje, sei, kveite, flyndre, al, breiflabb, laks, erret og
havabbor, sild, lodde og andre sjematarter inkludert sjgpinnsvin, reker, hummer,
kreps, krabber, musling, esters og blaskjell.

I en yiterligere utferelsesform er fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen for
fremstilling av et kjgttsmakspreparat, hvori det proteininneholdende materialet
utledes fra kjett eller biprodukter av kjett. I fordelaktige utferelsesformer er det
proteininneholdende materialet utledet fra én eller flere arter fra oksekjett, lam,
svin, reinsdyr og fjerkrearter, inkludert kylling, kalkun, and og struts.

I enda et ytterligere aspekt tilveiebringer oppfinnelsen et ikke-mat-produkt
omfattende et proteinhydrolysat ifelge oppfinnelsen. Smaksegenskapene oppnadd
ved hjelp av fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen er fordelaktig for fremstilling av
forprodukter og kjeledyrfor.

Dannelsen av svaert hydrolyserte proteinhydrolysater fra fiskegelatin kan videre
forbedre gelatinprodukter for inkorporering i kosmetikk, slik som kremer og
sjampoer.

Anvendelsen av proteinhydrolysatet ifelge oppfinnelsen som fermenteringsmedium
som nevnt ovenfor gjor videre ogsa hydrolysatet ifalge oppfinnelsen anvendelig for
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andre fermenteringer, slik som for fermentering av buljong spesielt i det medisinske
omrédet for fremstilling av farmasgytiske midler.

I enda et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmaéte for a frigjere i
det minste en del av astaxantinet fra et astaxantininneholdende skalldyrmateriale
hvori fremgangsmaten omfatter trinnene: fremstilling som et utgangsmateriale en
vandig velling som beskrevet omfattende skalldyrmaterialet; inkubering av velling
med et proteolytisk preparat utledet fra en Gadidae-art slik som beskrevet ovenfor,
agitering av vellingen ved en temperatur i omradet fra 2-60°C; og inaktivering av
den proteolytiske blandingen for & oppna et proteinhydrolysat inneholdende i
forhold til utgangsmaterialet et hayere innhold av frigjort astaxantin.

Som et ytterligere eventuelt trinn omfatter fremgangsmaéten separeringen av en
astaxantininneholdende vandig fase ved hjelp av egnede midler slik som
sedimentering, filtrering eller sentrifugering.

De folgende eksempler illustrerer videre den foreliggende oppfinnelse og de er ikke
ment pa noen méte & begrense rammen av oppfinnelsen som krevet.

EKSEMPEL 1: Fremstilling av en blanding av proteaser fra torsk
Omtrent 100 kg frossen torskeinnmat uten lever, milt og fiskemelke ble tint og

drikkevann ble tilsatt til et fire gangers volum i en ekstraksjonstank og pH ble
justert til pH 8-9 med en natriumhydroksidlgsning. Blandingen ble rert i 2-6 timer
ved 0-5°C. Etter en kort periode med rasedimentering (omtrent 30 min.) ble det
vandige ekstraktet rent av den gjenvaerende ulgselige innmaten med en pumpe og
samlet i en sedimenteringstank. Det vandige ekstraktet fikk std i den avkjelte
sedimenteringstanken for & sedimentere i 24-60 timer. Supernatanten ble dekantert
fra supernatanttanken til en oppbevaringstank ved anvendelse av en pumpe.
Supernatanten ble konsentrert 10-20 ganger ved hjelp av ultrafiltrering og
diafiltrering til et akseptabelt ionestyrkenivd med ledningsevne under omtrent 3
ms/cm. 10-15 liter ultrafiltrert og diafiltrert proteasepreparat ble oppnadd og blir
henvist til som kryotin. Proteasepreparatet hadde en proteolytisk aktivitet pa
omtrent 1,5 BAPNA enheter/ml. Repeterte fremstillinger ved anvendelse av den
beskrevne fremgangsmate ga seriepreparater med en aktivitet mellom 1-5 BAPNA
enheter/ml.

Aktiviteten ble malt med en analyse som anvender det syntetiske substratet bensyl-
Arg-p-nitroanilid (BAPNA) ved en sluttsubstratkonsentrasjon pd 1 mM i 50 mM
Tris-HCI, 10 mM CaCl, pH 8,1 ved 25°C. Absorbansegkningen males ved 405 nm
og BAPNA-aktiviteten beregnes i henhold til en molar absorbtivitetskonstant pa
8800 M"'cm™.

EKSEMPEL 2: Rensing av torskeelastase og torskeserinkollagenase fra konsentrert
torskeinnmatingsekstrakt
Omtrent 10-15 liter ultrafiltrert og diafiltrert konsentrat som oppnadd i eksempel 1
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ble satt pa et par 1 | pakkede kromatografikolonner tilkoblet i en serie, hvor den
forste inneholdt et CM-hurtiggjennomstremmingskationbytteresin (Pharmacia,
Sverige), og den andre en DEAE-hurtiggjennomstremmings anionbytteresin
(Pharmacia, Sverige). Kolonnene ble pre-ekvilibrert med omtrent 10 kolonnevolum
25 mM Tris-buffer med pH 7,8 inneholdende 2,5 mM kalsiumklorid (buffer A).
Konsentratet ble pumpet pd kolonnene ved en gjennomstremningshastighet pa
omtrent 100 ml/min. Nar péferingen av den konsentrerte lasningen pa kolonnene
var fullstendig ble restmaterialet vasket av det kontinuerlige kolonnesystemet med
omtrent 8 1 buffer A. Gjennomstremningsfraksjonen som inneholdt trypsin,
chymotrypsin og eksopeptidaser ble samlet og kalt Cryotin X.

