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(57) Anotace:
Zplsob separace syrovatkovych proteint, zejmena
laktoferinu nebo laktoperoxidézy, z mlééného média,
s vyhodou z gerstvého mléka nebo syrovitky, a to pomoci
sorbenti, jehoZ podstatou je, Ze mlé¢né médium se
nejdtive promichavénim uvede do kontaktu s mechanicky
nebo magneticky filtrovatelnym sorbentem tvofenym
polymernim materidlem funkcionalizovanym na
kationtové vyménnou funkci, ktery je pfitom udrzovan ve
vznosu v oddéleném filtralnim prostoru obsahujicim
filtratni mechanismus, zejména filtratni kos, a adsorbuje
syrovéatkové proteiny, natez se z filtratniho prostoru
vyjme filtraéni mechanismus s adsorbovanymi
syrovatkovymi proteiny a po jeho promyti za icelem
odstran&ni nenavazanych proteind a jinych nezadoucich
slozek mlééného média se podrobi eluci navazanych
syrovétkovych proteind, které se naslednZ zpracuji do
praskové formy. Zatizeni k provadéni zpisobu separace
syrovatkovych proteinii obsahuje skladovaci tank (1)
mlétného média opatfeny hlavnim michadlem (2) a
vypusti (4), jehoZ podstata spotiva v tom, Ze v oblasti
proud&ni promichavaného mlécného média je umistén
filtraéni mechanismus (3) s obsahem ve vznosu
udrzovanych astic sorbentu, s vyhodou filtratni kos tak,
¥¢ je ponofen v separatnim médiu, ptitemz velikost ok
filtratniho mechanismus (3) se v zavislosti na druhu
pouzitého sorbentu pohybuje v rozmezi hodnot 1 um az 1
cm.




Zpusob separace syrovatkovych proteini z mlé¢ného média a zafizeni k provadéni

tohoto zplsobu

Oblast techniky

Vynalez spada do oblasti miékarenského primyslu a tyka se zpUsobu
separace syrovatkovych proteind, napfiklad laktoferinu nebo laktoperoxidazy, z

mlécného média, zejména Cerstvého miéka, a zafizeni k provadéni tohoto zpUsobu.

Dosavadni stav techniky

Laktoferin (dale Lf) i laktoperoxidaza (dale LPO) jsou syrovatkové proteiny o
stejné molekulové hmotnosti, a to 78 kDa. Oba tyto proteiny se nejvice vyskytuji v
prvotnim matei'ském miléce, kde plsobi jako ochrana pravé narozenych miadat pred
vlivy riznych patogend.

Lf je oznaCovan jako antibakterialni, antivirialni a antimikrobialni protein
[Levay, P. F.; Vilioen, M. Hematol. J. 1995, 80, 252-267]. M4 oviem i antioxidativni a
dokonce i antikarcinogenni G¢inky [(a) Gutteridge, J. M.; Paterson, S. K. Segal, A.
W.; Halliwell, B. Biochem. J. 1981, 199, 259-261, (b) Tuccari, G.; Barresi, G.
Biometals 2011, 24, 775-784]. O Lf Ize tedy obecné fici, Ze svymi bioaktivnimi ucinky
podporuje lidskou imunitu. Na trhu proto existuje velké mnozstvi farmaceutickych
vyrobkd a doplitkGi stravy obsahujicich tento protein. NejCastéji se pfidava do
produkti na posileni imunity, vyjimkou nejsou ale ani produkty na potlaeni akné, pro
zdravou funkci moCovych cest, pro potlaeni zanétlivych onemocnénich traviciho
traktu nebo produkty podavané pfi chudokrevnosti. Casto se prodava i Lf samotny
jako doplinék stravy nebo je obsaZen v kojeneckych vyzivach.



LPO plsobi v téle jako antibakterialna latka a predevsim jako antioxidant
[Ostdal, H.; Bjerrum, M. J.; Pedersen, J. a; Andersen, H. J. J. Agric. Food Chem.
2000, 48, 3939-3944]. V praxi se Casto pridava do kosmetickych pfipravk(l & do
zubnich past a ustnich vod pro 1é¢bu paradentézy.

Vzhledem k $iroké aplikaci obou uvedenych proteint byla od doby jejich
objeveni vyvinuta celd fada technik jejich velkoobjemovych separaci. Zvy$ujici se
naro¢nost na kvalitu a distotu Lf a LPO vedla v pribéhu doby k vyvoji
sofistikovanéjSich a procesn& i finanéné efektivnéjSim separaénim postuptim.
Obecné Ize fici, Ze jako nejcast&jsi zdroj pro velkoprodukci Lf a LPO se bez ohledu
na separacni techniku pouziva kravské mléko. Koncentrace Lf je zde cca 100 mg.I™",
Koncentrace LPO okolo 30 mg.I"!. Zna&nou vyhodou Lf pi izolaci z kravského mléka
je jeho vysoka termostabilita [Sanchez, L.; Peiro, J. M.; Castillo, H.; Perez, M. D ;
Ena, J. M,; Calvo, M. J. Food Sci. 1992, 57, 873-879]. Diky tomu Ize Lf izolovat i ze
syrovatky, coZ je odpadni produkt miékarenstvi, ktery proSel pasterizaci.
Koncentrace Lf je ovSem v syrovatce zna&né nizdi (az osmkrat) nez v Cerstvém
miéku. Oproti tomu je méné stabilni LPO v syrovatce vétsinou jiz zcela
v denaturovaném, tj. neaktivnim, stavu.

Reseni dle spisu US 4 436 658 se zabyva problematikou separace Lf a
immunoglubulin (dale Ig) pravé ze syrovatky pomoci kolonové adsorpce na silikagel
pfi bazickych podminkach (pH 7,9 az 8,5). Ze silikagelu Ize poté eluovat Lf zménou
iontove sily (/) pii nizkych hodnotach pH; napf. / = 0,5 M, pH 4. Touto metodou jsou
soubézné eluovany i Ig, proto méa ziskany Lf maximalini &istotu do 70 %, b&zné okolo
50 %. Tato Cistota je naprosto nevyhovuijici stejné tak jako vytéznost Lf na 1 litr
Cerstvého miéka.

Castéji je provadéna separace Lf, pfipadné i LPO, pomoci kationtove-

vymenné chromatografie. Je to zplsobeno faktem, Ze pouze tyto dva minoritni



syrovatkové proteiny z velkého mnozZstvi ostatnich syrovatkovych proteind jsou
za neutralniho pH v miéce/syrovatce kladné nabity, jejich hodnota pH je vy$si ne? 7,
pfiCemz pH Cerstvého mléka je okolo 6,7. Proto se v primysiovém méfitku jiné
postupy separace, jako napf. zminénd separace na silikagelu, gelova
chromatografie, afinitni chromatografie, separace zaloZené na specifické interakci

s protilatkou, témé&r nevyuzivaji.

