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Den foreliggende opfindelse angér en fremgangsmide til
fremstilling af N-acetylneuraminsyre ud fra malkeserum

fra oste- og/eller caseinfremstilling under anvendelse

af ultrafiltrering.

Mzlkeserum fra ostefremstilling er en gullig vaske, der
efter at vere befriet for fedtstoffer ved centrifugering

vesentligst bestar af lactose, proteiner og mineralsalte.

Man har foresliet behandlinger af malkeserum fra ostefrem-
stilling for at.fjerne dettes forurenende karakter og fbr
at genvinde de proteiner, der befinder sig deri. Malke-
serum fremstilles i stor mangde ved mejerier og osterier,
idet mazlkeserum ved ostéfremstilling dannnes fra mazlken
efter en enzymatisk virkning, og isar efter en traditionel
lebning. Man har foresldet at separere proteinerne fra

melkeserum ved ultrafiltrering.

Imidlertid har man ikke tidligere anvendt ultrafiltrering
med henblik p& separering og udvinding af visse sarlige
proteiner eller andre forbindelser, der i sig selv har

stor interesse.

Dette er specielt tilfaldet med sialinsyrer, der ogsa be-
navnes N-acylneuraminsyrer (jf. Merck Index 7. edition, p.
715). Man ved, at sialinsyrer findes i dyriske komplekser
af carbonhydrater og proteiner. Af denne &rsag fremstilles
forbindelserne for tiden enten ud fra naturlige rémateri-
aler, sésom kazbespytkirtler fra okser, eller =g, eller de

fremstilles ved syntese.

Som reference p& dette omrdde kan naevnes artiklen af M.W.
Whitehouse og F. Zilliken "Isolation and Determination of
Neuraminic (sialiec) acids", p. 199-220 i "Methods of Bio-
chemical analysis", volumen VII (1960) Interscience, John

Wiley Sons.
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Disse kendte fremgangsméder til fremstilling af sialin-
syrer er ekstremt kostbare, hvilket afspejles i prisen

pd produktet i handelen.

Anvendelsen af sialinsyrer og specielt N-acetylneuramin-
syre (forkortet NANA) er beskrevet i felgende artikler:

"Coagulation du lait par la présure: Aspects scientifiques

et techniques";

Garnier, Mocquot, Ribadeau - Dumas, Maubois - Ann. de
Nutrition-Alimentaire, 1968, 22, B 495 - B 552;

Svennerholm, L. Acta Soc. Med. upssliensis, &1, 75 (1958)
Arkiv. Kemi., 10, 577 (1956);

Warren, L., 3. Biol. Chem. 233, 1971 (1959);

Werner, I. og L. 0Odin, Acta Soc, Med. Upsaliensis 57,
230 (1952);

Aminoff, D. (1961) Biochem J.81, 384;
"The Sentivity of the Neuraminosidic Linkage in Mucosub-
stances toward Acid and towards Neureaminidase Gibbons";

Biochemistry Journal (1963) 89, 380;

"Structure studies on the Myxovirus Hemagglutination Inhi-

bitor of Human Erythrocytes".

_Ralph H. Kathan og Richard J. Winzler,
Journal of Biological Chemistry (1963), Vol. 238, No.l.p.21.

‘wgtyudiés on the Neuraminidase of Influenza virus II addi-

tional properties of the enzymes from the Asian and PR 8
Strains", Max E. Rafelson, J.R. Michael Schneir og Wannie
W. Wilson, J.R., Archives of Biochemistry and Biophysics
103 (1963) 424-430.
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Andre mulige anvendelser for sialinsyrer er angivet i 1lit-

teraturen om disse forbindelser.

Den foreliggende opfindelse angar som navnt en fremgangs-
madde til behandling af mazlkeserum fra ostefremstilling og/el-
ler caseinfremstilling, hvorved man pa meget skonomisk vis
kan opna en sialinsyre, narmere bestemt N-acetylneuramin-
syre (forkortet NANA).

