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Absztrakt

A centrifugalis megoszlasi kromatografia (CPC) egy specialis, folyadék-folyadék fazist kromatografias technika, amelyben
a két egymassal nem elegyedo folyadék fazis hidrosztatikus egyensulyban van egymassal, és hatékony alternativat kinal a
szilard fazist kromatografidkkal szemben a természetes vagy szintetikus vegyiiletek elvalasztasa és izolalasa soran. A széles
korben elterjedt oszlopkromatografiaval ellentétben, ezen technika kivitelezéséhez ugyanakkor egy forgd rotorra van sziikség.
A modszer elméleti alapjat az képezi, hogy a kiilonb6z6 anyagi mindségli komponensek a két nem elegyed6 fazis kozott eltérd
moédon és mértékben oszlanak meg, amelyhez a forgasbol adoddan kialakuld allandé centrifugalis erdtér hatasara az egyik
folyadékfazis immobilizalodik a rotortérben, kialakitva ezzel az elvalasztashoz sziikséges allofazist. igy a CPC technolégia
elényei kozé tartozik, hogy nincsen sziikség szilard allofazisra, amely sok esetben a tisztitas koltségeinek nagy részét teszi ki.
A technika tovabbi jellegzetes elonye a skalazhatosag, illetve a fajlagosan alacsony oldoszerigény. A tanulmany bemutatja a
CPC technologia miikddési elvét, a hasznalt oldoszerrendszerek tulajdonsagait, valamint az ipari alkalmazasok szempontjabol
fontos elvalasztasi modokat. Targyaljuk a technika folyamatos elvalasztasra valo alkalmassagat is. Kiemelt figyelmet kapnak
a CPC miiszeres paraméterei, a mdédszertervezési szempontok, valamint az elvalasztasi hatékonysagot meghatarozo tényezok.
A RotaChrom Technologiai Zrt. altal fejlesztett CPC-platformok (rCPC, iCPC) példajan keresztiil attekintjiik az ipari szintti
gyartasi lehetdségeket, kiilonds tekintettel a gyodgyszeripari €s biotechnologiai alkalmazasokra. Olyan példakon keresztiil,
mint oligonukleotidok, szteroidok, ciklikus peptidek vagy természetes alkaloidok tisztitasa, a tanulmany ravilagit a CPC
technoldgia sokoldalisagara és hatékonysagara. A modszer kiilondsen értékes az olyan teriileteken, ahol a tisztasag, a hozam,
¢és az oldoszer visszanyerhet6sége kulcsfontossagu tényezok, valamint ahol kdrnyezetbarat, koltséghatékony megoldasokra

crer

hat6 elvalasztastechnika iranyaba mutat.

1. Bevezetés resztlil pumpaljak. A CPC — akarcsak mas CCC-eljarasok,
mint a csepp-ellenarama kromatografia (DCCC - droplet
counter-current chromatography) és a toroidalis tekercs-el-
lenaramu kromatografia (TCCC - foroidal coil counter-cur-
rent chromatography) — hidrosztatikus tipusnak tekintheto.
Ezekben a rendszerekben az allofazis megtartasat hidrosz-
tatikus erd biztositja. Mig a DCCC-ben ez kizardlag a gra-
vitacié hatasara valdsul meg?®, a TCCC-ben és CPC-ben a
centrifugalis tér hozza 1étre ezt az erdt, jelentdsen novelve
a stabilitast és hatékonysagot. A centrifugalis gyorsulas
mértéke akar tobb szaz ,,g” is lehet, ami sokkal intenzivebb
megtartast tesz lehetévé, mint a gravitacios rendszerek.

A CPC a folyadék—folyadék alapu kromatografias techni-
kak csoportjaba tartozik, és az ellenarama kromatografia
(CCC — counter-current chromatography) tovabbfejlesztett
formajaként ismert. Az els¢ CCC-eljarast Ito dolgozta ki
az 1960-as évek végén, amely azota tobbféle technologiai
valtozatban fejlddott tovabb. A CCC miikddésének alap-
jat egy egyensulyban levo kétfazisu olddszerrendszer ko-
zOtti megoszlasi egyensuly képezi'?. A folyadék-folyadék
kromatografidas modszerek esetében a centrifugdlis erdtér
alkalmazasa teszi lehetévé, hogy a foly¢kony allofazis az
oszlopon beliil maradjon, mik6zben a mozgo6fazist azon ke-
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1. Abra. Az dbra egy kétfazisi oldészerrendszerben bekévetkezd komponensmegoszlast szemlélteti. A vizsgalt mintidban harom komponens fordul
elo, amelyek az also (s6tétzold) és felso (vilagoszold) fazis kozott a megoszlasi hanyadosuknak megfeleléen oszlanak el. A Sematikus kromatogramon
az lathato, hogyha az egyik komponens, melynek megoszlasi hanyadosa 1, akkor a komponens egyenlé mértékben oszlik meg a két fazis kozott.
Amennyiben a megoszlasi hanyadok kisebb, mint 1, a komponens az alsé fazisban dusul fel, illetve ha nagyobb, mint 1 akkor az az adott komponens