Separace Lf pomoci kationtové-vyménné chromatografie, a to nejen ze
syrovatky, je popsana ve spise US 4 791 193. Zde jsou detailné rozebrany typy
iontomeéni¢ovych adsorbent(i z hlediska jejich kapacity pro modelovy protein a dale
pak vytéZnost a Cistota izolovaného Lf. Jako nejvhodngjsi adsorbenty jsou zde
identifikovany iontoménite z (bio)polymernich material(, tji. agarosa, agarosa-
dextran, hydroxylovany polymethakrylat aj., se slab& kyselou karboxylovou funkci na
povrchu. Vyhodou téchto sorbentl je jejich vysoka porozita, ktera zaruCuje vysokou
kapacitu, a jejich hydrofilni povaha, ktera nedenaturuje separované proteiny. Z téchto
sorbent(l Ize navdzany Lf a LPO vymyt pouhou zménou iontové sily. Kromé
syrovatky je zde Lf iiolovén I z odstfedéného miéka, které v uvedeném pripadé
neproslo pasterizaci. V zab&hnutém miékarenském provozu, ktery se vénuje
kompletnimu zpracovani miéka, je viak tém&F nemyslitelné prestavét vyrobu tak, aby
pasterizace byla provedena az po odstfedéni. Kromé toho spis nefesi separaci LPO,
ktera se b&hem izolace Lf za danych podminek také vaze na iontoméni€ovy sorbent.

Problematika separace Lf a LPO pomoci kationtov&-vyménné chromatografie
je fesena ve spise US 5516 675. Zde je popsano, pi jakych podminkach jsou
eluovany jednotlivé proteiny navazané na iontoménicovy sorbent. Jsou zde pouzity
rizné hodnoty pH a riizné hodnoty iontové sily. LPO je zde eluovana jako prvni pfi
pH niz8im nez 5, iontovou silou do hodnoty 0,5 M. Nasledné jsou eluovany Ig pfi pH
okolo 7 .a /< 0,5 M, piitom jen malé mnoZstvi Ig se vaZe na kationtovy iontoménic, {j.

maji isoelektricky bod nad 7, a jejich mnozstvi je v rGznych typech i ve varkach mléka



jine, vétSinou vak témér zanedbatelné. Jako posledni je eluovan Lf pfi pH okolo 7 a
/=1 M. Diskutabilni je v8ak Cistota izolovanych frakci (80 % a vy$si), ktera byla
uréena SDS-PAGE (polyacrylamid gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu
sodneho), pomoci které se neda rozlisit Lf a LPO. Navic pouzivani pufrll pffi elucich
proteind je v primyslovych aplikacich procesné naro¢néjsi.

Dalsi relevantni spis US 5596 082 aplikuje vy$e uvedené postupy pfi
kolonoveé separaci Lf a LPO na kationtovém iontoméni&i o velikosti napiné vyssi nez
100 um, s vyhodou i 300 um, eluce probiha gradientem iontové sily pfi neutrainim
pH. Diky témto parametrim napiné kolony mizZe syrovatka kolonou protékat vysokou
rychlosti, a to aZz 600 objem( kolony za hodinu. To je zvlasts vyhodné pfi separacich
z medii, kde je separovana latka pfitomna pouze v malém mnozZstvi, tak jako prave
Lf a LPO v mléce. Toto feSeni vSak stale neposkytuje moznost separace Lf a LPO
z mlé€ného média, které neproslo pasterizadnim procesem.

Jeden ze zplsobl, ktery Ize také pouzit pro rychlejsi izolaci Lf a LPO je tav.
membranova separace. Pfi této separaci neprotéka syrovatka kolonou, ale
systémem membran, které jsou také funkcionalizované na typickou kationtové-
vymeénnou separaci (-OSO;H, -COOH aj.). Tento zp(isob separace je napf. uveden
v publikaci Isolation and purification of proteins (Hatti-Kaul, R. & Mattiasson, B.
Marcel Dekker, Inc.: New York, 2003). Tato separace je v3ak jests naroénéjsi na
pfedzpracovani syrovatky &i miééného média, bez kterého miZe mnohem Castéji
dochazet k blokovani separacni jednotky nez u kolonového usporadani. Separace
z Cerstvého mléka se tedy pfi tomto uspofadani jevi nerealna.

Dalsi znamé spisy tykajici se velkokapacitni separace Lf a LPO jiZ pouze
rozsifuji zde uvedené separacni postupy. Jako pfiklad je mozno uvést spis US
7932 069, ve kterém je popsan proces produkce &istéjsi frakce LPO diky vysrazeni

ostatnich neCistot b&éhem ultrafiltrace. Dal$i pfiklad obdobného procesu je uveden ve



spise US5919913, kde je feSena separace lidského Lf z miléka transgenné
upravenych krav. Nedilnou soudasti produkce t&chto proteinl je také i cisténi
ziskanych roztok( pomoci ultrafiltrace a nasledné suseni do praskové formy pomoci
sprejového suseni ¢&i lyofilizanich procest. Tyto znameé postupy je vhodné
kombinovat takovym zplisobem, aby dochazelo k co nejnizsi degradaci kvality, tj
denaturaci Ci§ténych vzorkl proteind. Jako priklad pouzitelného postupu Cidténi Ize
uveést feSeni vyrobni linky dle spisu CZ 21725 U1, kde je popséno, jak vhodnou

kombinaci zminénych procest Ize dosahnout minimalniho znehodnoceni vzorkd.

Je ziejmé, Ze zavedené separaéni postupy poskytuji frakce Lf a LPO o
dostatecné Cistot€. V soucasné dobé je vSak kli¢ovym parametrem jejich vytéZznost
na objem zpracovavaného miéka, a také kvalita Lf a LPO. Oba tyto klicové
parametry zavisi pfedevdim na typu miééného média, ze kterého jsou tyto proteiny
izolovany. Vyhodou izolace ze syrovatky je jednozna&né nizka cena, koncentrace Lf
je zde vSak velmi nizka a LPO se zde jiZ tém&F nevyskytuje. Odstiedéné mléko oproti -
tomu ma vysokou koncentraci Lf, kvalita a koncentrace LPO je zde v&ak stale zavisla
na typu pasterizace. Pro mlékdrenské provozy zabyvajici se produkci $irsi Skaly
produktd je v8ak vyhodné&jsi provadeét pasteraci, pii které je LPO piné denaturovana.
Ke vSemu se musi odstfedéné miéko pred separaci jesté naroéné predzpracovavat,
aby nedochézelo k blokovani kolon, popi. membran, &imz se notné zvysuje procesni
naro¢nost.

1

Problematiku separa¢niho média fesi spis US 2005/(;?2(%53 A1 popisujici, jak
ziskat koncentrovany roztok Lf v prib&hu zpracovani miéka. Nizka koncentrace Lf
v syrovatce je zpUsobena tim, Ze pfi sraZeni kaseinu ve vyrob& syrt a tvarohd
dochazi i k sedimentaci Lf, ktery ma opaény naboj nez kasein a silné s nim iontové
interaguje. V syrovatce je posléze jen minimum Lf. Tato patentov4 pfihlaska popisuje
postup, jak nasledné jednoduse uvolnit Lf do roztoku ze srazeného kaseinu napf.

iontovou silou, tj. roztoky NaCl. Ziskany roztok se nasledné musi pfedzpracovat pred
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samotnou chromatografickou separaci, a to odstranénim NaCl. SraZeny kasein je
také nutné z roztoku NaCl pregistit, zviast pokud je kasein nasledné zpracovan napt.
na tvaroh. Diky tomuto postupu se sice zvysi vytéZnost na objem zpracovavaného
miéka a ziska se pomémé koncentrovany roztok Lf &mz se zkrati doba

chromatografické separace, ale proces se technologicky naro¢néjsi. Ke véemu Ize

takto vyuZit jen omezené mnozstvi miéka, které jiz proSlo pasterizaci.

