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Fra et vandigt miljg hidrprende fra mzlk, der i alt vasentlig er
udtgmt for casein, ekstraheres proteiner, navnlig lactoferrin og
immunoglobuliner, ved adsorption p3 et fast baremateriale i et svagt
basisk miljg med en pH-vardi p3 over 7,5, fortrinsvis meilem 7,7 og
8,8 ag mest fortrinsvis mellem 7,9 og 8,5. De adsorberede proteiner
elueres med en sur oplgsning, hvis pH-vardi fortrinsvis ligger
under ca. 4.

Den ved elueringen opndede oplgsning indeholder mere end 503
factoferrin, og resten af proteinerne er i alt vasentlig immunoglobu-
liner.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmide til ekstraktion af lactoferrin og
immunoglobulin fra en vaske hidrgrende fra melk, hvilken vaske i alt
vesentligt er udtgmt-for casein, ved hvilken fremgangsmade protei-
nerne adsorberes pad et fast bazrermateriale, hvorefter de adsorberede

proteiner elueres med en sur oplgsning.

De forskellige proteiner, der foruden casein findes i pattedyrs
melk, har tiltrukket talrige industriers og forskeres opmaerksomhed.
Ligeledes har det arbejde, som man har foretaget med henblik pa
separation af de forskellige proteiner, navnlig de proteiner, som
befinder sig i vallen, dvs. i Tlactoserum, efter separation af
casein, tiltrukket sig opmerksomhed. Blandt meget interessante
stoffer, der tilhgrer denne kategori, er a-lactalbumin, transferrin,
lactoferrin, lysozym, serumalbumin, immunoglobuliner osv. Lactofer-
rinet har farmakologisk interesse: man ved, at dette protein, som
fixerer jern, udggr en vigtig beskyttelse mod forskellige bakterie-
infektioner. Denne betydning forklares netop ved dette proteins
chelaterende virkning overfor jekn, hvorved dette element fjernes
fra miljpet, hvilket saledes forhindrer udviklingen af bakterier,
for hvilke dette element er absolut ngdvendigt. Denne bakteriosta-
tiske egenskab udger klart en vigtig fordel. Hvad angdr immunoglo-
bulinerne IgA, IgM og IgG stiger deres betydning hver dag med den
fantastiske udvfk]ing af immunologien. Man kender andetsteds fra
nytten og anvendelsen af lactalbuminer, serumalbumin, lysozym og
visse andre proteiner og ligeledes proteiner, der fikserer vitaminet
B12 eller ceruloplasmin, som har den egenskab at kombinere med
kobber. Man forstar, at der har varet udfgrt arbejder med henblik pd
separationen af forskellige proteiner hidrgrende fra melkeprodukter
og navnlig fra valle, som indeholder proteinerne i oplgst tilstand
og som almindeligvis udggr et restprodukt i mzlkeindustrien. Den
stgrste del af de anvendte fremgangsmiader er baseret pd anvendelsen
af ionbyttere eller pd kromatografi pa Sephadex ved pH-vardier, som
ikke overstiger 7, og som oftest er under 6,3. En sadan fremgangs-
made omtales f.eks. i beskrivelserne til US patenterne nr. 3.234.199
og nr. 3.969.337. Man har ligeledes anvendt elektroforese eller
precipitation via salte og centrifugering, denne sidste metode er
blevet beskrevet af Montreuil og Mullet C.R. 250, 1736-7 (1960).
Senere er arbejdet til separation af proteiner fra mzlk blevet
omtalt i beskrivelsen til FR patenter nr. 2.390.906 og nr.
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2.399.214, hvor alle andre proteiner end casein fgrst ekstraheres
med en harpiksanionbytter og dernest med silicium, eller omvendt;
ekstraktionen finder sted ved en pH-verdi mellem 4 og 7,5.

Selv om de forskellige kendte fremgangsmider egner sig godt til
separationen af proteiner, sasom lactalbuminer eller serumalbumin,
gor ingen af disse metoder det muligt pa effektiv og praktisk made
at opna proteiner, som fikserer jern, dvs. transferriner og lacto-
ferriner. Skent lactoserum er et lidet dyrt materiale, indeholder
det kun ca. 6,5 g proteiner pr. liter, hvoraf en 1lille del er
lactoferriner: man skal derfor behandle meget store volumener af
dette udgangsmateriale for at ekstrahere en lille vegtdel af inter-
essante proteiner. Det er derfor vigtigt at have en fremgangsmade,
der ggr det muligt at gennemfgre denne ekstraktion med et sa godt
udbytte som muligt. Det er dette formdl, der opnds med den forelig-
gende opfindelse. Den nye fremgangsmade ifglge opfindelsen angar
navnlig udvindingen af ferrochelaterende proteiner, navnlig lacto-
ferrin og transferrin, og desuden immunoglobulinerne fra melkeserum,
der bliver tilbage efter separation af casein.