fels6 fazisban torténdé feldusulasat jelzi

A centrifugalis eréteret alkalmazoé modszerek is két na-
gyobb csoportot alkotnak, léteznek hidrosztatikus, és a
hidrosztatikus ¢s hidrodinamikus egyensulyon alapuld
rendszerek. A hidrosztatikus rendszerek kdzé sorolhato a
CPC, ahol az oszlopok egymasra helyezett szegmensekbdl
allnak, amelyek egymasra helyezésével, alakul ki a cellatér,
melyek csatornakon keresztiil sorosan kapcsolodnak egy-
mashoz. Eléfordul, hogy esetleg hengeres cellakbol allnak,
amelyeket csovek kotnek 6ssze’. Ezeket az oszlopokat egy
olyan centrifuga rotorjara helyezik, amely egyetlen tengely
koriil forog, igy ez a rendszer egy allando centrifugalis
tér hatasanak van kitéve*. Ezzel szemben a hidrodinami-
kus CCC-rendszerek esetében — példaul a nagysebességii
ellendramu kromatografia (HSCCC - high-speed coun-
ter-current chromatography) ¢és annak tovabbfejlesztett
valtozata, a nagy teljesitményi ellenaramt kromatografia
(HPCCC - high-performance counter-current chromatog-
raphy) — az oszlopok csdvekbdl allnak, amelyek egy orsora
vannak feltekerve, €s egyszerre forognak sajat tengelyiik
koriil, valamint keringenek a centrifuga kézponti tengelye
koriil bolygd-mozgast végezve . A két forgasi tengely kii-
16n centrifugalis erdt fejt ki, amelynek eredményeként egy
Osszetett centrifugalis erétér alakul ki, amely a cs6vezeték
mentén valtozik irdnyban és erésségben®. Ebben az esetben
a kapillaris tekercsek délésszoge mechanikai erét general,
amely egy Arkhimédész-csavar miikodéséhez hasonlé mo-
don tartja vissza az allofazist’. Jelenleg a kereskedelmi for-
galomban két {6 tipus érhetd el: a hidrosztatikus CPC ¢és a
hidrodinamikus HSCCC/HPCCC rendszerek. Egyéb konst-
rukciok inkabb torténeti érdekességként vagy tudomanyos
prototipusként maradtak fenn, kereskedelmi alkalmazasuk
nem jellemz6®.

A CPC ¢és a CCC technikak mikodésének alapjat egyarant
a folyadék—folyadék megoszlasi kromatografia elve képe-
zi. A mddszer 1ényege, hogy két, egymassal nem elegyedd
folyadékfazist — amelyek dinamikus egyensulyi allapotban
vannak — folyamatosan érintkezésbe hoznak, ezaltal sok-
sok pillanatnyi egyensuly alakul ki a cellatérben. Ezek az
egyensulyi Iépések hatarozzak meg a rendszer elvalasztasi
hatékonysagat, amelyet az elméleti tanyérszdmmal tudjuk
jellemezni: minél tobb ilyen tanyér van jelen, annal jobb a
kromatografias felbontas®. A folyadék—folyadék rendszer-
ben az egyik fazist — jellemzden az allofazist — a rotor bel-
sejében immobilizaljak, mig a masik fazist — a mozgofazist
— ezen keresztiil pumpaljak at. A két fazis kozotti nyirderdk
hatdsara a mozgdfazis finoman diszpergdlodik az allofa-
zisban, igy alakul ki egy kiterjedt interfazisos feliilet apro
cseppek formajaban, ahol az anyagatadas megtorténik!®!".
Az elvalasztas a komponensek megoszlasi hanyadosa (K,
alapjan torténik, amely megmutatja, hogy az adott moleku-
la hogyan oszlik meg az allo- és mozgofazis kozott. Azok
a vegyitiletek, amelyek nagyobb affinitassal rendelkeznek
a mozgodfazis irant, gyorsabban eludléodnak, mig az allo-
fazishoz erdsebben kdtddd komponensek késobb jelennek
meg az eluatumban (1-2. abra)'*. Ez az elvalasztasi elv
jelentds elonyt biztosit a folyadék—szilard kromatografias
technikakkal szemben, ahol a komponensek csak a szilard
allofazis felilletéhez férnek hozza. A folyadék—folyadék
rendszerekben ezzel szemben a komponensek az alléfazis
teljes térfogatat elérhetik, ami hatékonyabb anyagatadast és
nagyobb elvalasztasi kapacitast tesz lehetové*.
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2. Abra. Az abra a CPC technologiara jellemzé egyensiilyi folyamatokat szemlélteti. A sorba kapcsolt celldkban a minta (lila szinnel jeldlve)
komponensei a két fazis — az also (s6tétzold) és a felsd (vilagoszold) — kozott a megoszlasi hanyadosuknak megfeleléen oszlanak el. Ha az egyik fazist
mozgasra kényszeritjiik, elséként az abban legnagyobb oldhatosagi komponens jelenik meg, majd idével az egyensuly kialakulasaval a tobbi komponens

is elualodik..

2. Centrifugalis megoszlasi kromatografias berendezés

Az allofazis oszlopon beliili megtartasa érdekében az osz-
lopot egy a rotorban kialakulé centrifugalis tér hozza létre.
A CPC-oszlop (ami a CCC hidrosztatikus tipusu oszlopai-
nak egy valtozata) tobb, szinte teljesen azonos lemezekbdl
all, amelyeket egymas folé helyeznek. Minden lemez so-
rozatosan metszett cellakat (kamrakat vagy csatorndkat)
tartalmaz, amelyeket keskeny csatornak kotnek ossze, lasd
3. Abra. A lemezeket egy tomitSlap valasztja el egymastol,
amelyet tobbnyire PTFE-bdl (teflon) készitenek. E tomi-
télap egy kis furatan keresztiil az egyik lemez utolsé cel-
14ja 6ssze van kotve a kdvetkezd lemez elsd celldjaval. Ez a
szerkezet hozza 1étre azt a térfogatot a rotoron beliil, ahol az
elméleti oszlop kialakul. (4. Abra)