Aby byly spinény v8echny podminky kladené na separaci Lf a LPO, tj. Cistota,
kvalita a dobra vytéznost, jevi se jako nejvhodnéjsi izolovat Lf a LPO kationtové-
vymennou chromatografii rovnou z &erstvého miéka. Cerstvé miéko nicménd
obsahuje kulicky tuku (az 10 um velké), které ucpavaji separacni jednotku (kolonu,
membranu). V literatufe je moZné dohledat postupy, aplikujici Cerstvé mléko na
kolonu pfi 37 °C [C. J. Fee and A. Chand, Sep. Purif. Technol., 2006, 48, 143-149].
Pri této teploté totiz tuk prechazi do kapalné faze a neblokuje kolonu. V priimysiovém
méfitku je vSak zcela nemysliteiné zahfat Cerstvé mléko na tuto teplotu kvdli

moZznosti velmi rychlého pfemnozeni bakterii.

Rozumna cesta, jak separovat Lf a LPO o vysoke kvalité, tedy z Cerstvého
média, je separace z mlé&ného proteinového koncentratu (MPK). MPK se pfipravuje
kombinaci mikrofiltrace a ultrafiltrace. Z ¢erstvého miéka se mikrofiltraci odd&li tuk a
kasein, ktery se dale zpracovava. Proglé syrovatkové proteiny se zakoncentruiji
pomoci ultrafiltrace, aby se Lf a LPO nemuselo separovat z velkého mnozstvi média.
Tento technologicky postup je vak extrémné& procesné a investiéné naro€ny a je
témeér nemozné ho zavést do zab&hnutych mlékarenskych provoza.

Jako vhodnou alternativou stavajicim procest se jevi magneticka separace,
ktera ma nespornou vyhodu v tom, Ze je zaloZena na tzv. vsadkove separaci, tedy Ze
separované latky jsou zmédia vychytavany pouhym mechanickym michanim

sorbentu v celém objemu tohoto média. Lze ji tedy pouzit i v heterogennich



systémech, ze kterych Ize magneticky sorbent jednoduge odstranit vnéjsim
magnetickym polem. Diky vsadkové separaci nemusi médium protékat pres
separacni jednotku (kolonu, membranu), coz je procesni krok, jehoz Casova
naronost u typickych velkokapacitnich chromatografickych pfistupl roste
s objemem média. Magneticka separace se tedy jevi jako relativné &asové

nenarocna a také nenarocna na kvalitu a homogenitu separatniho média.

Jako magneticky material pro separaci biosubstanci se nejCastéji pouzivaji
nanocastice ¢i mikroCastice zaloZené na oxidech Zeleza (Fe;0,, y-Fe:0s), které jsou
komer&né dostupné &i se daji pfipravit jednoduchymi syntetickymi postupy. Moznosti
jejich povrchovych dprav, tzv. funkcionalizaci, je nepfeberné mnozstvi. Na jejich
povrch se da ukotvit cela fada polymernich &i povrchové aktivnich latek, které mohou
byt dale modifikovany. Dosud pouzité postupy pro separaci, izolaci &i purifikaci
proteind byly dikladné shrnuty v literature [Safarik, I.; Safarikova, M. BioMagn. Res.
Technol. 2004, 17, 1-17].

Zasadni prace ve vyvoji magnetickych separaénich metod byla vypracovana
v némeckém Karlsruhe a je popsana ve spise US 6’9423{&06. Zde byla vyvinuta
metoda nazyvajici se High Gradient Magnetic Fishiné‘ (vychytavani gradientovym
magnetickym polem), dale jen HGMF. Jedna se o specificky zplsob vychytavani
magnetickych Castic, ktery je zaloZzen na priitoéné separaci Castic ,vypinatelnym*
permanentnim magnetem. Pomérné ddleZitou roli v konceptu HGMF, hraji
magnetické sorbenty. Pro dobré fungovani HGMF musi tyto sorbenty spliiovat
nasledujici parametry. Musi byt co nejméné porézni pro rychlou adsorpci cilené latky
(do 5 minut) a meély by byt superparamagnetické, tzn. nevykazujici zadnou
remanentni magnetizaci, a tim i dobfe rozptylitelné po separaci. Dal$i parametry jsou
vysoka plocha povrchu pro vyssi kapacitu (20 az 100 m2g') a velikost t&chto &astic
(spise agregatll Castic) nad 500 nm pro rychlejsi odpovéd na magnetické pole &i

pfipadnou moZnost separace &astic pres velmi jemné mechanické filtry [Franzreb,



M.; Siemann-Herzberg, M.; Hobley, T. J.. Thomas, O. R. T. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 20086, 70, 505-516].

Tento systém byl také vyzkou$en na separaci Lf a LPO. Jako magnetické
Castice byly pouzity agregaty superparamagnetického oxidu Zzeleza pfipravené
precipitacni metodou dle Massarta. Tyto agregaty byly nasledné funkcionalizovany
na silne kyselou kationtové vyménnou skupinu (-OSO;H) naroé&nou nékolikakrokovou
syntézou, ktera byla zaloZena na metodé funkcionalizace povrchu ¢&astic. Nejlepsi
kapacita, ktera byla dosazena adsorpci modelového proteinu, lysozymu, na povrch
takto pfipravenych astic, méla hodnotu 230 mg lysozymu na 1 g Castic pfi pokojové
teploté. Neuspokojiva byla v8ak Cistota vyizolovaného Lf, protoze pomoci téchto
Castic nebylo mozné od sebe rozseparovat Lf a LPO [(a) Heebgli-Nielsen, A.;
Justesen, S. F. L.; Hobley, T. J.; Thomas, O. R. T. Sep. Sci. Technol. 2004, 39,
2891-2914, (b) Heeball-Nielsen, A.; Justesen, S. F. L. Thomas, O. R. T. J.
Biotechnol. 2004, 113, 247-262].

Jednou z dalich metod, ktera byla pouZita pro separaci Lf, byla afinitni
magneticka separace pomoci magnetickych nanog&astic, na kterych byl ukotven
heparin. Takto pfipravené Castice vykazovaly kapacitu 164 mg proteinu na gram
Castic pfi 37 °C v roztoku samotného Lf, a diky specificke adsorpci navazovaly
ze syrovatky pouze tento protein, ktery byl nasledné eluovan roztokem NaCl. [Chen,
L., Guo, C,; Guan, Y.; Liu, H. Sep. Purif. Technol. 2007, 56, 168-174]. Pomérné
nizka kapacita a velmi finan&né i procesn& naroéna pfiprava t&chto Zastic se vsak

zda jako velka limitace rozsifeni tohoto pfistupu do vétsich méfitek.