I den efterfglgende del af beskrivelsen omtales af forenklingshensyn
kun lactoferrin, men det skal forstds, at dette udtryk ogsd omfatter
transferrin og eventuelt andre ferrochelaterende proteiner af samme
type, som kan forekomme i melk fra forskellige pattedyr.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse er et resultat af
pavisningen af, at i modsztning til den kendte teknik foregar
separationen ved adsorption af de ovenfor anfgrte proteiner bedst i
et svagt basisk miljg.

Fremgangsmiden ifglge opfindeTsen med de ‘indledningsvis angivne
karakteristika er siledes ejendommelig ved, at adsorptionen finder
sted i et svagt basisk miljs ved en pH-verdi over 7,5, og at elue-
ringen efterfglges af en behandling med en basisk oplgsning, og at
de herved frigjorte immunoglobuliner og Tlactoferrin indvindes.
Miljoets pH-vardi ligger fortrinsvis mellem 7,7 og 8,8 og mere
fortrinsvis mellem 7,9 og 8,5.

Det miljg, der skal behandles ifglge den foreliggende opfindelse,
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kan besti af en vandig vaske omfattende de forskellige melkepro-
teiner, befriet for i det mindste hovedparten af casein; den mest
praktiske kilde er valle, evt. koncentreret eller allerede behandlet
til ekstraktion af andre proteiner end Tactoferrin.

Efter adsorptionen i svagt basisk milje og eliminering af vasken,
der flyder ovenpi, elueres de proteiner, der er bundet til adsor-
benset, ved at senke pH-vardien til under 7 og fortrinsvis til om-
kring 4; en foretrukket udfgrelsesform omfatter udnyttelse af et
surt elueringsmiddel, hvis ionstyrke er blevet forgget ved tilset-
ning af et oplgseligt salt.

Som adsorbens kan man med fordel anvende kisel med et gramoverflade-
areal pa fra 5 til 150 m2/g, reprasenterende en porediameter pa fra
25 til 250 nm (250 til 2500 A). Kiselen kan anvendes i pulverform
med tilstrezkkelig stor kornstgrrelse, f.eks. mellem 5 pm og 5 mm.
Til anvendelse i en sgjle foretrakkes det at anvende sferiske kugler
med en diameter af en stgrrelsesorden pa fra 10 til 500 pm.

Skgnt kisel udggr et udmerket bzrermateriale til preferentiel
binding af lactoferrin kan andre barermaterialer anvendes, navnlig
forskellige natur]ige eller syntetiske silicater, sasom bentonit
savel som aktiveret aluminiumoxid.

Bindingen i et svagt basisk miljs giver den fordel, at der er en
stor selektivitet overfor lactoferrin, som kun ledsages af en del af
immunoglobulinerne. De andre proteiner, navnlig Tlactalbuminer,
Tactoglobuliner, serumalbumin og resten af immunoglobulinerne bliver
tilbage i oplgsning i den vaske, der flyder ovenpa.

Efter udvindingen af Tactoferrin’et og immunoglobulinerne bringes
berermaterialet, navnlig kiselen, i kontakt med en svagt basisk
oplgsning med f.eks. en pH-verdi pd fra 8 til 9, hvilket ger den
egnet til at blive anvendt til en ny ekstraktion fra et melke-
produkt. Det fremgdr, at fremgangsmaden ifelge opfindelsen er meget
mere simpel end de kendte fremgangsméder§ i forhold til de ovenfor
omtalte FR patentskrifter er det saledes tilstrakkeligt med ét
mineralsk barermateriale i stedet for 2 bzrermaterialer, hvoraf det
ene er en ionbytter. Desuden finder bindingen sted i et basisk miljg
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i stedet for at blive udfgrt ved pH-verdier under 7,5 og navnlig
under 7, som det er tilfzldet med alle de tidligere metoder.

