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(57) Sammendrag:

Fremgangsmade til at forege chymosinindholdet af et mzlke-
koaguleringsenzymholdigt materiale afledt af et chymosinhol-
digt vav af lav kvalitet til et forudbestemt niveau, hvor det
enzymholdige materiale males for at bestemme chymosinindhol-
det deraf, og der til det enzymholdige materiale sattes en
tilstrakkelig mazngde chymosin fremstillet fra en vaske inde-
holdende de mazlkekoagulerende enzymer chymosin og pepsin,
hvor den enzymholdige vaske indstilles til en pH-vardi pd ca.
3,8 til ca. 5,2 og til en ledningsevne pd ca. 2 x 103 til ca.
19 x 103 uS, et anionbyttermedium bringes i ligevagt til en
pH-vardi pa ca. 3,8 til ca. 5,2 og til en ledningsevne pi ca.
2 x 103 til ca. 19 x 103 uS, det ligevaegtsindstillede ombyt-
ningsmedium bringes i kontakt med den indstillede enzym-
holdige vaske til binding af pepsin til ombytningsmediet,
chymosin udvindes af den vaske, der fremkommer efter kontakt
med lejet af ombytningsmedium, og ombytningsmediet periodisk
bringes i kontakt med en oplesning til fjernelse af bundet
pebsin derfra, til at forege det samlede chymosinindhold til
et forudbestemt niveau.
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Opfindelsen angdr en sarlig fremgangsmade til at forege
chymosinindholdet af malkekoagulerende enzymholdige mate-
rialer afledt af chymosinholdige vav af lav kvalitet til et

forudbestemt niveau.

Lebe afledt af dyrevav, sdsom den fjerde mave (kallunet) af
okser, indeholder to malkekoagulerende enzymer chymosin og
oksepepsin. Den relative koncentration af disse to enzymer
varierer meget afhangende ferst og fremmest af dyrets alder
pa slagtningstidspunktet og/eller dets kost. Lebe afledt af
unge kalve, der er mindre end 60 dage gamle, er f.eks. typisk
sammensat hovedsagelig af chymosin, medens den, der er afledt
af et voksent dyr, er sammensat forst og fremmest af oksepep-

sin.

Anvendt til fremstilling af ost giver leber, der har hejt
chymosinindhold, 1 almindelighed hejere udbytter og bedre
aroma og tekstur. Variationer i chymosinindholdet kraver
@ndringer i den anvendte mengde lebe for at opretholde samme
udbytte og ostekvalitet. Tilgangeligheden af lebe med hejt
chymosinindhold bliver mere begraznset pd grund af en reduk-
tion i antallet af slagtede kalve.

(International Dairy Federation) IDF-standard 110:1982 be-
skriver en kromatografisk metode til at bestemme chymosinind-
hold og oksepepsinindhold i lebeekstrakter. Chymosin og pep-
sin pafores forst pa en diethylaminoethyl (DEAE) cellu-
loseharpiks. Natriumchloridoplesninger af forskellige kon-
centrationer ledes sa i razkkefelge gennem sejlen for at opné
en ferste fraktion indeholdende chymosin og en anden fraktion
indeholdende pepsin.

Formalet med opfindelsen er at angive en frémgangsméde til at
forege chymosinindholdet af melkekoagulerende enzymholdige
materialer afledt af chymosinholdigt vav af lav kvalitet til

et forudbestemt niveau.
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Dette opnds ved en fremgangsmdde af den angivne art, som er
ejendommelig ved, at det enzymholdige materiale mdles for at
bestemme chymosinindholdet deraf, og der til det enzymholdige
materiale szttes en tilstrazkkelig mzngde chymosin fremstillet
fra en vaske indeholdende de malkekoagulerende enzymer
chymosin og pepsin, hvor den enzymholdige vaske indstilles
til en pH-vardi pd ca. 3,8 til ca. 5,2 og til en ledningsevne
pad ca. 2 x 103 til ca. 19 x 103 uS, et anionbyttermedium
bringes i ligevagt til en pH-vardi pi ca. 3,8 til ca. 5,2 og
til en ledningsevne p& ca. 2 x 103 til ca. 10 x 103 uS, det
ligevagtsindstillede ombytningsmedium bringes i kontakt med
den indstillede enzymholdige vaske til binding af pepsin til
ombytningsmediet, chymosin udvindes af den vaske, der frem-
kommer efter kontakt med lejet af ombytningsmedium, og ombyt -
ningsmediet periodisk bringes i kontakt med en oplesning til
fjernelse af bundet pepsin derfra, til at forege det samlede
chymosinindhold til et forudbestemt niveau.