Lze shrnout, Ze magnetické separace zalozené na vsadkové separaci maji
velky potencial ve velkokapacitnich izolacich biomakromolekul ze ,surového* a tedy i
nehomogenniho média. Tyto separace by mohly svymi vyhodami zastinit tradiéni
chromatografické postupy diky své nenarognosti na predpiipravu média a diky



>
PO A

procesni jednoduchosti. V pfipadé izolace Lf v8ak zatim nebyl pouzit postup
magnetickeé izolace, a to ani v pfipadé HGMF, ktery by poskytoval Lf o velké &istoté,
byl ekonomicky i procesné nenarodny a zarovef by umozioval izolovat Lf
z Cerstvého miéka, stejné jako ostatnich mlecnych médii, ve vétsim méfitku. Je proto
ukolem pfedkladaného vynalezu predstavit novou metadu separace Lf a LPO, ktera
by svyuZitim vySe uvedenych a popsanych postuptl umoznila ziskavani téchto
proteini  ze vdech druhll miléénych médii pfi zavedeni do zabé&hnutych
miékarenskych provozl, které se zabyvaji produkei Siroké 8kaly svych produktu, a to
neinvazni formou pfi pomémé malych zasazich do technologii vyroby mléénych

produktl pfi malé finan&ni naroénosti na pofizeni pfisludného zafizeni.

Podstata vynalezu

Stanoveného cile je dosaZeno vynalezem, kterym je zplsob separace
syrovatkovych protein(i, zejména laktoferinu nebo laktoperoxidazy, z miééného
média, s vyhodou z ¢erstvého miéka nebo syrovatky, a to pomoci sorbentd, jehoZ
podstata spociva v tom, Ze miéé&né médium se nejdiive promichavanim uvede do
kontaktu s mechanicky nebo magneticky filtrovatelnym sorbentem tvofenym
polymernim materialem funkcionalizovanym na kationtové vyménnou funkci, ktery je
pfitom udrZovan ve vznosu v oddéleném filtra&nim prostoru obsahujicim filtraéni
mechanismus, zejména filtraéni ko$, a adsorbuje syrovatkové proteiny, nacez se
z filtraniho prostoru vyjme filtraéni mechanismus s adsorbovanymi syrovatkovymi
proteiny a po jeho promyti za G&elem odstranéni nenavazanych protein( a jinych
neZadoucich sloZzek miééného média se podrobi eluci navazanych syrovatkovych

proteind, které se nasledné zpracuji do pragkové formy.

Ve vyhodném provedeni je adsorpce syrovatkovych proteind jef provadéna po
dobu 0,1 az 24 hodin, optimainé 2 az 6 hodin, pfi teploté 1 az 85°C za pouZiti
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sorbentu obsahujici kationtové vymeénnou skupinu ~COO- nebo ~0SO; nebo —PO4
nebo —~OPO;* nebo sorbentu obsahujiciho enkapsulovanou magnetickou sloZku, s
vyhodou materidl na bazi anorganickych sloucenin kovil & &astic nulamocnych kov,
zejména magnetické Castice oxidl dvojmocného nebo  trojmocného Zeleza,
popfipadé je adsorpce provadéna za pouZiti smési vybranych sorbentt.

Je rovnéz vyhodné, Ze po promyti sorbentu vodou nebo roztokem uvolfujicim
nenavazané proteiny a nezadouci slozky mlé&ného média jsou z néj eluovany jeden
nebo oba syrovatkové proteiny iontovou silou, s vyhodou v krokovém gradientu, kdyz
v pfipadé separace proteini z miééného média obsahujiciho zaroveri laktoferin a
laktoperoxidazu je po adsorpci proteind a promyti sorbentu v prvnim kroku eluovana
laktoperoxidaza a piipadné nedistoty jako imunoglobuliny iontovou silou v rozsahu
0,01 az 0,3 mol/dm®, vdruhém kroku zbyvajici laktoperoxidaza iontovou silou
v rozsahu 0,05 az 0,5 mol/dm® a v poslednim kroku laktoferin iontovou silou 0.3 a2
5 mol/dm?®, kdyZ velikost iontové sily je volena v zavislosti na kyselosti kationtové
vymeénné skupiny pouZitého sorbentu. V pfipadé separace proteint z mlé&ného
media obsahujiciho pfevazné laktoferin jsou po adsorpci proteint a promyti sorbentu
v prvnim kroku eluovany piipadné nedéistoty jako imunoglobuliny iontovou silou
v rozsahu do 0,3 mol/dm?® a nasledné laktoferin iontovou silou az 5 mol/dm?®.

V optimalnim pfipadé jsou vyizolované proteiny zpracovany do praskové
formy diauitrafiltraci nebo lyofilizaci nebo sprejovym suenim a po eluci
syrovatkovych proteinil je pouzity sorbent regenerovan promytim vodou a teplotni
nebo chemickou sterilizaci a znovu pouzit pro separaci.

KoneCné je vyhodné, Ze v pfipadé pouziti sorbentu obsahujiciho
enkapsulovanou magnetickou slozku je miééné meédium vracené do daldiho

vyrobniho procesu podrobovano magnetické separaci.
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Dale je podstatou vynalezu zafizeni k provadéni zpUsobu separace
syrovatkovych proteinl obsahujici skladovaci tank miééného média opatieny
hlavnim michadlem a vypusti, jehoZ podstata spociva v tom, %e v oblasti proudéni
promichavaného mlééného média je umistén filtradni mechanismus s obsahem ve
vznosu udrZovanych Castic sorbentu, s vyhodou filtraéni ko$, tak, ze je ponofen
v separacnim médiu, pfitemz velikost ok filtraéniho mechanismu se v zavislosti na

druhu pouZitého sorbentu pohybuje v rozmezi hodnot 1 um az 1 cm.

Ve vyhodném provedeni je filtraéni mechanismus umistén ve vnitinim prostoru
skladovaciho tanku nebo je filtradni mechanismus umistén v separaénim tanku
instalovanem v potrubnim systému mimo skladovaci tank, pfi¢emZ v potrubnim
systému je mezi skladovacim tankem a separadnim tankem zabudovano pinfci

Cerpadlo a na vytoku ze separa&niho tanku priitocné Cerpadlo.

V optimalnim provedeni zafizeni je filtradni mechanismus vybaven
sekundarnim michadlem a na vypusti ze skladovaciho tanku je zabudovan
magneticky separator.