Opfindelsen angar saledes en fremgangsmade til fremstilling
af N-acetylneuraminsyre ud fra mazlkeserum fra oste- og/eller
caseinfremstilling under anvendelse af ultrafiltrering, og
fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved, at

man

(a) foretager en termisk flokkulering af malkeproteinerne,
bortset fra sialoglycoproteinerne, ved temperaturer
under 100 °C til opndelse af et ferste bundfald af
flokkulerede proteiner og en ferste overvaeske, der fra-

separeres og opsamles,

(b) gennemferer en ultrafiltrering af den farste overvaske
gennem membraner med en adskillelsesevne p& ca. 1000 -
15000, udtrykt som molekylvagt, til opnéelse af et kon-
centrat indeholdende glycoproteiner og N-acetylneuramin-

syre,

(c) foretager en sur hydrolyse af det opnéede koncentrat
med svovlsyre ved en koncentration pd under 0,5N og
ved en hej temperatur, der dog ikke overskrider 98 °C,
hvorpéd man eventuelt afkesler det hydrolyserede koncen-
trat til ca. 4 °C til dannelse af et andet bundfald og

en anden overveske, der frasepareres og opsamles, og

(d) underkaster det hydrolyserede koncentrat eller den
anden overveske en neutralisation til udfaldning af

frie sulfationer i form af salte ved tilsatning af et
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overskud af Ba(UH)Z, eventuelt efterfulgt af en ultra-
filtrering, hvorefter man enten lader overvasken eller
ultrafiltratet passere gennem en kationbytterhapiks

og derpd gennem en anionbytterharpiks og eluerer den
fikserede N—acetylneuraminsyre, der om ensket lyofili-
seres, eller terrer den neutraliserede og klarede over-
uveske; eventuelt efter passage gennem en kationbytter-
harpiks,rog bringer det séledés opnaede pulver i intim
kontakt med et oplesningsmiddel eller en oplesnings-
middelblanding, hvori N-acetylneuraminsyren er oplese-
lig, eksempelvis ethanol eller en blanding af acetone

og vand.

Ved en udferelsesform for fremgangsmaden ifelge opfindelsen
opnar man ud fra det hydrolyserede koncentrat, opnéet i
trin (e), ved afkeling til 4 °C et andet bundfald og en

anden overveske, der separeres fra og opsamles. Behand-

lingen (d) af den anden overvaske til ekstraktion af den
indeholdte N-acetylneuraminsyre bestadr af i sig selv kendte
operationer, der vesentligst omfatter neutralisation, pas-
sage af overvaesken gennem en kationbytterharpiks, fikse-~
ring af N-acetylneuraminsyren ved passage gennem en anion-
bytterharpiks, eluering af den saledes fikserede syre og
udvinding af en sardeles ren oplesning af N-acetylneuramin-

syre, der om snsket lyofiliseres.

Som udgangsmateriale anvender man.ved fremgangsmaden ifelge
opfindelsen malkeserum fra en malk produceret fra en hvil-
ken som helst drevtygger (ko, ged, fér,rbaffelko eller lig-
nende), f.eks. en ko- eller faremelk der har undergéet en
enzymatlsk pav1rkn1ng, f eks. ved ostefremstllllng en lob-
nlng, der Farer tll dannelsen af et malkeserum. Et flydende

'melkeserum kan ogsa opnas ved tllsetnlng af vand til et

pulverformigt melkeserum.
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Det ferste trin [trin (a)] ved fremgangsmaden ifelge op-
findelsen bestar i en selektiv denaturering ved termisk
flokkulering af de opleselige proteiner ved en temperatur
og i et tidsrum, der er tilstrekkeligt til opndelse af en-
sadan flokkulering. Man felder albuminerne og globulinerne
og bevarer i overvasken pepton-proteaserne, der er glyco-
proteiner. Det er hensigtsmessigt at opvarme til relativt
heje temperaturer, der dog skal vare lavere end 100 °C for
at undgad denaturering af glycoproteinerne. Hvis man anven-
der mere moderate temperaturer, skal varigheden af opvarm-
ningen foreges. Betingelser, der har vist sig passende i
praksis, og som i pvrigt er sadvanlige ved denne type frem-
gangsmade, bestar i en opvarmning til 95 °C i 30 minutter.
De flokkulerede proteiner, opnéet efter trin (a), frasepa-
reres pa sadvanlig méde, f.eks. ved centrifugering. Over-
vesken opsamles og underkastes de feolgende trin i frem-

