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PREPARATYWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA,
PODSTAWOWE ZASADY EFEKYTYWNEGO STOSOWANIA,
ELEMENTY PRAKTYKI

Preparatywna chromatografia cieczowa jest technikg uzywang do wyodreb-
niania pojedynczej, lub kilku substancji z mieszaniny kilku, albo bardzo wielu sub-
stancji, szczegolnie o bardzo zblizonych strukturach molekularnych, w tym, takze do
rozdzielania i otrzymywania izomerdw optycznych. W pracy zamieszczono ogdine
zasady optymalnego stosowania. Szczegdlng uwage zwrdécono na wybor sorbentu,
ekonomie i problem rozpuszczalno$ci probki. Te problemy zostaty opisane w oparciu
o rzeczywiste procedury rozdzielania, stosowane w praktyce w laboratorium przemy-
sfu farmaceutycznego.

Stowa kluczowe: preparatywna chromatografia cieczowa, zasady ogoélne stosowa-
nia, dobor sorbentu, rozpuszczalno$¢ probki.

PREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY, PRINCIPLES
AND EXAMPLES OF APPLICATION IN PRACTICE

Preparative liquid chromatography has been used as a tool for isolation of pu-
re substances from a crude material first of all for separation of very complex mix-
tures and mixtures of similar compounds, e.g. isomers, optical isomers etc.. The gen-
eral principles of PLC application, sorbent selection, economy and sample solubility
problems are described based on the fragments of the real experiments and proce-
dures.

Key words: preparative liquid chromatography, general principles of application, sor-
bent selection, sample solubility.

WSTEP

Teoria preparatywnej chromatografii, zostata sformutowana wiele lat
temu. Podstawy tej dziedziny zawarte sa w godnej polecenia monografii [1].
Jest tez kilka innych publikacji o fundamentalnym znaczeniu, a wéréd nich
prace Hupe i Lauera [2]. Z polskich autoréw nalezy wymieni¢, niezyjacych



juz - inicjatora rozwoju polskiej aparatury i opracowania metod wykorzysta-
nia preparatywnej chromatografii cieczowej, prof. Jerzego S. Kowalczyka [3]
i dr Barbare Sledziriskq [4].

Ogolne zasady postepowania w celu maksymalizacji efektywno$ci

wykorzystania chromatografii do rozdzielania i otrzymywania uzytkowych ilo-
Sci substanciji, w tym, szczegdlnie substancji o aktywnosci farmaceutyczne;j,
zostaty m.in. opisane w cytowanych powyzej pracach [1-6]. Najwazniejsze
whnioski tam zawarte mozna stresci¢ w nastepujacy sposob:
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Produktywnos¢ kolumn o jednakowej dtugosci jest proporcjonalna do po-
wierzchni przekroju poprzecznego wypetnienia. Stad n-krotne zwigksze-
nie Srednicy kolumny powoduje ok. n*-krotny wzrost produktywnosci.

Ze wzgledow ekonomicznych wszystkie parametry procesu rozdzielania
nalezy optymalizowa¢ w skali kolumny modelowej o Srednicy dc 4-8 mm,
o dtugosci (Lc) i wypetnionej takim samym sorbentem, jak kolumna pre-
paratywna. W warunkach kolumny modelowej nalezy dobraé optymalnie:
uktad chromatograficzny, tzn. rodzaj fazy stacjonarnej i sktad eluentu,
dtugo$¢ kolumny (Lc), wielko$¢ ziaren wypetnienia (dp), predko$¢ prze-
ptywu eluentu (u), objeto$¢ dozowania (Vinj), stezenie roztworu dozowa-
nego (Cinj), rodzaj rozpuszczalnika wsadu (najkorzystniejsze jest stoso-
wanie eluentu jako rozpuszczalnika wsadu), punkty kolekcji frakgji,
zapewniajgce okreslong czystoS¢ produktu, a takze warunki detekcji za-
pewniajgce wystarczajgcg czutosS¢ oraz liniowos$¢ odpowiedzi detektora.
Najwazniejsze znaczenie dla uzyskania wysokiej produktywnosci kolum-
ny ma maksymalizacja selektywnosci uktadu chromatograficznego przy
jak najwyzszej sprawnosci kolumny oraz utrzymanie wartosci wspotczyn-
nika retencji rozdzielanych sktadnikéw szybciej eluowanych z kolumny
— w zakresie od 1 do 5 oraz sktadnikéw najpozniej eluowanych z kolumny
— w zakresie od 5 do 12;

Nalezy preferowac elucje izokratyczng, tzn. z zastosowaniem eluentu
o statym sktadzie. Tylko w przypadku rozdzielania peptydow i biatek, ko-
nieczne jest z reguly wykorzystywanie elucji gradientowej, poniewaz elu-
cja izokratyczna nie zapewnia najczesciej dostatecznej selektywnosci
rozdzielania tych substanciji.

