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Foreliggende oppfinneise vedreorer en fremgangsmate for
behandling av melk som er sterilisert ved oppvarming
til omtrent 120°C i omtrent 4 sekunder, hvorved de
tiol-grupper som er dannet ved varmebehandlingen

fjernes ved sammenfering av den varmebehandlende melk
med. sulfhydryl-oksidaseenzym som er immobilisert pd faste
legemer, og det szregne ved fremgangsmaten i henhold til
oppfinnelsen er at en sulfhydryl-oksidaseengzymfraksjon,
som er oppnddd fra skummet-melk ved fraseparering av
material med sterre, henhv. mindre molekyler og som er
immobilisert pa faste legemer i form av glasskuler, som
for eller etter immobiliseringen og uten vesentlig
temperaturforhoyeélse er sterilisert ved hjelp av en
veske eller en gass, sa&rlig etylalkohql eller
etylenoksyd, bringes i kontakt med melken ved at denne
ved en temperatur pd mellom 20 og 45°¢ og fortrinnsvis

30 til 35°C fAr renne over de faste legemer.
Disse trekk ved oppfinnelsen fremgdr av patentkravet,

En enzymatigdk aktivitet i melk karakterisert ved
oksydasjon av sulfhydryl-grupper i cystein, glutation
(GSH), og melkeproteiner til tilsvarende disulfider er
pavist av Friedrick Kiermeier og Ernst Petz (Z. Lebens,
-Unters.-Forsch, bind 132, sider 342-351 (1967); og

bind 134, sider 97-102 og 149-156 (1967). De reaksjoner
som katalyseres av de rd preparater ble forslagsvis gitt

ved ligningen:
2RSH + 1/2 O2 _— RSSR + HZO

I samsvar med de generelle regler for, systematisk og

vanlig nomenklatur betegnet de enzymet sulfhydryloksidase.

Det ra enzym ble oppniddd av Kiermeier og Petz fra
vallefraksjonen av skummet melk. Deres forsek pa &

rense og isolere sulfhydryloksidaseenzymet lyktes ikke.
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Den foreliggende oppfinnelse er nar knyttet til at det er
blitt utviklet en fremgangsmdte for isolering og rensing
av sulfhydryloksidaseenzym fra melk som reproduserbart
gir preparater med mer enn 3000 ganger sa sterk

aktivitet som for skummet melk. Sulfhydryloksidase i en
vesentlig renset form er funnet & katalysere oksydasjonen
av sulfhydryl-grupper i bade mindre kompliserte
forbindelser og prcteiner under anvendelse av oksygen som
oksydasjonsmiddel. Enzymet i en vesentlig renset savel
som fiksert form er funnet nyttig for behandling av melk

for & fjerne den "kokte" smak.

Det er et hovedformdl for oppfinnelsen & anvende
'sulfhydryloksidaseenzymet for behandling av melk med den

nevnte "kokte" smak.

Det oppnddde i vesentlig grad rensede sulfhydryloksidase-
enzyn. har en spesifikk aktivitet som er vesentlig og
overraskende storre enn den som finnes i tidligere ra
enzympreparater, og enzymet kan lett anordnes i fiksert
tilstand pad vilkédrlig underlag hvor enzymaktiviteten kan

opprettholdes og fornyes.

Som nevnt kan det ved forholdsvis nye prosesser
tilveiebringes et sulfhydryloksidaseenzym med en
spesifikk ‘aktivitet som er mer enn iOOO ganger sterre enn
for skummet melk, slik at sulfhydryloksidaseenzymet kan
isoleres i en vesentlig renset form ved hjelp av en

fremgangsmate omfattende:

a) det isoleres en rad uren enzymfraksjon av sulfhydryl-

oksidase fra ra melk

b) den ra, urene enzymfraksjonen oppleses i en fortynnet

noytral bufferlesning

c) opplesningen av uren enzymfraksjon underkastes en

modning



148096

3

d) den urene enzymfraksjonen underkastes en
separasjonsbehandling for a separere en forste enzym-

fraksjon fra materialer“med sterre molekyler.

e) den forste enzymfraksjonen konsentreres for & oppna

en annen enzymfraksjon

f) den annen enzymfraksjon separeres for a fjerne
materialer med mindre molekyler og isolere enzymet

derfra.

Det sulfhydryloksidaseenzym som isoleres pa denne mdte er
i en vesentlig renset form. '~ Betegnelsen '"vesentlig
renset form" som anvendt heri betegner sulfhydryl-
oksidase med en spesifikk aktivitet som er minst 50
ganger steorre enn for den rd enzymfraksjonen som oppndas

i vallefraksjonen separert fra skummet melk oppnadd fra
ra helmelk. Spesifikk aktivitet som anvendt heri
‘defineres’ som katalysetakten pr. vektenhet enzym. Den ra
enzymfraksjonen kan oppnds pd en mate tilsvarende den som
er omtalt av Kiermeier og Petz. R& helmelk behandles for
oppndelse av skummet melk (dvs. fettet separeres fra
ikke-fettholdige terrstoffer). Skummetmelken beﬁandles
s& for & oppna vallen ved koagulering av kaseininnholdet
deri med rennin. Vallen avkjeles og ammoniumsulfat
tilsettes i en mengde tilstrekkelig til & oppnd

halvveis metning. Det bunnfall som deretter danres

omhandles heri som den ra urene enzymfraksjonen.

