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Zptisob kontinudlniho odd&lovani latek podle velikosti molekuly

Oblast techniky

Vyndlez se tyka pouZiti =zplisobu chromatografického od-
ddlovan{ l&atek na =4kladd vyludovani podle velikosti (size ex-
clusion chromatography, SEC) =zplsobem kontinudlni chromatogra-
fie, =ejména chromatograie simulbvaného pohyblivého loZe (si-

mulated moving bed SHB).

Dosavadni stav techniky

Oodd&lovani latek, =v1astd makromolekularnichlatek, podle
velikosti molekul je Ziroce roziirenym =plsoben c¢hromatogra-
fického odd&lovani. Zv1asts pii &isté&ni peptiddl a proteind se
zplisoblli odd&lovani jako napiiklad chromatografii{ na zdkladé&
vyludovdni podle velikosti (SEC), &asto oznadované jako gelova
permeadni chromatografie, pouZiva v Siroké mire. Napriklad G.
Subramanian ("Process scale liquid chromatography", VCH Wein-
heim 1995), popsuje preparativni aplikace tohoto zplisobu oddé-
lovani. VZechny tyto aplikace jsou v3ak zéloéeny na zplusobu
zpracovani po davkich, ktery se vyznaduje &aso-prostorovou na-
ro&nosti. Pri tomto zpisocbu se sloudeniny napfed dlouhou dobu
uchovavaji, coZ vyZaduje dlouhodobé cykly (dobu mezi dvéma in-
jekcemi). JelikoZ v&t3ina slou&enin pouZitych v SEC md jen ma-
lou stabilitu vO&i tlaku, nenf moZno zvy3it prato&nou rychlost
k dosaZeni rychlejsiho odd&lovani. Krom& toho vé&iZina nosi&d
mi Spatnou schoﬁnost satdZovani (ménd neZ objemové 5 % geluw.
Neékteré z tdchto problémi je moZno vyreSit pouzitim kont inual-
nich zpGsobii. Dosud v3ak nebylo moZno aplikovat =zplsoby oddé -
lovdni SEC kontinudlnd; parametry pro kontinudlni oddélovani
tohoto typu by musely byt stanoveny vhodnymi modelovymi vypod-
ty. Krom& toho museji ziskané procesni parametry umoZifiovat tr-

valy provoz=.




Kontinudlnich chromatograickych =zplsobi, jako Je

priklad chromatografie simulovaného pohyblivého loZe (SMB), se

na-

tradidnd pouZiva ve velkém méritku v petrochemickém prumnyslu

nebo p¥i vyrob& cukru. Dosud se v3ak t&chto zplsobl poZivalo
v primyslu &istych a farmaceutickych chemikalii, v =zasadé pro
odd&lovani

odd&lovani klasickych dvousloZkovych

isomeri a enantiomerti, to znamenda pri problémech

smési. Pod&ite&ni snahy

izolovat sloZky =z vicesloZkovych smési byly rovné&z opsany.

K ziskdani vhodnych procesnich parametrii pro chromatografii

SMB byla vyvinuta rada simulanich modelll, =z nichZ precizni

procesni model SMB mi nejv&tisi dosah. Simulad&ni postupy jsou

popsany v literature (napriklad Nicloudem a kol., Nancy, 1993;
a WO 97/34 918. Témto =zplsobim je spoledné stanoveni adsorp-
Znich isotherm analytt; tyto vysledky m&feni jsou pak zdkladem
pro modelové vypodty. V nejnovéii byla predvedena nodelové od-
d3lovani bindrnich smé&si na =zakladé pravého protiproudného mo-
delu (G. Sgrti a kol., AIChE Journal 39, str. 471 az 4?%?3a E.
J. Chromatogr. A 769, str. 239 aZ 248 1993).

