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(54) Menetglm'ai N-asetyylineuramiinihapon talteenottamiseksi proteiinikonsen-
traatista - Férfarande fOr tillvaratagande av N-acetylneuraminsyra ur
ett proteinkoncentrat

Oheisen keksinndn kohteena on menetelmd N-asetyylineuramiinihapon
talteenottamiseksi proteiinikonsentraatista, joka on saatu kdsit-
telemills mirehtijin maidosta juustoa valmistettaessa saatua

heraa, joka ultrasuodatetaan.

Juuston valmistuksesta saatu hera on tunnetusti kellertdvad neste,
joka, sen jidlkeen, kun siitd on poistettu sentrifugoimalla rasva-
aineet, koostuu pifasiassa laktoosista, proteiineista ja mineraali-

suoloista.

Juuston valmistuksesta saadun heran kdsittelemiseksi on jo ehdotettu
menetelmid, joissa poistetaan sen epipuhtauksia aiheuttavat ominai-
suudet ja saadaan talteen sen sisiltimit proteiinit. Heraa muodostuu
nimittdin suuria mi#3iriid meijereissd, joissa juustoa valmistettaessa
hera erotetaan maidosta entsymaattisen reaktion jé&lkeen ja erityises-
ti sen jalkeen, kun maito on tunnetulla tavalla juoksutettu juoksut-
timella. Proteiinit on t#118in ehdotettu erotettavaksi herasta ultra-

suodattamalla.
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Tdhdn mennessd on kuitenkin ultrasuodatusta k&ytetty ainoastaan
erdiden tiettyjen proteiinien tai muiden epdpuhtauksien, jotka
sindnsd ovat erittdin mielenkiintoisia, erottamiseen ja talteen-

ottamiseen.

Ndin on laita esimerkiksi sialihapon kohdalla, jota kutsutaan

mySs neuramiinihapoksi (kts. esimerkiksi MERKCK Index, 7. painos,
sivu 715). Sialihappoa esiintyy tunnetusti el&imillid hiilihyd-
raattiproteiinikompleksissa. N&itd yhdisteitd valmistetaan nyky#dn
luonnon raaka-aineista, kuten h#rkien alaleuan rauhasista, munista
tai syntetisoimalla.

Tdtd aluetta koskevana kirjallisuusviitttend voidaan mainita

N.W. Whitehouse'in ja F. Zilliken'in kirjoitus, "Isolation and
Determination of Neuraminic (sialic) acids", s. 199-220 teoksessa
"Methods of Biochemical Analysis" volyymi VII (1960) Interscience
John Wiley Sons.

Ndmd tunnetut sialihapon valmistusmenetelmit ovat erittiin kalliita,

mikd vaikuttaa t&mdn tuotteen myyntihintaan kaupoissa.

Kirjallisuusviitteind, jotka valaisevat sialihapon ja erityisesti
N-asetyylineuramiinihapon (lyhennys NANA) k3ytt83#, voidaan mainita
seuraavat kirjoitukset:

"Coagulation du lait par la présure: Aspects scientifigues et
techniques"

GARNIER, MOCQUOT, RIBADEAU - DUMAS, MAUBOIS - ANN de Nutrition
Alimentaire, 1968, 22, B 495 - B 552.

SVENNERHOLM L. Acta Soc. Med. Upsaliensis, 61, 75 (1956)

Akiv. Kemi., 10,577 (1956)

WARREN L.J. Bil. Chem. 233, 1971 (1959)

WERNER, I. ja L. Odin, Acto Soc. Med. Upsaliensis 57, 230 (1952)
AMINOFF, D. (1961) BIOCHEM J. 8L, 384,

"Sensitivity of the Neuraminosidic Linkage in Mucosubstances
towards Acid and towards Neuraminidase Gibbons"

Biochemistry journal (1963) 89, 380

"Structure studies on the Myxovirus Hemagglutination Inhibitor of
Human Erythrocytes"

Ralph H. Kathan ja Richard J. Winzler.
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Journal of Riological Chemistry (1963) vol 238 NO 1 s. 21
"atudies on the Neuraminidase of Tnfluenza virus IT additional
properties of the enzymes from the Asian and PR R Strains"

Max © Rafelson, J.R. Michael Schneir ja Wannie W. Wilson, .T.R.
Archibes of Biochemistry and Riophysics 103 (1963) 424-230,

Muita mahdollisia sialihapon kadyttdaloja annetaan tatd yvhdistettad

kisittelevidssd kirjallisuudessa.

