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Patenttivaatimukset

Menetelma neutraalin aidinmaidon oligosakkaridin (HMO) puhdistamiseksi
panos- tai jatkuvalla tavalla kaymisliemesta, joka on saatu mikrobifermen-

taatiolla kayttamalla rekombinanttia mikro-organismia,

missa neutraali aidinmaidon oligosakkaridi on valittu ryhmasta, jonka muo-
dostavat 2'-fukosyylilaktoosi, 3-fukosyylilaktoosi, 2',3-difukosyylilaktoosi,
lakto-N-trioosi I, lakto-N-tetraoosi, lakto-N-neotetraoosi, lakto-N -fukopenta-
oosi |, lakto-N-neofukopentoosi, lakto-N-fukopentaoosi I, lakto-N-fukopen-
taoosi lll, lakto-N-fukopentaoosi V, lakto-N-neofukopentaoosi V, lakto-N--
difukoheksaoosi |, lakto-N-difukoheksaoosi Il, 6'-galaktosyylilaktoosi, 3'- ga-

laktosyylilaktoosi, lakto-N-heksaoosi ja lakto-N-neoheksaoosi,

missa mainittu fermentaatioliemi sisaltaa neutraalin HMO:n puhtaudessa <
80 %, biomassaa, valiainekomponentteja ja kontaminantteja, jotka on va-
littu ryhmasta, jonka muodostavat monovalenttiset suolat, kaksiarvoiset
suolat, aminohapot, polypeptidit, proteiinit, orgaaniset hapot ja nukleiiniha-

pot,
missa kaymislienta sovelletaan seuraaviin puhdistusvaiheisiin:
i) biomassan erottaminen kaymisliemesta,

ii) kationinen ioninvaihdinkasittely positiivisesti varautuneen materiaalin

poistamiseksi protonimuotoisella kationinvaihtimella,

iii) anioninen ioninvaihdinkasittely negatiivisesti varautuneen materiaalin

poistamiseksi, ja
iv) nanosuodatusvaihe ja/tai elektrodialyysivaihe,

missa aikaansaadaan puhdistettu liuos, joka sisaltaa neutraalin HMO:n
puhtaudessa > 80 % ja joka on vapaa mikrobifermentaatiokannan DNA:sta

ja proteiineista.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, missa puhdistetun HMO:n

saanto on > 70 % maaritettyna soluttomasta fermentaatiovaliaineesta
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HMO-konsentraatiksi.

Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, missa biomassan erotta-

minen kaymisliemesta saadaan aikaan

a) ultrasuodatuksella, edullisesti erottamalla biomassa ja materiaalit > 500

kDa, edullisemmin > 150 kDa; ja/tai

b) suodatuksella poikkivirtaussuodattimen lapi, edullisesti raja-arvoilla
100< kDa, edullisemmin raja-arvoillas 10 kDa, viela edullisemmin raja-

arvoillag 5 kDa;

jolloin vaihe a) toteutetaan edullisesti ennen vaihetta b).

Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen menetelma, missa vahintaan
yksi puhdistusvaiheista ii) - iv) toistetaan vahintaan kerran prosessin ai-

kana.

Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen menetelma, missa fermentoin-
tiliemi levitetaan vahintaan kerran aktiivihiilikasittelyyn vahintaan yhden
puhdistusvaiheen i) - iv) jalkeen varin antavan aineen ja suurempien oli-

gosakkaridien adsorboimiseksi aktiivihiileen.

Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen menetelma, missa
a) vahintaan yhden puhdistusvaiheen i) - iv) jalkeen; tai
b) vahintaan yhden aktiivihiilikasittelyn jalkeen varin antavan materiaalin ja

suurempien oligosakkaridien adsorboimiseksi aktiivihiileen; tai

c) ennen konsentrointivaihetta, joka toteutetaan vahintaan yhden puhdis-

tusvaiheen i) - iv) jalkeen;

neutraalia aidinmaidon oligosakkaridia sisaltava liuos diasuodatetaan ja/tai
konsentroidaan edullisesti nanosuodatuskalvolla, edullisemmin nanosuoda-
tuskalvolla, jonka kokoerotusraja on< 20 A, jolloin saavutetaan edullisimmin

liuos diasuodatetaan, kunnes johtokyky on< 15 mS/cm, edullisesti <10
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10.

mS/cm, edullisemmin €5 mS/cm.

Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelma, missa ennen bio-
massan erottamista kaymisliemesta suoritetaan glukosidaasikasittely, edul-
lisesti B-glukosidaasikasittely, kaymisliemellad, jolloin mainittu kasittely suori-

tetaan edullisesti

a) lisaamalla mikro-organismikanta, joka kykenee ekspressoimaan yhta tai
useampaa glykosidaasientsyymia, jotka ovat sopivia hajottamaan ei-toi-

vottuja valituotteita, substraatteja ja/tai oligosakkaridisivutuotteita; ja/tai

b) kayttamalla fermentaatiokantaa, joka ekspressoi yhta tai useampaa gly-
kosidaasientsyymia, edullisesti lisaamalla indusoijaa fermentaa-

tioliemeen ja/tai muuttamalla fermentointiliemen lampatilaa; ja/tai

c) lisaamalla yhta tai useampaa glykosidaasia, edullisesti vahintaan -glu-
kosidaasia, fermentaatioliemeen raakaentsyymina tai puhdistettuna ent-

syymina.

Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 7 mukainen menetelma, missa fermentoin-
tiliemi konsentroidaan vahintaan yhden puhdistusvaiheen i) - iv) jalkeen

kayttamalla tyhjohaihdutusta tai kaanteisosmoosia tai nanosuodatusta
a) pitoisuuteen > 100 g/l, edullisesti > 200 g/l, edullisemmin > 300 g/l; ja/tai

b) lampotilassa < 80 °C, edullisesti < 50 °C, edullisemmin 20 °C - 50 °C,
viela edullisemmin 30 °C - 45 °C, tyhjohaihdutuksen tai kaanteisosmoo-

sin aikana; ja/tai

c) lampdotilassa < 80 °C, edullisesti < 50 °C, edullisemmin 20 °C - 50 °C.

Jonkin patenttivaatimuksista 1-8 mukainen menetelma, missa puhdistettu
liuos steriilisuodatetaan ja/tai altistetaan endotoksiinin poistolle, edullisesti

suodattamalla puhdistettu liuos 3 kDa:n suodattimen lapi.

Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukainen menetelma, missa puhdistettu

liuos konsentroidaan pitoisuuteen > 1,5 M ja jaahdytetaan lampatilaan < 25
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°, edullisesti lampotilaan < 8 °C, neutraalin HMO:n kiteisen aineen saa-

miseksi.

Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen menetelma, missa puhdistettu
liuos sumutuskuivataan neutraalin HMO:n pitoisuudessa 20-60 % (paino/ti-
lavuus), edullisesti 30-50 % (paino/tilavuus), edullisemmin 35-45 %
(painof/tilavuus), suuttimen lampotilassa 110-150 °C, edullisesti 120-140 °C,
edullisemmin 125-135 °C ja/tai ulostulolampdétilassa 60-80 °C, edullisesti
65-70 °C.
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