Fremgangsmaden til adskillelse af chymosin fra en vaske inde-
holdende de malkekoagulerende enzymer chymosin og pepsin,
sasom en lobeekstrakt, er genstand for kravene i DK nr.
2860/88. Ved denne fremgangsmidde bringes et anionbytter-
medium, som selektivt binder pepsin, i kontakt med vasken.
Chymosin udvindes af vasken, der fremkommer efter kontakt med
ionbytningsmediet, og ionbytningsmediet bringes periodisk i
kontakt med en oplesning til fjerhélse af pepsin. Fer adskil-
lelsestrinnet bliver 1lebeekstrakten eller anden vaske inde-
holdende mazlkekoagulerende enzymer indstillet til en pH-vardi
pa ca. 3,8 til ca. 5,2, fortrinsvis ca. 4,0 til ca. 5,0, og
mest foretrukket ca. 4,4 til ca. 4,6, og til en ledningsevne
Pd ca. 2 x 103 til ca. 19 x 103, fortrinsvis ca. 5 x 10° til
ca. 15 x 103 og mest foretrukket 8 x 103 til ca. 10 x 103 uSs.
lonbyttermediet bringes i ligevagt til ca. samme pH-vardi og
ledningsevne. Da lebeekstrakter i reglen indeholder vasent-
ligt mindre ma&ngder pepsin end chymosin, kan forholdsvis
store mangder chymosin fraskilles, feor det bundne pepsin ma

fjernes fra ionbyttermediet.
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Fremgangsmdden til adskillelse af chymosin fra en vaske
indeholdende de mzlkekoagulerende enzymer chymosin og pepsin
kan i en udforelsesform ske ved, at ombytningsmediet pakkes i
en vaskekromatografisk sejle, den indstillede enzymholdige
veske ledes gennem lejet af ombygningsmedium, chymosin udvin-
des af vaskeaflebet fra sejlen, og den pepsinfjernende oples-
ning er en eluant, som ledes gennem lejet af ombytningsme-

dium.

Lejet kan vare 1 hovedsagen statisk, og den indstillede
enzymholdige vaeske kan ledes kontinuerligt derigennem.

Fremgangsmadden kan ogsa udferes ved, at en portion af den
indstillede enzymholdige vaske indferes i sejlen, lejet
omrores i tilstrazkkelig tid til, at ombytningsmediet bringes
i intim kontakt med enzymet og binder pepsin dertil, og der
udtages en vaskeekstrakt indeholdende chymosin af sejlen.

Fremgangsmaden kan desuden omfatte et trin til skylning af
ombytningsmediumlejet med en vaske, sdsom den vaske, der
anvendes til &kvilibrering af ombytningsmediet, efter at en
forudbestemt mangde af den enzymholdige vaske er blevet fort

derigennem.

I en udferelsesform bliver ionbyttermediet, der fortrinsvis
er en DEAE-celluloseharpiks, pakket® som et leje i en
veskekromatografisk sejle, 1lebeekstrakten eller 1lignende
ledes gennem lejet af ionbyttermedium, chymosin udvindes af
vesken, der 1leber fra sejlen, og en eluant ledes periodisk
gennem lejet af ionbyttermedium for at fjerne det bundne pep-
sin. Pepsin kan udvindes af den udlebende eluant.

I en anden udferelsesform omrores lejet af ionbyttermedium,
og lebeekstrakten tilszttes portionsvis.