Gdy to tylko mozliwe, nalezy dazy¢ do stosowania warunkéw, tzw. prze-
tadowania stezeniowego kolumny (wysokie stezenie i mata objetos¢ do-
zowania), a nie objetosciowego (niskie stg¢zenie i wysoka objetos¢ dozo-
wania, konieczne niestety, gdy rozpuszczalno$¢ rozdzielanych substancji
w eluencie jest bardzo niska). Korzystny jest wiec taki dobér eluentu, aby
byt on dobrym rozpuszczalnikiem wszystkich skiadnikéw wsadu do ko-
lumny i najkorzystniej jest dozowa¢ mieszanine substancji rozdzielanych
rozpuszczong w eluencie.

W praktyce istnieje optymalna wartos¢ dtugos$ci kolumny preparatywnej
(Lc) oraz linowej predkosci przeptywu eluentu (u), zapewniajgca maksy-
malng produktywnos¢ kolumny preparatywnej. Optymalna wartos¢ Lc jest
tym mniejsza, a optymalna predko$¢ przeptywu eluentu oraz produktyw-
no$¢ kolumny, a takze konieczne maksymalne cisnienie pompowania



eluentu - tym wigksze, im mniejsza jest Srednica ziaren wypetnienia ko-
lumny.

W dalszej czeSci niniejszej pracy opisano kilka probleméw praktycz-
nych zwigzanych z optymalnym stosowaniem cieczowej chromatografii pre-
paratywnej do rozdzielania i otrzymywania czystych substancji i podano
optymalne, uzyskane w rezultacie badan, ich rozwigzania.

Kazde zadanie zaczynajace sie od stow ,nalezy wyodrebni¢ ..., o czy-
sto$ci nie gorszej niz ...”, posiada wiele uwarunkowan lokalnych, poczynajac
od szczegotdw syntezy, witasnosci wyodrebnianej substancji, po warunki
techniczne, jakimi dysponuje zamawiajacy opracowanie. Wspomaganie
komputerowe dosSwiadczen [8, 9] oraz ocena elementéw ekonomicznych
chromatograficznego procesu przemystowego [10] sg niezbedne przy reali-
zacji postawionego zadania. Celem niniejszej pracy jest zwrdcenie uwagi na
niektére elementy postepowania (dobér sorbentu, rachunek ekonomiczny)
i trudnosci, z jakimi spotyka sie eksperymentator (np. staba rozpuszczalnos¢
skfadnikow probki (wsadu)). W opisie przytoczono niektére wyniki uzyskane
w praktyce.

Pierwsze polskie wdrozenia

Dr B. Sledzinska i wspétpracownicy [4,7] opracowali optymalne wa-
runki technologii otrzymywania lanatozydu C z ekstraktu alkoholowego digi-
talis lanata (z brunatnicy wetnistej), a potem proscylarydyny otrzymywanej
z ekstraktu alkoholowego, z tzw. cebuli morskiej. Obie technologie zostaty
wdrozone i stosowane w latach 80. ubiegtego wieku w KZF POLFA w Kut-
nie. Warto przy tym zwrdci¢ uwage, ze zastosowano wowczas chromatogra-
fie w uktadzie faz normalnych z dynamicznie generowang faza stacjonarng
bogata w wode. ,Nos$nik” stanowit zel krzemionkowy typu H60, a faze ru-
chomg mieszanina metanolu i chlorku metylenu w stosunku objeto$ciowym
94/6, zawierajaca ok. 0.12% wody (ponizej granicy rozpuszczalnosci wody
w uktadzie CH,Cl,-MeOH). W tych warunkach ma miejsce kondensacja kapi-
larna roztworu wody i metanolu w porach wypetnienia kolumny i typowe wa-
runki chromatografii podziatowej [4]. Tego typu uktady chromatograficzne
charakteryzujg sie szczegdlnie wysoka pojemnoscig sorpcyjng i wysoka wy-
dajnoscig kolumny. Sg tez one szczegdlnie odporne na wystgpujace w Sla-
dowych stezeniach zanieczyszczenia wsadu, silnie sorbowane do po-
wierzchni zelu krzemionkowego. Sg szczegdlnie przydatne do rozdzielania
i otrzymywania, takze w skali procesowej, glikozyddéw i alkaloidow.