Francotte a kol.,

V dalgim vyvoji byly parametry optimal izovdny od prvni souboru

parametrtl, pouZitim detailnich procesni simulace (J. Strube,
U. Altenhdner, M. Meurer a H. Schmidt-Traub, Chem. Ing. Tech.
69, str. 328 az 331, 1997 a dizertadni{ prace J.Strube, Uni-
versity of Dortmund, 1996). VSechny tyto modely jsou vsak za-

loZeny na stanoveni adsorp&nich isotherm.

zat imco dosud pouZivané modely chromatografického oddélo-

vani pro =zplsoby SMB, naptriklad déleni enantiomeri nebo ione-

wxovd chromatografie, jsou zaloZeny na adsorp&nich procesech,

je zplsob SEC zaloZen na Gplné odli%ném =zplUsobu: pro analyty

s riznou velikosti molekul jsou k disposici
sledku rozddleni velikosti périd v sorbentu;

eluuji dfive neZ mensi. SEC ije t.ak zaloZena

niznu se za&len&nim mechanizmu vyludovani

sorpce analytll sorbenten. Proto nedochdzi k

riizné objemy v da-
vétE{ molekuly tak
na difusnim mecha-
velikost{, bez ad-

fdzovym rovnovdham




jako u adsorp&ni chromatografie. Nemohou byt tedy pro SEC pou-
%ity dosud znimé zpasoby modelovani, které poskytuji prarametry
pro chromatografii SMB. Zejména vyvstava problém stabilizace
rafindtové fronty sloZky zachycené nejkratce v oblasti sekce
IV, tedy mezi liniemi rafindtu a eluentu. Tento problém se
ddle zvyZuje, jelikoZ u mnohych zpisobli odd&lovani SEC je &ast
analytd eluovdna v prazdném objemu. Takové sloZky jsou preva-
dény z6nou IV a kontaminuji exdhovanou sloZku. Dosud nebylo
moZno aplikovat procesni parametry z po&itafovych modeldl po
ddvkdch na kontinudlni zplsoby odd&lovani (nap¥iklad separainfi
zpsoby SMB) pro zplsoby oddé&lovani SEC a tedy =v1aste k zis-
kan{ parametrti odd&lovani{ pro zplsoby kontinudlni oddé&lovani,

které dovoluji staly provoz.

Ukolen vyndlezu tedy je vyvinout modely a zplsoby, které
poskytnou parametry oddélovani pro zptsoby kontinuidlniho oddé&-
lovadni, které umozni dosdhnout stalého provozu zvlasté pro

zplisoby odd&lovani SEC.

Podstata vynalezu

Zplsob kontinudlni odd&lovani, =vl1asté zplsoby SMB spodi-
va podle vyndlezu v tom, Ze se analyty odd&luji chromatografii

vyludovani podle velikosti (gelova permeadni chromatografie).

Vyndlez bli{Ze objasfiuje nasledujici popris a pripojené ob-

razky.

Prehlad obriazkld na vykresech

Na obr. 1 je odd&lovéani SEC prasSku odst¥edé&ného mléka na 600x
16 mm Superformance R sloupci pln&ném Fractogelem R
EMD BioSEC(S3).

Na obr. 2 a2 4 jsou chromatogramy jednotlivych sloZek:

obr. 2 kaseinova frakce RT 39,5 53,92 nmin




obr. 3 p-laktoglobulin A RT 63,52 min
obr. 4 a-laktalbumin RT 71,60 nin

Na obr. 5 je elu®&ni chromatogram jednotlivych sloZek stano-

vend jako vysledek presného modelovani jednot.livych

14tek podle vynalezu.

Na obr. 6 je profil internfi axidlni koncentrace jednotky SEC/

SMB s koncentracemi jednotlivych sloZek v individu-

4lnich zénach na konci doby cyklu.

Teoreticky model vypo&tu pro jednoduché systémy sloZek pro

odddlovani SEC pri zpisobu po davkach popsal Rien Gu (Mathema-

tic Modelling of Liquid Chromatography, Springer Verlag, 1955).

