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Menetelmi L-~karnitiinin valmistamiseksi

TamE keksintd kohdistuu menetelmdidn L-karnitiinin valmistamiseksi.

Tdsmallisemmin tdmd keksintd® kohdistuu menetelmddn L-karnitii-

nin valmistamiseksi fermentaation avulla.

Vield tdsmidllisemmin tdmd keksintd kohdistuu menetelmdan DL-

karnitiinin hajottamiseksi mikrobiologisesti.

Tamd keksintd kohdistuu myds uuteen mikro-organismiin, jota

voidaan kdyttdd DL-karnitiinin hajottamisessa.

Hyvin tiedet&ddn, ettd monet mikro-~organismit kykenevidt kadyttd-
mdan L-karnitiinia ainoana hiilil8hteen#d. Esimerkiksi, osoi-
tettiin, ettd bakteeri (kokeellisesti tunnistettu Pseudomona-
diksi), joka oli eristetty saastuneesta joenuomasta, kdytti
L-karnitiinia DL-seoksesta tuottaen D-karnitiinia suurella
optisella saannolla /G. Fraenkel ja S. Friedman, Vitam. Horm.
(N.Y.) 1957 16, 737. T4m&n seurauksena tutkittiin D- ja L-kar-
nitiinin metaboliaa Pseudomcnas putidan ja Acinetobacter
calcoaceticuksen lepotilassa olevilla g%uﬂla. Ps. putidan
solut, joita kasvatettiin DL-karniitiinin ldsndollessa, hajot-
tivat ainocastaan L-karnitiinia glysiinibetaiinin akkumuloitu-
essa stSkidmetrisesti /J. Miura-Fraboni ja S. Englard, FEMS
Microbiology Lett. 18 (1983) 113/. Tiettyd ilmeistd vastakkai-
suutta esiintyy suhteessa karnitiinin metaboliaan A. calcoace-
ticuksella. Erddssd artikkelissa vditettiin t&mdn organismin
kasvavan vain L-karnitiinilla muodostaen trimetyyliamiinia
/H.P. Kleber et al., Arch. Microbiol. 112 (1977) 2017. D-kar-
nitiinia metabolisoitui jos inkubointisecksessa oli 1&#sni
toista hiilildhdettd, kuten L-karnitiinia, tai jos bakteereja
esi-inkuboitiin L- tai DL~karnitiinilla, mutta ei lainkaan
kasvua havaittu, kun D-karnitiini oli ainoa hiilildhde. Toi-
saalta, J. Miura-Fraboni ja S. Englard vdittivit, ettdi A. calco-
aceticus kdytti kasvuun sekd karnitiinin D- ettid L-isomeereji

aincana hiilildhteend trimetyyliamiinia muodostuessa stdkid-

metrisesti, mutta ennen esilld olevaa keksint&i yht&kiin mikro-



organismia ei ole esitetty, joka inkuboitaessa DL-karnitiinia
sisdltédvidssd seoksessa ensisijaisesti hajottaa karnitiinin
luonnossa esiintymdténtd muotoa, D-karnitiinia, johtaen halu-

tun luonnollisen L-karnitiinin akkumuloitumiseen vdliaineeseen.

Nyt on havaittu, ettid DL-karnitiinin raseeminen seos voidaan
hajottaa altistamalla se sellaisten entsyymien fermentatiivi-
selle toiminnalle, joita kehittdvit mikro-organismit, joille
on tunnusomaista niiden ainutlaatuinen kyky ensisijaisesti
metaboloida vyhdisteen luonnossa esiintymdtdntd D-muotoa,
siten sallien halutun, luonnollisen L-karnitiinin akkumuloi-
tumisen reaktioviliaineeseen, josta L-karnitiini voidaan hel-
posti ottaa talteen. Tdmd menetelmd voidaan voidaan esittidd

kaavamaisesti seuraavasti:
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A. calcoaceticuksen villikanta, jolla on tédmd ylld mainittu
ainutlaatuinen ominaispiirre, on eristetty jdtevedestd. Tun~-
netut mikro-organismikannat, jotka metaboloivat karnitiinia,
eivdt saa aikaan DL-karnitiinin hajoamista, koska ne metabo-
loivat D- ja L-karnitiinia yhtd suurella nopeudella, kun taas
tdlle villikannalle, jollazon ATCC 39648:n tunnusmerkit, on
ominaista sen kyky metaboloida D-karnitiinia nopeammin kuin
L-karnitiinia nestemdisessd tai kiintedssd vidliaineessa. T&-
ten, tdmd kanta vastaa niitd kriteerejd, jotka vaaditaan
mikro-organismilta esilléd olevan keksinndén mukaisen menetel-
mdn tarkoituksiin, ja jolla on ainutlaatuinen kyky hajottaa
DL-karnitiinia ja sallia luonnollisen ja halutun karnitiinin
muodon, L-~karnitiinin, talteenottamisen.