gangsmaden.

I trin (b) underkastes overvasken en ultrafiltrering ved
passage gennem en membran, hvis adskillelsesevne er ca.
1000 - 15000 udtrykt som molekylvegt. Egnede membraner

til dette formél er kendte uorganiske, organiske eller
endog keramiske eller metalliske membraner i den udstrak-
ning, hvor de tilfredsstiller den oven for angivne defini-

tion pa adskillelsesevnen.

Man kan eksempelvis anvende membraner, der forhandles af
Rhone-Poulenc under betegnelsen "Iriéﬁk, for eksempel en
membran Iris 3042, hvis adskillelsesevne er ca. 15000; i
ultrafiltreringsmoduler, der ligeledes fremstilles af
nevnte firma. Man kan ogsd anvende membraner forhandlet af
firmaet Amicon (USA) under handelsnavnet "Diaflo“™, sisom
membranerne "Diaflo PM 10" og "UM" (adskillelsesevne 10000)
og "Diaflo UM 2" (adskillelsesevne 1000).
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Betingelserne for ultrafiltreringen kan fastlzgges af
fagmanden. Det foretrakkes at cirkulere vesken gennem et

ultrafiltreringsmodul, idet vesken bringes i kontakt med

- membranen ved en temperatur, der er nar ved omgivelsestem-

- peraturen, og under et vist tryk, f.eks. 3 bar. Vasken,

der cirkulerer gennem membranen, kan recirkuleres flere
gange, indtil man opnéar et koncentrat med et snsket ind-

hold af glycoproteiner og N-acetylneuraminsyre.

Til ekstraktion af N-acetylneuraminsyren underkastes kon-
centratet trin (c), der bestar i en hydrolyse, narmere be-
stemt en sur hydrolyse med svovlsyre ved en koncentration

pa under 0,5 N.

For at forege hydrolysehastigheden arbejder man ved en
relativt hej temperatur, der dog ikke overskrider 98 °C.
Anvendelsen af svovlsyre forer til dannelsen af sulfatio-
ner, der let kan separeres fra senere. For at lette til-
synekomsten af et bundfald ved hydrolysen afkeler man even-
tuelt reasktionsmediet stammende fra hydrolysen til ca. 4 °C.
Herved kan man pa kendt made separere et bundfald fra over-
vesken, f.eks. ved centrifugering. Bundfaldet fra hydroly-
sen ‘elimineres, mens overvasken opsamles. Overvasken eller
det hydrolyserede koncentrat underkastes en supplerende
behandling i trin (d), hvorved man kan ekstrahere N-ace-

tylneuraminsyren.

P& dette stadium af behandlingen af mazlkeserum fra oste-

eller caseinfremstilling anvendes i sig selv kendt teknik
til opndelse af N-acetylneuraminsyren. Man foretager ferst
en neutralisation af overvesken, der har til formal at ud-

