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Cldanek vychdzi z literdrnibo piebledu praci zabyvajicich se SMB chromatografii, tak jak byl vypracovdn v teoretické Cdsti
disertacni prdce Guiarove (1) a navazuje na predchozi clanek, zabhrnujici aktudini aplikace kontinudinibo SMB chromatografickébo

procesu pri separaci sacharidii (2).
Separace a produkce vzdcnych cukrd

Komerc¢né atraktivni integrovanou operaci je spojeni bio-
transformace a SMB chromatografie pfi vyrobé vzacnych cukrt
a kyseliny sialové. Implementace SMB systému do katalyzova-
ného reaktoru rapidné zvysuje vytézky pozadovanych produkta.
Prvni takova implementace byla vyroba p-psikosy (p-allulosy)
(3), vyuzitelné jako nizkoenergetické sladidlo do potravin a na-
poju. p-psikosu lze vyrobit katalyzovanou reakci p-fruktosy
pomoci p-tagatosy-3-epimerasy. Bylo zjisténo, Ze v pfipadé
vyuziti integrovaného procesu (obr. 1.), sklidajiciho se z SMB
systému AKTAbasic-10 (GE Healthcare, Svédsko), enzymatického
membranového reaktoru a nanofiltracni (NF-90) membranové
jednotky, lze zvysit vytézek produkce p-psikosy z 25 % (pii
klasické vyrobé v samotném reaktoru) na 97 % s absolutni
Cistotou produktu > 99,5 %. Kolony (150 mm X 7 mm) zminéné
SMB jednotky byly naplnény sorbentem DOWEX 50 WX4-400
v H* formé (Sigma Aldrich, Svycarsko), ktery byl konvertovin
po dobu 1 h do Ca** formy roztokem 300 mM CacCl,.

Separace fruktooligosacharidt

Fruktooligosacharidy (FOS) lze ziskdvat SMB separaci pfimo
v rafindtovém proudu, kdy dalsi mono- a disacharidy ve smési
se separuji do extraktového proudu (4). SMB systém skladajici
se z 12 kolon byl naplnén kationtové vyménnym sorbentem
Amberlite CR1320Ca (DuPont, diive Rohm and Haas)
s velikosti Castic 320 pm. Separace probihala pfi 60 °C
a maximalni koncentrace sacharidii se pohybovala
az do 450 gI"". Kromé maximalni produktivity FOS
v rafindtu s Cistotou 90 % a vytézkem veétsim nez 95 %
byly dalsimi vykonnostnimi kritérii spotfeba eluentu

FOS (kestosu, nystosu a fruktofuranosylnystosu). Vyjimkou byla
sacharosa, kterd byla upravena za vyuziti konkdvni izotermy.
Jednotlivé separace fruktooligosacharida byly porovniany na
zakladé kapacity a selektivity pouzitych sorbenti. Chromato-
graficky lze ziskat FOS téZ z fermentovanych zdpar (6). Bylo
zjisténo, Ze nejlepsiho separa¢niho vykonu je dosazeno za
pouziti komeréniho katexového sorbentu Diaion UBK535Ca.
Ziskany vytézek FOS ¢inil 92 % o Cistoté 90 %. Nastavena teplota
se pohybovala pfiblizné kolem 25 °C, vykon separace vSak
ovliviiovala minimalné.

Separace galaktooligosacharidi

Galaktooligosacharidy (GOS) jsou charakterizovany jako
nestravitelné oligosacharidy udrzujici rast prospésnych bakterii
v tlustém stfeveé, hlavné Lactobacillus a Bifidobacterium. Na trhu
vystupuji GOS jako prebiotikum, které pozitivné ovliviiuje imu-
nitni systém, a také maji vliv na sniZenf rizika rakoviny tlust¢ho
stieva. GOS jsou pfirozenou soucdsti matefského mléka a jsou
tedy dulezitou soucasti kojenecké vyzivy. Pfiprava GOS z laktosy
(¢i syrovatky) probihd enzymatickou transgalaktosylacni reakci
pomoci B-galaktosidasy (laktasy, E.C 3.2.1.23), kterd je houbo-
vého nebo mikrobidlniho puvodu. Vyslednd smés obsahujici
GOS ruznych délek a vedlejsich produktu, jako jsou zbytky
nezreagované laktosy, glukosa ¢i galaktosa, mohou byt sepa-
roviny pomoci chromatografie nebo membrianové separace