Chymosinindholdet af lobeekstrakter afledt af maver af darlig
kvalitet kan sdledes ifelge den foreliggende fremgangsmade
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foreges til et forudbestemt niveau ved at sztte en passende
me&ngde af det udvundne chymosin dertil.

Udgangsmaterialet er en vaske indeholdende de mazlkekoagule-
rende enzymer chymosin og pepsin. Disse to mzlkekoagulerende
enzymer kan fds af en rakke forskellige kendte kilder,
herunder lobe afledt af dyrevaev eller eksisterende i produk-
ter bestdende af blandinger af enzymer, sisom en blanding af
svinepepsin, oksepepsin og oksechymosin. Fremgangsmdden er
serligt effektiv til leber ekstraheret af den fjerde mave
(kallunet) af okser, og fremgangsmdden vil blive beskrevet i
forbindelse med en siddan lebeekstrakt. Den kan ogsd anvendes
til materiale indeholdende chymosin og pepsiner (andre end
oksepepsin), som bindes til et anionbyttermedium ved de
nedenfor beskrevne betingelser.

Leben kan ekstraheres af dyrevav pd enhver sadvanlig metode.
For at bringe ombytningsmediet til selektivt at binde okse-
pepsin bliver den flydende lebeekstrakt forst indstillet til
en pH-verdi pa ca. 3,8 til ca. 5,2 og til en ledningsevne pé&
ca. 2 x 103 til ca. 19 x 103 #S. Der er ingen tendens hos
hverken chymosin eller oksepepsin til at bindes til et anion-
byttermedium, ndr pH-vardien af lebeekstrakten er under ca.
3,8, og begge er tilbejelige til at bindes til et anionbyt-
termedium, ndr pH-vardien er over ca. 5,2. Mere fuldstandige
adskillelser af chymosin fra oksepepSin kan opnds ved en pH-
verdi i intervallet fra ca. 4,0 til ca. 5,0, og endnu mere
fuldstzndige adskillelser kan i reglen fds ved en pH-vardi i
intervallet ca. 4,4 til ca. 4,6.

Hvis ledningsevnen af lebeekstrakten er under ca. 2 x 103 uS,
er oksepepsinet og andre bundne molekyler, sdsom pigment,
tilbejelige til at blive irreversibelt bundet til et
anionbyttermedium. Hvis ledningsevnen er over ca. 19 x 103
uS, er der en tendens til, at hverken oksepepsin eller
chymosin bindes til et anionbyttermedium. Mere fuldstandige
adskillelser af chymosin fra oksepepsin kan opnds med en led-
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ningsevne i intervallet fra ca. 5 x 103 til ca. 15 x 103, og
endnu mere fuldstandige adskillelser kan i reglen fas med en
ledningsevne i intervallet fra ca. 8 x 103 til ca. 10 x 10°
uS. For tiden ser det ud til, at den optimale pH-vardi og
ledningsevne er henholdsvis ca. 4,5 og 9 x 103 uS.

pH-verdien af lobeekstrakten kan indstilles til det eonskede
niveau ved tilsztning af en passende mengde af en egnet syre
af fedevarekvalitet, sdsom fortyndet svovlsyre (hvis den op-
rindelige pH-verdi er over det enskede niveau) eller en egnet
base af fedevarekvalitet, sdsom ammoniumhydroxid (hvis pH-
vardien er under det onskede niveau). Ledningsevnen af
lobeekstrakten malt ved en ledningsevnebro eller lignende kan
indstilles til et ensket niveau ved tilsztning af en passende
mengde af et egnet salt af fedevarekvalitet, sdsom natrium-
chlorid <(hvis den oprindelige ledningsevne er under det
enskede niveau) eller ved at fortynde med afioniseret wvand

(hvis ledningsevnen er over det onskede niveau).