Sitd paitsi on glykoproteiinien valmistus mielenkiintoista, ottaen

huomioon, ettd niita on mahdollista kiytt#i kosmeettisissa seoksissa.

Oheisen keksinn&én tavoitteena on saada aikaan sellainen juuston val-
mistuksesta saadun heran kisittelymenetelmd#, jonka avulla on mahdol-
lista saada hyvin halvalla N-asetyylineuramiinihappoa, vhdessd glyko-

peptidien Jja glvkoproteiineista muodostuvan proteiinifraktion kanssa.

Keksinndén mukaiselle menetelmélle on tunnusomaista se, etta

(a) herasta saostetaan muut proteiinit kuin sialiglykoproteiinit
pitam$114 hera 30 min. noin 950C:ssa tai pidemman aikaa alhaisemmassa
limpétilassa, ja erotetaan saostuneet proteiinit liuoksestaj;

(b) ultrasuodatetaan saatu liuos membraanien 1lApi joiden huokoskoko
on 1000 - 15 000 ilmaistuna molekyylipainona;

(c) ultrasucdatuksessa saatu konsentraatti erotetaan ja hydrolysoi-
daan entsymaattisesti tai emikselld tai hapolla, jolloin muodostuu
sakka ja liuos, jotka erotetaan ja otetaan talteen;

(d) neutraloidaan vaiheessa (c) saatu liuos ja uutetaan sen sisAltAmA
NM-asetvylineuramiinihappo johtamalla liuos kationinvaihtohartsin da
anioninvaihtohartsin 1lipi, ndin sidottu happo eluoidaan ja otetaan

talteen.

Keksinndén mukaisessa menetelmdssa kivtetddin mdrehtijén (lehmi, vuohi,
lammas, puhveli tai vastaava) tuottamaa maitoa, esimerkiksi lehmin-
tai lampaanmaitoa, joka on kisitelty entsymaattisesti, esimerkiksi
juoksuttamalla juoksuttimella, jolloin saadaan mainittu juuston val-
mistuksessa saatu hera. Tama nestemuotoinen hera voidaan saada lisdd-
mi11l3 vettd jauhemuotoiseen heraan. Friind keksinndn muunnoksena tulee
myss mainita, etta keksinnén mukaista menetelmdd sovellettaessa voi-

daan raaka-aineena kivttA# ternimaitoa.



e’ el

Keksinndn mukaisen menetelmin ensimmdisessd vaiheessa (vaihe "a")
tapahtuu selektiivinen denaturointi termisesti saostamalla

liukenevat proteiinit niin korkeassa ldmp&tilassa ja niin kauan,
ettd tdllainen saostuminen tapahtuu. Albumiinit ja globuliinit
saostetaan ja piidliliuoksessa sdilytetdin pentoniproteaasit, jotka
ovat glykoproteiineja. Lémmittiminen on tarkoituksenmukaista
suorittaa suhteellisen korkeissa lampStiloissa, joiden kuitenkin
tulee olla alle 100°C, jotta viltettiisiin glykonroteiinien dena-
turoituminen. Kun ldmpétilat ovat alhaisempia, tulee l&mmittimis-
aikaa pidentis. Olosuhteet, jotka on havaittu sopiviksi kdytidnndssi
ja jotka sitid paitsi ovat tavallisia tdmdn tyyppisisss tbissi,
muodostuvat siitd, etty ldmmitetd4dn 30 minuuttia 950C:ssa. Vaiheessa
"a" saadut saostetut proteiinit erotetaan jollain tavanomaisella
menetelmdlls, esimerkiksi sentrifugoimalla, ja otetaan sen jdlkeen
talteen. P&i#liliuos otetaan talteen seuraavassa vaiheessa tapahtuvaa

keksinndn mukaista kdsittelyd varten.