felde endnu frie sulfationer, som er til stede i overvasken,

i form af salte. Denne operation foretages ved tilsatning

af et overskud af bariumhydroxid. Man anvender et overskud

af bariumioner, indtil man opnar en pH-vaerdi i omegnen af
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neutralitet. Man fjerner derpéd det dannede udfezldede ba-
riumsulfat og bevarer overvesken. Denne koncentreres even-
tuelt ved en ultrafiltrering. Derefter kan N-acetylneur-
aminsyren isoleres fra overvasken eller ultrafiltratet pa
to mdder. Man foretager enten en forste passage gennem en
kationbytterharpiks for at udeve en demineraliseringsvirk-
ning p& overvasken. Man anvender_f.eks. harpikser, der for-
handles under betegnelsen "Dowex™", f.eks. 2f typen "AG 50
WX BH +". Efter passagen gennem kationbytterharpiksen sen-
des produktet gennem en anionbytterharpikssejle for at fik-
sere N-acetylneuraminsyren. Man kan med fordel anvende en
harpiks, der forhandles under betegnelsen "Dowvex™ , type

AG 1 X 8 formiat". N-acetylneuraminsyren opnés derpd ved
eluering fra anionbytterharpiksen efter udvaskning af ko-
lonnen med destilleret vand. Der anvendes til elueringen
iser myresyre,'f.eks. 0,3 M myresyre, hvis den anvendte

anionbytterharpiks er pa formiatform.

Man opnar herved en oplesning, der ved lyofilisering ferer
til et pulver af N-acetylneuraminsyre af en ekstrem ren

kvalitet.

Man kan ogsa efter neutralisationen, frasepareringen af
bariumsulfat og klaringen af overvaesken terre denne, even-
tuelt efter passage gennem en kationbytterharpiks. Det op-
naede pulver underkastes derpa en ekstraktion med et op-
lesningsmiddel, dvs. det optages i et oplesningsmiddel el-
ler en oplesningsmiddelblanding, hvori N-acetylneuramin-
syren er opleselig, f.eks. ethanol eller en blanding af
acetone og vand. Den ekstraherede syre isoleres derpa

efter eliminering af oplesningsmidlet.

Som navnt kan det i trin (d) opndede neutraliserede og
klarede koncentrat inden isoleringen af N-acetylneuramin-
syren om ensket underkastes en ny ultrafiltrering ved pas-
sage gennem membraner med en adskillelsesevne pé ca. 500 -
15000.
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Det herved opnéede ultrafiltrat behandles derefter som be-

skrevet ovenfor til opnéelse af en yderst ren N-acetylneur-

aminsyre.

N&r N-acetylneuraminsyren isoleres ved terring af det neu-

traliserede koncentrat, opnds den i en mindre ren form.

Den herved opndede N-acetylneuraminsyre, hvis fremstillings-
pris er lavere end prisen for den renere syre, kan vare
interessant til visse anvendelser, f.eks. inden for kosme-

tologien, hvor der ikke kraves en absolut renhed.

Renheden af den ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen frem-
stillede N-acetylneuraminsyre ligger mellem ca. 60 % og ca.
90 % og kan f.eks. vere af sterrelsesordenen 70 %. Fag-
manden vil forsté, at det er muligt at variere denne ren-

hedsgrad som funktion af mindst tre parametre, sésom:

Rensningsgraden for glycoproteinerne ved den ferste ultra-

filtrering,

hydrolysekvaliteten, og

kvaliteten af membranerne ved den eventuelle anden ultra-
filtrering, idet en lavere adskillelsesevne giver et til-

svarende renere ultrafiltrat.

En analyse af det ved fremgangsmidden ifslge opfindelsen

_ fremstillede produkt gav, felgende resultater:

1. Fugtighed: 0,6 - 0,7%

72./7Papir¢hromatog}afi: Der blev eftérvist en enkelt be-

standdel, hvis identitet blev fastslet ved hjzlp af
det specifikke reagens for sialinsyrer (orcinol-reagens;
Ehrlich's reagens), og som udviste en Rf-vardi svarende

" til verdien for N-acetylneuraminsyre.
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3. Gaschromatografi: Der blev pavist to bestanddele: -
N-acetylneuraminsyre 98%
N-glycolneuraminsyre 2%

4, Optisk ;otation: [a]589’2 = 31,90° (Litteratur: -32°)

5. Spektralanalyse:

a) Ultraviolet: I en 1% vandig oplesning opnar man et
absorptionsspektrum, som er identisk med spektret
af et kommercielt tilgangeligt produkt.

b) Synligt: Absorptionsspektret for indfarvningen, der
opnas ved hjelp af niazi- og State-reagenset for di-
phenylaminer, er identisk med spektret af et kommer-
cielt tilgengeligt produkt.