Y114 identifioidun villin kannan lisdksi on valmistettu

tdmdn kannan mutantti, Jjolla on ATCC 39647:n tunnusmerkit.
Mutantti voidaan erottaa villistd kannasta sen kyvysti sallia
L-karnitiinin suurempien méddrien akkumuloituminen reaktiovili-
aineeseen, kun sitd kdytetddn DL-karnitiinin hajottamiseen
fermentatiivisella toiminnalla.



Matanttia, ATCC 39647, voidaan saada kasvattamalla A. calco-
aceticus ATCC 39648:aa sopivalla DL-karnitiinia sisdltdvalléd
alustalla ja sitten altistamalla nitrosoguanidiini (NTG) mu-
tageenille. Mutantti valikoidaan sitten agar-maljoilta, jotka
sisdltdvdt joko D- tai L-karnitiinia ainoana hiilil&hteend.
Haluttu mutantti A calcoaceticus ATCC 39647 kasvaa huonosti
L-karnitiinia aincana hiilildhteend sisdltdvdlld alustalla,
mutta kasvaa nopeasti maljoilla, jotka sisdltdvdt D-karnitii-
nia ainocana hiilil&hteend. Tdmd valikointi saavutettiin tois-
tomaljamenetelmdlld LB. F. Spooner ja G. Sykes, Methods in
Microbiology, Vol. 7B, s. 244 (1972)/. Alan asiantuntijoille
on ilmeistd, ettd muitakin mutatoimismenetelmid voidaan k8yt-
tdd menestyksellisesti tdmin keksinndn mukaiseen menetelmddn
sopivien mutanttien tuottamiseen. Tdten, nitrosoguanidiinin
kdyttdmisen sijasta mutaation saavuttamiseksi voidaan kayttadd
muita kemiallisia mutageenejd, kuten esimerkiksi natriumnit-
riittid, etyleeni- imiinid, 8-~atsaguaniinia, N-metyyli-N'—-nitro-
soguaniinia tai sinappikaasuja, jonka jdlkeen seuraa valinta.
Lisdksi, voidaan kdyttdd fysikaalista mutagenointia k&yttden
Uv-valoa ja ionisoivaa tai korkeaenergistd sdteilyd, kuten
rontgensdteitd, gammas&dteitd ja elektronisuihkua. Mutageneesi
voidaan myds saada aikaan kdyttdmdlld nykyddn saatavissa ole-
via molekyylibiologiamenetelmid, s.o. transduktiota, trans-
formaatiota, konjugaatiota, solufuusiota, rekombinantti-DNA-
tekniikkaa voidaan kéyttéé uusien mikro-organismikantoijen

aikaansaamiseksi.

Esilld olevan keksinnén mukainen edullinen menetelmi kdsit-
tdd mikro-organismin, jolla on A. calcoaceticus ATCC 39647:n
identifioivat ominaispiirteet, viljelemisen vesipitoisessa
ravintoliuoksessa aerobisissa olosuhteissa mineraalisuolavidli-
aineessa, joka sisdltdd DL-karnitiinia ainoana hiilil&dhteens.
Vaihtoehtoisesti, DL-karnitiini voidaan lisdtd mikro-organis-

miviljelm&&n sen jdlkeen kun sitd on kasvatettu ravintoliuoksessa.

DL-karnitiinin edullinen pitoisuus (hydrokloridina) on noin

0,1 = noin 100 grammaa litrassa, riippuen viliaineen DL-karni-



tiinin ja ammoniakin pitoisuuksien suhteesta. On ymmirrettéd-
vdd, ettd kasvavilla DL-karnitiinikloridin pitoisuuksilla
tarvitaan enemmidn ammoniumioneja D-isomeerin metaboloitu-.
misen optiminopeuden saavuttamiseksi. On my®s ymmdrrettdvad,
ettd termejd DL-karnitiini ja DL-karnitiinikloridi kaytetdidn
erotuksetta selityksessd ja vaatimuksissa, koska niitd voi-
daan kdyttd& erotuksetta keksinndn mukaisessa menetelmdsséd,
ellei toisin erityisesti ilmoiteta. Samanlaista vaihtovuo-
roisuutta voidaan kdyttdd myds D~ ja L-karnitiinin ja niitd

vastaavien suolojen suhteen.