Det ra urene enzym behandles for & gi en vesentlig

renset fcocrm av sulfhydryloksidase som kan behandles
ytterligere for & oppna en spesifikk aktivitet som er minst
100 ganger sterre enn for den ra enzymfraksjonen. Det
isolerte enzym oppnadd som angitt ovenfor oppleses i en
npgytral bufferlesning for & danne en tredje enzymfraksjon.
Enzymet separeres deretter'fra materialer med mindre
molekyler og isoleres derfra og fremviser ekt spesifikk

aktivitet i forhold til den ovennevnte isolerte form.
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Isolering av i det vesentlige ren sulfhydryl-oksidase
gir et enzym som overraskende har minst 1400 ganger s

stor spesifikk aktivitet som den som finnes i skummet
melk.

Som et forste trinn behandles r& helmelk for & separere
fettstoffet fra ikke-fettholdige terrstoffer ved opp-
ndelse av skummet melk. Vallen oppnds fra skummet melk
ved koagulering av kaseinfraksjonen med rennin. Vallen
fjernes, avkjeles og tilsettes til en halvveis mettet
lesning av ammoniumsulfat for & fjerne det rd enzym.
Tidligere forsek foretatt av andre for & isolere enzymet
ved hjelp av f.eks. gel-kromatografering har ikke lyktes,
men behandling i samsvar med det foregdende har derimot
fort til gode resultater.

Den r& enzymfraksjonen oppnadd som angitt ovenfor oppleses
i en fortynnet neytral bufferlesning (f.eks. en fosfat-
buffer) for & holde enzymet stabilt. Enzymet i lesning
gis s& anledning til 3 modne (en tidsperiode som muliggjer
dissosiasjon av enzymet) foretrukket under avkjelte be-

tingelser.

Opploesningen underkastes deretter en separasjonsbehandling
(f.eks. sentrifugering) for a separere enzymfraksjonen

fra materialer med storre molekyler. Etter sentrifugering
av opplosningen fjernes enzymfraksjonen sammen med det
overliggende vaskeskikt. Det overliggende vaskeskikt
konsentreres sd til 2,5 - 3,5% proteinkonsentrasjon ved
hjelp av innretninger som f.eks. et ultrafilter. Andre
innretninger kan imidlertid anvendes, f.eks. synes til-
setning av torre molekylsikter, eller vakuum-inndamping

4 vere like godt egnet. En konsentrasjon p& minst 2,5%
synes & vare nodvendig for & ske enzymmolckylsterrelsen
ved reassosiering. FEnzvmfraksjonen gjenvinnes i pellet-
form (f.eks. ved sentrifugering) hvorved det oppnds
‘separering fra materialer med mindre molekyler. Den
aktive enzymfraksjon isolert i den resulterende pellet

har en spesifikk aktivitet som er minst 1400 ganger

storre enn for skummet melk.
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Okt spesifikk aktivitet av enzymet oppnas ved é.opplzse
pelleten inneholdendé den ovennevnte enzymfraksjon i en
neytral bufferlesning med omtrent to ganger fortynning
(veskevolum) og & utsette den resulterende opplesning
for en separasjonsbehandling for & oppnd en enda
renere form av enzymet med s& mye som en 3000 gangers
okning i den spesifikke aktivitet i forhold til skummet
melk.

Den isolerte, vesentlig rensede sulfhydryloksidase kan
lagres under avkjeling ved omtrent 4°c uten serlig tap i
aktivitet. Den isolerte, vesentlig rensede sulfhydryl-
oksidase fikseres idet den ellers blir en dél av
reaksjonsblandingen og ikke kan gjenvinnes etter
fullfert reaksjon. Enzymfikseringer er en fremgangsmate
for 4 modifisere enzymmolekylet til & begrense sin
bevegelse og holde det innenfor et begrenset omrdde.
Dette kan ellers oppnds ved en rekke forskjellige
metoder som f.eks. adsorbsjon av enzymet pa en
uoppleselig bzrer, videre inneslutting eller inklusjon
av enzymet i gel-grunnmasser, eller kovalent kjemisk
binding til ucppleselige bzrere eller intermolekular
fornetting av enzymmolekylet.

Ved den foreliggende oppfinnelse anvendes en
fikseringsmetode for isolert sulfhydryioksidase hvor
enzymet fikseres til glasskulef og en egnet metode er

' peskrevet i Biochem. Biophys. Acta, sidene 243-256 (1974).
Da saledes fiksert sulfhydryloksidase er aktivitetsfelsomt
overfor bakterier, varme, pH og terrhet, er det vesentlig
at enzymet under lagring forhindres fra & terke ut.
Foretrukket holdes den fikserte sulfhydryloksidase i en
neytral buffer-lesning (fosfatbuffer) under avkjeling
inntil den skal brukes.

Det‘etterlegende skal illustrere cppfinnelsen, idet det

forst forklares narmere vedrerende oppndelse og analyse
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av sulfhydryloksidasepreparater til bruk ved fremgangsmaten
til behandling av melk i henhold til oppfinnelsen.