A kereskedelmi forgalomban elérhetd rotorok tobb szaz
(s6t, néha tobb mint 2000) cellat tartalmaznak. Amikor
a két fazist bejuttatjdk a rotorba, a centrifugalis tér hata-
sara az oszlop a rotor celldiban és csatornaiban alakul ki.
Az oszlop térfogata megegyezik a rotor belso térfogataval,
ami a csatornak ¢és cellak Ossztérfogatatol fiigg. Erdteljes
centrifugalis térben bizonyos hidrodinamikai paraméte-
rek megvaltoznak a centrifugalis gyorsulas fliggvényében.
Ez azt jelenti, hogy nagyobb centrifugalis er6tér lehetdvé
teszi diffuzids zonak kialakulasat, ami noveli az elméleti
tanyérok szamat. A Rotachrom altal gyartott és jelenleg
forgalomban 1évé berendezések cellajanak kialakitasa sza-
badalmi oltalom alatt all, tovabba in silico mddszerekkel
0j, hatékonysagot noveld cellakialakitas és belsé geometria
alkalmazasa is folyamatban van.

Az aramlasi sebességet és a rotor forgasi sebességét kor-
latozza a berendezés maximalis lizemi nyomasa. A kro-
matografias rendszer mas elemeibdl (pl. pumpa, detektor)
érkez0 kapillaris csdvek a rotorhoz (oszlophoz) forgd tomi-

téseken keresztiil csatlakoznak, amelyek szintén meghata-
rozott miikddési korlatokkal birnak!®41516,

3. Abra. A CPC rotor hosszmetszeti abraja. Az dbran lathato

a centrifugalis erétér altal rogzitett allofazison (vilagoszold)
keresztiilhaladd mozgdfazis (sotétzold) iranya. A forgdtengelyre
tanyérszeriien rogzitett lemezben talalhatok a CPC technologia
alapegységei, a cellak. Ezeket egy belsd csérendszer kapcsolja

Ossze. A cellak sugariranyban helyezkednek el a lemezben, mig egy
tengelyiranyu furat kéti 0ssze az egyik lemez utolso cellajat a kovetkezo
lemez elsd celldjaval. A csatornarendszer és a cellak a lemez anyagabol
keriilnek kialakitasra, igy azok gyakorlatilag a lemez belsd tiregeit
alkotjak.
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4. Abra. Az abran egy CPC rotor keresztmetszeti képét lathatjuk.
Lathatok a cellak és a benniik kialakulo kétfazisu egyensulyi rendszer.
A mozg6 fazis (sotét zold) apro szemcsékre diszpergéalva vandorol a
centrifugalis erétér altal rogzitett allo fazison (vilagos zold). Abban az
esetben, ha normal gravitacios erétérben kialakuld also fazis egyben

a mozgofazis akkor felszallo, vagyis aszcendens modrol beszéliink,
forditott esetben pedig leszallo, vagyis deszcendens modrol beszéliink.
A friss mozgo fazist a rotor tengelyén keresztiil vezetik be, illetve el.

3. A CPC-ben hasznalt oldoszerrendszerek
tulajdonsagai

A CPC-ben alapvetéen hasznalt oldoszerrendszerek lega-
labb két, nem elegyedd oldoszerbdl allnak (biner rendszer),
azonban a gyakorlatban gyakrabban alkalmaznak harom-
(terner) vagy négykomponensti (kvaterner) rendszereket.
A klasszikus Arizona'’ rendszer (n-heptan/etil-acetat/me-
tanol/viz) és mas négykomponensti HEM Wat rendszerek a
laboratoriumi elvalasztasokban széles korben elterjedtek,
mivel jo termelékenységet ¢€s terhelhetdséget biztositanak.
Ennek ellenére kevés példa van arra, hogy ezeket az oldo-
szereket Ujrahasznositottak volna CPC-bemenetre torté-
né visszavezetéssel kismolekulak tisztitdsa soran. Ennek
egyik oka, hogy az észter tipust olddszerek alkoholokkal
vagy vizzel kombinalva a minta hidroliziséhez vagy atész-
terez6déséhez vezethetnek az Gjrahasznositas soran, amely
hosszl tavon ronthatja a kromatografias teljesitményt'®!°
Ennek ellenére a gyakorlat azt mutatja, hogy a kvaterner
rendszerek elterjedtebbek a CPC-vel végzett a laboratoriu-
mi koriilmények kozott kivitelezett természetes vagy szin-
tetikus vegyliletek izolalasaban. Egy 1984 és 2014 kozott
késziilt elemzés alapjan a vizsgalt 2322 rendszer 57%-a
kvaterner, mig Osszesen 35%-a volt terner rendszer®®. A
kvaterner rendszerek 79%-a volt az Arizona tipusba sorol-
hatd, amely — bar nem minden elvalasztasi feladathoz nyujt
kello szelektivitast — mégis népszerii a széles korli szak-
irodalmi hattér és a konnyi fejleszthetdség miatt?!22:2324,
Ugyanakkor a harom vagy négykomponensii rendszerek

rugalmasabb lehet6séget kinalnak az olddszer—molekula
kolesonhatasok finomhangolasara, mivel lehetdség van tet-
balasara — ez gyakran hatékonyabb megoldast eredményez.
[24] Pozitiv jelenség, hogy a jelenleg egyre elterjedtebben
preferalt fenntarthato oldoszerhasznalati iranyzatok hatasa-
ra szamos kornyezetbarat, jol bevalt oldoszer all rendelke-
zésre a fejlesztésekhez?>2?7, Emellett 1j tipust olddszerek
— példaul fluorozott oldoszerek, mély eutektikus oldoszerek
(DES-ek)*®* ¢s ionfolyadékok?®*3%32 — 1 tavlatokat nyitnak
a kétfazisu rendszerek dsszeallitasaban is.