‘Vaiheessa "b" liuos kisitelliin ultrasuodattamalla membraanien
ldpi, joiden huokoskoko on noin 1000 -~ 15 000 ilmaistuna molekyyli-
pPainona. Membraanit, joita voidaan kAyttidsd, ovat tunnetun tyyppisii
orgaanisia tai epiorgaanisia tai jopa keraamisia tai metallisia
edellyttden, etti niiden ominaisuudet vastaavat seuraavassa annettua

haluttua huokoskokoa.

Esimerkiksi voidaan kdyttid membraaneita, joita myy Rhone-Poulenc-
yhti® nimells "IRIS", esimerkiksi membraania, jonka merkinti on
"IRIS 3042", ja jonka huokoskoko on 15000, ultrasuodatuslaitteissa,
joita mainittu yritys my6s valmistaa. Voidaan kdvttAdd mySs membraa-
neja, joita myy AMICON (EUA) vhtié nimelli "DIAFLO", esimerkiksi
membraaneja, joiden merkinti on "DIAFLO PM 10 ja UM" (huokoskoko

on 10000) ja "DIAFLO UM 2" (huokoskoko on 1000). Tarvittaessa
voidaan 18yt&4 kaikki tarvittavat tiedot mainittujen membranien
ominaisuuksista ja kdyttStavoista valmistajien teknisistd

esitteistsy.
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Ultrasuodatuksen olosuhteet ovat ammattimiehelle tuttuja. Suositelta-
vaa on, ettid nestettid kierrdtetdidn ultrasuodatuslaitteesta sen saatta-
miseksi kosketukseen membraanin kanssa lampsdtilassa lidhelld huoneen
lampdtilaa ja tietyssd paineessa, esimerkiksi 3 bar. Membraanin lipi
kierrdtetty tuote voidaan kierrdttdd takaisin useita kertoja, kunnes
saadaan konsentraatti, joka sis&ltAd glykoproteiineja ja NANA:n halu-

tun pitoisuuden,

Tama konsentraatti voidaan edelleen viakevdidid siten, ettd saadaan
glykoproteiineja sisaltadva, siirappimainen aine, Sialihapon uuttami-
seksi kdsitellddn konsentraattia vaiheessa "c¢", joka muodostuu hydro-
lyysistd. Tama voi olla hapan, emdksinen tai entsvmaattinen hydrolvy-
si. Hapanta hydrolyysid pidetddn kuitenkin parhaana. Hydrolyysinopeu-
den lisiimiseksi toimitaan parhaiten suhteellisen korkeassa lampdti-
lassa, mutta kaikissa olosuhteissa alle 989C:ssa, esimerkiksi noin
90°C:ssa. Kidytetyn hydrolyyttisen aineen pitoisuuden ei yleensid tuli-
si olla suurempi kuin 0,5 N. Kdytetddn edullisesti rikkihappoa, esi-
merkiksi 0,1 N rikkihappoa. Tamd muodostaa nimittdin sulfaatti-ioneja,
jotka mydhemmin voidaan helposti erottaa. Suolahappo sopii huonommin,
koska siitd muodostuu kloori-ioneja, jotka on vaikea myshemmin pois-
taa. Seos, joka hydrolysoitaessa muodostuu, jaddhdytetddn, esimerkiksi
jddkaapin lampétilassa, joka on noin 4°C, TAmin jAlkeen on helpompi
tunnetuin menetelmin erottaa sakka ja pddliliuos, esimerkiksi sentri-
fugoimalla. PAdliliuos otetaan talteen ja hydrolyysissa muodostunut
sakka kdsitellddn tdydentdvAssd vaiheessa "d", joka mahdollistaa

sialihapon uuttamisen, tarkemmin sanoen NANA:na.

