GILLAROVA, HENKE, BUBNIK, KADLEC: Separace sacharid( kontinualni SMB chromatografii (¢ast 1.)

Separace sacharidu kontinualni SMB chromatografii
(cast 1.)

CARBOHYDRATE SEPARATION USING CONTINUOUS SMB CHROMATOGRAPHY (PART 1)
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Ve snaze zlepseni efektivity chromatografického procesu se zavadi kontinudini kapalinovd chromatografie, kterd je nedilnou
soucdsti biotechnologickych, biofarmaceutickych a potravindiskych vyrob p¥i purifikaci neboli separaci cilovych Idtek. Toto prioritni
postaveni si ziskala diky své schopnosti izolovat slouceniny s vysokymi vytezky, vysokou cistotou a za podminek, které zachovdavaji
Jejich strukturu. Vsoucasné dobé se v priimyslu k separaci ldatek pouZivaji nejcastéji systémy s alespori dvema a vice kolonami stejného
typu, pracujici v cyklickem reZimu. PouZziti kontinudlnibo adsorpcnibo protiproudého procesu na vice kolondch, jako ndahbrady za

vy

vy

Jakykoliv krok vsddkového procesu, ukazuje vysledky s vyssi produktivitou a niZsimi provoznimi a kapitdlovymi ndklady a je vhodné

pro vSechny operace chromatografické jednotky.

Cldnek vychdzi z literdrnibo prebledu praci zabyvajicich se SMB chromatografii, tak jak byl vypracovdin v teoretické cdsti

disertacni prdce Girarove (1).
SMB chromatografie

Zakladni princip kontinualniho SMB systému je zaloZen na
procesu tzv. pohyblivého loze (moving bed = MB) neboli na
protiproudém usporidiani toku kapalné a simulovaném toku
pevné fize. Nastiik separované smési je nepfetrzity a udrzuji
se stabilni pratoky.

Konkrétnim piikladem je Siroce vyuZzivana kontinudlni ¢i sek-
vencni chromatografickd metoda Simulated Moving Bed (SMB
chromatografie), coz vlastné znamena simulovany tok pevné faze.
Tento systém je vhodny jak pro separaci jedné slozky, tak pro
separaci bindrnich smési ¢i frakcionaci viceslozkovych smési (2).
V poslednich desetiletich je technologie SMB chromatografie
uspésné vyuzivana pii velkoobjemovych separacich riznych
potravinafskych smési jako ndhrada za konven¢ni metody, jako
jsou krystalizace nebo destilace, které postridaji dostatec¢nou
acinnost separace a jsou vysoce energeticky narocné (3).

Kontinudlni chromatograficky SMB systém je rozdélen do
¢yt sekci. Princip této techniky je zaloZen na simulovaném toku
pevné faze, ktery je zajistén simulovanym pohybem vstupnich
a vystupnich proudu. Systém obsahuje dva vstupni proudy
(nastfik smési/surovina a eluent/desorbent) a dva vystupni
proudy (extrakt a rafindt) a soucasné je zajistén kontinudlni
nastiik suroviny. Pozadované ¢isté slozky jsou odebiriny v ex-
trakénim proudu (vice zadrzovana slozka A) ¢i v rafinitovém
proudu (méné zadrzovana slozka B). Simulace pohybu pevné
faze je zajiSténa periodickym ¢asovym posunem poloh viech
proudl o jedno loze dopfedu ve sméru toku kapalné fize.
Technické feSeni pro distribuci tokt neboli pro pfepindni vstupt
a vystupu na SMB stanici je zajisténo pomoci raznych multi-
funk¢nich rotacnich ventilt nebo elektromagnetickych ventilt
(distributor®) (obr. 1.). Spravnost nastaveni tokt kapalné fize
v jednotlivych vétvich je stéZejni zaleZzitosti z hlediska dosazeni
pozadovaného periodicky ustileného stavu. Jednotlivé toky
kapalné faze zajiStuji ddvkovaci Cerpadla, kterd jsou ovladina
dalkové a udrzuji pratoky na pozadovanych hodnotich (4).
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Nastavenim vhodného teplotniho gradientu je také mozné opé-
tovné ziskat koncentrovanéjsi produkty nez v samotném nastiiku.
Na obr. 2. je schematicky zndzornén systém o Ctyfech sekcich
v linearnim uspofddani, tedy v konfiguraci 1:1:1:1. Bézné vSak
existuji i systémy s linedrnim uspofadanim vétsitho ¢i mensiho
poctu kolon (5, 6, 7).