Rensing av sulfhydryloksidase fra kumelk som
reproduserbart gir mer enn 1400 gangers rensing i forhold
til skummet melk oppnas ved hjelp av den felgende
fremgangsmate. En konstrasjonsavhengig assosiasjon-
dissosiasjon av enzymet ble tilpasset den feolgende

isolasjonsmetode.

Frisk rdmelk ble samlet i glassbeholdere direkte fra
kuene ved kveldsmelkingen og eyeblikkelig avkjelt og
lagret ved 4°c. Sukrose og ammoniumsulfat med enzymrenhet
ble oppnadd fra Schwarz/Mann og akrylamid, NN’ -metylen-
bisakrylamid, samt N,N,N’, N’ -tetrametylenetylendiamin,
2-merkaptoetanol og natrium-dodecylsulfat ble erholdt
fra Eastman (Rochester, N.Y.). D-galaktose,
D-galaktosamin (renhetsgrad I), L-fucose, N-acetyl-
neuraminsyre, EDTA, o-dianisidin, GSH (5,5 '-ditiobis -
2-nitro-benzoesyre) og glutationreduktase (type III) ble
erholdt fra Sigma (St. Louis, Mo.). Pepperrot-

_ peroksidase (Worthington peroksidase D), RNase A
(krystallisert 5 ganger), og gj@r-RNA ble erholdt fra
Worthington (Freehold N.J.), og krystallinsk rennin ble
erholdt fra Pierce (Rockford, Ill.). Alle metall- og

buffersalter var produkter fra Baker med reagensrenhet.

En ra, uren enzymfraksjon fremstilt pd en mdte tilsvarende
den scm er beskrevet tidligere av Kiermeier og Petz ble
anvendt som et utgangsmaterial. Felgelig ble skummet melk
fremstilt fra den ra helmelk ved sentrifugering ved

4080 g i 30 min. v/3OOC. Valle (fraksjon B) ble oppnadd
fra skummetmelken ved koagulering av kaseinfraksjonen med
rennin. Det ble tilsatt omtrent 2 mg. rennin pr. 100 ml
skummet melk og reaksjonen fikk foregd i 30 min. ved

30°C. Under disse betingelser hydrolyseres bare Phe
105-Met 106-bindingen i kaseinet. Den resulterende

vmasse ble fjernet ved sentrifugering ved 16300 g i



’ 148096

45 minutter ved 30°c. vallen ble avkjoelt og med en gang
innstilt til halvveis metning i ammoniumsulfat ved 4°c.
Etter henstand over natten ved 4°C ble bunnfallet (ra-
enzym, fraksjon C) fjernet ved sentrifugering ved 16300 g

i 60 minutter ved 4°c.

Ratt enzym (fraksjon C) ble opplest i 0,047 M natriumfos-
fat ved pH 7,0 til & gi en konsentrasjon av 3% protein,

og dialysert mot den samme buffer ved 4°c. Denne opples-
ning ble fortynnet med bufferen til 0,15% proteininnhold
og fikk std over natten ved 4OC. Hurtigsedimenterende
forurensninger (fraksjon D) ble fjernet ved sentrifugering
ved 2000 g i 30 minutter ved 4OC, o den resulterende
overliggende vaskemengde (fraksjon E) ble konsentrert i

et 4OC koldt rém til omtrent 3% proteininnhold med et
ultrafiltreringssystem "Amicon TCF-10" under anvendelse

av en "Amicon PM-10" membran. Opplosningenoble pa nytt
sentrifugert ved 2000 g i 30 minutter ved 4 C, men denne
gang viste den enzymatiske aktivitet seg i pelleten (frak-

sjon F).

Pelleten representerte sulfhydryl-oksidase i en vesentlig

renset form.

‘Proteiner med mindre molekyler til stede i fraksjon F ble fjernet
ved opplesning av pelleten i det dobbelte volum av den
tidligere nevnte lesning, lesningen fikk std over natten
ved 4°C for & fremme dissosiasjon, og sentrifugeringen

ble gjentatt ved 2000 g i 30 minutter ved 4°c. Den
resulterende pellet (fraksjon H) ble betraktet som det

rensede enzym.

Egen skaper av fraksjoner oppnadd ved de forskjellige
trinn i denne metode er gjengitt i den etterfelgende
tabell I. Aktiviteten ble bestemt fra takten av Oz—for—,
bruk mdlt ved hjelp av en oscillerende platinaelektrode

under anvendelse av 0,8 mM GSH som substrat. En aktivi-
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tetsenhet er definert som 1 mikromol O. forbrukt pr.

8

minutt i fosfatbuffer ved pH 7,0 og 35 C.