Etter at denne vaskingen var fullstendig, ble kolonnene individuelt eluert med
omtrent 5 kolonnevolumer med en heysaltlasning av 25 mM Tris-buffer, pH 7,8
inneholdende 0,5 M NaCl og 2,5 mM kalsiumklorid. Torskeelastase ble pa den
maten avgitt fra CM-kolonnen og serinkollagenasen fra DEAE-kolonnen.

EKSEMPEL 3: Hydrolyse og frigjering av protein og proteinaktig materiale fra
rekeskall ved anvendelse av Cryotin

Rekeskall og vann ble blandet sammen i et forhold pa omtrent 1:0,75 (vekt/vekt)
ved 4 tilsette 3000 g rekeskall til 2250 g vann. En prave pa 130 ml Cryotin
enzymblanding fra eksempel 1 inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA enheter), dvs. totalt
182 enheter pr. 3000 g rekeskall, eller omtrent 0,06 BAPNA hydrolyserende enheter
pr. g rekeskall. Denne blandingen ble omsatt ved & rere den i en roterende trommel i
5 timer ved en hastighet p4 40 sykluser/min. ved romtemperatur (omtrent 20°C).
Losningsfraksjonen ble separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom
en grov-sikt etterfulgt av osteklutfiltrering. I lopet av det S timers reaksjonsforlepet
ble provene tatt fra reaksjonsblandingen for monitorering av reaksjonen. For
sammenligningsformal ble reaksjonen gjentatt med det samme materialet bortsett
fra at 130 ml vann ble tilsatt istedenfor Cryotinenzymblandingen og prever ble tatt
for malinger.

Ved en analyse av lgselige aminosyrer og peptider, ved anvendelse av TCA
(trikloreddiksyre)-presipitering etterfulgt av omsetting med Folin Ciocalteus’
reagens ble det fastslatt at Cryotinreaksjonen dannet mer enn en seks gangers
mengde lgselige aminosyrer og peptider i lopet a 5 timer sammenlignet med preven
uten Cryotin. Den Cryotininneholdende serien dannet videre laselige aminosyrer og
peptider tilnermet linezrt med tid gjennom den 5 timer lange reaksjonsperioden,
mens den Cryotinfrie serien frigjorde et utbrudd av lgselige aminosyrer og peptider
kun i den forste timen av reaksjonen, hvilket indikerer frigjeringen av allerede
leselige aminosyrer og peptider men ingen hydrolyse av protein.

En analyse av astaxantin, ved anvendelse av absorbansmalinger ved 468 nm ble
anvendt for & monitorere frigjoringen fra rekeskall. Disse malingene viste en mer
enn 2,5 gangers frigjoring av pigmentet med den enzymatiske Cryotin-
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fremgangsmaten enn fremgangsmaten uten Cryotin som sannsynlig frigjer pigment
primert med mekaniske skjerekrefter.

EKSEMPEL 4: Sammenligning av hydrolyse og laselighet av protein og
proteinaktig materiale fra rekeskall ved anvendelse av Cryotin og Alcalase 2.4 1

Rekeskall og vann ble blandet sammen i et forhold pa 1:0,75 (vekt/vekt), ved &
tilsette 6000 g rekeskall til 4500 g vann. En preve pa 266 ml Cryotinenzympreparat
ifolge eksempel 1 inneholdende 110 U/ml (Azocoll units), dvs. totalt 29247 Azocoll
enheter pr. 6000 g rekeskall, eller omtrent 4,87 Azocoll-hydrolyserende enheter pr.
g rekeskall. Blandingen ble omsatt ved rering i en roterende trommel i 5 timer ved
en hastighet pa 40 sykluser pr. min. ved romtemperatur (omtrent 20°C).
Losningsfraksjonen ble separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom
en grov-sikt etterfulgt av osteklutfiltrering. Gjennom det 5 timers lange
reaksjonsforlgpet ble prover tatt fra reaksjonsblandingen for monitorering av
reaksjonen.

For sammenligningsformal ble reaksjonen repetert med de samme materialer
bortsett fra at rekeskall-vannblandingen ble omsatt med alkalase 2,4 1. Rekeskall og
vann ble blandet sammen i forhold 1:0,75 (vekt/vekt) ved & tilsette 2500 g rekeskall
til 1875 g vann. En preve pa 0,25 ml alkalase 2,4 | enzymblanding inneholdende
46794,6 U/ml (Azocoll enheter), dvs. totalt 11699 Azocoll-enheter pr. 2500 g
rekeskall eller omtrent 4,68 Azocoll-hydrolyserende enheter pr. g rekeskall.
Blandingen ble omsatt ved rering i en roterende trommel i 5 timer ved en hastighet
pé 40 sykluser pr. min. ved romtemperatur (omtrent 20°C). Losningsfraksjonen ble
separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom en grov-sikt etterfulgt
av ostekuttfiltrering. I lapet av det 5 timer lange reaksjonsforlgpet ble prgver tatt fra
reaksjonsblandingen for monitorering av reaksjonen.