4. Az ellenarami kromatografia alapveto iizemmédjai
és elualasi médszerei

Azalkalmazott fazisok stirisége alapjan a CCC-technikaban
két alapvetd tizemmod kiilonithetd el: az emelkedd (ascend-
ing) és a leszalld (descending) tizemmod. Az el6bbi eseté-
ben a konnyebb, mig az utobbiban a nehezebb fazis tolti
be a mozgofazis szerepét. A két mod tehat attol fiiggden
keriil alkalmazasra, hogy a két nem elegyedd fazis koziil
melyik a mozgé- és melyik az allofazis. Jellemzéen a kony-
nyebb fazis kevésbé polaris, ezért az emelkedd modot gyak-
ran ,,normalfazisu”, mig a leszall6 modot ,,forditott fazisu”
elvalasztasként is emlitik. Fontos azonban megjegyezni,
hogy ez nem minden esetben igaz: példaul a kloroform és a
diklérmetan siirtisége nagyobb, mint a vizé, igy ezeknél a
kivételeknél eltérhet a fazisok szokasos szerepe*3*+3536,

Mivel a két fazis ellendramként van jelen, a folyadékok
pumpalasi iranya kiemelten fontos, mely megfeleld szelep-
rendszer, példaul egy kétcsatornas, négyportos (ASC/DSC)
szelep alkalmazasaval barmikor megfordithato. Ennek ko-
vetkeztében az allofazis és a mozgofazis feleserélddik. Ezt
a technikat ,kettés lizemmodnak™ (dual-mode) nevezziik.
Amennyiben a faziscsere tobbszor is megtorténik egyazon
futtatas soran, az eljarast ,,tobbszoros kettés modnak™ (mul-
tiple-mode) hivjuk. Bar a dual-mode és multiple-mode méd-
szerek viszonylag ritkan alkalmazottak, bizonyos célokra
kifejezetten eldnyosek lehetnek, példaul a kromatografias
felbontas novelésére (az elméleti tdnyérok szamanak emelé-
sével), vagy az elvalasztasi id6 leroviditésére. Fontos meg-
jegyezni, hogy ez a két cél gyakran egymassal ellentétes: ha
a modszert nehezen elvalaszthato csucsok szétvalasztasara
hasznaljak, az elvalasztasi id6 altalaban megnd®*7%,

A legtobb CPC- ¢és CCC-elvalasztas izokratikus modon
torténik, vagyis az olddszerdsszetétel allandé marad a fut-
tatas soran. Kiilonosen CCC esetén kritikus az izokratikus
elualas elénye, mivel igy minimalizalhato az allofazis-vesz-
teség. Ez természetesen fiigg a minta (pl. amfipatikus ve-
gyiiletek jelenléte) és az olddszerrendszer tulajdonsagaitol,
azonban megfelelé olddszer-valasztis, dramlasi sebesség
¢és centrifugalis erdtér mellett a CPC esetében az allofa-
zis-veszteség kevesebb mint 2%/6ra is lehet a rendszer
egyensulyanak beallta utan. Gradiens elci6 esetén viszont
az allofazis joval nagyobb mértékben elveszhet, ami rontja
a folyamat stabilitasat. Emiatt a gradienselucio alkalmaza-
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sa Osszetettebb, noha kiilondsen hasznos lehet nyers, ter-
mészetes eredetli kivonatok esetében, ahol a komponensek
megoszlasi hanyadosai jelentdsen eltérnek egymastol®.

Az oldoszerek in-line Ujrahasznosithatosaga — kiilono-
sen a folyamatos iizemt elvalasztasi folyamatokban — ki-
emelten fontos gazdasagossagi szempont. A RotaChrom
Technologiai Zrt. egy hatékony, stiriiségalapu Osszeté-
tel-korrekcios algoritmust fejlesztett ki, mely képes ipari
méretben a CPC altal elvart térfogataramban és valos id6-
ben, az elvalasztashoz sziikséges 2 fazisu oldoszerrendszert
eléallitani. Az egység kivitelezésével preciz, ipari méreti
oldészerrendszer eléallitasa mellett a Tarsasag kifejezett
hangsulyt fektetett a folyamat gazdasdgossaganak maxima-
lizalasara és egyuttal a kdrnyezeti hatas minimalizalasara.
Az ipari CPC berendezés mellett integralt oldoszer vissza-
forgatd rendszer is kifejlesztésre keriilt, melynek elemei
folyamatszimulacios eszkozokkel keriilnek kivalasztasra
és optimalizalasra. Az igy definialt ipari léptéki, zart ol-
doszerkezelési megoldassal kiegészitett elvalasztastechnika
alkalmazhatosagat, az elmult években tobb iparagban is si-
keresen bizonyitotta a Tarsasag'.

5. Elvalasztasi hatékonysag a CPC-ben

A CPC-ben az elvalasztas hatékonysagat szamos tényezd
befolyasolja, amelyek négy f6 csoportba sorolhatok:

A minta oldhatdsaga,

Az oldoszerrendszer striisége,
A miszer korlatai,

A modszerbdl adodo korlatok.