Aktivitetsbedommelse To bedgmmel sesmetoder ble utviklet,

den ene basert pa forsvinning av sulfhydrylgrupper, og

den annen ved Oz—forbruk. I den forste ble konsentra-
sjonen av sulfhydrylgrupper mélt ved reaksjon med DTNB.
Med et typisk forsek inneholdt reaksjonsblandingen 1,5 ml
0,8 mM GSH i 0,047 M natriumfosfat ved pH 7,0 (0,1 ione-
styrke) og 0,2 ml enzymlesning. Kontrollen var identisk
med unntagelse av at det native enzym var erstattet med
0,2 ml pa forhédnd kokt enzymlesning. Etter inkubering

ved 359C ble like store prover pa 0,3 ml fjernet ved
forskjellige tidspunkter og tilsatt til 9,7 ml 0,017 M
natriumfosfat ved pH 8,0. Fra de resulterende lesninger
ble 3 ml fjernet og blandet med 20 pl 0,01 M DTNB i
0,047 M natriumfosfat, pH 7,0. Absorbsjon av denne
lesning ble malt ved 412 nm etter 2 minutter. Hastigheten
av den enzymkatalyserte reaksjon ble bestemt fra den
linezre del av en grafisk fremstilling av sulfhydrylkonsen-

trasjonen i forhold til tiden.

ved den andre preovemetode ble takten for Oz—forbruket

malt ved hjelp av en oscillerende platinaelektrode under
anvendelse av en Gilson model K "Oxygraph". Ved et

typisk forsek ble 0,2 ml enzymlesning tilsatt til 1,5 ml
0,8 mM GSH som var blitt modnet ved 35°C i elektrodecellen.
Kontrollene inneholdende kokt enzym fremviste intet 02—
forbruk. Enzymatiske reaksjonshastigheter ble beregnet

fra de forst oppnddde hellende kurvedeler.
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TABELL I
Rensing av sulfhydryl-oksidase fra kumelk

Total Spesifikk

Fraksjon Volum agktivitet aktivitet Gjenvinning

ml enheter enheter/ %

mg N

Skummet melk 1000 160,0 0,032 100
Rennin. -~valle 930 153,9 0,174 96
Ratt enzym (fraksjon C) 40 151,4 0,756 95
Forste sentrifugal-
pellet (fraksjon F) 80 96,0 47,1 60
Annen sentrifugal- )
pellet (fraksjon H) 24 65,1 103,8 41

Fraksjon F fremviste betraktelig heyere aktivitet enn frak-
sjon C. Gel-kromatografering av fraksjon F ga bare en
fraksjon som eluerte i det tomme volum. Prever av protein
eluert fra posisjonene i hvert av bandene i en ufarget gel
viste at enzymaktiviteten forekom bare ved toppen av av-
standsgelen og ved grenseflaten mellom avstands- og sepa-
reringsgelene. De proteiner fra fraksjon F som kom til
syne 1 separasjonsgelen ble effektivt fjernet ved sentri-
fugering av en noe mer fortynnet lesning. Bare to band,
som begge var enzymaktive, var pavisbare etter gelelektro-
forese av fraksjon H. Videre var bare et protein-fargende
bdnd synlig etter skivegelelektroforese av denne fraksjon
i natriumdodeqylsulfat. Denne metode til rensing er be-
skrevet i en artikkel av Janolino og Swaisgood benevnt
"Isolation and Characterization of Sulfhydryl Oxidase from
Bovine Milk", J. of Biol, Chem., bind 250, nr,7, sidene
2532-2538 (10.april, 1975).

Det synes som om jern er en integre}t del av enzymet. Be-
handling av enzymet med EDTA resulterte i fullstendig tap

av aktivitet som deretter kunne etableres p& nytt ved dia-
lyse mot 1 pM ferrosulfat. Videre viste atom-absorbsjons-
analyse og neytron-aktiveringsanalyse av separate enzym-

preparater begge 0,5 atom jern pr. subenhet.
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I motsetning til forslagene til Kiermeier og Petz som
omtalt tidligere, ble det fra studier vedrerende
stokiohetrien av reaksjoner katalysert med sulfhydryl-
oksidase funnet at reaksjonen som Y;rkelig katalyseres er

reaksjonen med "aerob oksidase" i henhold til ligningen:

2 RSH + 02 —_— RSSR + H202

Metodene i eksemplene 1 og 2 er blitt gjentatt mange
ganger resulterende i et reproduserbart produkt som
representerer mer enn en 1400-3000 gangers ekning i den

spesifikke aktivitet i forhold til skummet melk.

Avhengigheten av temperatur og pH for aktiviteten av det
rensede enzym oppnadd i det foregaende ble undersekt
under anvendelse av GSH som substrat. Maksimal aktivitet
ble iakttatt ved en temperatur pa 35°c. En symmetrisk
klokkeformet avhengighetskurve for aktiviteten i forhold
til pH ble iakttatt, med pH-optimum pa 6,8 til 7,0 og
tilsynelatende pKa—verdier pd 5,5 og 8,1 som styrte henhv.
de oppstigende og synkende kurvedeler. 0,2 ml enzym-—
losning ble ﬁilsatt til 1,5 ml 0,8 mM GSH som var blitt
modnet ved 35°C i elektrodecellen. Kontroller
inneholdende kokt enzym fremviste intet Oz—forbruk. Enzym-
reaksjonshastigheter ble beregnet fra de oppnadde

initial skra deler av kurven.