Obr. 1. Vyrobni schéma integrovaného biotransformacniho procesu p-psikosy
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vysledkt byly vyuZziviny simulace v softwaru Aspen
Chromatography, pouzitd data pro kontinudlni sepa-
raci byla ziskdna jiz z pfedeslé prace (5), kde se méfila
adsorp¢ni rovnovaha pro produkci FOS na Ctyfech
typech sorbenti — Dowex Monosphere 99CA/320,
Lewatit S 2568, Amberlite CR1320Ca a Diaion UBK
530. Byly ziskdny jednoslozkové linedrni izotermy
pro fruktosu a glukosu a viceslozkové izotermy pro
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Obr. 2. Celkovy pohled na chromatografickou stanici KCHS-SMB-
8-ND (34)

(konkrétné nanofiltrace). Kromé toho existuje velka poptavka
po produktech s nizkym obsahem laktosy. Purifika¢ni proces je
zameéfen na zisk GOS s obsahem <1 % laktosy a ziroven na jejich
vysoké vytézky a Cistotu. Zvoleny chromatograficky SMB systém
CSEP® C9116 (Knauer, Némecko) v jednoduché konfiguraci
1:1:1:1 byl zaloZen na pfedbéznych preparativnich experimen-
tech, kdy bylo vyzkouseno né€kolik sorbentl v kationtové formé
(H', Na", Ca*") s ohledem na velikost ¢astic. Pro nislednou SMB
jednotku byl vybran polystyren-divinylbenzenovy sorbent v pu-
vodni H* formé, konkrétné Nucleogel Sugar 810H (Macherey-
Nagel, Némecko). Béhem SMB separace byl porovnavin vliv
teploty (30, 45 a 60 °C), koncentrace nastiiku (50, 75, 125 gI™)
a také razné varianty operacniho rezimu (,open loop“, ,closed
loop*, ,3 zones*). GOS frakce s Cistotou 299,5 % byly ziskany
v rafindtovém vystupnim proudu a zbylé sacharidy (disacharidy,
glukosa a galaktosa) v extrakénim proudu. Zvoleny systém
potvrdil vysoky potencidl pro pramyslové vyuziti (7-9).

Separace laktosy a oligosacharidt

Separaci laktosy ze smési dalSich oligosacharidd na konti-
nudlni SMB jednotce je mozno provadeét z lidského mléka (10),
kde mnoZstvi laktosy se pfiblizné pohybuje kolem 70 g.I™'
a slou?i jako zdsobirna energie pro kojence. Ucelem této sepa-
race je ziskat Cistou laktosu z obtizné separovatelné smési oligo-
sacharidu za G¢elem identifikace biologickych funkci. Separace
probihala na SMB jednotce Licosep-LAB-SMB 12 x 26 1040
(Novasep, Francie) o konfiguraci 1:3:3:1 za pouziti dvou odlis-
nych stacionarnich gelovych fizi, a to na zakladé vytéstiovaci
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chromatografie (sorbent HW40C s velikosti ¢astic 50—100 pm
a porozitou 50 A, 1 A = 10™"° m) a iontové vyménné chromato-
grafie (sorbent MCI gel CKOSP v Ca*" formé s velikosti ¢dstic
75-150 pm). Vyslednd koncentrace Cisté laktosy v extraktu
dosahovala >96 % na obou sorbentech. Avsak za pouZiti sorbentu
MCI gel CKO8P bylo dosazeno vyssiho vytézku laktosy v extraktu
v rozmezi 90-110 g-d™', zatimco v piipadé HW40C bylo dosaZzeno
pouhych 24-28 g.d'. Nicméné i pfes tento nizky vytéZzek
byla pro dalsi vyuziti preferoviana vytésniovaci chromatografie
z hlediska stabilnéjsich podminek pro SMB proces a dosaZeni
vysokych cistot a reprodukovatelnosti produkta.

Separace enantiomert

Vyvoj chirdlni separace pomoci SMB chromatografie se stal
nedilnou a vyznamnou soucasti farmaceutického primyslu. Konti-
nudlni SMB chromatografie prokazala slibné vyuZiti pfi vyrobé
1éku a separaci enantiomert, kdy je dosazeno vyssi produktivity
a Cistoty za soucasného snizeni spotieby rozpoustédla.

Dukazem je aplikace SMB chromatografie pfi separaci
p- a L-methioninu za pouziti nové chirdlni staciondrni fize
zalozené na imobilizaci makrocyklického glykopeptidového
eremomycinu (11), kde byl duaraz kladen nejen na Cistotu a vy-
tézek, ale i na stabilitu staciondrni fize. Experimenty na SMB
stanici byly provadény za linedrnich i nelinedrnich podminek
na zakladé¢ vysledk( adsorpcnich izoterem a rovnovazné teorie.
Ve vystupnim rafindtovém proudu byl ziskdvin r-methionin
kolisala podle o¢ekavani v rozmezi 65-96 %. Byl prokdzan velky
potencidl této metody pro preparativni separaci enantiomeru.