6. Massespektroskopi: Der identificeredes to bestanddele:

N-acetylneuraminsyre 98%

N-glycolneuraminsyre %

Desuden pavistes et ukendt stof, der udgjorde mindre end 1%

af praparatet.

Fremgangsmadden ifelge opfindelsen illustreres under hen-
visning til tegningen, der viser to praktiske udferelses-
former af fremgangsmaden ifslge opfindelsen, idet figur 1
viser fremstillingen af N-acetylneuraminsyré med hej ren-
hed, mens figur Z viser fremstillingen af N-acetylneuramin-
syre med hej eller med mindre hej renhed (ca. 70%). Det skal
bemerkes, at man som-udgangsmateriale kan anvende enten mel-
keserum fra ostefremstilling eller caseinfremstilling (B) el-
ler rekonstitueret mazlkeserum, opndet ud fra pulverformigt
melkeserum (B') ved tilsaztning af vand. De forskellige frak-
tioner bestdr af flokkulerede proteiner, der separeres fra
efter flokkuleringen 1, og isoleret NANA, der som vist pa
figur 1 fas efter hydrolyse (6) af koncentratet og afkeling
(7) til ca. 4 °C, og neutralisation af overvasken (9) og
passage af den klarede overvaske gennem en kationbytterhar-
piks (14) og en anionbytterharpiks (15) efterfulgt af en
lyofilisering (18), eller som vist p& figur 2 fas enten ef-

ter hydrolyse af koncentratet, ultrafiltrering, passage af
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ultrafiltratet gennem en kationbytterharpiks og terring og

ekstraktion til udvinding af NANA med en renhed pé ca. 70 %

eller efter ultrafiltrering, passage gennem feorst en kation-

bytter og derefter en anionbytter, eluering og lyofilise-

ring.

Opfindelsen illustreres narmere ved nedenstaende eksempler

EKSEMPEL 1

" Man foretog p& traditionel méde en lebning af 1000 liter

komzlk og opndede sdledes 900 liter flydende mazlkeserum,
der anvendtes som udgangsmateriale ved fremgangsmaden i-

folge opfindelsen.

Man underkastede 900 liter flydende mazlkeserum en opvarm-
ning til 95 °C i 35 minutter for at flokkulere andre pro-
teiner end sialoglycoproteinerne, hvorpa man ved centri-
fugering fraseparerede de sdledes flokkulerede proteiner.
Man bevarede den resulterende overvaske fra flokkuleringen,
som 6ptog et rumfang p& 96 % af det oprindelige rumfang

og indeholdt 173 g NANA. '

Man indferte denne overveske i et ultrafiltreringsmodul
udstyret med en membran med en adskillelsesevne pé& 3000.
Trykket over ultrafiltreringsmodulet var ca. 3 bar. Man
opnédede sdledes et koncentrat-indeholdende den totale

mengde glycoproteiner og 90 g NANA.

Med henblik p& ekstraktion af N-acetylneuraminsyren under-
kaster man koncentratet en sur hydrolyse ved tilsetning

af 0,1N svovlsyre, og man opretholder hydrolysebetingel-

‘serne ved 90 °C i 1 time. For at lette udfeldningen af-

koles reaktionsmediet til ca. 4 °C. Det er derpa let at

fraseparere'hydrolysebundfaldet, der elimineres, og over-

148358
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vesken, der bevares, og som indeholder 80 g NANA. Over-
vesken behandles derpd til neutralisation med en mattet
oplesning af bariumhydroxid til pH 7, hvorved der udfaldes