Vynalezem se dosahuje vy3siho G&inku v tom, Ze se na rozdil od konven&niho
chromatograficko-kolonového pfistupu vyznaduje znaéné jednodussim procesem
adsorpce, ktery je provadén pouhym rozmichavanim sorbentu v celém
objemu média. Médium, tj. cerstvé miéko, mléény proteinovy koncentrat, syrovatka
atd. nemusi protékat pod tlakem pies kolonu & membranu jako u typického
chromatografického pfistupu. Diky tomu navic nemiZe dochazet k dastému
blokovani a ucpavani separaéni jednotky, tedy kolony nebo membrany, a zaroven
neni doba separace zavisla na objemu média ale pouze na pomeéru sorbentu k
mediu. Dalsi vyhodou dle tohoto vynalezu je moZnost pouziti navrzené separace i
v Cerstvéem mléku. To umoziuje izolovat Lf a LPO v té nejlepsi kvalité i vytéznosti

pfed samotnou pasterizaci. Zjednodu$eni nastava i pfi samotném procesu eluce.
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zmilécného proteinového koncentratu, se koSové-vsadkova Separace jevi jako
neinvazivni, tedy finanéne i technologicky meéna narond, pro zavedenj do
zabéhnutych miékarenskych provozl, které se zabyvaji produkci $iroké skaly svych
produktl. Kvalita i gistota Lf a LPO je u obou procesi srovnatelna. Ko$oveé-vsadkova
Seéparace pomoci poréznich sorbentll vsak poskytuje moznost izolovat ze Sirsiho
spektra miéka. Diky tomu se tato izolace jevi jako vhodnou alternativou k soucasnym
separacnim proces(im, avsak nabizi moznost vysSi vytéZnosti na objem celkové
Zpracovaného mléka za soucasného snizenj technologické naro&nosti

,Cbrasnen” volyg o
}p . ! - ! o E IS VE'!EE'IEQE’!EB !ﬂ’f!ﬁ@§§§h~x

Podstata vynalezy a jeho konkrétni provedeni jsou schematicky znazornény
na pfipojenych vykresech, na nichz

obr.1 je schéma zakladniho provedeni zafizeni pro provadéni zpusobu
S€parace podle vynalezu s filtra&nim koSem umisténym ve skladovacim tanku,

obr2 je schéma alternativnino provedeni zafizeni s filtradnim kosem
umisténym v separaénim tanku,

obr.3 je snimek z optického mikroskopu s vyobrazenim magneticky kationtovy
iontoméni¢ s —~OSO,H funkci o velikosti &astic 50 az 80 um, ktery byl pouzit pfi
separaci Lf a LPO,

obr.4 a obr.5 jsoy vyobrazeni sorbentu z obr 3 nad a pod filtraéni tkaninoy
Z nerezového materialy s oky 50 pm, ze které |ze konstruovat vyplfi separaénich
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obr6 je grafické znazornéni zavislosti maximalini kapacity (. hmotnosti
vyvazaného proteinu) Lf na hmotnosti pouZitého sorbentu ~OSO;H funkei,

obr.7 je grafické znadzornéni zavislosti maximaini kapacity (tj. hmotnosti

vyvazaneého proteinu) Lf na hmotnosti pouZitého sorbentu s ~COOH funkei a

obr. 8 zobrazuje SDS-PAGE vyizolovanych proteind, které byly ziskany
postupem, ktery je uveden v piikladu 1 (I - proteinové standardy dle velikostni Skaly
VkDA, Il — Lf standard, Il — proteiny v derstvém miéku: Imunoglobuliny, Lf/LPO,
hovézi sérovy albumin, Imunoglobuliny (velka podjednotka), Imunoglobuliny (mala
podjednotka), B-laktoglobulin, a-laktalbumin). IV — proteiny v Cerstvém miéku po
izolaci Lf a LPO, V — proteiny vymyté ze sorbentu vodou, VI — 1. frakce dle postupu
v pfikladu 1, VII - 2. frakce dle postupu v prikladu 1, VIll — 3. frakce dle postupu
v pfikladu 1.)

aehuf2enan,
Pfiklady. edenf vynalezu

Zplsob separace Lf a LPO podle vynalezu je zalozeny na tzv. ko$ové-
vsadkove separaci téchto protein pomoci typickych chromatografickych sorbenttl
z Cerstvého mléka, z odstfedéného mléka &i ze syrovatky nebo z ostatnich Lf
obsahujicich médii. Tento typ separace kombinuje moznost vsadkové separace jako
v pfipadé magnetickych separaci, tj. izolace pomoci rozmichani sorbentu v celém
objemu média, a zarovefi vyuZziva typickych chromatografickych sorbenté, které Ize
z media odstranit mechanickym filtrovanim pfipadné i vn&jsim magnetickym polem.
Zarovef Ize po eluci, tedy vymyti, separovanych proteinti sorbent opakované pouzit.

Uvedeneho cile je dosazeno, pouZije-li se pfi separaci Lf a LPO sorbent
typicky pro kolonové usporadani separaci Lf a LPO, tedy sorbent splfiujici nasleduijici
parametry:
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Sorbent je tvofen polymernim materialem, ktery je funkcionalizovan na
typickou kationtové vyménnou funkci, napt. ~COO", -080;, —-POs*, -OPOs*

¢i jinou skupinou s kyselym vodikem nebo ve formé jeji soli.

Polymerni material sorbentu ma predevsim hydrofilni charakter, avéak neni ve
vodé za béZnych podminek rozpustny. Hydrofilni charakter je vhodny pro
zachovani nativniho stavu protein(i v prib&hu separace. Dale musi polymerni
material splfiovat moznost dal$i funkcionalizace na typickou kationtové
vyménnou funkci. Zejména se jedna o materialy tvofené ve vodé
nerozpustnymi polysacharidy (napf. agardza, celuléza, modifikovany dextran)
nebo pfipadné i nehydrofilnimi organickymi latkami bézné vyuzivanymi jako
stacionarni faze chromatografickych kolon pfi separaci biomakromolekul, napf.
sorbenty které vznikly polymeraci akrylamidu, styrenu, divinylbenzenu,
metakrylatd aj.

Pro dosaZeni cile tohoto vynalezu musi dale sorbent vykazovat potfebnou
mechanickou stabilitu a ur&itou velikostni distribuci, aby vydrZel procesni
naroky na né&j kladené pfi separaci Lf a LPO a zaroven aby byl i mechanicky

filtrovatelny. Se znagnou vyhodou Ize pouzit sorbent spinujici vySe zminéné

naroky (a, b), jenz dale vykazuje sféricky charakter, ti. ma kulovity tvar, a ma

velikost v fadech desitek a2 stovek mikrometra, napf. s distribuci 50 az 80 um,
80 aZ 150 um, pro snadnou filtrovatelnost mechanickymi filtry. Diky sférickému
tvaru je sorbent posiéze i mechanicky stabilngjsi.

Dale musi byt sférické astice sorbentu vysoce porézni a vykazovat vysokou
kapacitu pro Lf/LPO.