Keksinnén mukaisesti kdytetdan juuston valmistuksesta saadun heran
tdssd kasittelyvaiheessa sialihapon tunnettuja valmistusmenetelmia.
Ensin neutraloidaan pA&liliuos, minkd tarkoituksena on saada vielA
pdaliliuoksessa olevat vapaat happoionit saostumaan suoloina. Tama
toimenpide suoritetaan edullisesti lisaamdalla ylimdadra bariumhydroksi-
dia sulfaatti-ionien saostamiseksi, jos hydrolyysi on suoritettu rik-
kihapolla. Bariumioneja kdytetdan ylimddraa, kunnes pH on ldhella
neutraalia reaktiota. Tamdn jdlkeen heitetdidn pois muodostuneet saos-
tuneet suolat, esimerkiksi bariumsulfaatti, ja pddliliuos sdilytetdan.
Mahdollisesti tama vakevdidddn ennen ioninvaihtopylvdiden ldpijohta-

mista. Pddliliuos saa ensin kulkea kationinvaihtohartsin lipi p&ddli-
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liuksen demineralisoimieksi. Kdytet&&n esimerkiksi hartseja, joita on
markkinoilla saatavissa nimelld "DOWEX", esimerkiksi tyvppid AG 50

WX 8 H 4+, Kationinvaihtohartsin 1ldpi kulkemisen ijAlkeen ijohdetaan
tuotteet MANA:n sitomiseksi anioninpoistohartsia sisAltivan pylvain
lipi. Kaytetddn tarkoituksenmukaisesti hartsia, joka on markkinoilla
kaupallisesti saatavigsa nimelle "DOVEX", tyyppi AG 1 X R formiaatti-
nmuodossa. Sen j3lkeen, kun pylvds on pesty tislatulla vedelld saadaan
MANA mainitusta anioninvaihtohartsista eluoimalla, esimerkiksi muura-
“Waishapolla, jos aikaisemmin on kaytetty anioninvaihtohartsia formi-
aattimuodossa, esimerkiksi 0,3 M muurahaishapolla. T.opuksi saadaan

liuos, josta kylmdkuivaamalla saadaan puhdasta NANA-jauhetta.

Kisittelyvaiheen "d" muodostavat tydvaiheet voivat olla erilaatuisia.
Neutraloinnin, bariumsulfaatin erottamisen ja pd&dliliuoksen kirkasta-
misen jilkeen tiAmd voidaan esimerkiksi haihduttaa. Saatu jauhe kdsi-
telld&n tamdn jdlkeen liuotinuutolla, so. se sekoitetaan liuottimen
tai liuotinten seosfen kanssa, joihin NANA liukenee, esimerkiksi eta-
nolin tai asetoni-vesi-seoksen kanssa. Uutettu NANA erotetaan tamén

jAlkeen liuottimen poistamisen jadlkeen.

Nriissi menetelmdn suositellussa suoritusmuodossa on my#s mahdollista
suorittaa vapaiden happoionien saostaminen hydrolyysin jAlkeen, so.
ennen sialihapottomien proteiinien poistamista. TAtd varten liuos,
jonka lampstila on hydrolyysin jidlkeen noin 50 - 80°C ja mieluiten

noin 70 - 80°C, esimerkiksi noin 80°C, neutraloidaan pH-arvoon 7-7,5.

Kuten edelli on jo mainittu, voidaan hydrolyysi suorittaa hapanta,
emiksistd tai entsymaattista tietd. Hapanta hydrolyysid pidet&an
parhaana ja kidvtetdin edullisesti rikkihappoa. Siind tapauksessa,
ettid kdytetiin viimeksi mainittua happoa, suoritetaan neutralointi

bariumhydroksidin tai baryytin ylimA&drdlla.