Zijist.ilo se, %a stabilni procesni parametry pro pouZiti

SEC odddlovan{ SEC pri =zplsobech SMB 1lze ziskat nasledujicin

zplsobem podle vynalezu:

a)

b)

c)

d)

e)

Vypo&tou se doby prodlevy v separa&énim sloupci odd&lovanych
latek a pas rozZireni pikl latky. Doby prodlevy se vypo&tou
pomoci nap¥iklad shora uvedeného zpisobu, ktery popsal Tien
Gu (1995)

Udajt =ziskanych pomoci (analytickych) chromatogrami po dav-
kach se pouZije k vypodtu efektivnich porozit kaZdé sloZ2ky
a dob prodlevy.

P4s roz&iteni se maZe vypo&itat nap¥iklad =z koeficientl e-
fektivni molekulové difuze. Koeficienty efektivni molekulo-
vé difuze se mohou ur&it na bidzi Stokes-Einsteinovy relace
a molekulov?éh hmotnosti sloZek.

Zkontroluje se souhlas vypo&tenych hodnot (kroky b) & o))
s pozorovanym eluénin profilem a v popripadé se souhlas vy-
poétenych hodnot s experimentalnimi opravi v dalsich iter-
ak&nich krocich.

Potitebné &isté pomdry pritodnych rychlosti procesu SMB se
vypo&tou =z parametra vypodtu zm&feného modelu zpUsoby, kte-

ré jsou v =zasadé& =znanmy, jak vyzna&enoc napiiklad ve shora u-




vedené publikacich G. Storti a kol. (1993) a v disertadéni
prici Strubeho (1996).

Shora uvedeny postup vypodtu doby prodlevy a pasu rozsire-
ni a vysledné parametry umoZfiuji drive znmamé modely (G.Storti
a kol., 1993; a disertace Strubeho, 1936) pouZitelnéd i bez

urdeni adsorpdnich isoterm.

Ukdzalo se, Ze navrhovany model je dostate&né presny,
je-1i kontrolovan pro rizné koncentrace a linedrni rychlosti
na individudlnim sloupci. Rozd&leni dob prodlevy se zde
stanovi difusnimi parametry, jeZ plati{ pro interni objemy &as-
tic sorbentu. Efektivni koeficienty molekuldrni difuse se sta-
novi = molekuldrnich hmotnosti sloZek podle Stokes-Einsteinova
vztahu a vezmou se v uvahu v modelu jako koeficienty prenosu

materidlu.

Podle vynilezu miZe byt pouZito obecn& =znamych nosi&a SEC;
prednost se d4ava nosi&im SEC stabilnim vadi tlaku, které jsou
pravdépodobn& obchodn& dostupné, napriklad FraktogelR EMD Bio-
SEC (popsany v némeckén patentovém spise &islo DE 43 16 136).

Podle vyndlezu se pouZije pravd&podobné obchodné dostup-
nych jednotek SMB. Témi Jsou napriklad jednotky konstruované
spojenim dvoucestnych ventild nebo jednotek majicich vicep-
richodny ventil. Odd&lovani{ se provadi za isokratickych podmi -
nek a maZe byt tedy automatizovédna v simulovaném systému po-

hyblivého loZe.

Pri izolovani sloZek z n&kolikasloZkovych sm&si mohou byt
slozky, které eluuii jako prvni nebo posledni brény p¥imo
v &isté form&. Pro izolace latkek, které jsou z obou stran ob-
loZeny ne&istotami, maZe byt dosaZeno vy&isténi kombinaci
nékol ikandsobnych &isticfich krokG SMB (jak ije Popsano
napriklad ve svétovém patentovém spise &islo WO 97/34 918.




Ke spln&ni zvlastnich poZadavkd danych biotechnologickymi
problémy d&leni n&kolikasloZkové smési se obzv1ast dob¥e hodfi
k odstrafiovdni ne&istot s velkym rozmérem molekul tak zvany
otevieny (open mode) postup se 3 zdénami bez uzavirdni ob&2ného
pritoku nebo akumulaci = Pproces, ma-li byt =ziskan podil
s nizkou molekulovou hmotnosti a také pro p¥rimé ziskani pro-

dukt s velkou molekulou primo.

