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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b oczyszczania i/lub rozdzielania surfaktyny za pomocg tech-
nik Chromatografii Przeciwprgdowej (ang. Countercurrent Chromatography, CCC), np. za pomocg Od-
srodkowej Chromatografii Podziatowej (ang. Centrifugal Partiton Chromatography, CPC), bedacej hy-
drostatycznym wariantem CCC, w uktadach faz z uzyciem wodnych roztworéw buforowych, ciektych
alkoholi alifatycznych i ciektych weglowodoréw alifatycznych, w ktérych homologi wykazujg wspotczyn-
niki podziatu od 0,1 do 10. Sposdb oczyszczania surfaktantéw lipopeptydowych pochodzenia natural-
nego za pomocg technik Chromatografii Przeciwprgdowej, np. Odsrodkowej Chromatografii Podziato-
wej, mozna ponadto prowadzi¢ bez rozdzielania na homologi lub z rozdzielaniem na homologi.

Surfaktanty lipopeptydowe pochodzenia naturalnego sg substancjami organicznymi produkowa-
nymi przez wiele réznych grup organizmoéw, jak réwniez znajdujg sie w otoczkach niektérych wirusow.
Wydajno$c¢ ich produkcji przez rézne grupy organizméw jest jednak zmienna. Obecnie wydaje sig, ze
najwiekszg wydajnoscig charakteryzujg sie niektére bakterie w specyficznych warunkach. Np. Bacillus
sp. (np. Bacillus subtilis) produkujgcy rézne formy surfaktyny (zaréwno jej analogi jak i homologi), czy
tez Pseudomonas sp. (np. Pseudomonas fluorescens BD5) produkujgce rézne formy pseudofaktyny.

Surfaktanty lipopeptydowe pochodzenia naturalnego sg bardzo wydajnymi srodkami powierzch-
niowo czynnymi oraz bardzo wydajnymi emulgatorami. W odréznieniu jednak od np. mydet sg duzo
skuteczniejsze. Natomiast w odréznieniu od detergentdw syntetycznych, sa w petni biodegradowalne,
wiec nie sg az tak ucigzliwe dla srodowiska naturalnego jak detergenty syntetyczne. Jak do tej pory nie
stwierdzono ich wysokiej toksycznoéci w stosunku do organizmu ludzkiego, natomiast wykazujg dziata-
nie bakteriostatyczne, a czasami bakterio- i grzybobdjcze. Cechy te sprawiajg, ze mogg mie¢ zastoso-
wanie jako emulgator w kremach, obnizajgc wymagang ilos¢ konserwantow lub wrecz eliminujgc ich
konieczno$¢, albo np. zastosowanie w nowoczesnych srodka do mycia naczyn i innych powierzchni.

Biosurfaktanty sg izolowane (i oczyszczane) od wielu lat roznymi metodami, nie zawsze wydaj-
nymi. Np. surfaktyna z Bacillus subtilis czesto jest izolowana za pomocg kwasnej precypitacji. Ta naj-
powszechniejsza metoda otrzymywania surfaktyny powoduje straty siegajace 50% oraz niekiedy poja-
wia sie zanieczyszczenie od np. wolnych kwasoéw ttuszczowych.

Chromatografia przeciwprgdowa (ang. Countercurrent Chromatography, CCC) jest preparatywng
technikg chromatograficzng bazujgcg na rozdzielaniu pomiedzy dwie niemieszajgce sie ciecze. Jednym
z technicznych rozwigzan, tzw. typu hydrostatycznego, jest Odsrodkowa Chromatografia Podziatowa
(ang. Centrifugal Partition Chromatography, CPC), gdzie retencja fazy stacjonarnej jest utrzymywana
dzieki cisnieniu hydrostatycznemu generowanemu za pomocg wirdwki jednoosiowej z uszczelkami ro-
tacyjnymi. Odsrodkowa chromatografia podziatowa, jak inne metody chromatografii przeciwpradowej,
uchodzi za technike bezstratng lub niskostratng. Brak efektéw adsorpcyjnych na ztozu gwarantuje wy-
sokie odzyski z aparatu (pow. 90%). Jednoczesnie jest to metoda chromatograficzna, umozliwiajgca
pozbycie sie niechcianych zanieczyszczeh w wydajny sposoéb.