Vyvoj kontinudlni SMB chromatografie s sebou pfinesl
i dalsi modifikované SMB systémy zalozené na klasické SMB

Obr. 1. Nova konfigurace distributoru tok( na separaéni chroma-
tografické stanici KCHS-SMB-8-ND (VSCHT Praha) (1)
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Obr. 2. Schéma SMB procesu se 4 sekcemi a zndzornénym pohybem sloZek — vice
zadrZovana slozka A je odebirdna v extraktu a méné zadrZzovana slozka B je

Aplikace a trendy kontinuélni chroma-
tografie pfi separaci sacharid(i

odebirdna v rafinatu (1)
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Jako potencialni ekonomicka alterna-
tiva byla kontinudlni SMB chromatografie
zvolena pfi zpracovani §tivy z jablka
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Francie) pii teploté 30 °C. Vysledna Cistota

technologii (8). Modifikace nabizi fadu variabilnich moZnosti
v otazkach nastaveni operac¢nich parametrt. Z hlediska provoz-
nich zmén v systému se jedna napiiklad o zmény koncentraci
v ndstfiku, konfiguraci z6n, pratoku, gradientu elu¢ni sily,
teplotniho gradientu a dalSich. VSechny variability sméfuji za
ucelem snizeni ekonomickych nakladu a zvyseni produktivity.
Mezi modifikované systémy fadime napiiklad systémy Varicol,
Japan Organo, Partial Feed, PowerFeed, Modicon, FAST, CLC,
superkriticka fluidni SMB chromatografie a dalsi (1, 9).

Z hlediska zlepSeni tGc¢innosti chromatografickych procest
jsou navrzeny ruzné hybridni SMB systémy (ISMB — Improved
SMB, SSMB — Sequential SMB, Capture SMB), jejichZ technologie
muze byt spojena i s dalsSim separa¢nim procesem, napf. filtraci.
Principem téchto procesu je provoz za idedlnich podminek, kdy
jsou kolony povazoviny za nekonecné efektivni. Za téchto pred-
pokladu je mozné pocitacové simulovat a optimalizovat chovani
redlnych systému, jejichz kolony dosahuji kone¢né ucinnosti
(10, 11, 12). V pripadé dé€leni monosacharidt (sacharosy, fruktosy
a glukosy) byla prokdzana vyssi G¢innost procesu u ISMB a SSMB
chromatografie nez u klasické SMB chromatografie (11). Race-
mické smési na Cisté enantiomery je mozné délit pomoci ISMB
(13, 14). K hybridnim systémum fadime i rizné chromatografické
reaktory, kdy spojenim reak¢niho a separa¢niho kroku muzeme
zvysit vytézek chemické nebo biochemické reakce (konverze)
nebo dokonce selektivitu oproti konvekénim separa¢nim meto-
dam, a tim i G¢innost celého chromatografického procesu (15).

Aplikaci hybridnich chromatografickych reaktort existuje
mnoho. Z potravinafskych aplikaci miZeme zminit napiiklad
Hashimotv proces pii vyrobé glukoso-fruktosového sirupu izo-
meraci glukosy a fruktosy (16), ktery se stal zdkladem pro navrh
efektivnéjsiho procesu s nizsim poctem reaktort (17, 18). Dile
reaktorové systémy nasly uplatnéni pfi hydrolyze laktosy enzy-
mem laktasa z Aspergillus oryzae a soucasné separaci produkti
galaktosy a glukosy (19), pii produkci laktosacharosy a glukosy
(20), pfi syntéze ethyllaktitu (21), pii enzymaticky katalyzované
inverzi sacharosy (22, 23), pii produkci dextranu (24) a izomeraci
glukosy na fruktosu (25).
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> obou vystupnich proudt (extraktu i rafi-
délka natu) dosahovala priblizné 90 %. Rafinat