Azocoll-analysen ble anvendt for & male sammenlignbar aktivitet av Alcalase og
Cryotin fra eksempel 1 ettersom Alcalase er kjent for & ha en svert lav aktivitet mot
BAPNA eller GPR. Aktiviteten ble malt p& den felgende méte: 50 mg Azocoll-
prever ble malt i sm4 glassrer, to prever Asocoll pr. konsentrasjon av enzympreven
som skulle analyseres. Fosfatbuffer (100 mM, pH 8,0) ble tilsatt til hvert rer til et
sluttvolum pa 5 ml. Enzymprever som skulle analyseres ble tilsatt til rerene etter at
rgrene var oppbevart med kun buffer og Asocoll i 5-10 min. Etter tilsetting av
enzymprover til analyseblandingen ble systemet tillatt inkubert ved romtemperatur i
15 min. hvoretter absorbansen ved 520 nm ble malt. Resultatene ble forst observert
som et linesert forhold mellom absorbansen ved 520 nm mot mengden enzym
hvorfra antallet Azocoll-hydrolyserende enheter pr. ml enzym ble beregnet, hvor én
Azocoll-enhet (AU) er den mengden enzym som medferer en gkning i absorbansen
pé 0,1 enheter.

Med en analyse for lgselige aminosyrer og peptider ved anvendelse av TCA
(trikloreddiksyre)-presipitering etterfulgt av omsetting med Folin Ciocalteus
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reagens ble de fastsltt at Cryotin-reaksjonen dannet med en 8 ganger sterre mengde
loselige aminosyrer og peptider pa 4 timer sammenlignet med pregven med alkalase.
En analyse av astaxantin ved anvendelse av absorbansemélinger ved 468 nm ble
anvendt for & monitorere astaxantinfrigjeringen fra rekeskall. Disse malingene viste
mer enn en 1,6 gangers frigjering av pigmentet med den enzymatiske
kryotinfremgangsmaten sammenlignet med alkalasereaksjonen.

EKSEMPEL 5: Fremstilling av matsmakstilsettingsstoffer fra rekeskall ved
anvendelse av Cryotin

Rekeskall (omtrent 20 % terrstoff) og vann ble blandet sammen i et forhold pa
1:0,63 (vekt/vekt) ved 4 tilsette 3980 g rekeskall til 2525 g vann. En 165 ml preve
Cryotin-enzymblanding fra eksempel 1 inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA-enheter),
dvs. totalt 231 enheter pr. 3980 g rekeskall, eller omtrent 0,058 BAPNA-
hydrolyserende enheter pr. g rekeskall. Denne blandingen ble omsatt ved rering i en
rotasjonstrommel i 4 timer ved en hastighet pa 40 sykluser pr. min. ved en
temperatur pd omtrent 15°C. Losningsfraksjonen ble separert fra den faste resten
ved hjelp av filtrering gjennom en grov-sikt etterfulgt av osteklutfiltrering. Den
faste resten ble anvendt for chitinproduksjon. Den vandige fraksjonen ble varmet til
70°C i 10 min. for & inaktivere enzymene og pasteurisere vaesken. Den vandige
fasen ble deretter konsentrert til 30 % terrstoffinnhold ved hjelp av fordamping ved
45°C under vakuum.

EkSEMPEL 6: Hydrolyse og frigjering av proteinaktig materiale som for fra
rekeskall ved anvendelse av Cryotin

Rekeskall og vann ble blandet sammen i et forhold pa 1:0,5 (vekt/vekt) ved a tilsette
3000 g rekeskall til 1500 g vann. En preve pa 130 ml Cryotin enzymblanding fra
eksempel 1 inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA-enheter), dvs. totalt 182 enheter pr.
3000 g rekeskall, eller omtrent 0,06 BAPNA-hydrolyserende enheter pr. g rekeskall.
Denne blandingen ble omsatt ved hjelp av rering i en roterende trommel i 10 timer
ved en hastighet pa 40 sykluser pr. min. ved en temperatur p4 omtrent 30°C. Den
leselige fraksjonen ble separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom
en grov-sikt etterfulgt av osteklutfiltrering. Den faste resten ble anvendt for
chitinproduksjon. Den vandige fraksjonen ble oppvarmet til 70°C i 10 min. for &
inaktivere enzymene og pasteurisere vesken. Den vandige fasen ble deretter
konsentrert til 40 % teorrstoffinnhold ved hjelp av fordamping ved 45°C under
vakuum hvor etter konsentratet ble dehydrert ytterligere i en tarker.