Buprenorfina

Nalezato odzyska¢ cenny produkt - buprenorfine (lek przeciwbolowy),
a takze nieprzereagowany cenny substrat z mieszaniny poreakcyjnej, gdy
w czasie reakcji pojawity sie produkty rozktadu buprenorfiny (MS). Podczas
jednego rozdzielania i wyodrebniania, z zastosowaniem odpowiedniej ko-
lumny preparatywnej, zdotano otrzyma¢ 1500 mg czystego krystalicznego
produktu w pierwszej zebranej frakcji oraz czysty substrat reakcji, zawarty
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w drugiej frakcji. Nie byta to ogromna masa, ale byt to surowiec na prawie
4000 tabletek leku (WZF POLFA).

2-CDA

Wilgotne krysztaty o brunatnym zabarwieniu byty surowcem, z ktérego
po syntezie [11] wyodrebniano czystg substancje nazywang w skrécie
2-CDA  (2-chlorodeoxyadenozyna, lek przeciw biataczce kosmato-
komérkowej). Wykorzystano kolumne produkcji Merck (Niemcy) o wymiarach
Lc x dc — 20 x 5 cm, wypetniong sferycznym sorbentem C18, o ziarnie
dp =7 ym. W fazie ruchomej (ACN / MeOH / bufor), uzywanej do oznaczen
analitycznych, zamieniono bufor fosforanowy o pH = 2.50 na roztwér H,SO,
w wodzie o takim samym pH. Wyniki rozdzielania wykonanego w warunkach
braku przetadowania kolumny (w warunkach ,analitycznych”) z zastosowa-
niem kolumny preparatywnej (dozowanie 3 ml roztworu, zawierajacego
30 mg surowca rozpuszczonego w fazie ruchomej, przeptyw 30 ml/min, de-
tekcja 254 nm), byly nastepujace: zanieczyszczenie 1 (ks = 3.8, Ny = 11560),
zanieczyszczenie 2 (k; = 6.27), 2-CDA (k3 = 7.67, as;; = 1.22), dalsze zanie-
czyszczenia k>15. Po symulacjach z wykorzystaniem programu Craiga usta-
lono optymalne warunki rozdzielania preparatywnego (w warunkach steze-
niowego przetadowania kolumny). Wykonano nastepujgca procedure: do
kolumny dozowano roztwor wsadu o objetosci 2.6 V, tzn. 2.6-krotnoS¢ tzw.
objetosci martwej kolumny (500 ml surowca rozpuszczonego w wodzie,
w tym okoto 5 g 2-CDA), z kolei, po wprowadzeniu mieszaniny substanciji
zaadsorbowanych na powierzchnie wypetienia kolumny, procedura eluciji
byta nastepujaca: 7.7 V, fazy ruchomej, 1.5 V, metanolu (tzw., ,mycie” ko-
lumny, tzn. elucja silnie sorbowanych zanieczyszczen wsadu w formie jedne;
strefy), 1.5 V, (reaktywacja zdolnosci sorpcyjnej kolumny z zastosowaniem
eluentu). W opisanym postepowaniu, po wprowadzeniu do kolumny rozdzie-
lanego roztworu (wsadu), ci$nienie w uktadzie wzrastato powoli od poziomu
800 psig, nie przekraczajac dopuszczalnej dla kolumny warto$ci 1400 psig,
az do momentu, gdy zanieczyszczenie 1 opuscito kolumne. W wycieku z ko-
lumny (eluacie) mozna bylo zauwazy¢ ,nietrwatg mgietke” wytrgconej sub-
stancji. Po tym momencie ciSnienie szybko wracato do pierwotnego pozio-
mu. Bylo to nastepstwo ,szoku stezeniowego” wywotanego zmiang fazy
wodnej, ktorg stanowit roztwor dozowany do kolumny, na duze stgzenie roz-
dzielanych substancji w fazie ruchomej, przewyzszajgce stezenie roztworu
nasyconego. Wystapita krystalizacja, jednak nie blokujgca catkowicie kolum-
ny chromatograficznej.

Frakcja gtéwna byfa kierowana na grawitacyjng kolumne¢ jonitowa.
Odkwaszony roztwér stuzyt do wyodrgbnienia czystej substancji (odzysk
> 90%, zanieczyszczenia ponizej 0.2% ww.). Wydajno$¢ procesu chromato-
graficznego: 3 g krystalicznej substancji 2-CDA/godz. lub 4.5 g podczas
kazdego cyklu rozdzielania. Wartos¢ dwdch chromatograficznych rozdzielan
zwracata zakup kolumny. Obecnie parametry tego procesu chromatograficz-
nego sg juz inne, sktadniki fazy ruchomej zostaty zastgpione innymi sub-
stancjami, wydajno$¢ jest nieco mniejsza, zas ryzyko niepowodzenia pod-
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czas rozdzielania zostato sprowadzone do minimum, a 2-CDA stuzy do wy-
twarzania leku (BIOTON).