obsahoval méné zadrzovanou slozku glu-

kosu a v extrakénim proudu se podafilo
ziskat vice zadrzovanou slozku fruktosu. MoZnou variantou
pro zisk Siroké Skdly produktt je izomerace rafindtu, ¢imz
lze ziskat roztoky fruktosového sirupu o koncentracich 42 %,
50 % a 90 % (27), byla rozvedena i nislednd optimalizace
a simulace tohoto procesu (28). V témZe roce byla vypracovana
dalsi studie na enzymatickou inverzi sacharosy a separaci vy-
slednych produkta glukosy a fruktosy v SMBR reaktoru. Pro
cely proces byl vypracovan matematicky model a navrzena
vhodna metodika a optimalizace novych operacnich parametru
za Ucelem definovani rozmeéru kolony a koncentrace enzymu
(22). Byla téz popsana vyroba vysoce-fruktosového sirupu
(s minimdlni ¢istotou fruktosy 90 %) pomoci izomerace glukosy
v SMBR reaktoru s katexovym sorbentem (17, 25) a vyroba
situpu s obsahem fruktosy o Cistoté vétsi nez 50 % (16, 18).
Chromatografickou separaci smési glukosy a fruktosy je mozné
fidit pomoci dvouvrstvé architektury optimalizujici operacni
parametry na zdklad¢é simulovanych dat rigorosniho modelu
procesu (29). Ziskané parametry kontinualniho reZimu pii sepa-
raci glukosy a fruktosy se daji pouZit i pro simulaci dalsiho expe-
rimentdlniho déleni smési cukernych alkoholt: arabitol/xylitol
a mannitol/ sorbitol/xylitol (30).

Ekonomickou vyrobu ultra Cisté ribosy (99,6%, beze ztrat) ze
smési monosacharidu o velmi nizké selektivité je mozné provézt
i pfi zachovani vysokého vytézku (31). Ribosa jako takovd mi
velky potencial vyuZziti ve farmacii a mediciné. Nachazi vyuziti
napiiklad pfi lécbé anginy pectoris ¢i syndromu chronické
Unavy nebo pii predchiazeni srde¢niho selhdni. Vychozi suro-
vinou obsahujici ribosu je odtu¢néna biomasa, kterd je vedlejsim
produktem pfi vyrobé bionafty z mikrofas. Tato biomasa je hyd-
rolyzovana na smés monosacharidl — ribosu, glukosu, rhamnosu
a fukosu a je pouzita jako ndstiik pro SMB separaci (obr. 3.).

Podobnou velkoobjemovou vyrobou ultra Cisté fukosy
(100%, ztraty 23 %) lze provést z kyselého hydrolyzatu morskych
fas Undaria pinnatifida (32). Fukosa nabyva vyznamu jak
z hlediska farmaceutického (pozadovana Cistota >99,9 %), tak
kosmetického a potravindiského (pozadovana cistota >95 %).
Pouziva se pfi vyrobé 1ékl proti rakoving, antialergickych 1€kt
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a ,anti-aging* kosmetiky. Ddle nachazi velké uplatnéni pfi
syntéze fukosyllaktosy, coz je zakladni slozka pro tvorbu oligo-
sacharidu lidského mléka a také napomahajici pfi zlepSovani
dlouhodobé paméti.

Samotnému kroku SMB separace fukosy pfedchazelo pred-
bézné zpracovani hydrolyzatu, coz zahrnovalo Gpravu aktivnim
uhlim, elektrodialyzu a iontovou vyménu. To vSe za tGcelem
odbarveni a deionizace hydrolyzitu. Zminéné ztraty fukosy byly
zpusobeny pravée témito pfedipravnymi kroky.

Z fermentovanych jader plodu palmy olejné lze pomoci
patentované SMB vyrobni separacni technologie chromatografie
o konfiguraci 2:3:2:1 ziskat vysoce ¢istou p-mannosu (33). p-ma-
nnosa je ziskana v extrak¢nim vystupnim proudu s 95% vytézkem
spolu s vedlejsimi produkty jako jsou soli a barviva. V tomto
piipadé SMB proces operuje s dvéma vystupnimi rafinitovymi
proudy, kde primarni rafindtovy proud obsahuje glukosu, ostatni
cukry a soli, zatimco sekundarni proud obsahuje pouze roz-
poustédlo mobilni (kapalné) faze. Ziskany extrakt p-mannosy
je nasledné podroben dal$im operacim, jako jsou odsolovini,
odbarvovini, krystalizace a suSeni. Témito kroky lze ziskat
p-mannosu o ¢istoté 99 %. Jako adsorbenty byly v tomto patentu
pouzity silné kyselé katexy s vyménnymi ionty Ca**, Na* a K".