Odmiennym zagadnieniem jest rozdzielanie mieszaniny biosurfaktantéw na sktadowe (np. homo-
logi strukturalne). Jak do tej pory udawato sie to wykona¢ za pomocg techniki preparatywnej wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (prepHPLC), ktéra nie jest technikg wydajng. Jest to technika kosz-
towna, wymagajgca duzej ilosci rozpuszczalnikéw o wysokiej klasie czystosci. Techniki chromatografii
przeciwprgdowej zuzywajg mniej rozpuszczalnikdw w przeliczeniu na gram czystej substancji, a po-
nadto mogg korzysta¢ z rozpuszczalnikdow o nizszej klasie czystosci. W przypadku odsrodkowej chro-
matografii podziatowej, ponadto brak jest strat rozdzielczosci chromatograficznej w przypadku przecho-
dzenia na wiekszg skale, a fenomen ten jest mocno zaznaczony w przypadku preparatywnej wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej. Odsrodkowa chromatografia podziatowa jest z roku na rok coraz
popularniejszg technikg wsrod nowoczesnych metod oczyszczania. W 1993 roku André Durand et al.
[WO 1994021622] zgtosili metode oczyszczania taksoidéw, za pomocg CPC. W 2010 roku Matthieu
Giraud et al. WO 2011157803] zgtosili metode oczyszczania zwigzkdw amfoterycznych metodg z uzy-
ciem specyficznych wymieniaczy jonowych. W 2013 roku zostata zgtoszona do opatentowania meto-
dyka oczyszczania oligonukleotydow sposrod ich mieszaniny za pomocg technik chromatografii prze-
ciwprgdowej, w tym CPC [WO 2013030263]. Ostatnio coraz czesciej pojawiajg kolejne patenty na
oczyszczanie kolejnych zwigzkéw chemicznych, np. w 2017 roku firma Rotachrom zgtosita do patentu
kolejne metody oczyszczania, np. baccatyny lll, czy tez cyklosporyny A za pomocg CPC [WO
2017072542 A1, WO 2017098291]. Metoda oczyszczania surfaktantow lipopeptydowych pochodzenia
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naturalnego za pomocg Odsrodkowej Chromatografii Podziatowej wpisuje sie w trend coraz wiekszej
ilosci zgtaszanych wnioskéw z wykorzystaniem techniki CPC.

Istotg wynalazku jest sposéb oczyszczania i/lub rozdzielania surfaktyny z wykorzystaniem Chro-
matografii Przeciwpradowej (ang. Countercurrent Chromatography, CCC) charakteryzujgcy sie tym, ze:
oczyszczanie odbywa sie w systemie dwéch czesciowo mieszajgcych sie faz rozpuszczalnikowych spo-
rzgdzonych z rozpuszczalnikéw wybranych z grupy wodnych roztworéw buforowych, ciektych alkoholi
alifatycznych i ciektych weglowodoréw alifatycznych, przy czym roztwory buforowe majg stabilizowane
pH w granicach od 2 do 10 a stezenia jonoéw buforujgcych zawierajg sie w zakresie od 2 do 800 mM;
weglowodory alifatyczne majg od 5 do 12 atoméw wegla, przy czym w tych uktadach rozpuszczalnikéw,
surfaktant, o ktérym mowa, wykazuje wspotczynnik podziatu w zakresie 0,1 do 10; przy czym obie fazy
rozpuszczalnikowe sporzgdzone sg z rozpuszczalnika skladajgcego sie z mieszaniny: wodnego roz-
tworu buforowego, metanolu; n-Butanolu oraz n-Heksanu zmieszanych w proporcji odpowiednio 3:2:3:2,
objetosciowo, a wodny roztwér buforowy zawiera fosforan dwusodowy, chlorek sodowy i wersenian
dwusodowy.