EKSEMPEL 7: Et smakspreparat fra hele reker

Hele frosne reker (22,2 % terrstoff) ble malt i en kvern. De malte rekene og vann
ble blandet sammen med et forhold pé 1:0,75 (vekt/vekt), ved & tilsette 6700 g malte
reker til 5010 g vann. En preve pd 311 ml Cryotin-enzympreparat fra eksempel 1
inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA-enheter), dvs. totalt 435,4 enheter til 6700 g malte
hele reker, eller omtrent 0,065 BAPNA hydrolyserende enheter pr. g malte hele
reker. Denne blandingen ble omsatt ved rering i en roterende trommel i 4 timer med
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en hastighet p& 40 sykluser pr. min. ved en temperatur p4 17°C.
Losningsfraksjonen ble separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom
en grov-sikt etterfulgt av osteklutfiltrering og sedimentering i 10-20 min. Den faste
resten ble anvendt for chitinproduksjon. Den vandige fraksjonen ble varmet til 70°C
i 10 min. for & inaktivere enzymene og pasteurisere vesken. Den vandige fasen ble
deretter konsentrert til 30-40 % terrstoffinnhold ved hjelp av fordamping ved 45°C
under vakuum. Eksperimentet ble repetert med det samme forholdet av ramaterialer,
vann og enzympreparat bortsett fra at inkuberingstemperaturen ble holdt ved 20°C
og fordampingsterkingen ble utfert ved 50°C, hvilket resulterte i et produkt med
vesentlig samme kvalitet.

EKSEMPEL 8: Et smakspreparat fra hummer

Hummerhoder og kler eller hele hummere ble anvendt i denne fremstillingen og
ramaterialet var enten frosset eller ferskt. Frosne hele hummere ble malt i en kvern.
Den malte hummeren og vann ble blandet sammen i et forhold pé 1:0,75 (vekt/vekt)
ved tilsetting av 8540 g malt hummer til 6410 g vann. Blandingen av hummer og
vann ble bragt til 90°C i en kort periode (for & inaktivere spesielt fenyloksidase som
er tilstede i hummeren) og deretter avkjelt til fremgangsmatetemperatur som i dette
eksemplet var 35°C. En preve av 385 ml Cryotin-blanding fra eksempel 1
inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA-enheter), dvs. totalt 539 enheter til 8540 g malt
hele hummer eller omtrent 0,063 BAPNA hydrolyserende enheter pr. g malt hel
hummer. Denne blandingen ble omsatt ved roring i en roterende trommel i 1,5 timer
ved en hastighet pa 40 sykluser pr. min. ved en temperatur pa omtrent 35°C.
Lesningsekstraktet ble separert fra den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom
en grov-sikt etterfulgt av ostekuttfiltrering og sedimentering i 10-20 min. Den faste
resten ble anvendt for chitinfremstilling. Den vandige fraksjonen ble varmet til
70°C i 10 min. for & inaktivere enzymene og pasteurisere vaesken. Den vandige
fasen ble deretter konsentrert til 40-50 % terrstoffinnhold ved hjelp av fordamping
ved 45°C under vakuum.

Pafelgende eksperimenter ble utfort med det samme forholdet av rdmateriale, vann
og enzympreparat bortsett fra at feroppvarmingstemperaturen var 70°C og
inkuberingstemperaturen ble holdt ved 30°C, hvilket resulterte i et produkt med
vesentlig lik kvalitet. Det samme resultatet ble oppnddd med det endelige
konsentreringstrinnet utfert ved 50°C for & oppnd et produkt med 30-40 %
terrstoffinnhold.

EKSEMPEL 9: Smakspreparat fra lyr

Som ramateriale er det mulig & anvende enten lyrkjatt, dvs. skinnfileter av lyr eller
lyrbein og rdmaterialet kan enten vare ferskt eller frossent. Ferske skinnfileter fra
lyr ble malt i en kvern. De malte lyrfiletene og vann ble blandet sammen ved &
tilsette 4-50 g malte lyrfileter med et terrvektinnhold pa 21 % til 4685 g vann. En
preve av 292 ml Cryotin-blanding fra eksempel 1 inneholdende 1,4 U/ml (BAPNA-
enheter), dvs. totalt 409 enheter til 4750 g malte lyrfileter eller omtrent 0,086
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BAPNA-hydrolyserende enheter pr. g malte lyrfileter. Denne blandingen ble omsatt
ved rering i en roterende trommel i 4 timer ved en hastighet pa 40 sykluser pr. min.
ved en temperatur pd omtrent 26°C. Ekstraksjonsfraksjonslesningen ble separert fra
den faste resten ved hjelp av filtrering gjennom en grov-sikt etterfulgt av filtrering
gjennom en osteklut. Den vandige fraksjonen ble varmet til 70°C i 10 min. for &
inaktivere enzymene og pasteurisere vasken. Den vandige fasen ble deretter
konsentrert til 25-35 % terrvektinnhold ved hjelp av fordamping ved 45°C under
vakuum.

Eksperimentet ble repetert med det samme forholdet av rdmaterialer, vann og

enzympreparat bortsett fra at inkuberingstemperaturen ble holdt ved 30°C og

fordampingsterkingen ble utfert for & oppnd et produkt med 18-25 % terrvekt,
hvilket resulterte i et produkt med i det vesentlige tilsvarende kvalitet.