Undersokelser vedrerende molekylvekten av sub-enhetene
ble gjennomfert for det rensede enzym oppnadd i henhold
til det foregdende. De rensede preparater fremviste to
soner, som begge fremviste aktivitet, etter polpwkrylamid-
skivegel-elektroforese, men bare en sone etter skivegel-
elektroforese i natriumdodecylsulfat. Sulfhydryloksidase
ble underseokt under anvendelse av en rekke akrylamid-
konsentrasjoner. Tilsynelatende gjennomsnittlige
molekylvekter fra et antall forsek med det rensede enzym
ble bestemt a vare 91200 + 1200, 89800 + 800,

89800 + 400, og 89000 + 1400
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ved akrylamidkonsentrasjoner pa henholdsvis 5,0, 7,5,
10,0 og 12,5%, For hver konsentrasjon var kalibrerings-
kurven for logaritmen av molekylvekten avsatt mot mobili-
teten hovedsakelig line®r. Ved akrylamidkonsentrasjoner
pd 10 og 12,5% var verdiene oppnadd for fire uavhengige
preparater av enzymet meget godt i samsvar med hverandre,
og ga en gjennomsnittlig sub-enhetsvekt pd 89.000 + 900.
I hvert tilfelle ble det iakttatt et enkelt proteinbénd

ved varierende gel-konsentrasjoner og eunzyminnhold.

Undersokelser vedrorende denne kjemiske sammensetning ble
ogsd gjennomfert ved bruk av aminosyreanalyse sdvel som
karbohydratanalyse. Aminosyreanalysen ble gjennomfert ved
a veie fryseterkede prever av det rensede enzym i tykk-
veggede gloderor, og HCl med konstant kokepunkt (omtrent

6N) ble tilsatt., De resulterende opplesninger ble frosset,
avluftet og rerene evakuert og forseglet. Prosentvis
fuktighet i de fryseterrede prover ble bestemt ved terking
til konstant vekt ved 75°C i vakuum over P.O

275"
ble gjennomfort i et toluenbad ved tilbakelepstemperatur

Hydrolyse

i 16, 24, 48 og 72 timer og hydrolysatene ble analysert
under anvendelse av en aminosyre-analysator av type
"Beckman Model 116",

Analyse pd sdkalt halv-cystininnhold ble gjennomfert uav-
hengig som cysteinsyre etter oksydasjon med permaursyre
Tryptofan-ble bestemt ved kromatografisk analyse etter
enzymatisk hydrolyse med pronase.

I samsvar med karbohydratanalysen ble totalt heksoseinnhold
.bestemt ved hjelp av fenolsvovelsygemetoden. Etter hydro-
lyse i 0,1 n HCl ved 80°C i en time ble sialinsyre ("sialic
acid") malt ved hjelp av Aminoff’s metode under anvendelse
av N-acetylneuraminsyre-standard. Heksosamin ble kvanti-
tativt bestemt etter hydrolyse i 2 N HCl ved 100°C i 16
timer. Galaktosamin ble anvendt som eﬁ standard og

verdiene gjengitt som N-acetylheksosamin. Fucose

-
al
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(6-deoksy-L-galaktose) ble bestemt ved hjelp av tiogly-

kolsyre-svovelsyremetoden med fucose som en standard.

Resultatene av analysene pd aminosyre og karbohydrat er
gjengitt i den etterfelgende tabell II. Disse data viser
at omtrent den hele vekt av preven (97%) utgjeres av
aminosyre- og karbohydrat-rester, hvorav 89% representeres
av aminosyre-rester og ll% av karbohydrat.

Fiksering av den rensede sulfhydryl-oksidase ble oppnadd
ved fiksering av enzymet til glasskuler , Ravfargede glass-
kuler ble fremstilt fra gammaaminopropyl-glasskuler (40-60
mesh, 2000A porediameter) levert fra Corning Glass Works,
som sd ble vasket med destillert vann og modnet i 24 timer

i en 0.2 M fosfatbuffer ved pH 4.75. Kulene ble avgasset og
0.5 g av kulene ble det tilsatt krystallinsk l-etyl-3-dimetyl-
aminopropg}karbodiimid (EDC) og reaksjonen ble gjennomfert

i 20 minutter ved 25°C og konstant pH p& 4,75. Kulene ble

sd vasket med destillert vann og kold neytral fosfatbuffer-
losning for & fjerne overskudd av EDC. Det isolerte enzymet
(0,1% vekt/volum) i en fosfatbuffer-lesning ble sd& bragt i
kontakt med de gulaktige kuler i mellom 16 og 24 timer hvor-
etter kulene ble vasket med 0.1 M fosfatbuffer ved pH 7.
Dette resulterte i kovalent binding av det isolerte enzym
til glasskulene og dette ga en fiksert sulfhydryl-oksidase.
Som tidligere bemerket bher det fikserte enzym na&r det ikke
er 1 bruk forhindres fra a terke ut eller utsettes for
ekstreme temperaturer ved lagring ved kjeling i en fosfat-
buffer-lesning pa pH 7.
Reaktivering av fiksert sulhydryl-oksidase oppnas ved a
bringe det deaktiverte fikserte enzym i kontakt med en
vandig lesning av ferrosulfat. Som tidligere angitt synes
jern 4 vere en integrert del av sulfhydryl-oksidasen. Be-
handling av enzymet med EDTA resulterte i fullstendig tap
av aktivitet som pdvist ved hjelp av data i tabell ITII.