Ea S

Az els6 csoportba azok a paraméterek tartoznak, amelyek a
minta fizikai és kémiai tulajdonsagaitdl fiiggenek az oldo-
szerrendszerben: a célmolekulak megoszlasi hanyadosa, a
minta matrixa, a komponensek (célmolekulak és hattérmat-
mennyiség (ez utobbit néha a 4. csoporthoz is soroljak). A
masodik csoport az olddészerrendszer fizikai tulajdonsagai-
ra vonatkozik, mint példaul a feliileti fesziiltség, a stirliség
¢s a viszkozitas. A harmadik csoportba tartoznak a miiszer
paraméterei, példaul a cellak alakja, mérete, térfogata, vala-
mint a csatornak és cellak anyaga. A negyedik csoport pedig
a modszerfiiggd tényezoket tartalmazza: az tizemmod (pl.
a felsd vagy alsoé fazist hasznaljak mozgo-, illetve allofazis-
ként), a mozgofazis aramlasi sebessége, a rotor fordulatsza-
ma, a mintamennyiség és koncentracio. Valoszinisithetd,
hogy a harmadik csoport (a miiszer korlatai) meghatarozza
a masodik és negyedik csoportbdl eredé nehézségek mér-
tékét, mivel egy jol megtervezett berendezés lehetové teszi
a jobb modszertervezést, csokkentve a kevésbé stabil oldo-
szerrendszerekbdl ad6do problémakat!®**,

Az oszlopterhelés ndvelése a megfeleld elvalasztasi ha-
tékonysag megtartasaval kétféleképpen valdsithatdé meg:
vagy a minta térfogatanak novelésével (térfogatterhelés),

crer

Emellett magasabb terhelés elérhetd fejlett elvalasztasi mo-
dokkal is, mint példaul a zart hurkos recirkulécio, a szek-
vencialis CPC, vagy a trapping multiple dual mode techni-
ka*414245 Ugyanakkor a koncentracioé novelése jelentdsen
modosithatja a fazisok dsszetételét, ami hatassal van a rend-
szer termodinamikai, fizikai és hidrodinamikai tulajdonsa-
gaira (pl. fazisosszetétel, viszkozitas, csucsformak, oszlop-
hatékonysag). Berthod és munkatarsai** koran ramutattak,
hogy az all6fazis-veszteség nem csupan a minta mennyisé-
gétdl, hanem az oszlop kialakitasatol és az tizemeltetési pa-
raméterektdl is fiigg. Mas vizsgalatok az injektalt térfogat
¢és koncentracio6 elvalasztasra gyakorolt hatasat elemezték,
de sok esetben a kromatogramok még az izotermak line-
aris tartomanyan belill maradtak, vagy a detektor telitett-
sége miatt a csucsformak nem voltak jol értékelheték*>46:47,
A szakirodalomban szamos megoldasi javaslat sziiletett az
oszlop tulterhelésének elkeriilésére a maximalisan alkal-
mazhatd mintakoncentracié6 meghatarozasaval. Ezek kozé
sorolhaté az al-terner diagrammok***, illetve shake-flask
kisérletekkel meghatarozott egyensulyi és fizikai paramé-

terekkel megbecsiilt maximalis koncentracio™ .

6. A centrifugalis megoszlasi kromatografia
alkalmazasai

Szamos tudomanyos cikk foglalkozik természetes vegyii-
letek elvalasztasaval CPC segitségével. Az ilyen tipust
alkalmazasok nagy szama — kiilondsen gazdag természe-
tes matrixokbol izolalt (és tisztitott) vegyiiletek esetén —
tobb elénynek kdszonhetd, amelyeket a CPC (és altalaban
a CCC) kinal. A sikeres CCC-eljaras harom alapfeltétele
koziil az utolsod (de nem kevésbé fontos) az, hogy az elva-
lasztas két, egyensulyban 1évo fazis kozott torténjen. Ez a
feltétel kiilondsen jellemzd az ellendaram’ folyadékkroma-
tografidra: mig a hagyomanyos, szilard hordozon alapuld
kromatografianal a megoszlasi hanyados (K) akar tobb
ezres értéket is elérhetnek, a CCC esetén a legidedlisabb K
értékek kozel esnek az 1-hez (természetesen vegyiileten-
ként eltéréen). A hagyomanyos, egyiranyt izemmodokban
(ASC vagy DSC) a K, érték idealis esetben 0,5 és 3,0 kozé
esik. Ilyen koriilmények kozott gyakran mar 0.2 értékl
megoszlasi hanyadosbeli kiillonbség is elegendd a csucsok
elvalasztasahoz. A (multi-)Jdual moédok alkalmazéasa soran
a megfelelé K, értékek tartomanya joval szélesebb lehet.
Az eloszlasi kovetelmény altalanos szabalyt alkot: az oldo-
szerrendszert mindig a célvegyiiletek tulajdonsagaihoz kell
igazitani. Ennek ellenére klasszikus alkalmazéasoknal igaz,
hogy minél polarosabbak a célvegyiiletek, annal polaro-
sabb oldoszerrendszert kell hasznalni a megfeleld eloszlas
eléréséhez®.

7. Ipari léptékii gyartas — magyar fejlesztés

A RotaChrom Technolédgiai Zrt. egy magyar, ipari mére-
tii CPC-s technologiai platform fejlesztd, amely tisztitasi
megoldasokat kindl a gyogyszeripar, az étrendkiegészitok
és a novényi kivonatok teriiletén®?. A cég altal fejlesztett
modellek kozott szerepelnek a laboratoriumi CPC Modeler,
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a GMP-kompatibilis ipari rCPC, valamint a nagyteljesit-
ményt pCPC, amelyek egymasra épiild, skalazhato techno-
logiai lancot alkotnak, amely a laboratoriumi modszerfej-
lesztéstdl az ipari, szabalyozott gyartasig biztosit folytonos
atjarhatosagot, és a linearis skalazhatosagot™.