Sorbentem je i polymerni material s uvniti zabudovanym magnetickym
materialem, s vyhodou magnetické nanocastice oxidu Zeleza pfipadné jiny
material reagujici na vnéj§i magnetické pole. Tato magneticka slozka
nasledné slouzi jako druhy pojistny mechanismus, kromé mechanicky-
filtrujiciho zplisobu, jak odstranit sorbent z miééného &i jiného média.
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Zakladni provedeni zafizeni k provadéni dané separace je znazornéno na
obr.1 a sestava ze skladovaciho tanku 1 mlé&ného media, napf. Cerstvého mléka,
opatfeneho hlavnim michadlem 2, vjehoZ vnitinim prostoru je umistén filtradni
mechanismus 3, s vyhodou filtraéni ko$, velikost jehoZ ok se v zavislosti na druhu
pouZitého sorbentu pohybuji v rozmezi hodnot 1 Um aZ 1 cm tak, Ze je ponofen
v separacnim médiu. Na vypusti 4 ze skladovaciho tanku 1 je pak zabudovan
pojistny magneticky separator 5 pro zajisténi 100% oddéleni magnetického sorbentu
z media. Diky proudéni média ve skladovacim tanku 1 dochazi k obméné média i ve
filtranim mechanismu 3, kde je pomoci sekundarniho michadia 31 zajistovan vznos
Castic sorbentu a dochazi k jejich intenzivnimu kontaktu se separa¢nim médiem.
Filtratni mechanismus 3 mechanicky zamezi pfimému kontaktu sorbentu s celym
objemem média, av8ak zachova mozZnost jejich vzajemné interakce.

V alternativnim provedeni zafizeni podle obr.2 je filtraéni mechanismus 3, tedy
ko$, umistén v separagnim tanku 6 instalovaném v potrubnim systému 9 vyvedeném
mimo skladovaci tank 1, kam je mlé&né médium preCerpavano pomoci piniciho
Cerpadla 7, které zajistuje neustalou obménu média. Ze separa¢niho tanku 6 je pak
medium vedeno pritoénym Eerpadiem 8 zpét do skladovaciho tanku 1. Pratok média
pres separaéni mechanismus 3 je mozno zajistovat po celou dobu jeho skladovani
pfed samotnym zpracovanim mléka.

Vlastniho cile tohoto vynalezu, tj. separace Lf a LPO z mlécnych ¢&i jinych Lf
obsahujicich meédii pomoci kogové-vsadkove separace za pouZiti uvedenych
sorbentd, vykazujicich vysokou kapacitu pro Lfa LPO, je dosazeno pomoci nékolika
jednoduchych operaci.

Pocate¢ni krok pii izolaci Lf a LPO je adsorpce téchto protein pomoci
sorbentu, tj. pomoci kationtové-vyménné interakce. S vyhodou je sorbent pfi adsorpci

mechanicky rozmichan do celého objemu mléka/syrovatky i ve velkych objemech.
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MnozZstvi vyizolovaného LfILPO nasledn& zavisi zejmeéna na kapacité pouzitého
sorbentu pro dany protein, na poméru magnetického sorbentu k mnoZstvi média, na
dobé kontaktu a teploté média. Dalsi dalezity faktor ovliviiujici &istotu separovanych
proteind je pH daného mié&ného média, tato hodnota by méla byt okolo 7 (napt. 6,7,
tj. pH Cerstvého mléka).

Faze sorpce, ti. vychytavani, proteiné jde s velkou vyhodou provadét
v skladovacich nadobach, napt. tancich, ze samotného Cerstvého mléka pred jeho
vlastnim zpracovanim jako je pasterizace, odstfedéni, aj., jak je znazornéno na
obr.1. Podminkou je, aby tato skladovaci nadoba v sob& méla vioZeny &i zabudovany
filtratni mechanismus, napiiklad ko, tedy pevnou konstrukci obloZenou filtra&ni
tkaninou z nerezového potravinaiského materialu. Proces sorpce protein( je zaruéen
mechanickym pohybem sorbentu, avsak diky filtraénimu ko$i se sorbent nem(ze
dostat do dalSich miékarenskych zpracovatelskych procesti a je mechanicky
zachycen pfi vypousténi miéka na filtragni tkaniné& filtradniho koSe. V pfipadé pouziti
magnetického derivatu tohoto sorbentu mize byt na odtoku Cerstvého mléka do dalsi
faze zpracovani umistén magneticky separator pro kompletni zachyceni sorbentu,
aby bylo dosaZeno 100% zaruky, Ze se sorbent nedostane do dalsich
zpracovatelskych fazi. Tyto magnetické separatory jsou komeréné dostupné a jsou

také Casto pouzivany v potravinarském pramyslu, napf. pfi vyrobé Cokolady.

Tento koSové-vsadkovy proces separace proteini z Cerstvého miéka Ize také
provadét v jinych uspofadanich, jak je zobrazeno na obr. 2. Tato separace je
zaloZena na stejném principu jako vyse uvedeny proces separace, jen je sorbent
umistén ve vedlej§im, aZ desetkrat mensim, tanku s filtradnim kosem s vlastnim
mechanickym michanim. Cerstvé miéko je vtomto mensim separaénim tanku
obménovano pomoci &erpadel, &mz je kompletné oddéleno od samotného
separac¢niho procesu a cely zpracovatelsky proces miéka je tak zcela nenarusen.

Magneticka separace mize byt pak zafazena jen jako pojistna separace.
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Dali fazi separace je nékolikanasobné promyti sorbentu vodou pro
odstranéni nenavazanych proteind a jinych nezadoucich slozek miéka. Poté
nasleduje samotna eluce navazanych protein(. Eluci Ize provést, obdobn& jako
adsorpci, pouhym mechanickym michanim sorbentu v elu&nim roztoku. S vyhodou
Ize eluci provést az v deseting objemu oproti objemu mlééného média, ve kterém
byla provedena adsorpce. Lf a LPO se ze sorbentd eluuji pfi obdobnych hodnotach
iontove sily jaké jsou vyuzivany pfi klasickych chromatografickych fesenich. Pfi nizké
iontové sile, napf. 0,05 az 0,2 mol/dm? (dale M) roztoku NaCl o pH 7, ktera zavisi
na typu pouZitého sorbentu, se ze sorbentt eluuji nezadouci imunoglobuliny, jejIChZ
pH dosahuje vy$8i hodnoty nez 7. Pii nepatrné VySSI iontové sile, napf. 0,1 az 0 S(M
NaCl se eluuje LPO a pfi iontové sile 0,5 az 1lM roztoku NaCl se eluuje Lf. lekane
roztoky protein( po odstranéni sorbentu Ize pouze odsolit a zakoncentrovat (napf.
diaultrafiltraci), posléze ponechat vyschnout bé&zné pouzivanymi procesy (napf.
sprejové suseni, lyofilizace). Sorbent nasledné stagi opét promyt vodou, sterilizovat,
napfiklad teplotné nebo chemicky, a vratit pét na zacatek separace do separa&niho
tanku a cely proces separace proteinti mnohonasobné opakovat.

Nasledné uvedené priklady nastinuji jen malou &ast ze Siroké skaly moznosti
separace Lf a LPO pomoci poréznich sorbentt dle technického fegeni. Jako sorbent
zde byl pouzit magneticky kationovy iontomé&ni¢ na bazi celulézy s -OSO:H a -
COOH funkci, Jako sorbent Ize v&ak pouZit i jiné typy (magnetickych) poréznich
sorbent, které se s vyhodou pouzivaji jako napiné kolon pro separaci proteindi (bez
magnetické sloZky). Je zde ilustrovan pfedevSim fakt, ze Ize Lf a LPO izolovat
z Cerstvého miléka, dale pak pomér &astic k mléénému médiu, a Cistoty eluénich
frakei v zavislosti na kapacité a typu pouzitého sorbentu (slabé kysela ¢&i silné kysela
vymeénna funkce).

