
SRT SEC-300

(5u, 7.8x300mm)

150 mM Sodium Phosphate, pH 7

1.0 mL/min

T=Ambient

Sample: MAb
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抗体サイズ分析用カラム

SRT
Ⓡ
/ZENIX

TMシリーズ
生体高分子のサイズ排除クロマトグラフィー(SEC)では、サンプルと充填剤が相互作用を

持たず、サイズに応じて溶出してくることが基本です。しかしながら、実際には疎水的

相互作用などの非特異的相互作用が生じ、ピークテーリング、溶出の遅れ、吸着が

起こることがあります。 また、サンプルマトリクスによる影響もあります。

SEPAX社SECカラムSRTおよびZENIXシリーズはその優れた表面テクノロジーにより、

これらの問題を解決しています。

SRT SEC-300 によるモノクローナル抗体の分離

SiO2

Hydrophilic nm thin films

SiO2

Hydrophilic nm thin films
物理的に安定な高純度シリカ粒子に、
厳しく管理された条件下で、親水性
被膜が化学的に結合されています。

被膜がスタンドアップタイプ（標準）、
レイダウンタイプ（Cシリーズ）があり、

サンプルに応じて使い分けることが
できます。

Column: SRT SEC-300, 5m, 
7.8×300mm
Flow rate: 1.0 mL/min; UV 214 nm
Temperature: Ambient 

Min
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

50 mM Phosphate, pH 7.0

100 mM Phosphate, pH 7.0

150 mM Phosphate, pH 7.0

50 mM Phosphate + 
200 mM Na2SO4

pH 7.0

塩基性蛋白質の溶出プロファイル(他社比較）

Sample: Lysozyme, pI=11
Injection: 5 L (1.0 mg/mL)
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Vendor T SEC 2000

(4.6x300 mm, 4 µm)

50 mM

100 mM

150 mM

1. thyroglobulin aggregate,  5.56 min
2. thyroglobulin,  7.03 min
3. g-globulin dimer,  7.69 min
4. g-gobulin,  8.64 min
5. ovalbumin,  9.91 min
6. myoglobin,  10.39 min
7. poly-DL-alanine (1-5 kDa),  11.09 min
8. uracil,  12.10 min

1. thyroglobulin aggregate,  5.23 min
2. thyroglobulin,  5.53 min
3. g-globulin dimer,  6.31 min
4. g-gobulin,  7.40 min
5. ovalbumin,  8.68 min
6. myoglobin,  9.70 min
7. poly-DL-alanine (1-5 kDa),  10.27 min
8. uracil,  11.31 min
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Y軸に注目！

非特異的相互作用（他社比較）

※塩基性たんぱく質の吸着や非特異的相互作用が極小です。

表面ケミストリーの特長

Sample: 5 antibodies: IgG, IgG E（Erbitux), IgG A,  H（symbol), 
H500（symbol）
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Mobile phase: 20 mM PB(pH7.0), 150 mM NaCl
Flow rate: 1.0 ml/min Wavelength: 280 nm Col tem.: 25℃ Inj Vol: 10 L

※この条件では、
非特異的吸着の
みられる抗体が
あります。

Samples: 5 antibodies

Zenix SEC-150による各種抗体の分析
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Samples: 5 antibodies

Zenix SEC-C 150による各種抗体の分析

C シリーズの使用で改善

2種類の表面ケミストリーで相補って
使用が可能です。

Column: Zenix 300 and SRT 300

Mobile phase: 150 mM Phosphate 

Buffer, pH 7 Flow rate: 1.0 mL/min for 

7.8x300 mm     

0.35 mL/min for 4.6x300 mm

Temperature: Ambient (~23° C)

Detection: UV 214nm

Injection: 10 µL (3 L for 4.6x300 mm)

Sample: 1) Thyroglobulin (1.0 mg/mL), 

670 kD; 2) BSA dimer, 132 kD; 3) BSA 

(1.0 mg/mL), 66 kD; 4) Ribonuclease

A (1.0 mg/mL), 13.7 kD, and 5) Uracil

(2.5 g/mL), 120D.