Korzystnie, oczyszczanie i/lub rozdzielanie surfaktantéw lipopeptydowych pochodzenia natural-
nego odbywa sie za pomocg Odsrodkowej Chromatografii Podziatowej (ang. Centrifugal Partition Chro-
matography, CPC), bedacej jedng z wersji hydrostatycznego typu Chromatografii Przeciwpradowej
(ang. Countercurrent Chromatography, CCC).

W odsrodkowej chromatografii podziatowej, jak w kazdej technice chromatografii przeciwprgdo-
wej, stosuje sie system (rozpuszczalnikéw), ktéry stanowi unikalna kompozycja dwéch faz ciektych be-
dacych wzgledem siebie w stanie réwnowagi, pomiedzy ktérymi mozliwy jest proces chromatografii
przeciwprgdowe;.

Oczyszczanie surfaktyn z podziatem na homologi lub bez mozna prowadzi¢ w kilku trybach pracy:
tryb wznoszacy (skrét: ASC, ang. ascending mode) jest to tryb pracy, ktéry umozliwia stosowanie ciez-
szej cieczy jako fazy stacjonarnej i Izejszej cieczy jako fazy ruchomej. Wowczas, w CPC, przeptyw przez
komorki podziatowe odbywa sie w strone do osi obrotu rotora, czyli ze zwrotem przeciwnym sile odsrod-
kowej.

Tryb opadajacy (skrét: DSC, ang. descending) jest to tryb pracy, ktéry umozliwia stosowanie fazy
Izejszej jako fazy stacjonarnej i ciezszej jako fazy ruchomej. Woéwczas, w CPC, przeptyw przez komoérki
podziatowe odbywa sie w strone od osi obrotu rotora, czyli ze zwrotem zgodnym z sitg odsrodkowa.

Dual-mode (skrét: DM, polskiego ttumaczenia brak) jest to tryb pracy polegajacy na zamianie
miejscami fazy ruchomej i stacjonarnej w celu np. zwiekszenia rozdzielczosci chromatograficznej (czyli:
najpierw ASC, pézniej DSC (lub na odwrot)).

Multiple dual-mode (skrot: MDM, polskiego ttumaczenia brak) jest to tryb pracy polegajacy na
kilkukrotnej zamianie miejscami fazy ruchomej i stacjonarnej. Jako rozpuszczalniki stosowane do spo-
rzadzenia systemu rozpuszczalnikdéw do oczyszczania surfaktantéw lipopetydowych pochodzenia na-
turalnego stosuje sie roztwory buforowe, ktére majg stabilizowane pH w granicach od 2 do 10 a stezenia
jonéw buforujgcych zawierajg sie w zakresie od 2 do 500 mM, przy czym wodne roztwory buforowe
mogg zawiera¢ dodatkowe sktadniki stabilizujgce, korzystnie sole pomocnicze (wprowadzajgce odpo-
wiednie stezenie jonéw towarzyszacych i moderujgce site jonowg, np. NaCl); weglowodory alifatyczne
proste, rozgatezione lub cykliczne, o ilosci wegli od 1 do 10.

Wynalazek zostat blizej przedstawiony w ponizszych przyktadach wykonania oraz na rysunku, na
ktérym fig. 1 przedstawia przykladowy chromatogram oczyszczania surfaktyny otrzymanej z bakterii
Bacillus subtilis, bez rozdzielania na homologi oraz fig. 2 przedstawia oczyszczanie surfaktyny otrzyma-
nej z bakterii Bacillus subtilis, z rozdzielaniem na homologi.

Przyktad 1. Oczyszczanie surfaktyny otrzymanej z bakterii Bacillus subtilis, bez rozdzielania
na homologi:

Uzywane komponenty systemu:

1. Wodny roztwér buforowy zawierajgcy stezeniach: 20 mM fosforanu dwusodowego, 50 mM

chlorku sodowego i 5 mM wersenianu dwusodowego (EDTA dwusodowy),

2. Metanol,

3. n-Butanol,

4. n-Heksan.