Na zakladé vyzkumu v oblasti separace epoxidovych enan-
tiomert (12-15) a izomerQ 1,1-bi-2-naftolu (16, 17) byla rovnéz
rozvedena oblast modelovdni a simulaci chirdlni separace SMB
systému z hlediska vlivi odpor proti pfenosu hmoty (18).
Porovnani SMB technologie s konven¢ni kapalinovou chroma-
tografii bylo taktéZ provedeno na podobném tématu separace
epoxidi (19). Hlavni vyhodou vyuziti SMB chromatografie byla
opét potvrzena vyrazné nizsi spotieba mobilni fize. Separaci
enantiomert zpracovavaji i dalsi autofi (20, 21). Dalsi chirdlni
SMB separace zahrnuji napiiklad produkci stereoizomeru nano-
dolu (22), analgetika tramadolu (23), nesteroidnich protizanétli-
vych léku ketoprofenu (24), flurbiprofenu (25) a ibuprofenu (26).

Izolace betainu z melasy

Ziskavani betainu z fepné melasy chromatografickou SMB
metodou bylo patentovano Hekirou (27), kdy SMB proces pracuje
minimdlné se tfemi kolonami, které jsou vétsinou naplnény
silné kyselymi katexy gelového typu s monovalentnim vizanym
iontem, a to bud Na" nebo K". Betain i sacharosa jsou eluovany
simultinné béhem jednoho pracovniho cyklu. Izolace betainu
z melasy je téz pfedmétem patentu (28). Na téma purifikace
melasy ¢i jinych fepnych §tav a izolace bioaktivnich latek z téchto
cukrovarnickych produktt existuje cela fada studii a publikaci
jako napfiklad (29-32). Separaci technickych cukernych roztoku
pomoci SMB je mozné proviadét na jednotce s 8 kolonami,
experimentalné byly ovéfeny vhodné provozni podminky této
stanice na modelovych smésnych roztocich sacharosa/KCl a sa-
charosa/betain pro dalsi primyslové aplikace (33).
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Kontinuélni chromatografické separaéni stanice na Ustavu
sacharidi a cereélii VSCHT Praha

Kontinuilni chromatografickd separa¢ni stanice KCHS-SMB-
8-ND byla vyvinuta na Ustavu sacharidt a ceredlii VSCHT Praha
ve spolupraci s firmami Mikropur, s.r. 0., Hradec Kralové a Del-
tima Precision, s.r. 0., Praha (obr. 2.). Pivodni verze stanice
byla v roce 2007 doplnéna solenoidovymi ventily a vybavena
pocitacovym fidicim systémem (WinCC) navrzenym a realizova-
nym Ustavem poéitadové a fidici techniky VSCHT Praha a poté
v roce 2012 novym distributorem toku, ktery zajistuje 8irsi rozsah
kontinualnich rezimt (34).

Na této stanici je mozné odzkouset separace sacharidii na raz-
nych sorbentech. Pivodné byla stanice navrZena pro frakcionaci
melasy s cilem ziskat frakce bohaté na sacharosu a betain (33),
separovany ddle byly i vodné roztoky obsahujici sacharosu/KCl
¢i sacharosu/betain (33), glukosu/betain, glukosu/mannosu,
galaktooligosacharidy ze syrovitky, galaktosu/mannosu (1),
pfipadné mannitol od dal§ich sacharida (35) a odbarvovani
cukernych $tav (306).

Souhrn

V ¢lanku je zpracovin literdrni piehled praci zabyvajicich se SMB
chromatografii. Jsou shrnuty trendy a aktudlni aplikace konti-
nuilnitho SMB chromatografického procesu, zejména pfi separaci
a produkci vzacnych cukri, separaci fruktooligosacharidt, separaci
galaktooligosacharid®, separaci laktosy a oligosacharidu, separaci
enantiomert a izolaci betainu z melasy. V zavéru ¢lanku je pred-
stavena kontinudlni chromatografickd separacni stanice, na niz je
mozno odzkouset separaci sacharidu a dalsich latek.

Kli¢ova slova: kontinualni SMB chromatografie, separace, fruktooligosa-
charidy, galaktooligosacharidy, enantiomery, betain.