Anionbyttermediet kan vare enhver type, der er i stand til at
blive bragt i ligevegt til selektiv binding af oksepepsin og
derefter frigere det bundne oksepepsin efter at vare bragt i
kontakt med en eluant, der er uskadelig i fedevarer. Egnede
ionbytningsmedier indbefatter de, der har en indifferent
uopleselig grundmasse, sadsom cellulose, acrylpolymerer og
lignende, og hvori der er indfert—anioniske funktionelle
grupper, sdsom amino, alkylamino, guanidino og kvaternare
ammoniumgrupper. Grundmassen skal have en struktur, der er
tilstrazkkelig &ben eller les, sdledes at den ikke bliver til-
stoppet med partikler i lebeekstrakten, og som muligger et
rimeligt gennemleb, ndr den anvendes i en vaskekromatografisk

sejle som nedenfor beskrevet.

Celluloseharpikser, der har en adben fibres grundmasse, fore-
trzkkes. Reprazsentative egnede celluloseharpikser er beskre-
vet i US patent nr. 3.573.277, hvortil der henvises. DEAE-

celluloseharpikser har vist sig at vare sarligt effektive.
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Nar der anvendes en DEAE-celluloseharpiks som ombytnings-
medium, bliver den forudcirkuleret pd sadvanlig midde fer bru-
gen. F.eks. omreres harpiksen i 0,5 N saltsyre i 30 minutter,
og den overliggende vaske dekanteres. Harpiksen skylles s&
med afioniseret vand, indtil den overliggende vaske har en
pH-verdi pd 4,0. Harpiksen omreres sa i 0,5 N natriumhydroxid
i 30 minutter, og den overliggende vaske dekanteres. Harpik-
sen skylles sa med afioniseret vand, indtil den overliggende

vaske har en pH-vardi p& 8,0.

Det forudcirkulerede ombytningsmedium bringes i ligevagt til
en pH-vardi og en ledningsevne inden for de ovennavnte inter-
valler, saledes at oksepepsin tiltrzkkes selektivt til
ombytningsmediet. Ligevagtsindstillingen kan opnds ved at
vaske ombytningsmediet med en stedpudeoplesning, der har den
enskede pH-vardi og ledningsevne. F.eks. kan en typisk lige-
vagtsoplesning bestd af en vandig oplesning, der indeholder
0,5% (vegt/rumfang) natriumbenzoat og en tilstrzkkelig mangde
natriumchlorid til at give en ledningsevne pad 9 x 103 us,
hvortil der sattes fortyndet svovlsyre for at indstille pH-
vardien til 4,5. Ligevegtsindstilling fortsattes, indtil den
dekanterede overliggende vaske har den onskede pH-verdi og

ledningsevmne.

Det forudcirkulerede og i ligevagt bragte ionbytningsmedium
kan pakkes 1 en sadvanlig kromatografisk sejle indeholdende
en pores barer, sdsom en sigte for et leje af ombytnings-
mediet og en ventil til at regulere en kontinuerlig strem af
lobeekstrakten gennem sejlen.

Den indstillede lebeekstrakt indferes i sejlen, passerer gen-
nem det statiske harpiksleje og stremmen af det chymosin-
holdige afleb indstilles med en reguleringsventil, sadledes at
der muliggeres tilstrzkkelig kontakt mellem lebeekstrakten og
harpiksen til at oksepepsinet kan bindes pd& harpiksen. Denne
tid kan bestemmes ved at analysere aflebet pd sadvanlig made
for chymosin og oksepepsin. Hvis den mazngde ekstrakt, som
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indferes i sejlen, eller hastigheden, hvormed den passerer
gennem harpikslejet er for hej, vil en del af oksepepsinet
ikke bindes p& harpiksen (dvs. at der er en ufuldstandig
adskillelse mellem oksepepsin og chymosin), og dette wvil af-

5 spejles i tilstedevaerelse af sterre mazngder oksepepsin i af-
lebet.