A fejlesztési folyamat kiindulépontjat a CPC Modeler jelen-
ti, amely egy laboratériumi méretli, modularis platform. A
rendszer 6tvozi a digitalis prediktiv mddszerfejlesztést és
a félpreparativ validacio lehetéségét. A szoftveres modell
alapjat egy kiterjedt, tudomanyos irodalombol és kisérleti
adatokbol felépitett adatbazis képezi, amely kémiai hasonlo-
sag alapjan javaslatot tesz az adott vegyiiletre leginkabb al-
kalmazhato oldoszerrendszerre, elvalasztasi paraméterekre
¢és frakciogytjtési stratégiara. A felhasznalonak minddssze
a célmolekula megoszlasi hanyadosat (K -értékét) és a min-
ta pontos szennyezOprofiljat kell megadnia. Az alkalmazas
ezutan prediktiv modon modellezi a tisztitasi teljesitményt,
vizualizalja a varhato frakcioprofilt, és kiszamitja a hozam,
tisztasag és szelektivitas becsiilt értékeit. A gyakorlati ki-
vitelezés a Benchtop CPC egységgel torténik, amely mil-
ligrammos mennyiségektdl tobb gramm mennyiségli minta
frakcionalasara alkalmas, és teljes funkcionalitasaban tiik-
rozi az ipari méretli rendszerek miikddését — beleértve a
rotorcellat, az UV-detektalast, a frakciogytjtést, valamint
a folyadéekszallitd és vezérld egységeket. A laboratériumi
mérések célja, hogy pontos képet adjanak az elvalasztasi
teljesitményrdl és a rendszerparaméterek érzékenységérol,
igy biztositva a kés6bbi skalazas pontossagat™.

Az rCPC egy fejlett centrifugalis megoszlasi kromatografi-
as platform, amely laboratoriumi és ipari léptékt felhaszna-
lasra is alkalmas. Pilot jellegti kutatdsokban, kampanyszerti
munkakban és folyamatos-szakaszos gyartasban egyarant
hatékonyan alkalmazhato. A rendszer kivalo tisztasagot,
hozamot és ateresztoképességet biztosit, mikézben meg-
Orzi koltséghatékonysagat. A GMP-kompatibilis valtozat
megfelel az Eudralex Volume 4., az FDA 21 CFR Part 11
és a GAMP 5 el6irasainak, igy alkalmas a szabalyozott
kornyezetben torténd alkalmazasra. A platform kiilondsen
hasznos aktiv gyogyszerhatéanyagok, biotechnologiai ter-
mékek, természetes eredetii kivonatok és finomkémiai in-
termedierek nagy tisztasagu elballitasaban’.

A termelés tovabbi felskalazasara a pCPC platform all ren-
delkezésre, amely ipari méretii, folyamatos iizemre terve-
zett tisztitorendszer. Kozponti eleme az iCPC egység — a
vilag legnagyobb CPC berendezése —, amely akar évi tobb
tonnanyi Col (compound of interest) termelésére szolgal.
Az iCPC miikodését egy modularis SKID-rendszer egészi-
ti ki, amely biztositja az olddszerek eldallitasat, tarolasat,
frakciogytjtését, hulladékkezelését és visszanyerését. A
mixer-settler egység automatikusan generalja a sziikséges
fazisegyensulyt, a buffer egység hémérséklet-szabalyozott
tarolast biztosit, mig a frakciogy(ijté mobil és nagy kapaci-
tasu tarolokat alkalmaz. A hulladék oldoszer gytijto egység
¢s a beparld kiilon kezeli a nem kivant frakciokat, az utobbi
kapartfalti beparlo oldja meg az olddszer visszanyerését és

o

ri kornyezetre tervezett PLC-alapu rendszer végzi, amely
valés idejii kovetését és automatizalt szabalyozast tesz
lehetdveé™.

Az igy megalkotott pCPC rendszer lehet6vé teszi az el-
valasztasi mddszerek linearis skalazasat és szabalyozott
gyartasi kornyezetbe torténd atiiltetését, igy ipari megolda-
sokként is alkalmazhatéak lehetnek a gyogyszeripar, bio-
technolégia, névényi kivonatok feldolgozasa és mas specia-
lis finomkémiai teriiletek szamara® 3+,