Kirkastamisen, jonka tarkoitus on poistaa raskas bariumsulfaattisakka,
jilkeen, kdsitelldin liuos ultrasuodatusvaiheessa johtamalla membraa-

nin 1l3dpi, jonka huokoskoko on noin 500 - 15000.

Vaiheessa "d" voidaan liuos kidsitelld tavalla, joka on kuvattu SF-

patenttihakemuksessa 752034, so. johtamalla ensin kationinvaihtohart-
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sin ja sen jalkeen anioninvaihtohartsin 1l&pi.

Saatu ultrasuodos voidaan kisitelld vaiheen "d" mukaan, joka edellAd
on kuvattu valmistettaessa puhdasta sialihappoa, so. johtamalla ensin

kationinvaihtohartsin ja sen jdlkeen anioninvaihtohartsin 1l&pi.

Keksinn®n mukaisen menetelmin eridss® erityisessid suoritusmuodossa
on myds mahdollista saada puhtaudeltaan alhaisempaa sialihappoa haih-
duttamalla liuos, joka on saatu kationinvaihtohartsin l&pijohtamisen

i&lkeen,

N&#in eristetty sialihappo, jonka valmistuskustannukset ovat alhaisem-
mat kuin puhtaan hapon, voi olla eritvisen mielenkiintoinen tietyillA
kivttsaloilla, esimerkiksi kosmeettisilla aloilla, ionissa el tarvita
ehdotonta puhtautta.

T4114 tavoin saadun sialihapon puhtaus on noin 60 - 20 % ja voi olla
esimerkiksi noin 70 %. Ammattimiehet tietAvat, ettd tAtA puhtausastet-
ta on mahdollista muunnella vdhintdin kolmen parametrin funktiona,
esimerkiksi:

- glykoproteiinien puhtausaste ensimmdisessd ultrasuodatuksessa,

- hydrolyysin olosuhteet,

- toisen ultrasuodatuksen membraanin ominaisuudet, jolloin kayttamal-

14 pienempii huokoskokoa saadaan puhtaampaa ultrasuodosta.

Keksinndn mukaista menetelmi#d havainnollistetaan mukaanliitetvissa
taulukoissa, jotka kahtena suoritusmuotona esittivadt vaiheiden suori-
tusjirjestystid menetelmidd kiaytdnnsssi toteutettaessa ja aineiden kier-
rittamisti. Niami taulukot valaisevat selvisti menetelmAd. On huomat-
tava, etti kiyttdkelpoisena lihtdaineena kdytetdan joko juuston val-
mistuksesta saatua heraa B tai heraa B, joka on regeneroitu jauhemai-
sesta herasta B' lis#imilli vettd, tai ternimaitoa A'. Menetelmidssai
saadut eri jakeet muodostuvat proteiineista, jotka on erotettu saos-
tamisen 1 jilkeen, glykoproteiineista, jotka voidaan saada vikevii-
milld konsentraatti 5, joka on muodostunut ultrasuodatuksessa 4, ja
lopuksi eristetystd NANA:sta, joko taulukon I kaavion mukaisesti hyd-
rolysoimalla (6) konsentraatti, j&&hdyttdm&lld (7) noin 40C:een,

neutraloimalla piddliliuos (9) ja johtamalla kirkastettu padliliuos

LN T
. KA
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kationinvaihtohartsin (14) ja anioninvaihtohartsin (15) 1ldpi sekA
kvimskuivaamalla (18), tai taulukon II mukaisesti hydrolysoimalla
konsentraatti, jadhdyttiamdlli noin 80°C:een, ultrasuodattamalla ja
johtamalla ultrasuodos kationinvaihtohartsin 1lApi, sek& ottamalla
taulukon I kaavion mukaisesti talteen puhtaudeltaan noin 40 %:sta

NANA:a anioninvaihtohartsin l3pijohtamisen jdlkeen.
Keksint®id havainnollistetaan seuraavin esimerkein:

Esimerkki 1

munnetulla tekniikalla juoksetettiin 1000 litraa lehmdnmaitoa, jolloin
saatiin 900 litraa nestemdistd heraa, jota kdvtettiin menetelmAssa

lihtdaineena.