Rumfanget af og haétigheden, hvormed lebeekstrakten indferes
i sejlen, kan bestemmes ved rutineforseg og afhenger af rum-
fanget af anionbyttermediet i s@jlen, enzymbindingskapacite-
10 ten af det sarligt anvendte ombytningsmedium, koncentrationen
af oksepepsin i1 1lobeekstrakten og koncentrationen af
forureninger som ikke er enzym i lebeekstrakten (f.eks. pig-
ment), der bliver bundet til ombytningsmediet. Til formal,
hvor mindre end i hovedsagen fuldstazndig adskillelse af chy-
15 mosin er acceptabel, kan stremningshastigheden af 1lebe-
ekstrakten gennem sejlen foreges. Dette nedsaztter kon-
takttiden og resulterer i en mindre fuldstzndig adskillelse.

En sadan fremgangsmade med et statisk leje kan have mangler,
ndr den anvendes til nogle rd lebeekstrakter. Det kan vare
20 vanskeligt at opretholde en acceptabel stremningshastighed
gennem sg@jlen, iser ndr der anvendes en viskos ekstrakt. Det
ovre lag af ombytningsmediet kan blive mattet med uopleselige
materialer, ' sdsom fedtstoffer, muciﬁeg.osv., hvilket forar-
sager en reduktion i stremningshastighed. Kanaldannelse i
25 ombytningsmediet kan forekomme, hvilket resulterer i en re-
duktion af kontakt mellem ombytningsmedium og enzymerne og et

fald i bindingen af oksepepsin.

Disse mangler kan formindskes ved anvendelse af en sejle med
omrert leje. En sddan sejle ligner en sejle med statisk leje
30 med undtagelse af, at lejet af ombytningsmedium omreres,
ekstrakten tilszttes portionsvis, og den indre diameter af

sejlen i reglen er noget sterre til samme rumfang ombyt-

ningsmedium.
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Nar der anvendes en kromatografisk sejle med omrert leje,
indferes det forud cirkulerede og i ligevagt bragte
ombytningsmedium i en sejle, der har en pores barer og en
egnet omrerer, sasom en luftdreven rerepind. Et rumfang
indstillet lebeekstrakt indferes i sejlen, og blandingen af
ekstrakt og ombytningsmedium omreres i tilstrakkelig tid til
at opnd intim kontakt derimellem og binde oksepepsin til om-
bytningsmediet. Den nedvendige kontakttid til gode adskillel-
ser er i reglen kortere med en sojle med omrert leje end med
en sejle med statisk leje. Omrering standses efter den
enskede kontakttid, vaskefasen bliver enten aftappet eller
dekanteret fra sojlen, og et andet rumfang lebeekstrakt
indferes i sejlen. Denne cyklus kan gentages, indtil bin-
dingskapaciteten af ombytningsmediet er blevet opbrugt, eller
hele rumfanget af lebeekstrakt er blevet indfert i s@jlen.

I hovedsagen rent chymosin kan udvindes af aflebet eller
vaskeekstrakten fra seojlen ved en passende rensningsteknik.
F.eks. kan aflebet indstilles til en pH-vardi p& ca. 5,6 og
derpad indfores i en kromatografisk sejle, hvori chymosin
bindes til ombytningsmediet og derpa fjernes med en eluant,
der er uskadelig i fedevarer.

Dette chymosin kan ifelge fremgangsmidden sazttes til lebe-
ekstrakter for at forege chymosinindholdet til et forud-
bestemt niveau. Lebeekstrakter af 1av kvalitet kan saledes
forbedres, og chymosinindholdet af lebeekstrakter af enten
hej eller lav kvalitet kan indstilles til en standardvardi,
sdledes at man dermed eliminerer virkningsvariationer ved
fremstilling af ost. Fremgangsmidden ifelge opfindelsen kan
f.eks. anvendes til efter adskillelse af chymosin fra lebe-
ekstrakter indeholdende s& 1lidt som ca. 15% chymosin (be-
regnet pa samlet malkekoaguleringsevne) og op til ca. 85% at
sattes dette til ekstrakter, der har samme interval af chymo-
sinkoncentrationer for at forege chymosinindholdet til et

ensket niveau.
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Harpikslejet bliver fortrinsvis skyllet periodisk for at

fjerne ubundne fremmede materialer. Harpikslejet omreres for-

trinsvis under skylleperioden for at forege fjernelse af

disse fremmedstoffer. Aflebet fra skylleperioden opsamles
5 fortrinsvis i en sarskilt beholder.