Ke splnéni poZadavkl CIP (cleaning in place - &isténi na
mistd), provozu s promyvanymi sloupci v z26né 1 az 4 (s funkce-
mi regenerace adsorbentu a &iZténi desorbentu) a promyvéni a
rovnés regenerace a &isténi adsorbentu a také sekci potrubnich
di{lfi a souddsti, je napriklad hydroxid sodny rozhodujici pro

fungovani{ a =zabranéni akumulace.

Zpisob d&leni podle vyndlezu umoZiiuje zlepZené odd&lovani
proteint podle velikosti molekul, jelikoZ se miZe provadét
kontinudln& a plnd automatizovan& ve velkych jednotkach; té&ch-
to zptsobfi odd&lovéni je moZno pouzivat zejména v nasleduji-
cich aplika&nich oborech:

- &i%tén{ proteind od transgenického zvireciho mléka,

- %i%tdni proteinf, napiiklad faktord VIII, vW a IX od krevni
rlasny,

- &ist&ni plasmidd,

- dalZim velkoobjemovym zplsobem je odsolovani zavadénych
smési, jehoZ ekonomie je =zlepSena kont inudlnf{ metodou SEC,

- v tak =zvaném =zacilovani drog je =zamérenm dodévat drogy
specificky do1mist pisobeni. K tomu se vyuZiva napriklad
liposom@l obohacenych drogou. Problém pripravy takovych
1iposon(l spodivd v odd&lovani liposom neobsahujicich drogu
od 1iposomil drogou obohacenych. Toho se da dosahnout ve
velkém m&¥ftku kontinudlni metodou SEC,

- krom& frakcionace prirodnich makromolekul mnGZe byt =zpiscbu
pouZito pro syntetické polymery, napiriklad pro polyethyleno-

xidy a silikony,




- v kombinaci s reaktivnim nosicen, jak tomu je u reaktivnich
SMB, mohou byt reakce a odd&lovani provadé&ny v jediné opera-
ci. MoZnou aplikaci je odstrafiovdni jednotek TAG = rekombi-
nantnfich proteini protedzou a souasnym odstrafiovdnim jedno-
tek TAG =z cflovych proteind SEC/SHB, _

- zplisoby podle vynilezu se krom& toho hodi pro zbavovani bio-
logickych produkt@ virt, pro odstrafiovani endotoxinG, =zvlas-

t& v agregovaném stavu, nebo prb &istédni vird.

Dal&{ moZné aplikace vyplyvaji =z kolisavého rozd&leni ve-
likosti pér pouZitych nosi&h. Napriklad systémli s jemné& po-
réznimi gely Jje moZno pouzit k &isténi rept idq, jako je na-

priklad izulin.

I bez dalZich podrobnost{ se predpoklddd Ze pracovnici
v oboru budou schopni vyuZit uvedeného popisu v nejSirZim mi-
Ye. Vyhodna provedeni a piiklady ije proto treba povazZovat =a
pouhé objasn&nf, které vyndlez nikterak neomezuji. Popis dopl -

fuji{ odkazy na literaturu (patenty a publ ikace) .

Vyndlez objastuji, nijak v3ak neomezujf nasledujici p¥ri-

klady praktického provedeni.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad pouzZiti

Popisuje ée odstrafiovéani kaseinoivého podilu = odstired&-
ného praskového mléka. Ke stanoveni provoznich parametri se
vzorek a hlavni jednotlivé sloZky podrobuji chromatografii po

davkach:

Na obr. 1 je odd&lovéani SEC prasku odstred&ného mléka na
sloupcovém plndném 600x 16 mm Superformance R s Fractogelen R

EMD BioSEC(S) a na obr. 2 aZ 4 jsou chromatogramy jednotlivych
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sloZek:

obr. 2 kaseinova frakce RT 39,5; 53,92 min
obr. 3 8-laktoglobulin A RT 63,52 mnin
cbr. 4 a-laktalbumin RT 71,60 min

Na obr. 5 Hde eludni chromatogram jednotlivych sloZek
stanoveny jako vysledek p¥risného modelovédni jednotlivych latek

podle vynélezu.