Efter eluering af berermaterialet med en sur oplgsning vaskes dette
berermateriale i en variation af fremgangsmaden ifglge opfindelsen
med en basisk oplgsning, hvilket tillader ekstraktion af immu-
noglobulinfraktionen, som ikke er blevet elueret i surt miljg; i
dette tilfalde kan den basiske oplgsning ogsd ggre det muligt at
udvinde en rest af lactoferrin. Vasken i denne udfgrelsesform kan
udfgres ved f.eks. en pH-verdi mellem 8 og 10. Et kiselbazrermateri-
ales kapacitet overfor lactoferrin pavirkes imidlertid ikke af en
sidan vask; vasken kan derfor udelades, nar man kun forsgger at
ekstrahere lactoferrin.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen kan anvendes pa Tactoserum, lige
meget hvilken elimineringsmide af casein, som har fgrt til denne
Tactoserum: med andre ord ligegyldigt om caseinet er blevet pracipi-
teret ved forsyrning af den oprindelige melk eller ved indvirkning
af et enzym. Fremgangsmiaden kan anvendes pd valle som sddan, sdvel
som pd vasker, der er opndet ved at oplgse faste stoffer fra lacto-
serum, opndet p& kendt made, f.eks. ved ultrafiltrering eller
tarring. ‘

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen kan anvendes til ekstraktion af
lactoferriner fra forskellige mazlkekilder, navnlig melk fra far
eller kger sivel som human melk. Da de fgrstnezvnte indeholder meget
mindre lactoferrin end den anden, er behandlingen af dem mindre
effektiv med de kendte metoder, og det er her, at anvendelsen af
fremgangsmaden ifglge opfindelsen ggr sig specielt bemzrket.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen kan udfgres under de betingelser,
der er beskrevet af Gordon, Ziegler & Basch, Biochem. Biophys. Acta
60, 410-411 (1962): i denne variation udfgres bindingen til et
adsorberende materiale i svagt basisk miljg med en vaeske omfattende
lactoferinet, til hvilket man i forvejen har tilsat en jernforbin-
delse pd en sddan mide, at det tilstedevarende Tactoferrin mzttes.

Ekstraktionsprocenten af lactoferrin er forgget ved fremgangsmaden
ifglge den foreliggende opfindelse. Hvad angar sammensztningen af de
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proteiner, der opnds ved denne fremgangsmade, efter elueringen fra
det adsorberende materiale ved hjzlp af en sur oplgsning, omfatter
den mere end 50% lactoferrin, idet resten hovedsagelig udgeres af
immunoglobuliner. Renheden af Tlactoferrinet, der hovedsageligt
anvendes som bakterostatisk middel, er helt tilfredsstillende, og
det er ikke npdvendigt at adskille det fra immunoglobulinerne; det
har faktisk in vitro vist sig, at lactoferrins evne til at inhibere
veksten af patogene bakterier forgges med tilstedevarelsen af immu-
noglobuliner.

I de industrielt vigtige tilfzlde, hvor bazrermaterialet bestdr af
kisel, finder man en kapacitet overfor Tactoferrin pa mere end 20 mg
pr. g kisel, hvilket fuldstendigt berettiger den industrielle anven-
delse af fremgangsmaden ifglge opfindelsen.

Ved de betingelser, der hersker under fremgangsmiden ifglge opfind-
elsen, undergar de immunoglobuliner, som ledsager lactoferrinet,
ingen denaturering, og kan derfor anvendes i den farmaceutiske
industri og den veterinzre industri, eftersom de bibeholder alle

deres egenskaber.

De forskellige proteiner, som kan separeres med fremgangsmaden
ifglge opfindelsen, kan identificeres med kendte metoder, og navnlig
de metoder, der er blevet beskrevet af J. Garnier i Ann. Biol. anim.
Bioch. Biophys. 1964, 4 (2) 163-187. De efterfglgende eksempler
illustrerer den foreliggende opfindelse.

EKSEMPEL 1

I en sgjle med en indre diameter pd 1 cm anbragtes 5 g kiselkorn med
en kornstgrrelse pad fra 100 til 200 gm; denne kisel havde et gram-
overfladeareal pa 20 mz/g og en porediameter pd 80 nm. Kiselen
vaskedes med en 0,005M dinatriumphosphatoplgsning Na2HP04. I en
liter af denne phosphatoplgsning oplgstes 10 g af et pulver opnaet
ved tgrring af det opsamlede faste materiale (resten) ved ultracen-
trifugeringen af en Tlactoserum; dette pulver indeholdt 6,5 g pro-
teiner. pH-Verdien af den opniede oplgsning indstilledes til 8,2.
Oplgsningen fertes derefter gennem kiselmaterialet i den ovenfor
anforte sgjle med en hastighed pa 60 ml/time; sgjlen vaskedes
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derefter med en 0,005 M dinatriumphosphatoplgsning med en pH-vardi
pad 8,2 for at fjerne alle de proteiner, der jkke er bundet til
kiselen. Den bundne lactoferrin elueres derefter med en 0,1 N
eddikesyreoplgsning tilsat NaCl til en koncentration pa 0,5 M. Der
opnidedes saledes en fraktion pd 25 ml af en rosafarvet veske inde-
holdende 40 mg proteiner omfattende 66% lactoferrin, idet resten er
immunoglobuliner. Efter en vask af kiselmateriale ved en passage af
en oplgsning af 0,005 M dinatriumphosphatoplgsning er sgjlen parat
til en ny adsorptionscyklus.