En eluant indferes periodisk i sejlen for at fjerne det
bundne oksepepsin fra harpiksen; og aflebet opsamles 1 en
serskilt beholder. Stremning af eluanten gennem harpikslejet
fortsettes indtil der ikke spores nogen eller kun ringe
10 mzlkekoagulerende aktivitet i aflebet. Oksepepsin kan kon-
centreres af aflebet ved ultrafiltrering, omvendt osmose

eller anden egnet koncentrationsteknik.

Elutionsoplesningen er fortrinsvis baseret p& vand og
indeholder et til fedevarer uskadeligt vandoplzseligt'salt,
15 der har rimelige dissociationsegenskaber. Egnede salte
indbefatter natriumchlorid, natriumphosphat og natriumacetat.
En s®rligt effektiv eluant til DEAE-celluloseharpikser er en
10% natriumchloridoplesning, indstillet til en pH-vardi pa
ca. 4,4 til ca. 4,6. Eluering skal udferes, for det tids-
20 punkt, hvor harpiksen bliver ladet med oksepepsin til det
punkt, hvor den ikke l®ngere er i stand til at binde oksepep-

sin.

Efter eluering kan harpikslejet bringés i ligevagt som oven-
for beskrevet og derved geres parat til naste adskillelses-
25 cyklus.

De felgende eksempler anfores for at eksemplificere foretruk-
ne udferelsesformer for opfindelsen. I eksemplerne blev en-

zymsammensatningerne bestemt ved fremgangsmadden beskrevet i
Collin et al., "A Determination of Chymosin and Bovine Pepsin

30 A in Commercial Rennets and Pepsin", Milchwissenschaft 36(1)
1981.
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Eksempel 1

En lebeekstrakt fremkommet af den fjerde mave af slagtekalve
blev indstillet til en pH-vardi pd 4,5 og en ledningsevne p&
7,8 x 103 #S og blev undersegt for mazlkekoagulerende ak-
tivitet og enzymsammensztning. 100 g DEAE-celluloseharpiks
blev forcirkuleret ved den almene fremgangshéde, der er
beskrevet ovenfor, og derefter bragt i ligevagt med en oples-
ning indeholdende 0,5% (vagt/rumfang) natriumbenzoat, hvortil
der blev sat natriumchlorid for at indstille ledningsevnen
til 8,0 x 103 uS, og fortyndet svovlsyre blev tilsat for at
indstille pH-vardien til 4,5.

Harpiksen, der var bragt i ligevagt, blev pakket i en kroma-
tografisk sejle af glas indeholdende en pores lejebarer og en
hane til regulering af udstremningen. Den indstillede lebe-
ekstrakt blev indfert i sejlen med en stremningshastighed pa
ca. 10 ml/min, og aflebet blev opsamlet og undersegt for
enzymsammensatning. Harpiksen blev skyllet med 200 ml lige-
vegtsoplesning, efter at 1000 ml lebeekstrakt var blevet ad-
skilt. Skylleaflebet blev opsamlet og wundersegt for
melkekoagulerende aktivitet.

Efter denne skylning blev sejlen elueret med en 10% natrium-
chloridoplesning indstillet til eén pH-vardi pd 4,5. Eluerin-
gen blev fortsat, indtil der blev pdvist en malkekoagulerende
aktivitet pd mindre end 1,0 enhed/ml i elutionsaflebet.
Elutionsaflebet blev opsamlet og undersegt for malkekoagule-
rende aktivitet og enzymsammensatning.
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Resultaterne af denne preve er opsummeret i tabel I.
Tabel I

Undersegelse af lebe og afleb.