EKSEMPEL 10: Fremstilling av rekesuppe ved anvendelse av smakspreparater fra
hele reker

Den folgende suppeoppskriften er et eksempel pé anvendelsen av
matsmaksstoffekstraktene for humant forbruk. Ved tilbereding av en suppe kan
ekstraktet enten anvendes som basismateriale som i den folgende oppskrift eller
som toppmateriale som tilsettes i en liten mengde til en nesten ferdig suppe for 4 gi
den en endelig smak.

Rekesuppe for 12 personer
Ingredienser:

2 lgk

2 gulretter

2,5 1 vann (eller fiskekraft)

2 spiseskjeer fiskebuljong

1 spiseskje karripulver

250 g rekeekstrakt fra eksempel 7
1 fedd hvitlgk, hakket

100 g smer, smeltet + 100 g mel
200 ml] flate

100 m] hvitvin

Lekene og gulrettene hakkes og surres i en sausepanne. 2,5 1 vann (eller fiskekraft)
tilsettes til sausepannen sammen med 2 spiseskjeer fiskebuljong, 1 spiseskje karri,
250 g rekeekstrakt fra eksempel 7 og 1 hakket fedd hvitlek. Ingrediensene blandes
sammen og smakokes i 20 min. og deretter filtreres suppekraften fra. Suppekraften
jevnes med en blanding av 100 g smeltet smor og 100 g mel tilsatt til det smeltede
smeret. Floten reres inn i suppen og suppen gjenoppvarmes. Deretter tilsettes
hvitvinen og hele reker for dekorering. Suppen er klar for servering.
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EKSEMPEL 11: Fierning av membran fra blekksprut ved anvendelse av et
proteolytisk preparat fra torsk

To stykker frossen hel blekksprut, omtrent 300 g hver ble plassert i en roterende
trommel sammen med 450 ml vann og omtrent 300 ml torskeutledet proteolytisk
preparat fremstilt som i eksempel 1 hvor pH var blitt justert til 8,2. Det
proteolytiske preparatet hadde en aktivitet pA omtrent 105 GPR enheter/ml, slik at
den totale proteolytiske aktiviteten var omtrent 31400 GPA enheter eller omtrent 52
GPR enheter/g blekksprut (1,7 BAPNA-enheter/g). pH ble justert til 8,0 flere ganger
i lepet av inkuberingen. Temperaturen ble holdt ved 10°C eller under og
blekkspruten ble undersekt og prever ble tatt etter 15, 30, 60, 150, 210 og 330 min.

Aktiviteten ble malt i en analyse ved anvendelse av det syntetiske substratet Gly-L-
Pro-L-Arg-p-nitroanilid (GPR eller sGPRpna) ved en substratkonsentrasjon pé 0,3
mM i 50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl, pH 8,1 ved 25°C. Absorbansegkningen ble
malt ved 410 nm og GPR-aktiviteten ble beregnet i henhold til en molar
absorptivitetskonstant pa 8800 Mcm™'. GPR-enheter ble omdannet til BAPNA-
enheter i henhold til ligningen Ugapna=Ugpr/31.

Den felgende tabell angir observasjonene og malingene utfert gjennom

eksperimentforlepet.
Tabell 11.1
Tid, Temp. |pH [Azs0 [Kommentarer
min. ,°C
0 2 8,1 (0,10 |Frosne blekksprut-biter.
5
15 2 6,9 10,27 |Losgjering av membran observert, ett stykke ble slimete
0 pé overflaten, pH justert m/NaOH.
30 3 7,8 10,36 [Uendret fra siste inspeksjon, pH justert m/NaOH.
8
60 4 7,6 0,51 [Membrannedbrytning begynte. Blerer fulle av vaske
0 oppstod pa overflaten. Membranen mer slimete. pH justert
m/NaOQOH.
150 8 7.4 10,52 |Membranen har lgsere form, pH justert m/NaOH.
7
210 10 7,6 10,58 |Mperk del av membranen har nesten forsvunnet fra
0 kroppen, fortsatt tilstede pé halen. pH justert.
330 10 - 0,69 [Membranen har nesten forsvunnet fra kroppen og halen.
0
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Det ble observert at et proteolytisk preparat effektivt fjerner proteinaktig hud og
membran fra vevet det er festet pa slik som membranen pa overflaten av blekksprut.
Et tilsvarende forsegk ble utfort for nedbrytning av membransekken pé fiskemelke
fra torsk.

EKSEMPEL 12: Fremstilling av hydrolysater fra lammekjott
107 g stekt malt lammekjott ble blandet med 163 ml vann. Temperaturen pa

vellingen var omtrent 25°C. 7 ml Cryotin med en aktivitet pa omtrent 1,4 BAPNA
enheter/ml ble blandet med vellingen (dvs. omtrent 0,09 U/g kjett) og pH ble justert
til 7,3 ved tilsetting av NaOH. Vellingen ble rert i 4 timer ved 20°C og prever ble
fjernet ved 1 times intervaller for analysering (pH-mélinger og absorbanser ved 280
nm). Etter at den 4 timer lange inkuberingen var ferdig hadde hydrolysatet en
karakteristisk smak og aroma som for lammekjett. Tabell 12.1 viser
absorbansemalinger for prevene, hvilket indikerer frigjeringen av leselige peptider
og aminosyrer.