System rozpuszczalnikéw przygotowano w proporcji odpowiednio 3:2:3:2., w kolejnosci kompo-
nentéw powyze;.
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Sporzagdzenie preparatu:

Okoto 1,2 g oczyszczanego preparatu zawieszono w 40 ml powyzszego systemu rozpuszczalni-
kow (po tej samej ilosci fazy gorneji dolnej) i odwirowano pozostatosci przez 10 min przy przyspieszeniu
nie mniejszym niz 1500 g i nie wiekszym niz 2500 g, a supernatant przeniesiono do czystego pojemnika.
Ponownie zwirowano, tym razem krétko (okoto minuty, 1500 g), aby fazy sie odseparowaty.

Uzywany modut do CPC:

Wiréwka z rotorem o pojemnosci 1 litr i ilodcig komoérek podziatowych nie mniej niz 1800, np.:

Armen SCPC 1 L.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej zostato przedstawione w tabeli 1.

Tabelal
Faza Faza
Tryb elucji Obroty
Czas akcji cigzsza 1zejsza Przeptyw
. tora
(pozycja . : ro
(min : 5] pozycj (udzial) (udziat) (ml/min]
zaworu) [RPM]
% Y%
(:00 ASC 100 0 100 500
13:00 ASC 100 0 100 500
13:03 ASC 0 100 30 1500
35:00 ASC 0 100 30 1500
38:00 ASC 0 100 8 1500
40:00 ASC 0 100 8 1500

Na tak przygotowang kolumne nastrzykng¢ okoto 20 ml preparatu rozpuszczonego w fazach sys-
temu.
Programu elucyjny, wersja z napetnianiem rotora i bez ekstruzji wedtug ponizszej tabeli 2:
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Tabela 2
Faza Faza
Tryb elucji ‘ ‘ Obroty
Czas akcji ci¢zsza 1zejsza Przeptyw
(pozycja ) ) rotora
[h : min : s] (udzial) (udziat) [ml/min]
zaworu) [RPM]
% %
0:00 ASC 0 100 8 1500
5:00 ASC 0 100 8 1500
35:00 ASC 0 100 15 1500
1:02:00 ASC 0 100 15 1500
1:02:03 DSC 100 0 12 1500
2:40:00 DSC 100 0 12 1500

Nalezy zbiera¢ frakcje w kolektorze w zakresie czasu od 1:35:00 do 2:40:00, monitorujgc absor-
bancje przy ktérejs$ z dtugosci fal z zakresu 205 do 220 nm, np. przy 207 nm.

Czystos¢ uzyskanej w ten sposob surfaktyny wynosi >90%, przy czym jest to mieszanina homo-
logow.

Przyk#fad 2. Oczyszczanie surfaktyny otrzymanej z bakterii Bacillus subtilis, z rozdzielaniem
na homologi:

Homologi to grupa podobnych zwigzkéw chemicznych tworzgcych tzw. ,szereg homologiczny”,
w ktérym nastepne zwigzki réznig sie od poprzednich ugrupowaniem (fgcznikiem) metylenowym (CHy>).

Uzywane komponenty systemu:

1. Wodny roztwér buforowy zawierajacy stezeniach: 20 mM fosforanu dwusodowego, 50 mM

chlorku sodowego i 5 mM wersenianu dwusodowego (EDTA dwusodowy),

2. Metanol,

3. n-Butanol,

4. n-Heksan.

System rozpuszczalnikow nalezy wykonac w proporcji odpowiednio 3:2:3:2, w kolejnosci kompo-
nentow powyzej.

Sporzgdzenie preparatu:

Nalezy zawiesi¢ okoto 1,2 g preparatu oczyszczanego w 40 ml systemu (po tej samej ilosci fazy
gornej i dolnej). Po zawieszeniu odwirowac pozostatosci 10 min. W przyspieszeniu nie mniejszym niz
1500 g i nie wiekszym niz 2500 g, a supernatant przenies¢ do czystego pojemnika. Ponownie zwirowac,
tym razem krotko, aby fazy sie odseparowaty.

Uzywany modut do CPC:

Wiréwka z rotorem o pojemnosci 1 litr i iloscig komérek podziatowych nie mniej niz 1800, np.:
Armen SCPC 1 L.