Cistota Lf a LPO frakci byla uréena pomoci poméru koncentrace daného

proteinu k celkové koncentraci vdech proteind. Koncentrace Lf byla uréena pomoci
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ELISA KITu, koncentrace LPO pomoci stanoveni peroxidazové aktivity tohoto

enzymu k ABTS a celkova koncentrace proteinii pomoci Bradfordovy analyzy.

Priklad 1 :

Do 50 ml Cerstvého mléka, které neproslo pasterizaci, bylo pfidano 0,8 mi
koncentrovaného komer¢né dostupného magnetického celulézového sorbentu s
-OSO;H funkci, 50 az 80 pm, ktery byl pfed samotnym pouzitim tfikrat promyt vodou.
Hodnota pH vzniklé suspenze byla 6,7. Tato smés byla michana pfi pokojové teploté
Po dobu nasledujicich dvou hodin. Magneticky sorbent byl nasledné stazen ruénim
magnetem a tiikrat promyt vodou. Poté byly eluovany proteiny mechanickym
promichanim po dobu 10 minut ve tfikrokovém eluénim krokovém gradientu iontové
sily v 5 ml roztoku NaCl o pH 7. V prvni frakci se pfi iontové sile 0,1 M eluovala LPO
znecisténa bazickymi imunoglobuliny, &istota této frakce LPO byla 60 %, vytéZek 1
mg. V druhé frakci bylo eluovano 0,6 mg LPO o gistoté 85 %. V poslednim kroku byl
eluovan Lf, 4 mg o Cistoté 295 %. SDS-PAGE vyizolovanych protein( je zobrazena
na obr. 3. Magneticky sorbent byl nasledné& promyt vodou a znovu nékolikanasobné
pouzit ve stejném uspofadani s obdobnymi vytéZnostmi. Miéko bylo nasledné
testovano na zménu tu€nosti a kyselosti. Miéko pred samotnym'pfidénim sorbentu a
mleko po odstranéni &astic s absorbovanymi proteiny vykazovalo stejné hodnoty
tucnosti i kyselosti.

Priklad 2 :

Adsorpce i eluce Lf a LPO byla provedena obdobné& jako v pfikladu 1.
Magneticky sorbent v8ak byl michan v Gerstvém mléce, jehoz teplota byla po celou
dobu adsorpce udrzovana v rozmezich 2 a2 8 °C. Doba mechanického michani byla
proto zvednuta na 4 hodiny. Prvni frakce obsahovala LPO o vytézku 0,8 mg o
pfiblizné Cistoté 85 %, druha frakce 0,45 mg LPO o &istoté 80 % a posledni frakce
4,2 mg Lf o Cistoté 295 %.
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Priklad 3 :

Adsorpce i eluce Lf a LPO byly provedeny obdobné jako v prikladu 1. Namisto
magnetického kationtového iontoménice se silné kyselou funkci (-OSO;H), byl pouzit
iontoméni¢ se slab& kyselou funkci (-COOH). Tento magneticky iontoménié
vykazoval vy$§i maximalni kapacitu pro Lf (viz obr. 7). Do 200 ml Cerstvého mléka
byly pfidany 2 mi tohoto magnetické iontoménice. Postup adsorpce i eluce byl
totozny jako v pfikladu 1. Takto bon ziskano 3,2 mg LPO o &istoté 55 % z 1. Frakce
2,9 mg LPO o ¢istoté 70 % z 2. Frakce a 12 mg Lf o &istoté 295 % z 3. frakce.

Pfiklad 4 :

Adsorpce Lf a LPO z 200 mi &erstvého nléka byla provedena stejnym
zplsobem jako v pfikladu 1, jako sorbent byl pouZit magneticky kationtovy
iontoméni¢ se stfedné kyselou funkci (-O-POs3H,). V prvni frakci se pfi iontové sile
0,05 M eluovala LPQ, Cistota této frakce LPO byla 45 %, vytézek 5 mg. V druhé
frakci bylo pfi iontové sile 0,2 M eluovano 2,8 mg LPO o ¢istoté 80 %. V poslednim
kroku bylo eluovano 15,8 mg Lf o &istot& 295 %.

Pfiklad 5 :

Pét mililitrd komeréné dostupného magnetického celulézového sorbentu s —
OSO;H funkei, bylo pfidano do 0,5 litru syrovatky (pasterizace 85 °C po dobu 20 s,
kyselé srazeni kaseinu, pH upraveno pomoci NaOH na hodnotu okolo 7). Magneticky
sorbent byl nasledné v syrovatce mechanicky michan (150 rom) po dobu 1 hodiny pfi
laboratorni teploté. Sorbent byl nasledné magneticky staZzen a obdobné tikrat promyt
vodou. Vzhledem k faktu, Ze samotna syrovatka jiz nevykazovala pfitomnost LPO,
byl sorbent jednou promyt malo koncentrovanym roztokem NaCl (/=02 M) a
posléze byl eluovan samotny Lf iontovou silou 1 M. Takto bylo ziskano 6 mg Lf o
Cistoté = 98 %.
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Priklad 6 :

Do 20 litrd gerstvého mléka bylo pfidano 250 ml nemagnetického
celulézového sorbentu s ~OSO;H funkei, 100 a2 250 pum. Tyto Castice byly posléze
mechanicky michany v miéce po dobu 2 hodin pfi 4 °C a nasledn& byly z mléka
mechanicky odstranény pomoci filtraéniho koge s velikosti ok 63 um. Castice byly
posléze vtomto filtraénim kosi promyty vodou a proteiny z nich byly eluovany
obdobné jako v pfikladu 1. Bylo ziskano 0.4 g LPO o Cistoté 70 % a 1,14 g Lf o
Cistoté > 95 %.

Z uvedenych pfikladli je patrné, Ze Ize magnetickou separaci pouzit nejen
v syrovatce, kde je jiz minimaini koncentrace Lf, ale také v &erstvém mléce s velmi
dobrymi vytéZnostmi. Jako nejvhodnéjsi sorbent se pro izolaci Lf a LPO pouhym
promichavanim sorbentu v mléce, tedy vsadkovou separaci, jevi magneticky
iontoméni¢ se silné kyselou funkci, ti. s-OSOsH. Ten poskytuje nejen dobré
vytéZnosti, ale poskytuje vysokou &istotu obou vyizolovanych proteinl. Tyto Cistoty
Jjsou obdobné jako u typickych pramyslovych chromatografickych feseni. Podstatny
fakt pfi separaci v uvedenych prikladech je také to, Ze v prib&hu separace
nedochazelo ke zméné dlleZitych parametrd derstvého mieka, tj. tuénosti a kyselosti,

a Ze vytéznosti a Cistoty protein(i se po nékolikerém opakovani separace neméni.