Tabell 12.1

Tid, timer pH Aazsgo
0 7,32 0,014
1 6,98 0,083
2 6,86 0,102
3 6,85 0,130
4 6,85 0,146

Forsgket ble repetert med ratt malt lammekjott og tilsvarende resultater ble
oppnadd.

EKSEMPEL 13: Sensorisk testing av reke- og hummerhydrolysater

En preve av rekesmaksstoffspreparat ifelge eksempel 7 ble utsatt for en sensorisk
testing av et testpanel bestdende av seks paneldeltakere. For testing ble preparatet
fortynnet ved tilsetting av 20 g smakspreparat til 200 ml vann og varmet til omtrent
50°C. Proven ble servert i smé plastkopper. Paneldeltakerne evaluerte forst preven
individuelt ved 4 bedemme aroma, farge og smak og notere beskrivende trekk og
deretter diskutere de generelle sensoriske karakteristika for testpraven.
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Tabell 13.1 Liste av kommentarer utfert av de individuelle paneldeltakere
Tabell 13.1

Farge Aroma Smak

rosa (laks) sot, sot smak,
svak aroma, rekekjett, kolje
koljelukt. fiskekjott

Panelet nddde deretter den folgende samlede konklusjon: rekesmakspreparatet
hadde en svert karakteristisk smak og lukt av reke, spesielt en smak av rekekjott
(ogsé smak av fiskekjott).

EKSEMPEL 14: Hydrolyse av proteininneholdende materiale med et foredlet
proteolytisk preparat uten elastase og serinproteaser

Alle forsgkene i eksemplene 3-13 repeteres bortsett fra at det torskeutledede
proteolytiske preparatet fra eksempel 2 (kalt Cryotin X) ble anvendt som det
hydrolyserende middel. Vesentlig de samme forhold av proteolytisk aktivitet, malt
som i eksempel 1 ble anvendt for & oppné tilsvarende resultater som de beskrevet i
eksemplene 3-13.

Fig. 1: Stabiliteten til det torskeutledede proteolytiske preparatet fra eksempel 1 ble
maélt som en funksjon av temperatur og tid ved & observere gjenvarende enzymatisk
aktivitet etter 24 timers inkubering ved pH-verdier pé 6, 8 og 10 og temperaturer pa
10°C, 30°C og 45°C. Av denne figuren kan man observere at det proteolytiske
preparatet har tilsvarende stabile karakteristika ved de tre pH-verdiene men er mye
mer stabil ved lave temperaturer enn hgye. Enzymaktivitet ble monitorert ved
absorbansemalinger ved 247 nm ved 4 anvende tosyl arginin metylester (TAME).
Aktiviteten ble bestemt ved 25°C ved anvendelse av TAME ved en endelig
konsentrasjon péa 0,075 mM og hvor analsyebufferen bestod av 40 mM Tris/HCI pH
8,1 og 10 mM CaCl,. En aktivitetsenhet ble beregnet ved 1 umol hydrolysert
substrat/min. ved anvendelse av en molar ekstinksjonskoeffisient pa 540 M'cm™
ved 247 nm.

Fig. 2: Aktiviteten til det torskeutledede proteolytiske preparatet fra eksempel 1 ble
vist som en funksjon av pH ved anvendelse av TAME som et substrat. Bufferne som
ble anvendt ved en sluttkonsentrasjon pd 0,1 M var hepes/HCI (pH 5,4-8,0) og
glysinat (pH 8,3-10,8) inneholdende 10 mM kalsiumklorid. Fra denne figuren kan
man observere at preparatet har relativt god TAME-hydrolyserende aktivitet
gjennom pH-omradet mellom 7 og 10,8 med et maksimum mellom pH 8 og 10,5,
hvor aktiviteten ble bestemt som beskrevet i teksten til fig. 1.

Fig. 3: Temperaturavhengigheten av aktiviteten til det torskeutledede protolyttiske
preparatet i eksempel 1. Den enzymatiske aktiviteten ble monitorert ved anvendelse
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av tosyl arginin metylester (TAME) som substrat ved en sluttkonsentrasjon pé 0,75
mM. Analysebufferne bestod av 40 mM Tris/HCI (pH 8,1) og 10 mM kalsiumklorid
og aktiviteten ble monitorert ved a folge absorbansen ved 247 nm. Fra denne
figuren kan man observere preparatets gkende hydrolyttiske aktivitet opp til et
maksimum pa omtrent 50°C, hvoretter aktiviteten synker raskt som felge av
temperaturdenaturering. (Aktivitet bestemt som i teksten til fig. 1).
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for fremstilling av et proteinhydrolysat fra et naturlig
proteininneholdende rdmateriale,
karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter trinnene:

a) fremstilling av en vandig velling omfattende 1-100 % vétvekt av
proteininneholdende materiale,

b) inkubering av vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra en
Gadidae-art,

c¢) agitering av vellingen i 0,25-48 timer ved en temperatur i omradet fra 0 til

60°C,
d) eventuell inaktivering av den proteolytiske blandingen, og
e) eventuell separering av lgsningsfraksjonen fra fast materiale.
2. Fremgangsméte ifelge krav 1,

karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet utledes fra fisk valgt fra
gruppen bestdende av torsk, kolje og lyr.

3. Fremgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet utledes fra torsk.

4. Fremgangsméte ifalge krav 1,
karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet tilveiebringes ved en
fremgangsméte omfattende trinnene:

i) blanding av vann med fiskeinnvoller

ii) agitering av blandingen en periode pa 0,5 timer eller lenger

iii) separering av faste rester fra lesning

iv) konsentrering av den vandige l@sningen for & oppna det proteolytiske
preparat

5. Fremgangsmate ifalge krav 4,
karakterisert ved atagiteringen utferes ved en temperatur i omréadet fra 0
til 10°C, og at pH er i et omrade fra 6 til 9.

6. Fremgangsmaéte ifelge krav 1,

karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet omfatter i det minste et
enzym valgt fra gruppen bestdende av trypsin, chymotrypsin, elastase, kollagenase,
aminopeptidase og en type karboksypeptidaseenzym.

7. Fremgangsméte ifelge krav 1,

karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet har en proteolytisk
aktivitet i omradet fra 0,1 til 50 BAPNA enheter/ml, malt ved absorbansgkningen
ved 405 nm.

8. Fremgangsmate ifalge krav 6,
karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet har en proteolytisk
aktivitet i omrédet fra 0,5 til 10 BAPNA enheter/ml.
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9. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved atvellingeninkuberes med det proteolytiske preparatet
ved en mengde pa 10-1000 BAPNA proteolytiske enheter/kg proteininneholdende
rémateriale, foretrukket 25-250 BAPNA proteolytiske enheter/kg.

10.  Fremgangsméte ifglge krav 1,
karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet ytterligere foredles ved
fjerning av i det minste ett av dets enzymkomponenter.

11.  Fremgangsmaéte ifelge krav 1,
karakterisert ved atidetminste et ikke-fisk utledet enzympreparat
tilsettes til det fiskeutledede proteolytiske preparatet.

12. Fremgangsmaéte ifelge krav 1,

karakterisert ved atdenvandige vellingen behandles med i det minste et
enzympreparat forut for eller etter behandlingen med det fiskeutledede proteolytiske
preparatet.

13.  Fremgangsmate ifelge krav 11 eller 12,
karakterisert ved atidetminste ett enzympreparat er et lipasepreparat.

14. Fremgangsmate ifalge krav 11 eller 12,

karakterisert ved atidetminste ett enzympreparat omfatter ett eller flere
enzymkomponenter valgt fra gruppen bestdende av amylase, glykanase,
glutaminase, fytase, glykosidase, cellulase, chitinase og pektinase.

15. Frempgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved attrinn c) utferes ved en temperatur i omrédet fra 2 til
40°C.

16. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved attrinn c) utferes ved en temperatur i omréadet fra 5 til
30°C.

17. Fremgangsmate ifalge krav 1,
karakterisert ved attrinn c) utferes ved en pH pa mellom 6 til 11,
fortrinnsvis mellom 6 til 9.

18. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er et dyreprotein
valgt fra gruppen bestdende av fiskeprotein, skalldyrprotein, melkeprotein,
myseprotein, kasein, kjsttprotein, blodprotein, eggprotein, elastin og gelatin.

19. Fremgangsméte ifelge krav 1,

karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er et vegetabilsk
protein valgt fra gruppen bestdende av soyaprotein; kornprotein f.eks. hvetegluten
eller zein; rapsfroprotein; alfalfaprotein, erteprotein, bennelignende benneprotein;
bomullsfraprotein og sesamfraprotein.
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20. Fremgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er fra en marin
organisme.

21.  Fremgangsmaéte ifelge krav 20,

karakterisert ved atmaterialet fra den marine organismen er valgt fra
gruppen bestdende av hel fisk, fiskekjott, fiskeavfall, fiskeinnvoller, fiskeskinn,
fiskebein og enhver del eller blanding derav.

22.  Fremgangsmaite ifelge krav 20,
karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er et materiale
inkludert hele dyr, kjett, skall eller enhver del eller blanding eller kombinasjoner

derav utledet fra en marin organisme valgt fra gruppen bestdende av kreps- eller
bletdyr.

23.  Fremgangsmate ifolge krav 22,
karakterisert ved atkrepse- eller bletdyret velges fra gruppen bestiende
av reker, hummer, kreps, krabber, muslinger, @sters og blaskjell.

24.  Fremgangsmaite ifelge krav 18,

karakterisert ved atdetproteininneholdende rdmaterialet omfatter
proteinaktige membraner eller skinn, slik som fra fisk, fiskelever, svemmeblerer fra
fisk, indre kroppshulrom fra fisk, fiskeegg eller fiskemelke.

25. Fremgangsmaéte ifglge krav 18,
karakterisert ved atdetproteininneholdende rdmaterialet velges fra
gruppen bestaende av lam, svin, oksekjett, kylling og kalkun.

26. Fremgangsmate ifglge krav 25,

karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er ritt eller kokt
og omfatter muskelvev, sener eller annet bindevev, ben, avfall eller enhver del eller
blanding derav.

27. Fremgangsmaéte ifelge hvilket som helst av kravene 1-27,
karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet hydrolyseres
under fermenteringsbetingelser for & oppna et fermentert proteinhydrolysat.