900 litraa nestemiisti heraa lammitettiin 95°C:ssa 30 minuuttia muiden
proteiinien kuin sialiglykoproteiinien saostamiseksi, minkd Jjdlkeen
t4113 tavoin saostetut proteiinit erotettiin sentrifugoimalla. S&ily-
tettiin saostuksesta saatu pd&dliliuos, jonka tilavuus oli 25 % alku-

peridisestd tilavuudesta ja joka sisdlsi 173 g MANA.

Tamin jilkeen tdmd paAliliuos johdettiin ultrasuodatuslaitteeseen,
joka o0li varustettu membraanilla, jonka huokoskoko oli 3000. Paine
ultrasuodatuslaitteessa oli noin 3 bar. Niin saatiin konsentraatti,
joka sisdlsi kaikki glykoproteiinit ja 90 g NANA. VikevAimdlla tfita
konsentraattia edelleen saatiin siirappimaista glykoproteiineista

muodostuvaa ainetta, jota voitiin kdyttAd tdssd muodossa.

Sialihapon uuttamiseksi k#siteltiin konsentraattia, mieluimmin jatko-
vikevdinnin jilkeen, happamalla hydrolyysilld lisA&amdlld 0,1 N rikki-

happoa ja hydrolyysin olosuhteet s&ilytettiin tunnin ajan a00C:ssa.

saostumisen helpottamiseksi jd&hdytettiin hydrolysoitu reaktioseos
jaZkaapin lampdtilaan, noin 49C:een. Taman jdlkeen oli helppo erottaa
poisheitettivi sakka paililiuoksesta, joka erotettiin. T&ma sisdlsi
noin R0 g NANA. Ti&min jiAlkeen padliliuos k#siteltiin neutraloimalla
se kyllastetylld bariumhydroksidiliuoksella pH-arvoon 7, jolloin

bariumsulfaatti saostui. Liuos kirkastettiin ja muodostunut barium-
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sulfaatti heitettiin pois. psaliliuvos, Jjoka cisilsi 80 g NANA, saily-
tettiin ja vdkevditiin sen jidlkeen pydréhaihduttimessa 450C:ssa ja
tvhijséssd, jonka paine oli 20 = 30 mm Hg. Ndin vékevdity padliliuos
johdettiin demineralisointia varten pylvaiseen, joka oli taytetty
rationinvaihtohartsilla "DOWEX", tyyppi AG 50 WX 8 H +. Kationinvaih-
topylvaistd poistuva tuote johdettiin sen jdlkeen NANA:nD sitomiseksi
anioninvaihtohartsipylvﬁén 14pi, joka sisilsi "DOWEX"-hartsia, tvyppl
AG 1 X 8 formiaattimuodossa. Anioninvaihtohartsia sisiltivd pylvas
pestiin tAman jalkeen kahdesti tislatulla vedells, minkd jAlkeen NANA
eluoitiin 0,3 M muurahaishapolla. T&llé tavoin saatiin talteen 70 %
sitoutuneesta NANA:sta. Kylmakuivaamalla muurahaishappoliuos saatiin

45 g jauhemaista puhdasta NANA:ta.

Esimerkki 2

Toimittiin samoissa olosuhteissa kuin esimerkissad 1, mutta kiytettiin
1000 litraa lampaanmaitoa. Tulokset olivat suurin piirtein samanlai-

set.

Esimerkki 3

Toimittiin samalla tavoin kuin esimerkissa 1, mutta kayvtettiin neste-
miista heraa, joka oli saatu regeneroimalla jauhemaista heraa. TAata
tarkoitusta varten kaytettiin 50 kg jauhemaista heraa, joka laimen-

nettiin 900 litraksi nestemiistid heraa.