2+ . . .
Dialyse mot 1 pM Fe gjeninnferer 70% av den opprinnelige



9I1AksuTweansuyilsoe—-N

T 1 °0 €10°0
O ET L°2T 06°2 200 + EVI®O W esosysyTi390e-N
o~ oY S°6€E 6T°L 200" — w¥v°0 ososyay TB3IOL
o € 12 Y70 0£0°0 asoong
ee} Ja3eapAyoqaey
< S z°s 80°T S00° 7 85070 dag,
— 62 0°62 08°¥ ZT0°® = 92¢€°0 aud
81 1°81 ze ¢ £6z°0 IAy,
19 $°09 oL L 089°0 nag
4 0°2¢ 80°¥ 03€°0 aTI
L €°L 80°T ¥¥0° — 280°0 BN
9 1°96 $2°9 0t9°0 TeA
S ¥°s €9°0 T00° 5 19070 s&o-ATRH
o8 1°98 88°9 920° T L96°0 ey
S Z°SL £€8°v SE0® T S¥8°0 . A1
LE 0°LE 70°P 010" 3 9TI¥°0 oad
ZL z 2L LY 0T 810 T TI8"0 n{o
9% z 9 zS v ets o 105
v £°zy 08°¥ SLY"0 ayL
Z9 1°29 €0°8 T00° 3 869°0 dsy
™ ot S°62 6T1°S ZI0® 7 CTEE"O bxy
~ 11 0°1T oL"1 $00° < $2T1°0 STH
S¥ 6°h 9%°9 $10° m 705 °0 S&T
JaxLs-ouTtury
1123 919y S31s2wIeN B ooomm\AHmusm b oo01/B Bur/ Towr! Jusuoduoy
3say

*purzgnisddo~aseuoad 12335 w@asaq aTq dar

—

cuo(sepisyosaksmew—-aad umwuw axAsuTtaijsis aAe

Bputuutaua (b %Ge IIRIUR I0F FISHTIION 919 IOPTOUUUTATRY-SAD JOF SUaTPISA °*PTISSAToIpAy DITspusn 113
putaoTod-eI3S3D pPoa uw3saq ofq Nl Do sl ‘TeA JI0F suarpaaa f{prissiToapiy ¢ 13 Surasrod-eazsys

paa ppeuddo o1q 341 Ho ‘I3s ‘ayl IOF SUSTPIBA *daxg Hbo ‘ak1 ‘neT

aTI ‘1eaA ‘Jes ‘ayl ae asTteobejuun

pow ‘Iawiy zL Po ‘4 gy ¢ pz ! 91 ed aspriesdAtoapdy I03 I3tuswouusa (b 19 sTHua (D wos sustpIassIfsouTury

*OSBPISYHO-TAIPAUIINS 3I9SUSI AB DUTUISSUSUMIRS-3RIpPALOqIRY DO -8IASOUTUNY

IT TIagVL



148096

14
aktivitet. Noen aktivitet kunne ogsda gjenvinnes ved
hjelp av Cu2+ (30%) eller Mn2+ (20%) . Det elektroniske

absorbsjonsspektrum av det native enzym viste et typisk
1%

1 cm
maksima ved lengre belgelengder; det synes sdledes som

proteinmaksimum med 278 nm (E = 7,41), men ingen

om jern ikke er tilstede i form av en heme-prostetisk
gruppe. Beregninger basert pa atom-absorbsjonsspektral-
analyse indikerte narver av 0,48 g atom jern og omtrent
0,15 g atom kobber pr. 89020. Neytronaktiveringsanalyse
av et separat preparat ga 11,1 = 0,3 ug jern for en

38,5 mg preove, som tilsvarer 0,46 g atom jern pr.

89000. Kobber kunne ikke bestemmes under de anvendte
forseksbetingelser, og analyse pd andre metaller
indikerte bare spor av sink og kobolt. Intet molybden
eller mangan kunne pavises. Sdledes synes jern a vare
nodvendig for den enzymatiske aktivitet av sulfhydryl-
oksidase.

Fra den foregaende dreftelse og eksemplene sees det at en
heldig isolasjonsprosess av enzymproduktet utnytter

egenskapene med den konsentrasjonsavhengige assosiasjons-
dissosiasjon til & gi et uventet nesten rent enzym med en

uvanlig hey grad av spesifikk aktivitet.

Oppfinnelsen har til formdl & fjerne den "kokte" smak

fra varmebehandlet melk.