Mazlkekoagule- Enzymsammen-
5 rende aktivitet, satning, akt. (1)
enheder Chymosin _Pepsin (2)
Lebeekstrakt 18.500 85,6 14,4
Adskillelsesafleb 15.630 >99 <1
Skylleafleb 213 -- --
10 Elutionsafleb 2.678 11,3 88,7
Noter: (1) % af total mezlkekoaguleringsaktivitet

(2) Oksepepsin

Eksempel 2

En lobeekstrakt fra den fjerde mave af slagtekalve blev ind-
15 stillet til en pH-vardi pd 4,5 og en ledningsevne pi 9,0 x
103 uS og undersegt for mazlkekoagulerende aktivitet og enzym-
sammensatning. 200 kg af en DEAE-celluloseharpiks blev for-
cirkuleret ved den almene fremgangsmdde, der er beskrevet
ovenfor, og derefter bragt i ligevagt med en oplesning inde-
20 holdende natriumbenzoat, hvortil der var sat natriumchlorid
til at give en ledningsevne pa& 9.0 x 103 usS, og fortyndet
svovlsyre blev tilsat for at indstille pH-vardien til 4,5.

Den i ligevagt bragte harpiks blev pakket i en kromatografisk
sejle af fiberglas med en indre diameter pd 122 cm og en
25 hejde pa 183 cm og indeholdende en motordrevet omrerer, en
pores harpikslejebzrer og en reguleringsventil. Den indstil-
lede lobe blev indfert i sejlen med en stremningshastighed pa
ca. 25 1/min, og aflebet blev opsamlet. Efter at 23.000 1
lobeekstrakt var stremmet gennem sejlen, blev ca. 1900 1 af
30 ligevaegtsoplesningen indfert i sejlen, medens omrereren var i
drift for at vaske harpiksen. Indfering af lebeekstrakten

blev fortsat efter afslutning af denne vaskecyklus. En anden
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vaskecyklus blev udfert, efter at andre 19.300 1 af 1lebe-
ekstrakten var blevet indfert og en tredje vaskecyklus blev
udfort, efter at yderligere 19.840 1 af ekstrakten var blevet
indfert. Vaskeaflobet blev opsamlet og forenet med adskillel-
sesaflebet. Disse forenede afleb blev undersegt for mzlke-
koagulerende aktivitet og enzymsammensztning.

Efter afslutning af den tredje vaskecyklus blev sejlen elu-
eret med en 10% natriumchloridoplesning indstillet til en pH-
vardi pd 5,6. Eluering blev fortsat, indtil der blev pavist
en malkekoagulerende aktivitet mindre end 1,0 enhed/ml i elu-
tionsaflebet, og elutionsaflebet blev undersegt for mazlkekoa-
gulerende aktivitet og enzymsammensatning.

Resultaterne af denne preve er opsummeret i tabel II.

Tabel II

Undersegelse af lebe og afleb

Mazlkekoagule- Enzymsammen-

rende aktivitet, seatning, akt. (1)

enheder Chymosin Pepsin (2)
Lebe 6,11 x 108 87,1 12,9
Adskillelse og vaske-
afleb 5,247 x 108 >99 <1
Elutionsafleb 0,819 x 108 — 8,8 91,2
Noter: (1) % af total melkekoagulerende aktivitet

{2) Oksepepsin

Af disse resultater kan det ses, at en fraktion indeholdende
i hovedsagen kun chymosin og en uanselig mengde oksepepsin
kan fas af en lebeekstrakt med ringe eller intet tab i malke-
koagulerende aktivitet.
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Eksempel 3

To razkker prever blev udfert for at bestemme effektiviteten

af adskillelsen mellem chymosin og oksepepsin i en lebe-

ekstrakt med variationer i pH-verdi og ledningsevne af en

5 ligevagtsindstillef harpiks og en indstillet lebeekstrakt.

. ‘ Ledningsevnen blev holdt pd 9 x 103 uS og pH-verdien blev
varieret i den ene serie, og pH-vardien blev holdt pd 4,5 og

ledningsevnen blev varieret i den anden.