bariumsulfat. Oplesningen klares, og man eliminerer det
dannede bariumsulfat. Man bevarer overvasken, der indehol-

der 80 g NANA, og koncentrerer denne ved at reducere dens.
rumfang 4 - 6 gange under vakuum ved hjzlp af en rotations-
inddamper opvarmet til 45 °C, der fungerer ved et tryk pa
20 - 300 mmHg. Den sdledes koncentrerede overvaske ind-
fores med henblik p& demineralisering i en_kolonne, hvorpéa
der er fyldt en kationbytterharpiks "Dowex™ type AG 50 WX
8 H +". Man lader derpd produktet, der forlader kationbyt-
terkolonne, passere gennem en anionbytterkolonne af typen
"Dovex”, type AGlL X 8 formiat", for at fiksere NANA. Man
udvasker derpd@ kolonnen med anionbytterharpiks med destil-
leret vand, hvorpd man foretager eluering af NANA med 0,3 M
myresyre. Man udvinder séledes 70 % af det fikserede NANA;
ved lyofilisering af myresyreoplesningen opnar man 45 g
NANA i form af et ekstremt rent pulver. Den opnaede NANA
har narmere bestemt en renhed pad 98-99 % med et indhold pa

1-2% N-glycolneuraminsyre.

Den fremstillede N-acetylneuraminsyre er et lyofiliseret

hvidt pulver, der er fuldstendigt opleseligt i vand under

"dannelse af en farvelss klar oplesning.

EKSEMPEL 2

Man- gdr frem som i eksempel 1, bortset fra at man anvender
1000 liter faremelk, og man opnadr i det vasentlige =kviva-
lente resultater. Renhedsgraden for den opnédede N-acetyl-

neuraminsyre er 98 - 99%.
EKSEMPEL 3

Man gir frem som i eksempel 1, idet man dog gar ud fra et
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flydende mzlkeserum, opnaet ved regenering af pulverfor-
migt mzlkeserum. Til dette formadl anvendes 50 kg melkese-
rumpulver, som man fortynder, til man opnar 900 liter fly-
dende mzlkeserum. Renheden af den opndede N-acetylneuramin-

syre er 98-99%.

EKSEMPEL 4

1000 liter melkeserum flokkuleres ved opvarmning. Det klare
filtrat, opnéet ved centrifugering og filtrering, underkas-

tes en ultrafiltrering gennem en membran "RP (Iris 3042)S".

. Det opndede koncentrat (20 liter) indeholder 40 g/liter

glycoproteiner.

Koncentratet hydrolyseres med 0,025N svovlsyre ved 90 °C
i 25 minutter og neutraliseres ved 80 °C med et overskud

af bariumhydroxid til pH 7 - 7,5.

Efter klaring underkastes oplesningen, efter at vere be-

friet for bariumsulfatbundfald, en ultrafiltrering gennem

en membran med en adskillelsesevne pa 5000.

Det opndede ultrafiltrat koncentreres og ledes derpé& gen-
nem en kationbytterharpiks. Den opnaede oplesning terres
til opndelse af 50 g sialinsyre (NANA) med en renhed pa

ca. 70%. I et andet forseg ledes oplesningen gennem en

.anionbytterharpiks hvorefter den elueres og lyofiliseres.

Herved opnar man 35 g yderst ren NANA, narmere bestemt

|/

med en renhed p& 98-99%.
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Patentkrav:

——— - - — - —_— - - —— -

‘1. Fremgangsmade til fremstilling af N-acetylneuraminsyre

ud fra melkeserum fra oste~ og/eller caseinfremstilling
under anvendelse af ultrafiltrering, k ende t egnet

ved, at man

(a) foretager en termisk flokkulering af mzlkeproteinerne,
bortset fra sialoglycoproteinerne, ved temperaturer
under 100 °C til opnédelse af et ferste bundfald af
flokkulerede proteiner og en ferste overvaske, der fra-