Literatura

1. GILLAROVA, S.: Separace smési v potravindiskych vyrobdach uZitim
kontinudini chromatografie. Praha, 2021, 270 s., Diserta¢ni prace
na Ustavu sacharidii a ceredlif FPBT VSCHT v Praze.

2. WaGNER, N. eT AL.: Integrated operation of biotransformation and
SMB separation for the high-yield synthesis of rare sugars. New
Biotechnol., 29, 2012, s. S211.

3. Varkkov4, K.; Porakovic, M.: Design of Fructooligosaccharide
Separation Using Simulated Moving-Bed Chromatography. Chem.
Eng. Technol., 35, 2012 (1), s. 161-168.

4. GrAMBLICKA, M.; Porakovic, M.: Adsorption Equilibria of Glucose,
Fructose, Sucrose, and Fructooligosaccharides on Cation Ex-
change Resins. J. Eng. Chem. Data, 52, 2007 (2), s. 345-350.

5. Nosrg, C.; Suvarov, P.; DE WeReLD, G.: Evaluation of commercial
resins for fructo-oligosaccharide separation. New Biotechnol., 31,
2014 (1), s. 55-63.

6. Wisniewskl, f..; ANtosova, M.; Porakovic, M.: Simulated moving
bed chromatography separation of galacto-oligosaccharides. Acta
Chimica Slovaca, 6, 2013 (2), s. 206-210.

7. VERra, C. T AL.: Synthesis and purification of galacto-oligosaccha-
rides: state of the art. World J. Microbiol. Biotechnol., 32, 2016
(12), s. 197, DOI: 10.1007/s11274-016-2159-4.

8. MUELLER, I.; SEIDEL-MORGENSTERN, A.; Hamer, C.: Simulated-moving-
bed technology for purification of the prebiotics galacto-oligo-
saccharides. Sep. Purif. Technol., 271, 2021, s. 118829.

9. GessEr, A. ET AL.: Separation of lactose from human milk oligo-
saccharides with simulated moving bed chromatography. J. Chro-
matogr. A, 1092, 2005 (1), s. 17-23.

LCaR 138, &.9—10, za#i - fijen 2022

10. Zuang, L. ET AL.: Application of an eremomycin-chiral stationary
phase for the separation of DL-methionine using simulated moving
bed technology. J. Chromatogr. A, 1162, 2007 (1), s. 90-96.

11. Ropricues, A. E. T aL.: Separation of enantiomers of 1a,2,7,7a-
tetrahydro-3-methoxynaphtha-(2,3b)-oxirane by liquid chromato-
graphy: laboratory-scale elution chromatography and modelling of
simulated moving bed. J. Chromatogr. A, 702, 1995 (1), s. 223-231.

12. Pars, L. S.; Lourero, J. M.; Robricues, A. E.: Modeling strategies
for enantiomers separation by SMB chromatography. AIChE J.,
44,1998 (3), s. 561-509.

13. Pais, L. S. S.; Lourero, J. M.; Robricues, A. R. E.: Separation
of enantiomers of a chiral epoxide by simulated moving bed
chromatography. J. Chromatogr. A, 827, 1998 (2), s. 215-233.

14. Pars, L. S. S.; Lourero, J. M.; RoDRIGUES, A. R. E.: Chiral separation by
SMB chromatography. Sep. Purif. Technol., 20, 2000 (1), s. 67-77.

15. Pas, L. S. S.; Loureiro, J. M.; RopriGues, A. R. E.: Modeling, simu-
lation and operation of a simulated moving bed for continuous
chromatographic separation of 1,1'-bi-2-naphthol enantiomers.
J. Chromatogr. A, 769, 1997 (1), s. 25-35.

16. Minceva, M.; Pais, L. S.; RopriGues, A. E.: Cyclic steady state of
simulated moving bed processes for enantiomers separation.
Chem. Eng. Process.: Process Intensif., 42, 2003 (2), s. 93-104.

17. RopriGues, A. E.; Pars, L. S.: Design of SMB Chiral Separations
Using the Concept of Separation Volume. Sep. Sci. Technol., 39,
2005 (2), s. 245-270.

18. Nicoup, R.-M. ET AL.: Preparative scale enantioseparation of
a chiral epoxide: Comparison of liquid chromatography and
simulated moving bed adsorption technology. Chirality, 5, 1993
4), s. 267-271.

19. Qumones, L. T AL.: Modeling of separations by closed-loop steady-
state recycling chromatography of a racemic pharmaceutical
intermediate. J. Chromatogr. A, 867, 2000 (1-2), s. 1-21.

20. JerMANN, S. ET AL.: Absence of experimental evidence of a delta-
shock in the system phenetole and 4-tert-butylphenol on Zorbax
300SB-C18. J. Chromatogr. A, 1425, 2015, s. 116.