Prosessi voi kestdd 24 tunnista 5 vuorokauteen tai kauemmin.
Inkubointilimpdtila on yleensd 25°-37°C. Sis#ltdd ilmastetaan
sopivasti steriililld ilmalla ja sekoitetaan mikro=-oprganismin
kasvun edistdmiseksi ja siten prosessin tehokkuuden lisddmi-

seksi.

Kun fermentointiprosessi on pddttynyt, haluttu L-karnitiini
otetaan talteen alalla hyvin tunnetuilla menetelmill&d. Esi-
merkiksi, fermentointiliuos ja solut voidaan ensin erottaa
tavanomaisilla menetelmilld, nimittdin suodattamalla tai
sentrifugoimalla, minkd jdlkeen fermentointiliuos voidaan
tyhjidtislata kuiviin. Saatua jd&dnndstd, joka sisdltdd halutun
L-karnitiinin, voidaan uuttaa vedettbmdlld etanolilla, etanoli-
pitoinen uute haihdutetaan kuiviin tyhjidssi, ja L-karnitiini
muutetaan hydrokloridisuolakseen késittelemidllid jEEnndstid

6 N HCl:lla. Sen jdlkeen kun vesipitoinen liuos on haihdu-
tettu kuiviin, L-karnitiinikloridi voidaan kiteyttdi absoluut-
tisesta etanoli-asetoniseoksesta. Vaihtoehtoisesti L-karnitii-
nin sisdinen suola voidaan saada kromatografioimalla etanoli-
uutteen jddnnds Dowex-1-OH ioninvaihtokolonnilla /F. Strack

ja I. Lorenz, Z. Physiol. Chemie 318 (1960) 1227.

On ymmdrrettdvdd, ettd mikdli halutaan, mikro-organismin solut
voidaan immobilisoida /S. Fukui, A. Tanaka, Ann. Rev. of
Microbiol. 1982, Vol. 36, s. 145/, miki sallii menetelmin
suorittamisen jatkuvatoimisesti. On my&s ilmeistd, etti
lisddmddn stereo-selektiivisyyttd, kasvualustaa voidaan muokata
tal suorittaa mutantin edelleenmutatoimista.



Seuraavia esimerkkeijd on pidettdvd vain esilld olevaa kek-
sintd3d valaisevina, eikd niitd pidd tulkita rajoittaviksi.
Prosentit on annettu painosta ja liuotinseososuudet on il-
maistu tilavuuksina ellei toisin ole ilmoitettu. Eristetty
L-karnitiini karakterisoitiin protonimagneettiresonanssi-

spektrianalyysilld, sulamispisteen avulla, liikkuvuuden

avulla ohutkerroskromatografiassa ja optisen rotaation avulla.

Esimerkki 1
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 39648:n villikannan (df-2)

eristidminen

A. calcoaceticus ATCC 39648 eristettiin jdtevesindytteestd,
joka oli saatu vaahdonerottimesta kdyttden valikoivaa alustaa

seuraavan menetelmdn mukaisesti:

Otettiin kymmenen millilitraa rasvamaista pintavettd viemdri-
verkon vaahdonerottimesta (Nine Springs-kédsittelylaitos, Madison,
WI) ja 1 ml tdtd ndytettd lisdttiin 250 ml:n Erlenmeyer-pulloon,

joka sisdlsi 50 ml modifioitua Johnsonin alustaa (Alusta A):

Alusta A
Hiivauute (Difco) 50 mg
KH2PO4 : 5,5 g
NaZHPO4 10,0 q
(\1\1_71_14)2}1904 2,0 g
ﬁiﬁ4H2904‘ 1,5 g
CaC12 15 mg
MgDO4.7H20 200 mg
Fe2(504)3 0,6 mg
ZnSO4.7H20 0,2 mg
CuSO4.5H20 0,2 mg
MnSO4.H2O 0,2 mg