SMB separace mannosy na zeolitickych molekuldrnich sitech
byla publikovana jiz v patentu z roku 1984 (34). Tento vyndlez je
zaméfen na separaci mannosy z produktu epimerizace glukosy ¢i
jinych rostlinnych hydrolyzata. Dile byl kladen daraz na vyrobu
mannitolu pravé ze ziskané mannosy s témei 100% vytézkem. Pii
vyrobé mannitolu je tudiz mannosa povazovana za nejucinnéjsi
surovinu. Porovndni separacni ucinnosti ionto-ménicovych
organickych adsorbentt na bazi kyseliny sulfonové v Ca** formé
vaci anorganickym hydrofobnim a hydrofilnim zeolitim pii
déleni monosacharidt a disacharidu (konkrétné glukosy, fruk-
tosy, trehalulosy, sacharosy, isomaltosy, fruktooligosacharidi,
isomaltulosy a dalsich) se vénuje i specializovana price (35), kde
duaraz byl také kladen na stabilitu a regenerovatelnost, ¢ili Zivot-
nost jednotlivych naplni kolon. Dile bylo zjisténo, Ze pfidinim
malého mnozstvi ethanolu do vodné mobilni faze (eluentu) se
zkracuje reten¢ni ¢as a zostiuje piky vyslednych analytu.

Studiem vlivu velikosti ¢astic silné kyselého kationtové
vyménného sorbentu gelového typu v Ca** (250—320 pm) na
ucinnost SMB separace glukosy/fruktosy a na tlakovy spad
v 8 kolondch bylo zjisténo, Ze zména
velikosti ¢dstic sorbentu z 320 pm
na 250 pm snizi celkovou spotiebu
energie pfi ndsledném kroku odpa-
fovani produktu o 18 %, i kdyz v da-

roztoku fruktosa/dextran byla ziskdna Cistota rafinatu (dextranu)
96 % a extraktu (fruktosy) 81 %. Pro redlnou fermentovanou
smes byly hodnoty Cistoty vyssi, a to 87 % v extrakénim proudu
(fruktosa) a 100 % v rafinitovém proudu (dextran) (37).

VylepSenou SMB technologii lze pouZit pro separaci smési
galaktosy, kyseliny levulové a 5-hydroxymethylfurfuralu (5-HMF),
produkta ziskanych kyselou hydrolyzou agarosy (hlavni slozky
galaktanu z Cervenych fas) (38). Byl navrzen novy jednokaskadovy
petizénovy SMB systém oproti diiveéjSimu dvoustupriovému
Ctyfzoénovému SMB systému za tGcelem zvySeni Gcinnosti sepa-
race a snizeni naklad( na provoz. Separace stejnych vychozich
sloucenin chromatografickou separaci byla zkoumana i na bazi
sorbentu Dowex-50WX8 (39). V této studii bylo zjisténo, ze vy-
soce Cistou galaktosu s vysokym vytézkem a vysokou produk-
tivitou lze ziskat pii naplnéni kolony na 18,8 % obj. V druhém
pfipadé, kdy se oCekaval zisk vSech tif latek o vysoké Cistotg,
bylo potvrzeno, Ze vytézky galaktosy, kyseliny levulové a 5-HMF
nad 97 % s Cistotou vetsi nez 98 % lze ziskat pfi naplnéni kolony
na 9,4 % obj. Dile bylo potvrzeno, Ze vysledny vytézek a pro-
duktivita 5-HMF je mnohem vyssi nez u galaktosy a kyseliny
levulové. Ve srovndni s membranovymi procesy (nanofiltrace
a elektrodialyza) se dosahovalo nizsich vytézkt nez v piipadé
pouziti SMB technologie (40).

Patentovano bylo vyuZiti kontinuilni chromatografické SMB
metody na separaci ruznych sacharidi a cukernych alkohol
(napft. glukosy, mannosy, galaktosy, xylosy, arabinosy, sorbitolu,
xylitolu, arabitolu, galaktitolu nebo mannitolu a dalsich) z ka-
palnych smési (41).

Pro prumyslové méfitko byla tato technologie ovéfena na
anexu v Cl” formé mirné modifikované OH™ skupinami (nejvy-
hodnéji 1 az 10 mM NaOH) a také uvadi srovnani separace fady
sacharidu na katexech.