21. Araral, R. S. Er AL: Improving the performance of nadolol ste-
reoisomers’ preparative separation using Chiralpak IA by SMB
chromatography. Chirality, 31, 2019 (1), s. 62-71.

22. Cavoy, E. et AL.: Laboratory-developed simulated moving bed for
chiral drug separations: Design of the system and separation of
Tramadol enantiomers. J. Chromatogr. A, 769, 1997 (1), s. 49-57.

23. RiBEIRO, A. E. ET AL.: Chiral Separation of Ketoprofen Enantiomers
by Preparative and Simulated Moving Bed Chromatography. Sep.
Sci. Technol., 46, 2011 (11), s. 1726-1739.

Obr. 3. Hlavni oviadaci panel s tlakovym profilem pro kontinualni
stanici KCHS-SMB-8-ND (VSCHT Praha)

v |—= T
L 0 O [TTT]! [ Towuty
[ e W] AEHN || (6] i SIEMENS
iy ] E‘IT? Zl = ﬂ Anmcemitacs me g
T e e e EE| T | — ] =l
| Hiavni
Ivvpinal

CRERENC] o FEEEEREEEE R

335



LISTY CUKROVARNICKE a REPARSKE

24.

20.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

RiBEIRO, A. E. ET AL.: Chiral separation of flurbiprofen enantiomers
by preparative and simulated moving bed chromatography.
Chirality, 23, 2011 (8), s. 602-611.

. PepER, S. ET AL.: Separation of ibuprofen enantiomers by super-

critical fluid simulated moving bed chromatography. Sep. Sci.
Technol., 37, 2002 (11), s. 2545-2566.

Heikkiia, H.: Method for the recovery of betaine from molasses.
1992. U.S. Pat. no. 5127957.

Kampen, W. H.: Continuous process for the recovery of betaine.
1996. Eur. Pat. no. EP0411780.

Lameroisg, M.-L.; Lewanpowski, R.: Purification of beet molasses
by ion-exclusion chromatography: fixed-bed modelling. /. Chro-
matogr. A, 685, 1994 (1), s. 45-52.

Paananen, H.; Kuisma, J.: Chromatographic separation of molasses
components. Zuckerindustrie, 125, 2000 (12), s. 978-981.
GIACOBELLO, S.; STORTI, G.; Tora, G.: Design of a simulated moving
bed unit for sucrose-betaine separations. J. Chromatogr. A, 872,
2000 (1), s. 23-35.

Boon, F. et AL.: Process innovation in the sugar industry: Chro-
matographic sugar separation using SMB technology. Zuckerind.,
132, 2007 (8), s. 634-637.

Busnik, Z. ET AL: Application of continuous chromatographic
separation in sugar processing. J. Food Eng., 61, 2004 (4),
s. 509-513.

HENKE, S.; GILLAROVA, S.: Kontinudlni chromatograficka separace.
In Kapiec, K.; Kminek, M.; Kapiec, P. (gp): Méreni a rizeni che-
mickych, potravindiskych a biotechnologickych procesii. Dil II.
Rizeni technologickych procesti. 1. vyd., Ostrava: Key Publishing
Ostrava, 2017, s. 238-245, ISBN 978-80-7418-285-3.

GILLAROVA, S. ET AL.: Chromatographic separation of mannitol from
mixtures of other carbohydrates in aqueous solutions. Czech J.
of Food Sci., 39, 2021 (4), s. 281-288.

35. HeNKE, S.; HINKOvA, A.; GILLAROVA, S.: Colour Removal from Sugar
Syrups. In INaMUDDIN (ED): Applications of Ion Exchange Materials
in Biomedical Industries. 1* ed., Cham: Springer International
Publishing, 2019, s. 189-225, ISBN 978-3-030-06082-4.

Gillarova S., Henke S., Bubnik Z., Kadlec P.: Carbohy-
drate Separation Using Continuous SMB Chromatography
(Part 2)

The article presents a literary review concentrating on SMB chroma-
tography; it summarises its trends and up-to-date applications. The
research is particularly aimed at separation and production of rare
carbohydrates, separation of fructooligosaccharides, separation of
galactooligosaccharides, separation of lactose and oligosaccharides,
separation of enantiomers, and isolation of betaine from molasses.
In conclusion, the paper introduces a continuous chromatography
station that makes it possible to test separation of carbohydrates
and other substances.

Key words: continuous SMB chromatography, separation, fructooligo-
saccharides, galactooligosaccharides, enantiomers, betaine.
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