Deionisoitu tislattu vesi 1 litra



DL-karnitiini-HCl:a (Sigma) lisdttiin (10 g/1) ja pH sdddet-
tiin 6,8:ksi 4 N NaOH:1lla ennen steriloimista 121°%C:ssa 20
minuuttia. Siirrostettua pulloa inkuboitiin ravistelijassa
(250 rpm, 2" tahtia, 27OC). 16 tunnin j&lkeen siirrettiin
vksi ml sameata lientd toiseen pulloon, joka sisdlsi saman-
laista alustaa ja reinkuboitiin ravistelijassa 16 tuntia.
Menettely toistettiin kolmannen kerran, minkd jdlkeen samea
liemi laimennettiin sarjassa kdyttden M/15 fosfaattipuskuria,
pH 7,4. Tasamddrd (0,1 ml) jokaista laimennosta levitettiin
tasaisesti petrimaljan agarpinnalle, joka sisdlsi 1 % DL-karni-
tiinia ja 2 % agaria modifioidussa Johnsonin alusta A:ssa.
Erilaisia pesdketyyppejéd valittiin maljoilta, jotka sisdlsi-
vat vdlilld 30 ja 300 pesdkettd per malja. Pesidkkeet sivel-
tiin 1 % DL- karnitiinikloridilla modifioiduille Johnsonin alusta
agarmaljoille ja niiden puhtaus testattiin. Sitten testattiin
puhtaiden eristettyjen mikrobien kyky kdyttdd D-karnitiinia
ja L-karnitiinia ainoana hiilildhteend modifioidulla Johsonin
alustalla, joka sisdlsi 0,5 % joko D~ tai L-karnitiinia. Ha-
vaittiin, ettd eristetty mikrobi "df-2" kasvoi huomattavasti
nopeammin D-karnitiinilla kuin L-karnitiinilla. Tdten t3mi

villikanta valittiin seuraaviin mutaatiotutkimuksiin.

Esimerkki 2

Mutantin A. calcoaceticus ATCC 39647:n valmistaminen A. cal-
coaceticus ATCC 39648:n villikannasta "df-2".

a) Nitrosoguanidiinimutagenointi

Villi& kantaa "df-2", identifioitu Acinetobacter calcoaceti-
cukseksi (University Hospital Clinical Microbiology Labora-
tory, Madison, WI) sdilytettiin 1 % DL-karnitiinikloridilla
modifioiduilla Johnsonin agaralustavinopinnoilla ja varastoi-
tiin 4°:ssa. 250 ml Erlenmayer-pullo, joka sisdlsi 50 ml

1 % DL~karnitiinilla modifioitua Johnsonin alustaa, siirros-~
tettiin vinopinnalta ja sitten inkuboitiin 16 tuntia ravis-
telijassa (250 rpm, 2" tahti, 27°C) . Tihin von yli kasvanee-
seen viljelmddn lis&dttiin N-etyyli-N'-nitro-N-nitrosoguanidiinia
(Aldrich) (NTG) lopulliseen pitoisuuteen 300 /ug/ml alustaa.

Pullo laitettiin takaisin ravistelijaan ja siti inkuboitiin



tdE3smilleen 30 minuuttia. Aikaisemmin oli osoitettu, ettd

300
/
eldvistd soluista. 30 minuutin NTG:1lle altistamisen jdlkeen

ug NTG/ml alustaa 30 minuutissa tappoi noin 99,9 %

solut sentrifugoitiin alas (10 000 rpm, 15 minuuttia). Solu-
kakku suspendoitiin uudelleen 5 ml:ssa modifiocitua Johnsonin
alustaa, joka sisdlsi 1 % DL-karnitiinikloridia. Kaksi ml
tdtd suspensiota kdytettiin siirrostamaan 250 ml Erlenmeyer-
pullo, joka sisdlsi 50 ml 1 % DL-karnitiinikloridilla modi-
fioitua Johnsonin alustaa. Sen jdlkeen kun pulloa oli inku-
boitu ravistelijassa (200 rpm, 27OC) 16 tuntia, sameus mddri-
tettiin Gilford UV-ndkyvédvalo-spektrofotometrilla (Malli 240)
mddrittdmdlld absorbanssi 600 nm:ssd. Ndistd tuloksista voi-
tiin laskea sopiva laimennos kdytettdvdksi maljoilla ja mu-

tanttien valikointiin.

b) Mutantin A. calcoaceticus ATCC 39647:n valikointi ja
eristys |

Mutatoidut solut, kuten ylld on kuvattu, laimennettiin sar-
jassa M/15 fosfaattipuskurilla, pH 7,4, ja levitettiin mal-
joille, jotka sisdlsivdt 1 % DL-karnitiinikloridilla modifi-
oitua Johnsonin agaralustaa. Noin neljdn pdivdn inkuboinnin
jilkeen 28°C:ssa saadut pestkkeet replikoitiin modifioidulla
Johnsonin agaralustalla A, joka sisdlsi 0,5 % L-karnitiinia

tai 0,5 % D-karnitiinia.