Esimerkki 4

Saostaminen suoritettiin 14mmittamalla 1000 litraa nestemdistd heraa.
Kirkas suodos, joka saatiin sentrifugoimalla ja suodattamalla, kAsi-
teltiin ultrasuodattamalla membraanin 1lipi, jonka merkintd oli RP
(IRIS 3042). Saatu konsentraatti (20 litraa) sisalsi 40 g/litra gly-
koproteiineja, jotka voitiin ottaa talteen kuivaamalla ja kylmakui-

vaamalla.

Konsentraatti vikevéitiin 90°C:ssa ja 0,025 N rikkihapolla 25 minuutin
aikana ja neutraloitiin t&mé&n jalkeen 80°C:ssa ylimi#rallAa baryyttia

pH-arvoon 7-7,5.
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Kirkastamisen jdlkeen kisiteltiin liuos, josta bariumsulfaatti oli

poistettu saostamalla, ultrasuodattamalla membraanin 14pi, jonka
huokoskoko oli 5000.

Saatu ultrasuodos vidkevditiin ja johdettiin timin jélkeen kationin-
vaihtohartsin 1&pi. Saatu liuos voitiin kuivata niin, ettd saatiin

50 g sialihappoa (NANA) (puhtaus: 70 %), tai se kdsiteltiin kroma-

tograafisesti anioninvaihtohartsilla, eluoitiin ja kylmakuivattiin,
jolloin oli mahdollista saada 35 g puhdasta NANA:ta.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid N-asetyylineuramiinihapon talteenottamiseksi proteiini-
konsentraatista, joka on saatu kdsittelem&llA mirehtijén maidosta
juustoa valmistettaessa saatua heraa, joka ultrasuvodatetaan

t unnettu siitad, etta

(a) herasta saostetaan muut proteiinit kuin sialiglykoproteiinit
pit&milli hera 30 min. noin 95°C:ssa tai pidemmin aikaa alhaisem-
massa lampdtilassa ja erotetaan saostuneet proteiinit liuoksesta;
(b) ultrasuodatetaan saatu liuos membraanien lidpi joiden huokoskoko
on 1000 - 15 000 ilmaistuna molekyylipainona;

(c) ultasuodatuksessa saatu konsentraatti erotetaan ja hydrolysoi-
daan entsymaattisesti tai emdkselld tai hapolla, jolloin muodostuu
sakka ja liuos, jotka erotetaan ja otetaan talteen;

(d) neutraloidaan vaiheessa (c) saatu liuos ja uutetaan sen sisdlti-
m3 N-asetvylineuramiinihappo johtamalla liuos kationinvaihtohartsin
ja anioninvaihtohartsin ldpi, ndin sidottu happo eluoidaan ja ote-

taan talteen.

Patentkrav

1. Firfarande for tillvaratagande av N-acetylneuraminsyra ur ett pro-
teinkoncentrat som erh&llits genom behandling av vassla erhdllen fr2n
mjslk av idisslare vid framstdllning av ost, vilken vassla ultrafilt-
reras, kAannetecknat darav, att

(a) ur vasslan utfills de #vriga proteinerna férutom sialiglykopro-
teinerna genom att vasslan h&lls i 30 min vid ca. 950C eller en léngre
tid vid en ligre temperatur och de utfdllda proteinerna avskilijs ur
15sningens

(b) den erhdllna lésningen ultrafiltreras genom membran med en por-
storlek av 1000 - 15 000 angiven som molekylvikt;

(c) det vid ultrafiltrering erh&llna koncentratet avskilijs och hvdro-
lyseras enzymatiskt eller med en bas eller syra, varvid en fallning
och en 1#sning bildas, vilka avskiljs och tages tillvaraj;

(d) den i steget (c) erhAdllna lésningen neutraliseras och dess inne-
h21l av N-acetylneuraminsyra extraheras genom att leda lésningen
genom katjonbytarharts och anionbytarharts, den sA bundna svran

elueras och tages tillvara.

Viltejulksicuja-Anfdrda publikationer

Chem. Tech, hubtikuu 1971, M.C. Porter ct al., "Membrune ultrafiltration™,
n. oL R=pnk,
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