Primyslovéa vyuzitelnost

Kodové-vsadkova separace Lf a LPO podle vynalezu nalezne své uplatnéni
pfedevSim v provozech mlékarenského primyslu, kde se nezabyvaji pouze
zpracovavanim miéka na typické mlé&né produkty, napf. maslo, tvaroh, syry, jogurty
aj., ale také izolaci bioaktivnich substanci z miéka, napf. vyrobou kolostra.
Vyizolované proteiny jsou nasledné vyuzitelné na vyrobu doplfikd stravy, pfi vyrobé
kosmetickych pfipravki ¢i jako bioaktivni slozky léciv ve farmaceutickém primysiu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob  separace syrovatkovych proteing, zejména laktoferinu nebo

laktoperoxidazy, z milééného média, s vyhodou z &erstvého miéka nebo
syrovatky, a to pomoci sorbentl, vyznaéujici se tim, fe mlééné meédium se
nejdfive promichavanim uvede do kontaktu s mechanicky nebo magneticky
filtrovateinym sorbentem tvofenym polymernim materialem funkcionalizovanym
na kationtové vyménnou funkci, ktery je pfitom udrzovan ve vznosu v oddéleném
filtraénim prostoru obsahujicim filtragni mechanismus, zejména filtradni ko$, a
adsorbuje syrovatkové proteiny, naez se z filtradniho prostoru vyjme filtraéni
mechanismus s adsorbovanymi syrovatkovymi proteiny a po jeho promyti za
uCelem odstranéni nenavazanych proteini a jinych neZadoucich slozek
mlecného média se podrobi eluci navazanych syrovatkovych proteinu, které se

nasledné zpracuji do praskové formy.

. Zpusob separace syrovatkovych protein( podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze
adsorpce syrovatkovych proteinli je provadéna po dobu 0,1 aZ 24 hodin,
optimalné 2 aZ 6 hodin, pfi teploté 1 az 85{°C.

. ZpUsob separace syrovatkovych proteint podle narokt 1 a 2, vyznacujici se
tim, Ze adsorpce syrovatkovych proteint je provadéna za pouZiti sorbentu
obsahujici kationtové vyménnou skupinu -COO- nebo —-OSO; nebo -POs*
nebo ~OPO;* nebo sorbentu obsahujiciho enkapsulovanou magnetickou slozku,
s vyhodou materidl na bazi anorganickych slou&enin kov( & &astic nulamocnych
kovl, zejména magnetické &astice oxidd dvojmocného nebo trojmocného

Zeleza, popiipadé je adsorpce provadéna za pouZiti smési vybranych sorbent.
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4. ZpUsob separace syrovatkovych protein(l podle narokd 1 a2 3, vyznacéujici se
tim, Ze po promyti sorbentu vodou nebo roztokem uvolfiujicim nenavazané
proteiny a nezadouci slozky mlééného média jsou z ngj eluovany jeden nebo

oba syrovatkoveé proteiny iontovou silou, s vyhodou v krokovém gradientu.

5. Zplsob separace syrovatkovych protein( podle naroku 4, vyznacéujici se tim, Ze
v pfipadé separace protein(i z mlééného média obsahujicino zaroven laktoferin a
laktoperoxidazu je po adsorpci proteinG a promyti sorbentu v prvnim kroku
eluovana laktoperoxidaza a pfipadné negistoty jako imunoglobuliny iontovou
silou v rozsahu 0,01 az 0,3 mol/dm?® v druhém kroku zbyvajici laktoperoxidaza
iontovou silou v rozsahu 0,05 aZ 0,5 mol/dm® a v poslednim kroku laktoferin
iontovou silou 0,3 aZ 5 mol/dm?®, kdyZ velikost iontové sily je volena v zavislosti

na kyselosti kationtové vyménné skupiny pouzitého sorbentu.

6. Zpusob separace syrovatkovych protein(i podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze
v pripadé separace proteinii z mlééného média obsahujiciho pfevazné laktoferin
jsou po adsorpci proteinti a promyti sorbentu v prvnim kroku eluovany pfipadné
necistoty jako imunoglobuliny iontovou silou vrozsahu do 0.3 mol/dm® a

nasledné laktoferin iontovou silou az 5 mol/dm3.

7. ZpUsob separace syrovatkovych proteind podie né&kterého z narokd 1 a¥ 6,
vyznacujici se tim, Ze vyizolované proteiny jsou zpracovany do pragkové formy
diaultrafiltraci nebo lyofilizaci nebo sprejovym susenim.

8. Zplsob separace syrovatkovych proteinQi podle nékterého z narokl 1 a? 6,
vyznacujici se tim, Zze po eluci syrovatkovych protein( je pouzity sorbent
regenerovan promytim vodou a teplotni nebo chemickou sterilizaci a znovu

pouZit pro separaci.
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ZpUsob separace syrovatkovych proteinti podle nékterého z narokd 1 a2 8,
vyznacujici se tim, Ze v pfipadé pouziti sorbentu obsahujiciho enkapsulovanou
magnetickou slozku je mié&né médium vracené do daliho vyrobniho procesu
podrobovano magnetické separaci.

Zafizeni k provadéni zplsobu separace syrovatkovych proteinl podle narok(i 1
aZz 9, obsahujici skladovaci tank (1) mlé¢ného média opatfeny hlavnim
michadlem (2) a vypusti (4), vyznaéujici se tim, Ze v oblasti proudéni
promichavaného mlécného média je umistén filtraéni mechanismus (3) s
obsahem ve vznosu udrzovanych &astic sorbentu, s vyhodou filtragni ko§, tak, ze
je ponofen v separaénim médiu, pfi¢emz velikost ok filtraéniho mechanismu (3)
se v zavislosti na druhu pouZitého sorbentu pohybuje v rozmezi hodnot 1 um az
1cm.

Zafizeni k provadéni zpusobu separace syrovatkovych proteind podle naroku
10, vyznacujici se tim, Ze filtraéni mechanismus (3) je umistén ve vnitfnim
prostoru skladovaciho tanku (1).

Zafizeni k provadéni zplisobu separace syrovatkovych protein( podle naroku
10, vyznacuijici se tim, Ze filtraéni mechanismus (3) je umistén v separacnim
tanku (6) instalovaném v potrubnim systému (9) mimo skladovaci tank N,
priCemzZ v potrubnim systému (9) je mezi skladovacim tankem (1) a separa¢nim
tankem (6) zabudovano pinici &erpadlo (7) a na vytoku ze separacniho tanku (6)

pritoéné cerpadlo (8).

Zafizeni k provadéni zplsobu separace syrovatkovych protein( podle nékterého
z narok( 10 az 12, vyznaéujici se tim, e filtraéni mechanismus (3) je vybaven
sekundarnim michadlem (31).
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14. Zafizeni k provadéni zplsobu separace syrovatkovych protein(i podle n&kterého

z narokli 10 az 13, vyznadujici se tim, Ze na vypusti (4) ze skladovaciho tanku
(1) je zabudovan magneticky separator (5).
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