Pesdkkeet, jotka kasvoivat hyvin D-karnitiinimaljalla, mutta
huonosti L-karnitiinimaljalla, puhdistettiin levittdmdlli

0,5 % D-karnitiinilla modifioiduille Johnsonin agarmaljoille
(alusta A). Kasvamisen jHlkeen 28%:ssa pesdkkeet kerdttiin
agarmaljoilta vinopinnoille ja sitten kasvatettiin ravistelu-

pulloissa.

c) Ravistelupullokasvatus

Ravistelupulloihin (250 ml), jotka sisdlsivdt 50 ml 1 %
DL-karnitiinikloridilla modifioitua Johnsonin nestemiisti
alustaa A, siirrostettiin useita silmukallisia agarvinopin-

nalta otettuja soluja. 24 tunnin rotaatioravistelijassa pi-

tdmisen jdlkeen 50 ml tdtd sameata lientd kdytettiin toisen



2 litran Erlenmayer-pullon siirrosteena, joka sisdlsi 500 ml
samaa alustaa. Sen jdlkeen kun oli inkuboitu 27OC:ssa rotaa-
tioravistelijassa (250 rpm, 2" tahtia) 44 tuntia, 100 ml
pullon sisdlldstd haihdutettiin kuiviin tvhjifssd ja jaddnnods
uutettiin absoluuttisella etanolilla. Etanolipitoinen uute
haihdutettiin jdlleen kuiviin tyhjidssd ja jd4nnds liuotet-
tiin 10 ml:aan 6 N HCl karnitiinin muuttamiseksi kloridisuo-
lakseen., Vesipitoinen ndyte konsentroitiin sitten kuiviin
vakuumissa ja j&83nnds L-karnitiinikloridi kiteytettiin abso-
luuttisesta etanoli~asetonista. Tuotteen korkea negatiivinen
rotaatio (15_735 —23,O7OC (c, 3,5 H20)) vahvisti D-karnitiinin
selektiivisen hajoamisen uudella mutantilla, joka oli saatu
A. calcoaceticus ATCC 39648 isdntdvillikannasta.

Acinetobacter calcoaceticuksella ja ATCC 39647:ksi ja ATCC

39648:ksi identifioiduilla kannoilla on seuraavat ominaisuudet:

Morfologiset tunnusmerkit

Alusta - Difco ravintoagar (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan) ;

Solun muoto ja koko - Sauvoja 1-1,6 /um halkaisijaltaan ja
arviolta 1,5-22 /um pituudeltaan;

muuttuvat pydreiksi (kokkisauvat) kasvun stationdirivaiheessa;
usein esiintyvédt pareittain ja vaihtelevan pituisina ketjuina.
Ei flagelloita. ;

Ei itioit4.

Gram-negatiivinen.

Ei k&ytd happoa.

Viljelmdn kasvuolosuhteet

Alusta - Difco ravintoagar (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan)

Pesdkkeet ovat melko suuria (2-3 mm 24 tunnissa), ovat sa-
meita ja vErittdmid;

Organismi voi kasvaa yksinkertaisella mineraalisuola-alustalla,
joka sisdltdd yksinkertaista hiilil&hdettid, kuten etanolia,
asetaattia, laktaattia, pyruvaattia, malaattia tai alfa-keto-

glutaraattia;



Typpildhteind toimivat ammoniumsuolat;

Gelatiini ei nesteytynyt gelatiinipistoviljelmdssd ja kasvu
rajoittui 3 mm:iin alustan pinnasta;

Emdsreaktio litmus-maidossa ilman koaguloitumista tai nestey-

tymistd ja hyvin huonoa kasvua.

Fysiologiset ominaisuudet

Nitraatin pelkistys - negatiivinen
Denitrifikaatioreaktio - negatiivinen
MR-koe - negatiivinen
Indolin tuotto - negatiivinen
VP-koe - negatiivinen
Rikkivedyn tuotto - hyvin, hyvin heikkoa
Tarkkelyksen hydrolyysi - negatiivinen
Nitraatin kdyttdminen - positiivinen
Kadyttdd ammoniumsuoloja
varin tuotto - kellertdvdid solunsisdistd veteen liukenevaa
pigmenttid, joka vapautuu alustaan 2-3 pdivdn autolysoinnin
jdlkeen.
Ureaasi - positiivinen
Oksidaasi - positiivinen
Kasvucolosuhteet - pH 5-8,5
- limpdtila 5-35°C
- ei kasva anaerobisesti milld&n alustalla.