Przygotowanie kolumny chromatograficznej wedtug ponizszej tabeli 3:
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Tabela 3
Czas akeji Tryb elucji Faza Faza Przeptyw Obroty
(pozycja clezsza 1zejsza rotora
[eain : ] Zaworu) (udziat) (udziat) [ml/min] [RPM]
Yo Yo
0:00 ASC 100 0 100 500
13:00 ASC 100 0 100 500
13:03 ASC 0 100 30 1500
35:00 ASC 0 100 30 1500
38:00 ASC 0 100 8 1500
40:00 ASC 0 100 8 1500

Na tak przygotowang kolumne nastrzykng¢ okoto 5 ml preparatu, preferowana jest przy nastrzyku
faza gérna.
Programu elucyjny, wersja z napetnianiem rotora i bez ekstruzji wedtug ponizszej tabeli 4:

Tabela 4
Faza Faza
Tryb elucji Obroty
Czas akeji clezsza lzejsza Przeplyw
. tora
(pozycja . : 1o
[h : min : s] poms (udzial) (udzial) [ml/min]
Zaworu) [RPM]
Yo %
0:00 ASC 0 100 8 1500
5:00 ASC 0 100 8 1500
35:00 ASC 0 100 15 1500
1:02:00 ASC 0 100 15 1500
1:02:03 DSC 100 0 12 1500
1:54:00 DSC 100 0 12 1500
1:54:03 ASC 0 100 12,0 1500
3:20:00 ASC 0 100 21.5 1500
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Nalezy zbierac frakcje w kolektorze w zakresie czasu od 2:20:00 do 3:10:00, monitorujgc absor-
bancje przy ktérejs z dlugosci fal z zakresu 205 do 220 nm, np. przy 207 nm. Wielko$¢ zbieranych frakgji
powinna mieéci¢ sie w zakresie 15—20 ml.

Rozdzielone w ten sposéb homologi surfaktyny nadal sg zanieczyszczone sobg wzajemnie. Tylko
niektére, wybrane frakcje uzyskujg czystos¢ 80% danego homologu. Dotyczy to gtéwnie homologow
C13, C14i C15. Dlatego nalezy zbada¢ analityczne wybrane frakcje, ktére (po oglgdzie chromatogramu
CPC) wydajg sie interesujgce i wybra¢ do dalszych prac tylko te, ktérych czystosé (od innych homolo-
gow) jest zadowalajgca (np. = 75%).

Nalezy przy tym pamietaé, ze czystos¢ uzyskanej w ten sposéb surfaktyny jako catosci (bez
uwzglednienia podziatu na homologi) wynosi = 90%.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b oczyszczania i/lub rozdzielania surfaktyny z wykorzystaniem Chromatografii Przeciw-
prgdowej (ang. Countercurrent Chromatography, CCC), znamienny tym, ze oczyszczanie
odbywa sie w systemie dwdch czesciowo mieszajgcych sie faz rozpuszczalnikowych sporzg-
dzonych z rozpuszczalnikéw wybranych z grupy wodnych roztworéw buforowych, ciektych al-
koholi alifatycznych i ciektych weglowodordw alifatycznych, przy czym roztwory buforowe majg
stabilizowane pH w granicach od 2 do 10 a stezenia jonéw buforujgcych zawierajg sie w za-
kresie od 2 do 800 mM; weglowodory alifatyczne majg od 5 do 12 atoméw wegla, przy czym
w tych ukfadach rozpuszczalnikdéw, surfaktant, o ktorym mowa, wykazuje wspétczynnik po-
dziatu w zakresie 0,1 do 10; przy czym obie fazy rozpuszczalnikowe sporzadzone sg z roz-
puszczalnika sktadajgcego sie z mieszaniny: wodnego roztworu buforowego, metanolu; n-Bu-
tanolu oraz n-Heksanu zmieszanych w proporcji odpowiednio 3:2:3:2, objetosciowo, a wodny
roztwor buforowy zawiera fosforan dwusodowy, chlorek sodowy i wersenian dwusodowy.

2. Sposoéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze odbywa sie za pomocg Odsrodkowej Chroma-
tografii Podziatowej (ang. Centrifugal Partition Chromatography, CPC).
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