Til hver preve blev 25 g af DEAE-celluloseharpiks for-

10 cirkuleret ved den almene fremgangsmdde, der er beskrevet

ovenfor, og derefter bragt i ligevegt til den enskede pH-

veardi og ledningsevne. Den ligevagtsindstillede harpiks blev

pakket i en kromatografisk sesjle af glas indeholdende en

pores lejebzrer og en hane til at regulere stremmen. En

15 leobeekstrakt fremkommet af den fjerde mave af slagtekalve

blev indstillet til samme pH-vardi og ledningsevne som den

ligevegtsindstillede harpiks og undersegt for malkekoagu-

lerende aktivitet og enzymsammensztning. 1000 ml af den ind-

stillede ekstrakt blev indfert i sejlen og stremmede gennem

20 harpikslejet med en hastighed af ca. 4 ml/min og aflebet blev

opsamlet. Sejlen blev skyllet med 100 ml af oplesningen an-

vendt til at ligevagtsindstille harpiksen, og skylleaflebet
blev opsamlet og forenet med adskillelsesaflebet.

Efter denne skylning blev sejlen elueret med 250 ml af en 10%

25 natriumchloridoplesning indstillet til en pH-verdi pa 5,6 og

elutionsaflebet blev opsamlet. De forenede afleb fra adskil-

s lelse og skylning og elutionsaflebet blev undersegt hver for

sig for malkekoagulerende aktivitet og enzymsammensatning, og

rumfangene af begge blev malt.

30 Resultaterne af disse prever er opsummeret i tabel III. Af

resultaterne kan det ses, at der ikke blev opndet nogen

betydelig adskillelse mellem chymosin og oksepepsin ved en
pH-vaerdi pa 3,7, medens der var en betydelig stigning i chy-
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mosinindholdet i adskillelsesafleb og skylleafleb, ndr pH-
verdien blev havet til 4,0. Der var ingen betydelig adskil-
lelse mellem chymosin og oksepepsin, og begge blev bundet til
harpiksen ved en pH-vardi pa 5,3, medens der var en betydelig
stigning i chymosinindholdet af adskillelsesafleb og skylle-
afleb, ndr pH-vardien blev havet til 5,0. Ved en ledningsevne
pa 2 x 103 uS var der en stigning i chymosinindholdet i ad-
skillelsesaflobet og skylleaflebet, men den totale
enzymudvinding wvar mindre end 60%, hvilket viser at en
betydelig mengde af enzymet var irreversibelt bundet til har-
piksen. Der var ingen betydelig adskillelse mellem chymosin
og oksepepsin ved en ledningsevne pa 20 x 103 uS, medens der
var gode adskillelser ved ledningsevner pd 5 x 103 og 15 x
103 us.
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Patentkravw

1. Fremgangsmdde til at forege chymosinindholdet af et mal-
kekoaguleringsenzymholdigt materiale afledt af et chymosin-
holdigt vav af lav kvalitet til et forudbestemt niveau,
kendetegnet ved at det enzymholdige materiale
males for at bestemme chymosinindholdet deraf, og der til det
enzymholdige materiale sattes en tilstrazkkelig mangde chymo-
sin fremstillet fra en vaske indeholdende de malkekoaguleren-
de enzymer chymosin og pepsin, hvor den enzymholdige vaske
indstilles til en pH-vardi pa ca. 3,8 til ca. 5,2 og til en
ledningsevne pa ca. 2 x 103 til ca. 19 x 1073 uS, et anion-
byttermedium bringes i ligevagt til en pH-verdi pa ca. 3,8
til ca. 5,2 og til en ledningsevne pad ca. 2 x 103 til ca. 19
x 103 uS, det ligevagtsindstillede ombytningsmedium bringes i
kontakt med den indstillede enzymholdige vaske til binding af
pepsin til ombytningsmediet, chymosin udvindes af den vaske,
der fremkommer efter kontakt med lejet af ombytningsmedium,
og ombytningsmediet periodisk bringes 1 kontakt med en oples-
ning til fjernelse af bundet pepsin derfra, til at forege det
samlede chymosinindhold til et forudbestemt niveau.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k end e t e gnet ved,
at det enzymholdige materiale er en lebeekstrakt.

3. Fremgangsmade ifelge krav 2, k end e t e gnet ved,
at lebeekstrakten hidrerer fra bovint kallun.
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