A RotaChrom az altaluk fejlesztett CPC-k hatékonysagat
kiilondsen a gydgyszeripar és a biotechnologia teriiletén
igazolta, ahol a komplex molekuldk izoldlasa és tisztitasa
kiemelkedd jelentéséggel bir. Az eljaras alkalmazhatosa-
gat tobb gyakorlati példa is alatamasztja, eltérd moleku-
latipusok €s olddszerrendszerek esetén. Oligonukleotidok
izolalasa soran egy husz bazispar hosszisagli, modositat-
lan egyszalu oligonukleotid tisztitdsat végezték etil-ace-
tat/n-butanol/nukledzmentes viz alapu kétfazisu rendszer-
ben. A tisztasag 88%-rol 96%-ra emelkedett, mikdzben
a visszanyerési arany elérte a 94%-ot. A tisztitds utan az
oldészerek eltavolitasa liofilizaciéval, a maradék szennye-
z6dések eliminalasa alkoholos kicsapassal tortént®. A
természetes eredetli alkaloidok koziil a Mitragyna speciosa
(kratom) kivonatabol torténd mitraginin izolalasa szintén
sikeresen valosult meg CPC alkalmazasaval. A célmole-
kula mellett a potencialisan veszélyes 7-hidroxi-mitraginin
szarmazékot is egyetlen I1épésben sikeriilt elkiiloniteni. A
kivalasztott etil-acetat alapu oldoszerrendszerrel 99%-
os tisztasagot és 81%-os visszanyerést értek el, mikozben
a termelékenység elérte a 15 g/ora értéket®®. Fehérjealapu
hatéanyagok esetén a rekombinans human albumin (rHA)
tisztitadsa soran egy vizes kétfazisu oldoszerrendszert fej-
lesztettek ki, amely tobb mint 95%-o0s tisztasagot és 96%-0s
hozamot biztositott. A folyamat soran éranként 2,5 gramm
tiszta rHA kinyerése valt lehetévé, amely mar ipari [éptékii
termeléshez is megfeleld alapot nyujt*’. A szteroid alapt ak-
tiv gyogyszerhatéanyagok esetében a fermentacios termé-
kekben eldfordulo sztereoizomer szennyezdodések eltavoli-
tasara alkalmaztak a CPC-t, a hagyomanyos tobblépcsds
eljarasok helyett. A metil-izobutil-keton/aceton/viz rend-
szerrel végzett tisztitas eredményeként 320 g/éra ateresz-
téképességet, 98,7%-o0s tisztasagot és 76%-0s visszanyerést
értek el, amely jelentds hatékonysagnovekedést jelentett az
ipari gyartas szempontjabol*’. Hasonloan sikeres eredmé-
nyeket mutatott a digoxin izolalasa is, amelyet a Digitalis
lanata fermentalt leveleibdl nyert kivonatokbdl allitottak
elé. Halogénezett olddszerrendszer alkalmazéasaval a nyers
kivonatbol kozvetleniil 98%-nal nagyobb tisztasagu digoxin
volt nyerhet6, 98%-o0s visszanyerési arany és 1 g/ora terme-
lekenység mellett. Nem-szteroid hatdéanyagok esetében az
anasztrozol, egy aromataz-inhibitor, tisztitasara etilalapu
oldoszerrendszert alkalmaztak. A CPC-mddszerrel 99%
feletti tisztasagot sikertilt elérni egyetlen lépésben, amelyet
tovabbi kristalyositas kovetett, igy a végso tisztasag 99,9%
folé emelkedett. A modszer 1 g/ora ateresztoképességgel és
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75%-0s hozammal miikodott”. A daganatellenes hatéanya-
gok eldallitasaban kulcsszerepet jatsz6 10-dezacetilbak-
katin IIT (10-DAB III), a docetaxel szintézis egyik fontos
intermediere, szintén sikeresen izolalhaté volt CPC-vel.
Aceton alapu oldoszerrendszer alkalmazasaval 2 g/ora ter-
melékenységet 99%-o0s tisztasagot és 95%-0s visszanyerést
értek el®. A ciklosporin A, egy ciklikus oligopeptid antibi-
otikum izoldldsa terén is jelentds elényt biztositott a CPC
technologia. A hagyomanyosan idéigényes kristalyositasi
¢és preparativ HPLC-eljarasokat felvaltva, egy alkanalapu
oldészerrendszerrel minddssze 15 perc alatt sikeriilt 99%-
os tisztasagot elérni ipari Iéptékben. A folyamat 22,4 g/6ra
ateresztoképességgel és 70-90%-os visszanyeréssel zaj-
lott>0, Végezetiil a Szegedi Tudomanyegyetemmel egytitt-
mikodésben természetes eredetli ekdiszteroidok izolalasat
valositottak meg CPC segitségével kilogrammos nagysag-
rendben. Az igy eldallitott kaloniszteron allatkisérletben
képes volt megeldzni a nagy zsir- és cukortartalm( étrend
kovetkeztében kialakuld elhizast és jelentdsen javitani a
metabolikus szindroma szamos paraméterét®.

8. A centrifugalis megoszlasi kromatografia elonyei és
hatranyai a természetes vegyiiletek izolalasaban

Maés modern kromatografias technikakkal 6sszehasonlitva
a CPC kiilondsen alkalmas nagyobb léptékii elvalasztasokra
a jelentdsen alacsonyabb fajlagos koltségek miatt. A folyé-
kony allapott all6fazis és a szilard hordozo hianya szamos
elényt biztosit a hagyomdanyos folyadékkromatografiaval
szemben. Ide tartozik a nagyfoku szelektivitas a sokféle al-
kalmazhat6 kétfazisa oldoszerrendszer révén, a molekulak
irreverzibilis adszorpcidjanak elkeriilése, a nagy terhelhe-
téség, a teljes minta-visszanyerhetéség, az alacsony min-
takarosodas kockazata és a skalazhatdo méretnovelés. Ezen
feliil a szilard hordozot nem igényld technoldgiak nem hasz-
nalnak draga toltdanyagokat, és jobban toleraljak a szilard
részecskéket is. A hagyomanyos eljarasokhoz képest kisebb
oldészerfogyasztas, illetve a zold oldoszerek hasznalatara

1. Tablazat. CPC el6nyei és hatranyai

valo torekvés kornyezetbaratta teszi a CPC-t. A folyékony
allofazis miatt egyszeriibb a berendezés tisztitasa is, mivel
nincs adszorpcios jelenség. A méretndvelés soran ugyanak-
kor nem kell szamolni a felbontas csokkenésével, sem kom-
penzalni azt, hiszen a linearis skalazhatosagbol adodoan a
rendszer a szelektivitasat megtartja A legnagyobb hatrany
azonban az, hogy minden egyes 0j mintahoz elkeriilhetet-
len az elvalasztasi feltételek, és a megfeleld olddszerrend-
szer kivalasztasa. Lasd 1. Tablazat