Melk oppvarmet til temperaturer over 68°C i
forskjellige tidsrom vil fa en "kokt" smak. For tiden
pasteuriseres eller ultrapasteuriseres melk ved varme-
behandling av helmelk ved temperaturer fra 60-74°C i
tidsrom pda fra 30 min. til sd lite som 2 sek. En slik
behandling er nedvendig for & edelegge sykdoms-
fremkallende bakterier og kontrollere aktiviteten av de
gjeringsbakterier som finnes i r& helmelk. Alle
bakterier i ra helmelk blir imidlertid ikke
uskadeliggjort ved en slik behandling og melken har
folgelig en begrenset oppbevaringstid og ma

avkjoeles til temperaturer nar 4OC under transport,

lagring og salg.
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TABELL III

Virkning av metallioner pa sulfhydrvl-oksidaseaktiviteten

Forsek ble gjennomfert i fosfat ved bH 7.0 og 35°C under
anvendelse av 0,8 mM GSH som substrat. En delprove

av hoved-enzymlesningen ble fjernet og undersekt i ner-
ver av 1,0 mM EDTA. Etter behandling av andre delprever
av hovedopplesningen med EDTA, ble disse dialysert mot
1,0 mM opplesninger av de forskjellige metallioner.
Kontrollprever ble fremstilt under anvendelse av kokt
enzym og ogsd under anvendelse av dialysatet inneholdende
metallionet. I begge tilfeller ble det ikke iakttatt
serlig Oz—forbruk.

Behandling Enzymaktivitet
/umol 0, forbrukt/min.
Sulfhydryl-oksidase (kontroll) 0,368
Enzym
+EDTA (1,0 mM) 0,012
+Ferrosulfat 0,256
+Kobbersulfat 0,109
+Mangan (II)-klorid 0,085
+Kobolt-klorid 0,021
+Sinksulfat 0,029

a)

+Molybden-dibromid 0,008

a) Selv om molybden-dibromid ble anvendt for a fremstille
lesningen ble det sannsynligvis oksydert til heyere

oksydasjonstilstander.
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Det kjennes i dag metoder for fremstilling av melk sterili-
sert ved ultrahoy temperatur (UHT). Slike prosesser er
beskrevet f.eks. av H. Burton, Dairy Science Abst., 31
sider 287-297 (1969) og T.R. Ashton, J. Soc. Dairy Tech.,
bind 18, nr. 2, sidene 65-83 (1965). Selv om behandling
av melk ved UHT har en noe forskjellig mening i USA og
Canada forhold til i Europa gdr behandlingen ut pd at
melken behandles ved temperaturer pa minst 88°c i varieren-
de tidsperioder og generelt ved omtrent 149°C i omtrent

4 sekunder. Uheldigvis utvikler melk nidr den varmebe-
handles ved slike hoeye temperaturer (eller endog lavere
for lengre tidsrom) en uensket og denaturert ‘"kokt"

smak slik at melken generelt blir mindre salgbar, spesielt
i USA. Det er forsket intenst for & bestemme grunnen til
denne "kokte" smak og tilveiebringe metoder for a fjerne
denne smak. Bade J.T. Hutton et al i J. of Dairy Science,
35,sider 699 (1952) og H. Burton i Proc. 15th Internatio-
nal Dairy Congress 3, side 1729 (1952) har gatt ut fra at
den "kokte" smak i1 oppvarmet melk skyldes frigivelse av
sulfhydrylgrupper 1 melken. Senere arbeider av Burton
(Dairy Sci. Abstr., 31, side 295, 1969) sa vel som andre
har uﬁtrykt tvil med hensyn til betydningen av fri sulf-
hydrylgrupper i melk.

For den foreliggende oppfinnelse var det ikke noen metode
kjent for & fjerne den nevnte "kokte'" smak som fordrsakes
av oppvarmingsprosessen for UHT-sterilisert melk eller
melk behandlet pd lignende mdte. I noen tilfeller har
intensiteten av den nevnte "kokte" smak blitt redusert,
men ikke fjernet ved kjeling. I 1971 ble det solgt an-
slagsvis 20 millioner tonn melk i USA og hele denne melkemengde
krevet omhyggelig avkjeling. Mens sterilisering av melk
ville ha de opplagte fordeler med nedsatte krav til encrgi
og drivstoff ved behandling, med okning av produktets
lagringsmulighet, slik at forsendelse, salg og lagring
kunne foregd med omgivelsenes temperatur, ville narvaret

av slik "kokt" smak som i dag forbindes med slik melk
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gjere den generelt uselgelig.

Den erkjennelse som ligger til grunn for den foreliggende
oppfinnelse er at denne "kokte" smak som forbindes med
varmebehandlet melk kan fjernes ved hjelp av fremgangs-
mdten i henhold til oppfinnelsen.,

Det er sdledes et primert formal for oppfinnelsen & til-
veiebringe en fremgangsméte?n@r den nevnte "kokte" smak
som forbindes med varmebehandlet melk kan fjernes, slik at
det frembringes en salgbar melk som kan transporteres,
selges og lagres ved omgivelsenes temperatur uten ode-
leggelse og svinn, idet melken vil ha en forlenget mulig
lagringstid uten nedvendigheten av avkjeling. -

Denne melk vil uten avkjeling ha en god smak som den gjen-
nomsnittlige forbruker ikke kan skille fra nylig pasteurisert,

homogenisert melk.