28.  Fremgangsmate ifelge hvilke som helst av kravene 1-26,
karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter et ytterligere trinn hvor
proteinhydrolysatet utsettes for en fermenteringsprosess.

29.  Proteinhydrolysat,

karakterisert ved aveareoppniddd ved hjelp av fremgangsmaten ifelge
hvilke som helst av de foregdende krav.

30. Proteinhydrolysat ifelge krav 29,

karakterisert ved atdethydrolyserte proteinet er utledet fra et
dyreprotein valgt fra gruppen bestdende av fiskeprotein, skalldyrprotein,
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melkeprotein, myseprotein, kasein, kjettprotein, blodprotein, eggprotein, elastin og
gelatin.

31.  Proteinhydrolysat ifelge krav 29,

karakterisert ved atdethydrolyserte proteinet er utledet fra et
vegetabilsk protein valgt fra gruppen bestdende av soyaprotein; kornprotein slik
som hvetegluten eller zein; rapsfroprotein; alfalfaprotein, erteprotein, bgnneaktig
benneprotein; bomullsfreprotein; og sesamfreprotein.

32.  Matprodukt,
karakterisert ved 4&omfatte et proteinhydrolysat ifelge et hvilket som
helst av kravene 29-31.

33.  Matprodukt ifelge krav 32,

karakterisert ved atdeteretsmakspreparat for anvendelse i et produkt
valgt fra gruppen bestdende av en suppe, en saus, en buljong, en paté, en mousse, en
sufflé, en ost, stekemel, eller “orly”-mel og bakevarer.

34. Fremgangsmate for fremstilling av et matprodukt,

karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter trinnene (i) oppnéelsen av
et proteinhydrolysat ifelge hvilket som helst av kravene 29-32 og (ii) formulering
av et matprodukt ved anvendelse av hydrolysatet.

35. Fremgangsmaéte for fremstilling av et smakspreparat,
karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter trinnene:

a) fremstilling av en vandig velling omfattende 1-100 % vétvekt
proteininneholdende materiale,

b) inkubering av vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra en
Gadidae-art,

c¢) agitering av vellingen i 0,25-48 timer ved en temperatur i omrédet fra 2 til
40°C,

d) eventuelt inaktivering av den proteolytiske blandingen,

e) separering av den lpselige fraksjonen fra fast materiale,

f) konsentrering av lgsningen til et terrvektsinnhold pé fra 10 vekt% til 98
vekt%.

36. Fremgangsmate ifglge krav 35,
karakterisert ved atsmakspreparatet er et sjgmatssmakspreparat og det
proteininneholdende materialet er utledet fra sjgmat eller sjgmatbiprodukter.

37. Fremgangsméte ifolge krav 35,
karakterisert ved atsmakspreparatet er et kjottsmakspreparat og at det
proteininneholdende materialet er utledet fra kjott eller kjottbiprodukter.
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38. Fremgangsméite ifolge krav 33,
karakterisert ved atinkuberingeni trinn c¢) utferes ved en temperatur i
omradet pa 5 til 30°C.

39. Fremgangsmate ifelge krav 35,
karakterisert ved atinkuberingen i trinn c¢) utfores ved en pH i omradet
fra 6 til 9.

40. Fremgangsmaéte ifalge krav 35,
karakterisert ved atdetproteolytiske preparatet oppnés ved hjelp av
fremgangsmaten i henhold til krav 4.

41. Fremgangsmate ifelge krav 36,

karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er utledet fra én
eller flere arter valgt fra gruppen bestaende av torsk, kolje, sei, kveite, flyndre, al,
breiflabb, laks, grret, havabbor, sild, lodde, sjepinnsvin, reke, hummer, kreps,
krabbe, muslinger, gsters, og bldskjell.

42. Fremgangsméte ifolge krav 37,

karakterisert ved atdetproteininneholdende materialet er utledet fra én
eller flere arter valgt fra gruppen bestdende av okse, lam, svin, reinsdyr og
fjerfearter inkludert kylling, kalkun, and og struts.

43.  Et ikke-matprodukt
karakterisert ved 4omfatte et proteinhydrolysat ifelge hvilke som helst
av kravene 29-31.

44.  Et ikke-matprodukt ifelge krav 43,

karakterisert ved atdeteretprodukt valgt fra gruppen bestdende av
forprodukt, kjeledyrfor, kosmetikk, fermenteringsbuljong og et farmasgytisk
produkt.

45. Fremgangsméte for 4 frigjere i det minste en del av astaxantinet fra et
astaxantininneholdende skalldyrmateriale,

karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter trinnene: fremstilling som
et utgangsmateriale en vandig velling omfattende skalldyrmaterialet; inkubering av
vellingen med et proteolytisk preparat utledet fra en Gadidae-art, agitering av
vellingen ved en temperatur i omradet fra 2-60°C; og inaktivere den proteolytiske
blandingen for & oppna et proteinhydrolysat inneholdende i forhold til
utgangsmaterialet et hoyere innhold av frigjort astaxantin.

46. Fremgangsméte ifolge krav 45,
karakterisert ved atfremgangsméten omfatter et ytterligere trinn for
separering av en astaxantininneholdende vandig fase.
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