Analog prostaglandyny

Z zastosowaniem siedmiu wybranych sorbentow (handlowe analitycz-
ne kolumny wypetnione 5 pm sorbentem, w tym przypadku petnigce funkcje
kolumn modelowych), przeprowadzono pomiar wspotczynnikéw pojemno-
Sciowych produktu i najblizszych sasiadujacych zanieczyszczen (z1, z2), wy-
liczono selektywno$¢ kolumny (a), sprawno$¢ badanych kolumn (N) oraz
oceniono wzgledng pojemnos¢ sorbentéw w stosunku do produktu (koy/kog).
Pomiary prowadzono stosujgc wczeSniej dobrang faze ruchomg w uktadzie
faz normalnych (NP). Przy doborze sktadu fazy ruchomej obserwowano
zmniejszanie si¢ selektywnoS$ci rozdzielania ze wzrostem udziatu moderato-
ra fazy. Wyniki pokazano w tabeli 1.

Tabela 1. Badanie sorbentow

Kolumna
analityczna ky k» ks a a N Wzgledna
wypetniona z1 |produkt| z2 = 32 2 | pojemnosé
sorbentem
A (silica gel) 12.25 | 13.66 16.17 1.12 1.18 8900 2.28
B (silica gel) 7.40 8.14 9.56 1.10 1.17 6500 1.36
C (silica gel) 9.42 10.32 12.19 1.096 1.18 8100 1.73
D (silica gel) 8.94 9.74 11.53 1.089 1.18 9000 1.63
E (silica gel NHp) 1013 | 11.17 12.62 1.10 1.13 10500 1.87
F (silica gel CN) 4.36 4.85 5.37 1.11 1.11 12300 0.81
G (silica gel) 5.27 5.98 6.88 1.14 1.15 10200 1.00

Im mniejsza selektywnos¢ sorbentu tym mniejsza wydajnos¢ otrzy-
mywania czystej substancji. Im wigksze k-tym wigksze zuzycie fazy rucho-
mej. Wybrano kolumne analityczng wypetniong sorbentem G i wykonano
chromatogram w warunkach przetadowania kolumny. Dozowano 500 pL roz-
tworu surowca (10 mg/mL) w heptanie. Kazde dozowanie zostato poprze-
dzone dozowaniem do kolumny 500 ul czystego heptanu, przeptyw fazy ru-
chomej 0.5 ml/min, chromatograf Shimadzu LC-6A pracowat w warunkach
izokratycznych. Na rysunku 1 pokazano chromatogram z tego doSwiadcze-
nia. Zebrano frakcje gtéwng poczynajac od maksimum piku do 1/3 wysoko-
Sci rejestrowanego piku. Odebrany roztwér zostat poddany pomiarom HPLC
na rutynowej kolumnie analitycznej i kolumnach stereospecyficznych z uwa-
gi na strukture analogu prostaglandyny. Dalsze doswiadczenia byly prowa-
dzone na wigkszej kolumnie wypetnionej 5 ym sorbentem G.
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Rysunek 1. Preparatywny chromatogram surowca po syntezie analogu prostaglandyny wyko-
nany z zastosowaniem kolumny analitycznej (modelowej) wypetnionej 5 um sorbentem G

AZT

Przyktadem opisu doboru warunkéw i oceny wielkoskalowego procesu
wyodrebniania na kolumnie 10x25 cm byto otrzymanie AZT (azydotymidyna,
lek o dziataniu anty-HIV) z surowca po syntezie, zawierajacego ok. 90%
AZT. Doswiadczenia wykonano z wykorzystaniem kolumny mikroprepara-
tywnej 1x25 cm wypetnionej sorbentem sferycznym DAISOGEL C8,
o dp = 13 ym, firmy DAISO CO LTD, na chromatografie Shimadzu LC-6A
oraz BIO-RAD, z fazg ruchomg MeOH/H,O = 20/80 (v/v). Planowanie roz-
dziatéw preparatywnych byto poprzedzone wyliczeniami opartymi na modelu
idealnej chromatografii. Na rys. 2 przedstawiono chromatogram z analitycz-
nym naniesieniem wykonany na mikropreparatywnej kolumnie (20 pl wod-
nego roztworu surowca o stezeniu 10 mg/ml, roztwor prawie nasycony).