separeres og opsamles,

(b) gennemferer en ultrafiltrering af den forste overvaske
gennem membraner med en adskillelsesevne pa ca. 1000 -
15000, udtrykt som molekylvegt, til opndelse af et
koncentrat indeholdende glycoproteiner og N-acetylneur-

aminsyre,

(c) foretager en sur hydrolyse af det opndede koncentrat
med svovlsyre ved en koncentration pé& under 0,5 N ved
en hej temperatur, der dog ikke overskrider 98 °C,
hvorpad man evt. afkeler det hydrolyserede koncentrat
til ca. 4 °C til dannelse af et andet bundfald og en

anden overvaeske, der separeres fra og opsamles, og

(d) underkaster det hydrolyserede koncentrat eller den
anden overvaeske en neutralisationm til udfeldning af
frie sulfationer i form af salte ved tilsatning af et
overskud af bariumhydroxid, eventuelt efterfulgt af en
ultrafiltrering, hvorefter man enten lader overvasken
eller ultrafiltratet passere gennem en kationbytterhar-
piks og derpd gennem en anionbytterharpiks og eluerer
den fikserede N-acetylneuraminsyre, der om ensket lyo-

filiseres, eller terrer den neutraliserede og klarede
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overveske, evt. efter passage gennem en kationbytter-
harpiks, og bringer det saledes opndede pulver i in-

tim kontakt med et oplesningsmiddel eller en oplesnings-
middelblanding, hvori N-acetylneuraminsyren er oplese-

lig, f.eks. ethanol eller en blanding af acetone og vand.

2. Fremgangsméde ifelge krav 1, k ende tegnet.ved,
at den termiske behandling i trin (a) gennemferes ved ca.
95 °C i lebet af ca. 30 minutter.

3. Fremgangsmade ifslge krav 1 eller 2, ke nde teg -
net ved, at man under trin (b) lader den flydende over-
veske cirkulere gennem et ultrafiltreringsmodul, hvorved
den bringes i kontakt med membranen ved en temperatur i
nerheden af omgivelsestemperaturen og under et vist tryk,
f.eks. 3 bar., idet vesken, der cirkulerer gennem mem-
branen, om ensket recirkuleres flere gange, til opndel-

se af et koncentrat med et ensket indhold af N-acetylneur-

aminsyre.

4. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k ende tegnet ved,
at det hydrolyserede koncentrat opnéet i trin (c) ved af-
keling til ca. 4 °C omdannes til et andet bundfald og en
anden overveske, der separeres fra og opsamles, og at be-
handlingen i trin (d) af den anden overvaske i det vesent-
lige omfatter en neutralisation, gennemledning af overvas-
ken gennem en kationbytterharpiks, fiksering af N-acetyl-

neuraminsyre ved passage gennem en anionbytterharpiks, elu-

. ering af den sdledes fikserede syre og udvinding af en eks-

tremt ren oplesning af N-acetylneuraminsyre, der om snsket

lyofiliseres.

5. Fremgangsméde ifslge krav 1, k e n d ete gnet ved,
at det hydrolyserede konecentrat, opnéet i trin (c¢), neutra-
liseres ved en temperatur pa ca. 50 - 80 °C, at den klarede

oplesning underkastes en ultrafiltrering gennem membraner
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med en adskillelsesevne pa ca. 500 - 15000, og at man

udvindes N-acetylneuraminsyre fra det opndede ultra-

filtrat.

6. Fremgangsmade ifelge krav 1, k ende t egnet ved,
at man under behandling (d) lader den neutraliserede og
klarede overvaeske eller det andet ultrafiltrat passere gen-
nem en kationbytterharpiks og derpa gennem en anionbytter-
harpiks, hvorefter man udvasker anionbyttersejlen og elu- -
erer denne for at udvinde N-acetylneuraminsyre, der fik-
seres til harpiksen, idet elueringen f.eks. gennemfares

med myresyre, hvis den anvendte anionbytterharpiks er pa

formiatform.

Fremdragne publikationer:
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