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Sirotkini proteini

* kazejo protimikrobne, protivirusne in antioksidativne lastnosti (pomagajo pri
krepitvi imunskega sistema, SCitijo pred boleznimi srca, rakom)

* Beljakovine sirotke: a-laktalbumin (a-LA), B-laktoglobulin (B-LG), goveji serumski
albumin (BSA) in imunoglobulini (IgG), laktoperoksidaza (LPO) in

* |aktoferin (LF) je 80 kDa velik glikoziliran protein (regulacija Fe3*, protimikrobno
delovanje proti Sirokemu spektru bakterij, gliv, kvasovk, virusov in parazitov, zascita
pred vnetnimi in rakavimi boleznimi ter druge encimske funkcije)
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zolacija LF z uporabo monolitnih
<romatografskih kolon CIM®

* beljakovine sirotke se razlikujejo po IEP (razpon od pH =4,5do 9,5), LF [EP = 8,5 —
9,0

* v kislih pogojih se LF veze na mocan kationski izmenjevalec

[%

* monolitna kromatografska kolona CIM® omogoca visoko locljivosti kljub visokim
pretokom

Vezava na kationski izmenjevalec Spiranje Sproscanje v mobilno fazo
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° Mocan kationski izmenjevalec (SO3)
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Spremljevalna analitika

e Kromatografska analiza: PATfix™ HPLC system, using CIMac ™ SO3 ali COOH-0,1
mL (BIA Separations, Sartorius)

* SDS PAGE (Biorad)

http://bl()'rad.com < ;-3;:."' o

* Dolocanje bioaktivnosti: meritve potenciala za vezavo Fe3* (C-vrednost) in delez
Ze vezanega Fe3* (A-vrednost) — spektroforometricne meritve (NRL Pharma Inc.)

Free Iron 6 protein
or denaturant
— + ‘> + Nitroso-PSAP
Physiological
yLigang reductant

http://metallogenics.co.jp
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8000 mL

Razvoj metode izolacije LF

* CIMac ™ in CIMmultus™ SO3 (Bia Sparations, Sartorius)

monolitne kromatografske kolone - ;
800 mL
30 mL u3
0.1mL 1 mL
B,

R 4

Laboratorijski nivo Manijsi preparativni nivo
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Razvo] metode izolacije LF

* prenos metode izolacije LF na viSje preparativne ravni je enostaven, potreba po manjsi
optimizaciji in spremembi pufernih pogojev

* uporaba pulzne (stopenjske) ali gradientne ali kombinirane elucijske metode

* na polindustrijskem nivoju smo dodatno testirali razlicno sestavo pufrov na osnovi
fostata, karbonata ali citrata in izolacijo LF/LPO iz sladke sirotke (SS).

* metodo za izolacijo LF smo v obliki patentne prijave vlozili v veC drzavah po svetu:

Kete Marko, Strancar Ale§, Lokar BlaZ, Zupan¢i¢ Justin Maja. Method for manufacturing
hiﬁhly purified lactoferrin and lactoperoxidase from milk, colostrum and acid or sweet
whey: application number EP18204674.8. Munich: European Patent Office, 2018. 2 f.
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Razvoj metode izolacije LF -
Rezultati

SDS PAGE:
IEX HPLC:
= 300+
2 2000+ ---- Sigma LF %
£ | — i % i
ol Ingredia LF (95%) W
g | — Life ext. LF (95%) )/
© 1600 4 Arhel LF / 200+ I 3 .
< ] IgG, LF agregati in drugi
© 1400 A i .
= proteini
e T 120
S 1200
3 i 100
< 85
1000
800 70
. : : , : , 1,75 A LF
600 -
J 50 \
400 -
] = i LF C-fragment
200 —k
04
, . : . , . : . , . LF N-fragment
0,0 05 1,0 15 2,0 Cas (min) 2,5

Zaklju¢na konferenca projekta LIFE for Acid Whey —
LIFE1I6ENV/SI/000335; Ljubljana, 15.2.2022




Razvoj metode izolacije LF -
Rezultati

* primerjava z z drugimi na trgu prisotnimi LF: dosegamo primerljivo,
veCkrat celo visjo Cistost (>98% - IEX HPLC), ter bistveno visjo
celokupno bioaktivnost (C + A vrednost) v primerjavi z vsemi
analiziranimi vzorci:

Vzorci laktoferina  Life Extension Ingredia NRL Sigma Arhel
(Lactoferrin caps - Nutritional Pharma goveji d.o.o.
Bioferrin; 95% (Prodiet laktoferin; (>98%)
Apolactoferrin) Lactoferrin, >95%) >85%

C-vrednost [%] 48,6 (31,1-vz.) 52,1 49,2 7,5 70,0 -

74,0
A-vrednost [%] 11,7 (7,5 —vz.) 7,7 9,0 58,5 2-49
Skupaj (A+C) [%] 60,3 59,8 58,2 66,0 74,9
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Pilotni sistem za izolacijo LF