V literatufe uvadéné separace riznych sacharidu ze smési
pomoci SMB chromatografie jsou zpracovany souhrnné v praci
Girarove (1). Jednd se o tyto smési:

— glukosa/fruktosa; glukosa/ galaktosa;

— xylosa/xylobiosa; xylobiosa/xylooligosacharidy;

— glukosa/maltosa/maltotriosa; glukosa/laktosacharosa;

— invertovand sacharosa; glukosa/xylosa/kyselina mlé¢nd/kyse-
lina sirova;

— glukosa/fruktosa/sacharosa (42).

Obr. 3. Schéma konfigurace hybridniho SMB procesu: a) okruh | SMB — odstranéni glukosy;
b) okruh Il SMB odstranéni rhamnosy a fukosy (31)

lukosa

sledku zvy3eni poklesu tlaku dochazi ~ OKRUHISMB ) ?ibosa
k 50% zvySeni spotfeby energie na  Sorbent e
provoz Cerpadel. Dile byla pozoro-
vina pfi separaci nizf spotieba vody sekee | sekce Il —»  sekee I sekce Ill - —P  sekee lll
0 53 % za pouZziti menSich castic ribosa —l
sorbentu. Ziskané roztoky po upravé > extrakt (produktovy vystup) ffrs:sgosa rattuat ?gi'r‘ﬁnsgsa
provoznich parametra jsou tak kon-  OKRUH Il SMB : fukosa
centrovanégjsi, coz vyzaduje méné  sorhent . @
energie pii odpafovani (30).

Fermentaci média bohatého na L@—b sekce | —»  sekcell lb sekce I [—» sekcelll ¥ sekcelll
sacharosu pomoci extracelularntho éj
enzymu z Leuconostoc mesenteroides v I
NRRL B512(f) lze ziskavat smés fruk- (produ[{?g\?yabyﬁup) extrakt ¢ o,
tosa/dextran a nasledné ji délit kon- ribosa

tinudln€, kdy v pfipadé modelového
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Pramen: GiLLARoVA (1)

283



LISTY CUKROVARNICKE a REPARSKE

Na tfech ruznych kombinacich sacharidd, a to fruktosy/
glukosy, rafinosy/sacharosy a glukosy/xylosy byla porovnaviana
efektivnost separacniho G¢inku SMB technologie a membrianovych
procesu (43). Z jednotlivych experimentu bylo zjisténo, v piipadé
mirngjsich pozadavku na cCistoty produktl, Ze je ekonomicky
vyhodnéjsi pouziti kaskddovité separace pomoci membrianovych
jednotek. Avsak z hlediska pozadavku na ultra vysokou cistotu
produktt a také snizeni nakladu lze za vyhodnégjsi alternativu
povazovat kombinaci hybridni technologie, sklddajici se jak
z membrinovych systému, tak SMB chromatografie.

Odbarvovani cukernych roztoku a jinych vedlejsich produkt
v cukrovarnictvi pomoci chromatografického SMB procesu bylo
popsano v publikaci (2).

Souhrn

V clanku je zpracovin literdrni pfehled praci zabyvajicich se SMB
chromatografii. Jsou shrnuty trendy a aktudlni aplikace kontinudlniho
SMB chromatografického procesu pfi separaci sacharidt. Tento
postup je vyuzivaim pii déleni monosacharidii a oligosacharidt —
glukosy, fruktosy, galaktosy, mannosy, sacharosy, laktosy aj., jejich
izolaci a purifikaci i pfi vyrobé fruktosového sirupu.

Kliéova slova: kontinuaini SMB chromatografie, separace, izolace,
sacharidy.
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Gillarova S., Henke S., Bubnik Z., Kadlec P.: Carbohyd-
rate Separation Using Continuous SMB Chromatography
(Part 1)

This article presents a literature review of works dealing with SMB
chromatography. Trends and current applications of continuous SMB
chromatography of carbohydrates are summarized. The procedure
is particularly aimed at separation of mixtures of carbohydrates,
mono- and oligosaccharides — glucose, fructose, galactose, mannose,
sucrose, lactose and others, their isolation and purification as well
as the production of fructose syrup.

Key words: continuous SMB chromatography; separation; isolation;
carbohydrates.

Kontaktni adresa — Contact address:

Ing. Svatopluk Henke, Ph.D., Vysoka Skola chemicko-technologicka,
Fakulta potravinafské a biochemické technologie, Ustav sacharidd
a ceredlii, Technicka 5, 166 28 Praha 6 — Dejvice, Ceska republika, e-mail:
henkes@vscht.cz