Tuottaa happoja ja kaasuja seuraavasti:

ATCC 39648 ATCC 39647
Avoin Peitetty Avoin Peitetty
1) L-arabinoosi A - A -
2) D-ksyloosi A - A -
3)  D-glukoosi A ak A -
4) D~mannoosi A - A -
5) D-fruktoosi aM - ak -
6) D-galaktoosi A - A -
7) maltoosi - - - -
8) sakkaroosi - - - -

9) laktoosi - - - -
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ATCC 39648 ATCC 39647
Avoin Peitetty Avoin Peitetty

10) trehaloosi - - - -
11) D-sorbitaali - - -
12) D-mannitoli - - - -
13) inositoli - - -
14) glyseriini - - -
15) térkkelys - - _ _

Avain: A happoreaktio

o

heikko reaktio

I

ei muutosta tai emdksinen reaktio

h

Muita tunnusmerkkejd

Hapettaa etyylialkoholia;

Omaa korkean natriumkloridin sietokyvyn (2-3 % NaCl);
Voi kasvaa 330C:ssa,

Fenyylialaniini ei deaminoidu;

Lysiini ei dekarboksyloidu;

Ornitiini ei dekarboksyloidu.

Talletusnumeroilla ATCC 39647 ja 39648 identitioidut kannat
tallennettiin American Type Culture Collectioniin, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852-1776 huhtikuun 2., 1984.

Esimerkki 3

Edullinen D-karnitiinin kdyttdminen A. calcoaceticus ATCC 39648:1la

Pintakasvusto vhden viikon vanhalta A, calcoaceticus ATCC 39648:n
vinopinnalta suspendoitiin 5 ml suolaliuosta (0,85 %). Kaksi ml
tdtd suspensiota kdytettiin siirrostamaan 50 ml modifioitua
Johnsonin alustaa A, joka sisdlsi 1 % ylld mainittua Dl-karni-
tiinikloridia, ja jota pidettiin 250 ml:n Erlenmaver-pullossa
(£-1 vaihe). Pulloa inkuboitiin 25°C:ssa rotaatioravistelijassa
(250 rpm/min - 50 mm:n s&de) 24 tuntia, minkd jdlkeen siirret-
tiin 10 tilavuus-% kahden litran Erlenmayer-pulloon (F=-2 vaihe),
joka sisdlsi 500 ml samaa alustaa. Oltuaan 12 tuntia rotaatio-
ravistelijassa 100 ml alustaa poistettiin ja sentrifugoitiin

ja sitten haihdutettiin kuiviin tyhjidssd. Jd&nndstd uutettiin
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kuumalla etanolilla ja etanolipitoinen uute konsentroitiin
kuiviin tyhji&ssd. Jdidnnds liuotettiin 10 ml:aan 6 N HCL ja
vesipitoinen liuos konsentroitiin kuiviin. Jadnndksen kitey-
tys absoluuttisesta etanoli-asetonista tuotti karnitiiniklo-
ridindytteen (216 mg, 43 % saanto) (LEM7§5 -12,0%) (¢, 7,2 H,0)

osoittaen 0,51:n enantiomeeristd ylimdardad (ee).

Esimerkki 4
Yhden viikon vanhan A. calcoaceticus ATCC 39648:n vinopinnan

pintakasvusto suspendoitiin 5 ml:aan alustaa A. Neljd ml tdtd
suspensiota kdytettiin siirrostamaan 50 ml modifioitua Johnsonin

alustaa A, joka sisdlsi yll&d mainittua DL-karnitiinikloridia
250 ml Erlenmayer-pullossa (F-1 vaihe). Pulloa inkuboitiin
250C:ssa rotaatioravistelijassa (250 rpm/min - 50 mm:n sdde)
24 tuntia, minkd jdlkeen 10 tilavuus-~% siirrettiin kahden lit-
ran Erlenmayer-pulloon (F-2 vaihe), joka sisdlsi 500 ml seuraa-

vaa alustaa (alusta B):

Alusta B
Hiivauute (Difco) 50 mg
KH, PO, 3,5 9
Na24PO4 10,0 g
(NH4)2HPO4 4,0 g
NH4H2PO4 3,5 mg
CaCl2 15 ng
MgSO4.7H20 200 mg
Fe2(804)3 0,6 mg
ZnSO4.7H20 0,2 mg
CuSO4.5H20 0,2 mg
MnSO4.H20 0,2 mg

Deionisoitu tislattu vesi 1 litra
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Lisdttiin DL~karnitiini-HCl:a (Sigma) (20 g/1) ja pH sdddet-
tiin 6,8:ksi 4 N NaOH:lla ennen sterilointia 12TOC:ssa 20 mi-

nuuttia.