Poréwnanie chromatograméw uzyskanych z analitycznego i prepara-
tywnego naniesienia wykonanych na tej samej kolumnie przedstawiono na
rys. 3. Oba chromatogramy sg tak ztozone, Zze czasy konca zastrzyku sg
wspolne. Tam, gdzie znajduje sie koniec etapu dozowania, pojawia si¢ w ko-
lumnie chromatograficznej prawie zerowe stg¢zenie substancji i ten punkt
.wedruje” wzdtuz kolumny tak samo wolno jak strefa substancji dozowana
w warunkach braku przetadowania. Oba takie punkty opuszczajg kolumne
w tym samym czasie liczonym od korica czasu dozowania mieszaniny do ko-
lumny.
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Rysunek 2. Chromatogram AZT po syntezie, kolumna 1x25 cm, faza ruchoma
MeOH/H,0 = 20/80, przeptyw 1.2 ml/min, detekcja 265 nm, ci$nienie ok. 3 bary, Vo, = 12.76 ml,
chromatografia izokratyczna do 140 minuty, potem 20-minutowa elucja gradientowa do 100%

MeOH i dalej 100% MeOH.
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Rysunek 3. Chromatogram preparatywny (a) i analityczny (b) zostaty tak zestawione, aby pokryt
sie czas kohca dozowania. Przeptyw 2.5 mil/min, detekcja 300 nm (a), 265 nm (b), ci$nienie
okoto 17 bar, objetos¢ dozowania Vj; = 80 ml (800 mg) (a), Vi, = 20 pl (0.2 mg) (b). Regenera-
cje kolumny (a) wigczono okofo 107 minuty.
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Opracowana procedura miata nastepujace parametry: przeptyw
5 ml/min, dlugos¢ fali detekcji 300 nm, cienienie okoto 35 bar, objgto$¢ do-
zowania Vi, = 120ml (Vi,/V, = 9.40, czas iniekcji 24 min, masa 1200 mg,
120 mg surowca na 1 g sorbentu). Objetos¢ fazy ruchomej pompowana do
wystgpienia frontu piku AZT wynosita 25 ml (Vion/Vo = 1.96, czas 5 min).
Frakcje gtdbwng odbierano pomiedzy absorbancjg 2.56 (sygnat detektora po-
za zakresem pomiarowym), a absorbancjg 0.5 (koniec frakcji). Byta to obje-
toSC¢ Viakga = 69 ml (Viaiga’Vo = 5.4, czas 13.8 min). Regeneracja kolumny:
26 ml MeOH (Vieo/Vo = 2.04, czas 5.2 min), regeneracja wodg: 13 ml
(Vh2o/'Vp = 1.02, czas 2.6 min). Catkowity czas rozdzielania z regeneracjq
kolumny wynosit 51 minut. Po odparowaniu do sucha frakcji gtéwnej i po
krystalizacji pozostatosci z wody, uzyskano 1.02 g AZT.
Wykonano 5 réznych chromatogramow, a ich wyniki postuzyly do wyznacze-
nia pojemno$ci stezeniowej kolumny c’ [M]. Postuzono sie zalezno$cia opi-
sujacg w modelu idealnej chromatografii czas pojawienia sie frontu przeta-
dowanego piku (rys. 3):

tfront
- :l+Vin/'+gfront (1)
t, '

oraz zalezno$Sciq wiazgcg bezwymiarowg mas¢ mj, dozowanego AZT
z wspotczynnikiem pojemnosciowym gy, charakteryzujacym potozenie fron-
tu piku AZT na chromatogramie pojedynczej substancji w przypadku izoter-
my Langmuira:

C [M]V, . _
\/mmj :\/cmj'ij = le_\/ﬁ )
C [M]'Vo kAZT

Wyniki zestawiono w tabeli 2 i na rysunku 4. Wyznaczona metodg najmniej-
szych kwadratéw stezeniowa pojemno$¢ kolumny wynosi c’=0.78 [M], ato
oznacza, ze 1 litr badanej kolumny posiada 0.78*Vy/Vyeom = 0.51 mola miejsc
aktywnych do adsorpcji AZT.

Tabela 2. Potozenie frontu przetadowanego piku AZT na chromatogramie

F [ml/min] Vinj [ml] | €0 [min] | v i =V i /V o | 9 frone m
1,2 0,02 90,9 0,002 7,55 6,77E-05
1,2 30 79 2,35 4,08 0,102
2,5 80 46 6,27 1,74 0,271
5,0 80 22,5 6,27 1,55 0,271
5,0 120 29 9,40 0,96 0,406
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Rysunek 4. Zalezno$¢ zastrzyknigtej masy AZT od potozenia frontu piku

Nalezy zwroci¢ uwage na stezenie AZT w maksimum piku chromato-
graficznego okoto 30 mg/mL. Jest to stezenie duzo wyzsze niz w roztworze
dozowanym, wyzsze niz rozpuszczalno$¢ AZT w wodzie, lub fazie ruchome;j.
Taki ,szok stezeniowy” ma miejsce w czasie kontaktu fazy ruchomej z sub-
stancjg zaadsorbowang z fazy bogatszej w wode niz faza ruchoma. Ten
szokowy wzrost stezenia jest nastepstwem bilansu masy i rownowagi ter-
modynamicznej obowigzujacej substancje adsorbujacg sie pomiedzy po-
wierzchnig sorbentu i fazg ruchomg. W tym przypadku ustala sie réwnowaga
procesu adsorpcji—desorpcji pomiedzy powierzchnig sorbentu bogatego
w AZT zaadsorbowany z fazy wodnej roztworu dozowanego