Disse og andre formdl for oppfinnelsen vil fremgia av det
folgende:

Den "kckte" smak i melk som skriver seqg fra at melken ut-
settes for tilstrekkelig varme i et n@rmere angitt tidsrom
fjernes ved & bringe den varmebehandlede melk i kontakt

med et fiksert sulfhydryl-oksidaseenzym.,

Betegnelsen "kokt" smak som anvendt heri refererer til den
flaue eller darlige smak som opptrer ved melk behandlet
ved temperaturer generelt over omtrent 68°c. Slik melk
kan vere ubehagelig bade med hensyn til smak og lukt som
minner om kokt kal, Mens en slik kélakt;g lukt kan for-
svinne i lopet av noen dager etter behandlingen av melken,
vil den flaue, "kokte" smak bli tilbake og tilslutt frem-
bringe en smak som mindre og mindre kan forbindes med

smaken av frisk melk.

Det arbeid som ligger til grunn for den foreliggende opp-
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finnelse har vist at den "kokte'" smak i melk skriver seg
fra reaksjonene med sulfhydryl-grupper i melkeproteinene

- L ' ved at melken har vert utsatt for varmedenaturering.
Sulfhydryloksydaseenzymet oppnddd fra ra helmelk og anvendt
ved den foreliggende oppfinnelse katalvserer omdannelsen
av sulfhydrylgrupper til disulfider. Oksydasjonen av sulf-
hydrylgrupper i oppvarmet melk ved kontakt med fiksert

sulfhydryloksidase eliminerer den nevnte "kokte" smak.

Bruken av den fikserte sulfhydryl-oksydasekatalysator ved

: den foreliggende oppfinnelse har den fordel at enzymet
oppnds fra hel ramelk og er sdledes en ﬁaturlig bestand-
del i melken. Bruken av enzymet i den fikserte form

medforer videre at det skjer ingen tilsetning til den

i melk som behandles.

Oppfinnelsen vil ytterligere bli beskrevet ved henvisning
til de etterfolgende eksempler.

) Eksempel 1
T En biokatalytisk reaktor inneholdende fiksert sulfhydryl-
' oksidase fremstilles ved & fylle en 6 mm diameter glass-
kolonne med 1,4 ml sulfhydryl-Oksydaseenzym fiksert til
glasskuler med en poresterrelse pd omtrent 2000A. Reaktoren
er en glasskolonne som inneholder det fikserte enzym og
er innrettet til 4 motta varmebehandlet melk (innlepet)
som streommer gjennom kolonnen og laget av fiksert enzym
med passende innretninger for etterfelgende uttemming
av melken etter & vare bragt i kontakt med det fikserte
enzym. Reaktoren kan anordnes slik at den gir en konti-
nuerlig stremningsprosess ved direkte tilknytning til en

enhet for UHT-behandling.

Eksempel 2
Kume lk som har vart utsatt for en temperatur pé 149°Cc i omtrent

4 sekunder har en merkbar "kokt" smak og feres gjennom den

biokatalytiske reaktor beskrevet i det foregdende med en
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temperatur pd mellom 30-35° og en stremningshastighet pa
omtrent 40 ml/time. Den ubehagelige lukt og "kokte" smak
i melken fjernes ved denne behandling.

Prosentvis oksydasjon av sulfhydryl-grupper i varmebe-
handlet melk og stabiliteten av reaktoren beskrevet
tidligere illustreres ved hjelp av dataene i tabell IV,

TABELL IV

Stabilitet av _en sulfhydryl-oksidasereaktor som arbeider
med UHT-sterilisert skummet melk.

En 1,4 ml reaktor ble drevet med en stremningshastighet
pa 40 ml/time ved 35%c.

Driftsdegn Varighet av Prosentvis
driften (timer) oksydasjon
Nyfremstilt 5 45
Femte degn 3 34
Tiende degn 5 31

Det foretrekkes & anvende glasskuler med en poresterrelse
sterre enn 700A for & fiksere enzymet for bruk ved be-
handling av melk i henhold til den foreliggende oppfinnelse.
Mindre poresterrelser gir mer ugunstige resultater, og

optimal aktivitet oppnas ved en porestorrelse pad omtrent
2000A.

Man ber unnga & bringe melken og det fikserte enzym i

kontakt med hverandre ved hoye temperaturer da heye tempe-
raturer kan fore til at enzymet taper aktivitet. Kontakt-
temperaturer pa fra 20—450C og foretrukket 30-35° anvendes

uten sarlig tap av enzymaktivitet ved fremgangsmiten i
henhold til oppfinnelsen.
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PATENTKRAV

Fremgangsmate for smaksforbedrende behandling av

melk som er sterilisert ved oppvarming til omtrent 20°C
i omtrent 4 sek., hvorved de tiol-grupper som er dannet
ved varmebehandlingen fjernes ved sammenfering av den
varmebehandlede melk med sulfhydryloksidaseenzym som er
immobilisert pa faste legemer,
karakterisert ved at en sulfhydryl-
oksidaseenzymfraksjon, som er oppndadd fra skummet melk
ved frazseparering av material med storré, henhv. mindre
molekyler og som er immobilisert pa faste legemer i form
av glasskuler, som for eller etter immobiliseringen og
uten vesentlig temperaturforheyelse er sterilisert ved
hjelp av en vaske eller en gass, sarlig etylalkohol
eller etylenoksyd, bringes i kontakt med melken ved at
denne ved en temperatur pa mellom 20 og 45°¢ oG
fortrinnsvis 30 til 35°C far renne over de faste

legemer.
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