44 tunnin inkuboinnin j&lkeen rotaatioravistelijassa 250C:ssa,
50 ml sis&dllostd sentrifugoitiin solujen poistamiseksi ja su-~
pernatantti haihdutettiin sitten kuiviin. L-karnitiinikloridi
(196 mg, 38 % saanto) eristettiin esimerkissd 3 kuvatun mene-
telmé&n mukaisgsesti. Optisen puhtauden arvioitiin olevan suurempi

kuin 96,5 % ee arvosta 15;755 -22,9° (¢, 2,65 H,0) .

Esimerkki 5

Esimerkin 4 mukainen menetelmd toistettiin paitsi, ettd DL-
karnitiinikloridin pitoisuus F-~2 vaiheessa oli 50 g/1 250 ml:n
Erlenmayer-pullossa, joka sisdlsi 50 ml samaa alustaa. Sen
jdlkeen kun F-2 vaiheen oli annettu jatkua 68 tuntia, L-karni-
tiinikloridi (180 mg, 42 % saanto) eristettiin samalla mene-—
telmdlld (esimerkki 3) 17 ml:sta fermentointiliuosta. Niyt-

teen optinen puhtaus oli suurempi kuin 86 % ee, kuten arvo
[37% -20,43° (c, 2,36 H,0) osoitti.

Esimerkki 6

Toistettiin esimerkin 2¢ mukainen menetelmd paitsi, ettd 1 &
DL-karnitiinikloridipitoisuus koostui seoksesta, jossa oli

0,3 % L-karnitiinikloridia ja 0,7 % D-karnitiinikloridia
alustalla A. Fermentointi suoritettiin 2 litran Erlenmayer-
pullossa, joka sisdlsi 250 ml alustaa A, kdyttden A. calcoace-
ticus ATCC 39647:34. Sen jidlkeen kun F-2 vaiheen oli annettu
jatkua 44 tuntia, 100 ml liuoksesta poistettiin ja L-~karnitii-
nikloridi eristettiin l§6 mg {12 % saanto), 15;735 ~21,2O;

c, 3,6 H297.

Esimerkki 7

Esimerkin 2c¢ mukainen menetelmd toistettiin paitsi, ettd 2 $
karnitiinikloridipitoisuus koostuil seoksesta jossa oli 1,6 &
L-karnitiinikloridia ja 0,4 % D-karnitiinikloridia alustalla
A kdyttden A. calcoaceticus ATCC 39647:43. Sen jilkeen kun

F-2 vaiheen o0li annettu jatkua 44 tuntia, 100 ml liuosta
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poistettiin ja L-karnitiinikloridi eristettiin 1351 mg (34 %
saanto) , 1&_755 -23,05°%, ¢, 2,6, H,0/.

Esimerkki 8

Esimerkin 2c¢ mukainen menetelmd toistettiin paitsi, ettd DL-

karnitiinikloridipitoisuus vaihetta F-2 varten oli 50 g/1,
joka kdsitti 3 osaa L-karnitiinikloridia ja 7 osaa D-karnitii-
nikloridia 250 ml:ssa alustaa B kahden litran Erlenmayer-pul-
lossa 69 tunnin inkuboinnin jdlkeen A, calcoaceticus ATCC
39647:114 (F-2 vaihe). 50 ml liuvosta sentrifugoitiin (9 000

X 6, 20 minuuttia) solujen poistamiseksi. Supernatantti haih-
dutettiin kuiviin tyhjidssd ja jddnnds uutettiin vedettdmdlld
etanolilla. Etanolipitoinen uute konsentroitiin kuiviin ja
jddnnds liuotettiin tislattuun veteen ja kromatografoitiin
Dowex 1-X-4 OH-kolonnilla (5 x 22 cm), jolloin saatiin L-kar-
nitiinia /140 mg (23 % saanto), LEH7§5 -29,2°%, ¢, 1,5 H,07.