(k4 5> k47T ), a faza MeOH/MO = 20/80, dajac w efekcie stezenie AZT

w fazie ruchomej duzo wyzsze niz w roztworze nasyconym. Trwato$¢ roz-
tworu przesyconego zalezy od wielu czynnikéw, dlatego w takich postegpo-
waniach wymagana jest daleko posunigta ostroznos¢ i ciagta kontrola ci-
$nieniomierza chromatografu.

Badanie czysto$ci produktu na ptytce TLC (fluorescencja) wykazata obec-
no$¢ jednego zanieczyszczenia, ktérego zawarto$¢ oceniono na mniej niz
0.5%. Bylo to zanieczyszczenie zawierajace rdzen tyminy, nie nalezace do
zanieczyszczen wymienianych przez farmakopee. Na wykonanym wg far-
makopei chromatogramie stwierdzone zanieczyszczenie znajduje sie na
koncu zbocza piku AZT.

Taka sytuacja wymaga dodatkowych badan. Sg to: wyodrebnienie za-
nieczyszczenia, aby stwierdzi¢ jego strukture (MS, NMR), sprawdzenie, czy
nie jest to produkt reakcji zanieczyszczenia, ktérego$ z gtéwnych substra-
tow, procesu otrzymywania AZT, podziatu frakcji gtéwnej na dwie frakcje,
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z ktérych jedna poddana bytaby dodatkowej obrébcee, itp. Wykonanie takich
badan wymaga pracy na wigkszej kolumnie z wykorzystaniem wigkszej ilosci

materiatu po syntezie.

Tabela 3. Dane kolumny mikropreparatywnej, prognoza dla kolumny prepa-

ratywnej
W P Kolumna mikro Kolumna
yszczegolnienie N
preparatywna produkcyjna
Masa sorbentu w kolumnie 10 [g] 1.01 [kq]
Objetos¢ geometryczna zioza 19.6 [ml] 2.00[1]
Objeto$é wtasna kolumny Vp 12.76 [ml] 1.30 1]
Przeptyw fazy przez kolumne 5.0 [ml/min] 0.51 [l/min]
Objeto$é dozowania Viy 120 [ml] 12.24 [1]
Dozowana masa Miy 1.2[g] 0.122 [kg]
Objetosé fazy r. do frontu AZT 25.0 [ml] 2.55]1]
Objetosé frakcji glownej 69.0 [ml] 7.04 [1]
Masa odzyskanego AZT 1.02 [g] 0.104 [kg]
Regeneracja metanolem 25.5 [ml] 2.60]1]
Regeneracja wodg 12.8 [ml] 1.30 1]
Czas catkowity 1 cyklu rozdzielania 51 [min] 51 [min]

Wyniki doswiadczen przeliczono i zestawiono niektére parametry ko-
lumny 1x25 cm i procesu z kolumng (oferowang) 10.1x25 cm wypetniong
badanym sorbentem (tabela 3). Sporzadzono ocene udziatu réznych czynni-
kéw w koszcie chromatograficznego oczyszczania 1 kg AZT na drodze pre-
paratywnej chromatografii na jednej kolumnie 10.1x25 cm, pracujgcej 5000
godzin w ciggu roku (praca trzyzmianowa). Ocena zostata sporzgdzona do
dyskusji w kierownictwie firmy, w warunkach ekonomicznych roku 1998 przy
kursie: 3.54 pIn/USD. Wynik przedstawiono na rysunku 5.

trzyzmianowa praca, jedna kolumna 10.1x25c¢m

612 kg AZTirok
kredyt
479 pIni kg AZT 3%
" amorytzacja
ptace 59
55% \

fazaruchoma 9%,
15 ton MeOH/rok

sorbent
energiaelektr. 6%
2%

Rysunek 5. Rozktad réznych udziatéw w cenie uzyskania 1 kg AZT oczyszczonego w procesie
chromatografii preparatywnej
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Wzorce EMC