Na obr. 6 je profil interni axidlni koncentrace jednotky
SEC/SMB s koncentracemi jednotlivych sloZek v individudlnich
=zé6ndch na konci doby c¢yklu. Provozni parametry se stanovi

=zplisobem podle vyndlezu.

Oznadeni slozZek:

SloZka Doba prodlevy
A 106, 86
B 98, 64
C 71,39 a-laktalbumin
D 64,16 g-laktoglobulin
E 50, 00 kasein '
F 43, 26 kasein

Jednotka SMB s uvedenymi parametry je schopnd produkovat

slo3ky E a F (kasein) a A-D v &istotd& >99%.

Provozni parametry

prumér sloupce 26 mm
délka sloupce 150 mm
podet sloupcll 8
segmentace 2:2:2:2




prato&né rychlosti:
vnit¥#ni rychlot v =6né& 1
eluédni &inidlo

extrakt

napajent

koncentrace napdijent

doba cyklu

2,7 ml/min

1,506 ml/min
1,578 ml/min
0,84 ml/min

100 mg/ml

21

min -

*
o800

L4
»
L)

Porovnani zplsobu po davkach

se =zplUsobem SMB podle vyndlezu:

Paranmetr Davkovy SMB
primér sloupce 26 mm 26 mn
délka sloupce 600 mn 150 nmnm
pod&et sloupch 1 8
celkovy objem sloupcl 319 cm3 637 cn3
koncentrace napdjeni 100 mg/ml 100 mg/ml
pratodni rychlost napdjent - 0,84 ml/min
injek&n{ objem 200 ul -
doba cyklu 120 min -
prosazen{ napdjeni/den 0,636 g/d 120,96 g/d
produktivita (g napdjenti
/dxL objem sloupce) 1,99 g/dxL 189,9 g/dxL
spot¥eba elu&niho '

&inidla (ml/g napdjeni) 723,6 ml/g 17,78 ml/g
Porovnani vykonu 1 95, 43
produktivita

Spotieba eludniho &inidla 40, 69 1

Porovnan{ produktivity =z=pracovani po davkach a zplsobu




SMB ukazuje velkou prednost kontinuialniho konkuren&niho

zptsobu diky ekonomidt&jisimu vyuZitfi.

Na rozdil od mechanism( adsorpdni separace se podle vyna-
lezu nepredepisuji 24dné fazové rovnovaZné isotermy, ale mis-
to toho se jako parametr( pouZivd prvni doba pro kontinualni
zplisob, rozdilné rychlosti'difuse_do &astic adsorbentu, coZ je
charakteristika sloZky odd&lované zplsobem SEC a rozdilné do-
stupné objemy pdéra. Oba parametry, které jsou chrakteristické
pro efekty separace zplsobem SEC jsou pro prvni dobu brany

v tvahu realisticky v modelu na kterém je vyndle=z zaloZen.

Primyslovad vyuZitelnost

Zptsob kontinudlni gelove permeadni chromatografie pro G&inné

odd&lovani l&tek na =akladd& velikosti jejich molekul.
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PATENTOVE NAROKY
1. Zpsob kontinudlniho chromatografického od&lovani, v ¥y -
znadé¢euijlici s e t i m, Z2e se analyty oddéluji chro-

matografii na =zakladé vyluZovani podle velikosti (gelovou per-

meadni chromatografii).

2. Zptsob podle naroku 1, vy 2z na&¢uijicii s e L {mnm,
%e =zplsobem kontinudlni chromatografické separace je zZplusob
SMB. '
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