EKSEMPEL 2

P& lignende made som i eksempel 1 vaskedes sgjlens materiale med en
stgdpufferoplgsning af tris-HC1, pH-9, tilsat 0,5 M NaCl efter
eluering med eddikesyre og udvinding af lactoferrinfraktionen. Dette
gav en ny 20 ml fraktion indeholdende 30 mg proteiner, som hoved-
sageligt bestod af <immunoglobuliner, lactoperoxidase og en meget
1i1le mengde Tactoferrin. Efter vask af kiselmaterialet i sgjlen med
en 0,005 M dinatriumphosphatoplgsning var sgjlen pany parat til
brug.

EKSEMPEL 3

Den i eksempel 1 anvendte fremgangsmade gentoges, men lactoferrin-
kilden var 1 liter valle, der direkte er opndet ved fremstilling af
ost, denne vaske tilsattes uden koncentrering 0,005 M dinatrium-
phosphatoplgsning pr. 1liter. Der opndedes samme resultater som i
eksempel 1.

EKSEMPEL 4

Den alkaliske vask i eksempel 2 anvendtes ved en fremgangsmade, hvor
der anvendtes valle ifglge eksempel 3. Dette forte til lignende
resultater som i eksempel 2. '

EKSEMPEL 5

Den i eksempel 1 anvendte fremgangsmade blev gentaget under an-
vendelse af 6,5 g bentonit, der forudgdende var blevet behandlet med
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en vandig N HCl-oplgsning, derpa vasket med destilleret vand og
tgrret. Denne bentonit, som erstatter de 5 g kisel i eksempel 1, har
en kornstgrrelse pa fra 85 til 220 pm. Phosphatoplgsningen, som
omfatter 10 g faststof af lactoserumekstrakt per Titer, blev Jus-
teret til pH 8,4 fgr den fgrtes gennem bentonitten med henblik pa
adsorption. Eluering med syre gav en proteinfraktion omfattende 53%
lactoferrin.

EKSEMPEL 6

Fremgangsmiden ifglge eksempel 1 blev gentaget, idet kiselen blev
erstattet med 5 g aktiveret aluminiumoxid med en kornstgrrelse pa
fra 105 til 250 pm. Oplgsningen, der underkastedes adsorption, havde
et pH pa 8,06. Efter adsorption til aluminiumet gav syreeluering en
proteinfraktion omfattende 57% lactoferrin.
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Patentkrayv

1. Fremgangsmide til ekstraktion af lactoferrin og immunoglobulin
fra en vaske hidrgrende fra melk, hvilken veske i alt vesentligt er
udtgmt for casein, ved hvilken fremgangsmide proteinerne adsorberes
pa et fast barermateriale, hvorefter de adsorberede proteiner
elueres med en sur oplgsning, kendetegnet ved, at adsorp-
tionen finder sted i et svagt basisk miljs ved en pH-verdi over 7,5,
og at elueringen efterfglges af en behandling med en basisk oplgs-
ning, og at de herved frigjorte immunoglobuliner og lactoferrin
indvindes.

2. Fremgangsmide ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
pH-vardien i det miljg, der udszttes for adsorptionen, Tigger mellem
7,7 og 8,8, og fortrinsvis mellem 7,9 og 8,5.

3. Fremgangsmidde ifslge krav 1 eller 2, kendetegnet
ved, at elueringen finder sted ved en pH-verdi, der ligger under ca.
4, og at elueringsmidlet fortrinsvis indeholder et oplgseligt salt,
der forgger ionstyrken.

4. Fremgangsmide ifglge et hvilket som helst af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at adsorptionsmidiet er kisel med et
gramoverfladeareal mellem 5 og 150 m2/g og en porediameter mellem 25
og 250 nm.

5. Fremgangsmide ifglge et hvilket som helst af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at kiselen foreligger i pulverform med
en kornstgrrelse pd fra 5 pm til 5 mm og fortrinsvis fra 10 til 500

pm.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
adsorptionsmidlet er et naturligt eller syntetisk silicat og/eller
et aktiveret aluminiumoxid.
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