Produkcja erytromycyny A (EMC A, antybiotyk) w TZF POLFA, do
kontroli postepu biosyntezy i procesu oczyszczania produktu wymagata wie-
lu analiz dziennie. Caty proces technologiczny otrzymywania EMC A byt
kontrolowany metodami chromatograficznymi korzystajagcymi z wzorcow
(HPLC metoda farmakopealna w $rodowisku obojetnym, trwajaca 60 minut,
HPLC w $rodowisku alkalicznym 20 minut, HPLC z detekcjg elektroche-
miczng 10 minut i TLC). Sprawdzano obecno$¢ EMC innych niz EMC A.
Proces technologiczny charakteryzujg nastepujace stwierdzenia. Erytromy-
cyna B powstaje obok EMC A w warunkach niedotlenienia hodowli Sterpto-
myces erythreus. Przyjmuje sie, ze EMC C jest prekursorem EMC A, EMC D
jest prekursorem EMC B, EMC F jest prekursorem EMC E. Anhydro EMC A
(EMC P), enoloeter EMC A (EE), enoloeter pseudo-EMC A (EMC X) powsta-
ja w wyniku kwa$nej hydrolizy EMC A [12, 13]. Na rysunku 6 przytoczono
przyktadowy chromatogram pokazujgcy potozenia pikow zanieczyszczen.

Total Area: 2499659

OGW—: A
0.03000 -]
-
o.nmo-i
o.o:.m—f

E E B EE
0.01000— C.NdAz 5 s

N A |4 \i 3
°Mm_5_“ 3= 5 3% 3 A g
0.00000 Ad A

3 D *
-0.00500 T T T T T T Y T T T T T T

10.00 20.00
ranutes

Rysunek 6. Chromatogram EMC w $rodowisku alkalicznym (20 mM K,HPOJACN = 1/1,
pH = 10.5, kolumna Suplex PKB-100), pokazujacy rozktad zanieczyszczeh EMC A [14]

Te lokalne wzorce o czystosci powyzej 95% czystej substancji otrzy-
mywano na drodze preparatywnej chromatografii z odpaddw po krystalizaciji
przeznaczonych do utylizacji. Byly to wzorce EMC: C, E, F, N-demetylo-
EMC A (NdA). Do otrzymania wzorcow EMC A i EMC B wykorzystywano
handlowg EMC A oraz 70% substancje z doswiadczalnej produkcji EMC B.
Substancje EMC P, EE, EMC X otrzymywano na drodze prostych prze-
ksztatcen chemicznych EMC A [12,13] z wykorzystaniem preparatywnej
chromatografii po syntezie.

Opis warunkéw wyodregbniania EMC z odpadoéw: chromatograf Delta
Prep Waters, przeptyw 25 ml/min, detekcja 270 nm, droga optyczna 0.2 cm,
zakres 2.0 AUFS, kolumna DAN Process 25x5 cm wypetniona sorbentem
Daisogel C8, dp = 13 pm, faza ruchoma: 38% bufor (0.1 M (NH,)HCO;
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o pH = 10.0) oraz 62% MeOH (v/v), dozowanie 200 ml przesyconego roz-
tworu 10 g rodanku EMC (postepowanie wg specjalnej procedury), faza
regenerujaca kolumneg: 20 mM NaHSOL/EtOH = 25/75, faza ,postojowa”
podczas przechowywania kolumny: H,O/EtOH = 30/70. Przyktadowy chro-
matogram preparatywny oraz wynik analizy TLC otrzymanych frakcji poka-
zano na rysunku 7.

o
- EMCE
e
anion - ) EMCD(?)
rodankowy
- EMCC
. 5 EMC FI7)
- - W NedemetpoEMC A
12
I—L 120 min ko |

1203 4 5 it

Rysunek 7. Chromatogram preparatywny. Markery: 1-2 zakres dozowania, 3-4 frakcja 1 (60 ml;
65 mg), 4-5 frakcja 2 (125 ml; 375 mg), 5-6 frakcja 3 (100 ml; 424 mg), 6-7 frakcja 4 (180 ml;
1100 mg), marker 8: poczatek zrzucania fazg regenerujgca, 7-9 frakcja 5 (200 ml; 1000 mg).
Marker 10 koniec regeneracji i poczatek stabilizacji kolumny fazg ruchoma (2 V,). Chromato-
gram TLC: frakcje od 1 do 5 i materiat wyj$ciowy

Z kazdej odebranej frakcji usuwano MeOH na wyparce prdzniowej
w temperaturze 50°C, a produkt ekstrahowano chlorkiem metylenu z wod-
nego roztworu.