Esimerkki 9

Esimerkin 8 mukainen menetelmd toistettiin paitsi, ettd DL-
karnitiinikloridin pitoisuus F-2 vaiheessa oli 50 g/1, joka
sisdlsi 8 osaa L-karnitiinikloridia ja 2 osaa D-karnitiiniklo-
ridia. L-~karnitiinin sisdinen suola eristettiin kuten aikai-
semmin 50 ml:sta fermentointiseosta (F-2 vaihe, 69 tuntia)
/1,216 g (75 % saanto), 4&_735 -30,4%,¢c = 2,8 H,07/.

Esimerkki 10
Esimerkin 8 mukainen menetelmd toistettiin paitsi, ettid DL-

karnitiinikloridin pitoisuus F~2 vaiheessa oli 50 g/l. Sen
jdlkeen kun F-2 vaiheen oli annettu jatkua 90 tuntia, 40 ml
fermentointiliuosta poistettiin ja sentrifugoitiin. L-karni-
tiinin sisdinen suola eristettiin kuten ennen /0,62 g (75 %
saanto) , 1&_755 -27,0°,¢c = 4,4 H297.



14

Patenttivaatimukset
1. Menetelmd L-karnitiinin tai sen suolan valmistamiseksi,

tunnettu siitd, ettd DL-karnitiinin tai sen suolan
raseeminen seos altistetaan entsyymien fermentatiiviselle
toiminnalle, Jjoita tucttavat mikro-organismit, edullisesti
suvun Neisseriaceae, erityisesti laji Acinetobacter tai sen
mutantti, jolle on tunnusomaista sen ainutlaatuinen kyky ha-
jottaa ensisijaisesti luonnossa esiintymdtdntd muotoa, D-kar-
nitiinia, mainitussa seoksessa sallien halutun luonnollisen

muodon, L-karnitiinin, akkumuloitumisen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd bakteerilla on Acinetobacter calcoaceticus ATCC

39647:n tai ATCC 39648:n tal niiden mutantin tunnusmerkit.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd se suoritetaan mikro-organismin kasvaessa
viljelmdssd vesipitoisella ravintoalustalla, joka edullisesti
sisdltdd mineraalisuoloja, mineraali-ioneja ja DL-karnitiinia
ainoana hiilildhteend, aerobisissa olosuhteissa, edullisesti

ldmpotilassa 25-37%.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t tu

siitd, ettd mineraalisucola-alusta on Johnsonin alusta A tai B.

5. Patenttivaatimuksen 3 tai 3 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd karnitiinin D-isomeerin metabolianopeus
kasvaa, kun lis&dtddn reaktiovdliaineen ammoniumionipitoisuutta

DL-karnitiinipitoisuuden lisgddntyessd.

6. Minkd tahansa edelld olevan vaatimuksen mukainen menetelmi
DL~karnitiinin hajottamiseksi, ilman ettd ensin tarvitsee val-
mistaa sen johdannaisia, t unn e t t u siitd, ettd DL-karni-
tiini per se altistetaan entsyymien fermentatiiviselle toimin-
nalle, joita tuottavat mainitut mikro-organismit, luonnossa
esiintymdttmdn D-muodon ensisijaiseksi hajottamiseksi ja L-muoto

otetaan talteen reaktioviliaineesta.
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7. Suvun Neisseriaceae-bakteeri, edullisesti laji Acineto-
bacter tai sen mutantti tai geneettisesti saatu variantti,
tunnet tu siitd, ettd niilld on kyky hajottaa DL-karni-
tiinin raseemista seosta hajottamalla ensisijaisesti luonnossa
esiintymdtdntd karnitiinin D-muotoa raseemisessa seoksessa

sallien L-muodon akkumuloitumisen.

8. Acinetobacter calcoaceticus~lajin mikro-organismi tai

sen mutantti tai geneettisesti saatu variantti.

9. Acinetobacter calcoaceticus—-mikro-organismi, jolla on

ATCC 39648:n identifiointiominaisuudet.

10. Acinetobacter calcoaceticus-kannan mikro-organismi, jolla

on ATCC 39647:n identifiointiominaisuudet.

11. Acinetobacter calcoaceticus-mikro-organismia sisdlt&vd
viljelmd, t unnet tuv siitd, ettd se kykenee hajottamaan
DL~karnitiinin raseemista seosta ensisijaisesti hajottamalla

luonnossa esiintymdtdntd D-muotoa raseemisessa seoksessa.
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