Pilotni HPLC s pufrskim
sistemom in UV detektorjem

Hladilne cisterne za sprejem in
hranjenje sirotke

CIMmultus™ SO3-8000 (Bia
Separations, Sartorius) monolitna
kromatografska kolona

Filtrski sistem za
filtracijo sirotke
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Pilotni sistem za izolacijo LF - Rezultati

2X

* Na polindustrijski ravni smo vzporedno z optimizacijo metode izolacije LF izvajali tudi
testiranja predpriprave sirotke na samo izolacijo (mikrofiltracija) in ponovljivost
kromatografskega cikla izolacije

* na dveh CIMmultus™ SO3-8000 (Bia Separations, Sartorius) monolitnih
kromatografskih kolonah smo opravili 138 kromatografskih ciklov izolacije LF

* postopek zagotavlja visoko stopnjo ponovljivosti, ohranjanje funkcionalnosti
kromatografske kolone in izolacijo visoko Cistega produkta LF z visoko bioaktivnostjo
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Pilotni sistem za izolacijo LF:
susenje izolatov

* Priprava na susenje: zgosCanje in razsoljevanje LF elucije z
uporabo diafiltracijskega sistema

» Testi susenja zgoscenih LF izolatov:
* Liofilizacija (0% izgub, dolgotrajno, energijsko potratno)
e Spray drying (hitrost, izgube > 30%, nepretocni prah)

* FBDS komora (Fluid Bed Drying System) — neposredna
uporaba zgoscine pri postopku oblaganja (FFA)

(hitrost, izgube < 10%, pretocni sferi¢ni delci)
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KROMATOGRAFIJA /
TLAGNO VODENA .
FILTRACIJA Legenda:

L] L
VPR = vhodna procesna raztopina
OPR = odpadna procesna raztopina

OPREDELITEV USTREZNOSTI OPR
IN LOCENO ZBIRANJE

e laktoferina . B
¥

OPR OPR
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Optim
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-

* Optimizacija pufernih raztopin:
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Optimizacija pufernih raztopin -
Rezultati

e Optimizacija pufernih raztopin:
 testirali ve¢ nacinov njihove ponovne uporabe v postopku kromatografske
izolacije,
* moznost recikliranja surovin - polno odstranitev fosfatov iz pufernih raztopin

 ponovne uporabe raztopin z visoko slanostjo v procesih zgoscevanja
preostankov sirotke - znatno zgostitev preostankov sirotke

Patentna prijava:

Zupandi€ Justin Maja, Kete Marko, Ci¢ Maja, Vardjan Tinkara. Postopek
obdelave odpadnih procesnih raztopin kromatografskih postopkov in tlacno
vodenih filtracijskih postopkov. Patentna prijava st. P-202100230. Arhel
d.o.o, 2021a.
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Optimiziracija industrijskega postopka

izolacije laktoferina

* Razvoj metode za povecanje vezavne kapacitete kromatografske kolone na LF
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Razvoj metode za poveCanje vezavne kapacitete
kromatografske kolone na LF - Rezultati

* stopnja zgosCevanja je lahko razlicna + 60-90%
[ J uspelo poveéati ka paCitetO Vezave I_F Za 60 dO 90% V prlmerJaVI Z —O— Zacetna metoda predprirave sirotkg
izhodis¢no metodo izolacije _ rmm——

LFc [ma/L]

Patentna prijava:

Zupandi¢ Justin Maja, Kete Marko, Prevc Tjasa, Strancar Ales.
Postopek povedanja zmogljivosti kromatografske ekstrakcije oo o 7
proteinskih molekul iz kompleksnih organskih matriksov. C rabtenvsite
Patentna prijava st. P-202100196. Arhel d.o.o, 2021b.
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Povzetek

* Razvoj metode izolacije LF iz sirotke

* Prenos metode iz Iaboratori#'skega nivoja na polindustrijski nivo z
manjsimi modifikacijami pufrov

* Postopek izolacije zagotavlja visoko stopnjo ponovljivosti, ohranjanje
funkcionalnosti kromatografske kolone inizolacijo visoko Cistega
produkta LF z visoko bioaktivnostjo

e Optimizirana poraba surovin

* Razvoj metode za povecanje vezavne kapacitete kromatografske kolone
na LF

* Tri patentne prijave
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/ahvale

Raziskava je bila sofinancirana s projektom LIFE for Acid Whey (St. pogodbe LIFE16 ENV/SI/000335)
evropskega financnega instrumenta LIFE in projektom LAKTIKA (St. pogodbe OP20.03521) OP EKP 2014
—2020.

Za dobave sirotke se zahvaljujemo mlekarnam Planika, Celeia in Pomurske mlekarne.

Za pomoc¢ in usmeritve v fazah razvoja metode izolacije LF se zahvaljujemo dr. Aledu Strancarju, BIA
Separations.
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