9. Osszegzés

A CPC korszerii ¢és sokoldaltl technolégia, amely hatékony
alternativat kinal a hagyomanyos szilard fazist kroma-
tografias modszerekkel szemben, kiilondsen a természetes
vegyliletek elvalasztdsaban ¢és tisztitdsaban. A CPC egyik
legfobb eldnye, hogy szilard hordozé nélkiil mikddik, ez-
altal minimalizalva az irreverzibilis adszorpciot és lehetvé
téve a teljes mintavisszanyerést. A széles oldoszervalaszték,
a skalazhatosag, valamint a nagyfoku felbontas, szelektivi-
tas és tisztasag mind hozzajarulnak a technika ipari szintii
alkalmazhatosagdhoz. Bar a mddszer bevezetése €s opti-
malizalasa kezdetben Osszetett lehet kiilonds tekintettel az
oldészerrendszer kivalasztasara és a berendezés paraméte-
reinek finomhangolasara — a hosszl tavl elénydk, beleértve
a koltséghatékonysagot és a fenntarthatdsagot, jol indokol-
jak alkalmazasat. A RotaChrom altal fejlesztett rendszerek
példéja is alatdmasztja, hogy a CPC képes betolteni azt a
piaci igényt, amely a hatékony, gyors és kdrnyezetbarat el-
valasztasi megoldasokat részesiti elényben a gyogyszeripar
és mas kapcsolodo iparagak teriiletén.

Koészonetnyilvanitas

Vass Maté munkajat a kooperativ doktori program (EKOP-
KDP-24-SZTE-3), a természetes anyag szarmazékokon
végzett vonatkozd kutatdsokat az NKFIH (K146359)
tamogatta.

Elényok

Hatranyok

Nincs sziikség draga preparativ oszlopra

Nincs sziikség mintael6készitésre, abbol a szempontbol, hogy esetleg
a szilard allofazis karosodhat bizonyos tipusu (pl. savas, ligos) mintak esetén

Nincs irreverzibilis adszorpcid, nagyobb a mintavisszanyerés

az oszlop talterhelése nélkiil

A széles oldoszervalaszték miatt alacsony a célvegyiilet karosodasanak
(denaturacio, degradacio) kockazata

Olcsobb, analitikai tisztasagu oldoszerek is elegenddek

Az 1 grammra jut6 oldoszerfogyasztas alacsony, ezért kiérdemli
a,,Z6ld kromatografia” cimet

Veszteség nélkiil méretnovelheté— nagyobb eszkozzel elérhetd az
ugyanolyan (vagy jobb) felbontas

Egyszeriibb tisztitas — nincs adszorpcios szennyezddés

Széles oldoszervalaszték — a célvegyiilethez igazithato

Kevésbé ismert technika — kevesebb publikacio, tapasztalat

Az oldoszerrendszer kivalasztasa iddigényes lehet, fejlett analitikai hatteret
¢és tudast igényel

Elucios mod optimalizalasa is sok iddt vehet igénybe, a tokéletes
oldoszerrendszer megtalalasa utan is

Az oldészerrendszer instabilitasa rontja a felbontést, az allofazis kimosddasa
(,,vérzése”) gyakran nagyobb mértékii az elzetesen vartnal (A megfeleld
oldoszerrendszer kivalasztasaval ez elkeriilhetd, minimalisra redukalhato)
A minta matrixa (pl. szaponin-tartalom) befolyasolhatja a stabilitast, amely
szintén az allofazis kimosodasaval jarhat

Tulkoncentralt minta esetén emulzio képzddhet, mely fokozza az allofazis
kimosodasanak esélyét

Kis 1éptéki tisztitasnal gyengébb felbontas, mint néhany hasonlo léptéki
HPLC-s modszer esetében
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Centrifugal Partition Chromatography: A Scalable and Sustainable Platform for Industrial Purification of Natural

and Synthetic Compounds

Centrifugal Partition Chromatography (CPC) is a special liquid—
liquid phase chromatographic technique in which two immiscible
liquid phases are held in a hydrostatic equilibrium. It offers an
efficient alternative to solid-phase chromatography for the sep-
aration and isolation of natural or synthetic compounds. Unlike
the widely used column chromatography, this technique requires
a rotating rotor for implementation. The theoretical basis of the
method lies in the different partition behavior of components with
varying physicochemical properties between the two immiscible
phases. Due to the constant centrifugal force generated by rota-
tion, one of the liquid phases becomes immobilized within the
rotor chamber, thereby forming the stationary phase required for
separation. One of the key advantages of CPC technology is that
it eliminates the need for a solid stationary phase, which often
represents a significant portion of purification costs. Moreover,
the technique is characterized by its scalability and relatively low
solvent consumption.

Here we review the operating principle of CPC, the properties
of the solvent systems used, and the separation modes that are
important from an industrial application standpoint, as well as
the technique’s suitability for continuous separation processes.
Particular attention is given to CPC instrumentation parameters,
method development considerations, and the key factors influ-
encing separation efficiency. Using the platforms (rCPC, iCPC)
developed by RotaChrom Technologies LLC as examples, we dis-
cuss industrial-scale production capabilities of CPC with a focus
on pharmaceutical and biotechnological applications.

Through case studies including the purification of oligonucleo-
tides, steroids, cyclic peptides, and natural alkaloids, we present
the versatility and efficiency of CPC technology. The method
proves especially valuable in fields where purity, yield, and solvent
recovery are critical factors, and where environmentally friendly,
cost-effective solutions are needed. CPC represents a new gener-
ation of liquid chromatography techniques, pointing towards con-
tinuous production and sustainable separation technologies.
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