Otrzymane frakcje, po uzyskaniu odpowiedniej masy substanciji, re-
chromatografowano raz, dwa lub trzy razy w warunkach podobnych do opi-
sanych. Produkt koncowy krystalizowano otrzymujac dwu-wodzian konkret-
nej EMC. Otrzymanie 1 g spodziewanej EMC F, do analiz identyfikacyjnych
MS i NMR i jako wzorca, wymagato wielu powtérzen. taczne otrzymanie np.
100 g wzorcow wg wybory laboratorium Kontroli JakosSci wymagato pracy
3 0s6b i czasu okoto 3 miesigcy. Stosowano tez naniesienie 30 g rodanku
EMC oraz faze ruchomg o sktadzie 45%bufor/55%MeOH. Erytromycyna A
charakteryzuje sie stabg rozpuszczalnoscig i ujemnym wspdiczynnikiem
temperaturowym rozpuszczalno$ci w wodzie i wodno metanolowych roztwo-
rach. We wszystkich postepowaniach z EMC, roztwér do naniesienia na ko-
lumne byt roztworem silnie przesyconym, sporzgdzanym wg nastepujgcej
procedury. Nawazka preparatu byta rozpuszczana w MeOH, sgczona
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i schtadzana do -23°C. Ten zimny roztwor byt mieszany z podobnie schto-
dzonym roztworem buforu, tak by koricowe objetoSciowe stezenie metanolu
bylo nizsze niz w danej fazie ruchomej (np. 50% MeOH). Sporzadzony roz-
twor byt natychmiast wprowadzany na kolumne chromatograficzng, a osoba
wykonujgca te czynnos$¢ pilnowata, aby zaden maty pojawiajacy sie kryszta-
tek nie zostat zassany do pompy chromatografu.

Ujemny wspoifczynnik temperaturowy rozpuszczalno$ci EMC wskazu-
je na mozliwos$¢ istnienia termodynamicznie nietrwatej formy krystalograficz-
nej [15]. Takie podejrzenia potwierdzaty réznigce si¢ rentgenogramy prosz-
kowe wykonane w roztworze bedacym zawiesing wytrgconych w niskiej
temperaturze krysztatdw oraz po wysuszeniu ich na powietrzu. Stwierdzono
tez, ze wodny roztwor EMC A otrzymany z frakcji gtéwnej, po usunieciu me-
tanolu na wyparce, nie krystalizowat, cho¢ jego stezenie w 50°C siggato
140 mg/ml, za$ stwierdzona rozpuszczalno$¢ (réwnowaga roztworu z krysz-
tatami preparatu wyjSciowego) wynosita w tych warunkach mniej niz
1 mg/ml. Swiadczy to o trudno$ciach w powstawaniu znanej struktury orto-
rombowej krysztatu dwu-wodzianu erytromycyny A [16, 17], pod nieobec-
no$¢ innych podobnych zwiazkéw lub $ladéw kwasow ttuszczowych z pro-
cesu biosyntezy.

Pik X doksycykliny

Na poczatku farmakopealnego chromatogramu doksycykliny (antybio-
tyk) wystepuje tzw. pik X. Wyodrebnienie tej substancji z odpadéw po pro-
dukcji formy leku dla potrzeb Kontroli Jakosci bylo beznadziejnym przedsig-
wzieciem. Na podstawie sugesti 0 tym, co powoduje powstanie tej
substanc;ji i kilku prob, wykonano ponizsze doswiadczenie. W wodnym roz-
tworze (200 ml) rozpuszczono 10 g doksycykliny (hyclate), 50 g Na,SO,,
100 mg Na,S,05 (przeciwutleniacz). Roztwor umieszczono na 48 h w tempe-
raturze 50°C. Do roztworu dodano 50 ml fazy ruchomej (woda/EtOH =
= 80/20) i wprowadzono na kolumne 5x25 cm wypetiong sorbentem Daiso-
gel C8. Z otrzymanej frakcji gtdwnej (2 V) usunigto etanol na wyparce,
a roztwor wodny poddano liofilizacji. Otrzymano 500 mg brgzowawej sub-
stancji zawierajacej wg HPLC 95.3% substancji X. Pomiar MS pokazat iden-
tycznos¢ doksycykliny i substanciji X. Na podstawie C NMR potwierdzono
wniosek z MS. Na podstawie 'H NMR stwierdzono, ze podwojone sygnaty
6-CH; nalezg do dwdch epimeréw doksycykliny. Pik X jest mieszaning
4-epidoksycykliny i 4,6-epidoksycykliny.

To opracowanie po$wiécamy pamieci tragicznie zmarfej Pani mgr Grazyny Osmol-
skiej, Kierowniczki Laboratorium Badawczo-Rozwojowego Insuliny TZF POLFA,
a takze niezyjgcym juz pionierom praktycznego stosowania preparatywnej chromato-
grafii do otrzymywania farmakopealnie czystych lekow nasercowych — Pani dr Barba-
rze_Sledzifskiej i twércy w roku 1964 pierwszego w Polsce semi-preparatywnego
wysokoci$nieniowego chromatografu cieczowego - Panu prof. Jerzemu S. Kowalczy-
kowi.
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