Peak Protein Zenix 300   

(4.6x300) 

Zenix 300

(7.8x300)

SRT 300

(7.8x300)

1 Thyroglobulin 2180 2460 1120

2 BSA Dimer 4390 5100 2720

3 BSA 10280 13090 6590

4 Ribonuclease A 16490 22000 11160

5 Uracil 33640 38500 27860
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Column Pressure

Zenix 300

(4.6x300mm)

990 psi

Zenix 300

(7.8x300mm)

1350 psi

SRT 300

(7.8x300 mm)

650 psi

Columns: SRT 5 µm, Zenix 3 µm, 
7.8x300mm
Mobile phase: 150mM Phosphate 
Buffer, pH 7
Flow rate: 1 mL/min
Temperature: ambient
Detection: UV 214 nm
Sample: BSA (5mg/ml)
Injection: 10 L5 um

3 um

5 um

3 um

ZENIXTM/ZENIXTM-C

粒径の違い

Pre-test, pH7.0

Day 1 AM, pH8.5

Day 1 PM, pH8.5

Day 2 AM, pH8.5

Day 2 PM, pH8.5

Day 3 AM, pH8.5

SRT-300 (5um, 4.6x300mm)

Wavelength: 214 nm

Mobile Phase: 150 mM

Phosphate Buffer,  H 8.5

Flow Rate: 0.35 mL/min

Injection: 3 uL

Minutes
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Day 7 AM, pH8.5

Sample: 
1. Thyroglobulin
2. BSA
3. Ribonuclease A
4. Uracil
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Column: Zenix SEC-300 (3µm, 7.8x300mm)
Mobile phase: 150 mM Phosphate buffer, pH 7; Flow 
rate: 1.0 mL/min; Detection: 214 nm; T=Ambient
Sample: 1) Thyroglobulin, 2) BSA dimer, 3) BSA, 4) 
Ribonuclease A, 5) Uracil; Injection: 10 L
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標準タンパク質

Column: Zenix SEC-300 (3m, 7.8x300mm)
Mobile phase: 150 mM Phosphate buffer, pH 7; 
Flow rate: 1.0 mL/min
Detection: 214 nm; T=Ambient
Sample: MAb (2.5 mg/mL); Injection: 10 L
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Lot 091009-MGB
Lot 28076-1MG
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MAb

SRT-C 300 (5 um，7.8x300 mm)
150mM phosphate buffer, pH=7.0
1 mL/min 214 nm Injection 5 uL
Sample: MAb221（0.7 mg/mL）

※ 1 ～200 回は、標準
タンパク質で耐久性テスト
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1 4

SRT-300

Injection 
No.

Efficiency Tailing Line

1 26512 1.192

2 25959 1.183

3 26182 1.180

10 25682 1.190

20 25872 1.194

64 25811 1.187

102 25776 1.170

140 25910 1.174

175 25177 1.208

192 24300 1.196

250 25707 1.172

300 25720 1.166

SRT-300 (5um, 
7.8x300mm)
150 mM Phosphate, 
pH 7.0
Flow Rate: 1.0 mL/min
Wavelength: 214 nm
Injection: 10 uL

1.Thyroglobulin
2. BSA
3. Ribonuclease A
4. Uracil

SRT-C300
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Injection volume: 10 L
BSA Concentration
(from low to high):
1 mg/mL
2 mg/mL
5 mg/mL
10 mg/mL
20 mg/mL
50 mg/mL

Column: Zenix SEC-150 (3 µm, 7.8x300 mm)
Mobile phase: 150 mM PBS, pH 7.0; 
Flow Rate: 1.0 mL/min
Injection volume:10 µL
Detection: UV214 nm

1 mg/mL

5 mg/mL

10 mg/mL

20 mg/mL

BSA ローディングテスト ZENIX-150

SRT-100, 150, 300, 500, 

1000  
SRT 2000：>10,000,000

SRT 1000：50,000～7,500,000

SRT 500: 15,000 ～5,000,000

SRT 300：5,000～1,250,000

SRT 150：500～150,000

SRT 100：100～100,000         
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Zenix SEC-150

Zenix SEC-300

ZENIX 150, 300

ZENIX 300：5000～1250000

ZENIX 150：500～150000

ZENIX 100： 100～100,000
分子量10,000以下のポリペプチド等

Sample: 1. Thyroglobulin, 670 kD 2. -Globulin, 158 kD 3. BSA, 66 kD
4. Ovalbumin, 44 kD 5. Myoglobin, 17.6 kD 6. Ribonuclease A, 13.7 kD
7. B12, 1.35 kD 8. Uracil, 120 

Column: Zenix SEC-300 (3um,300A, 7.8x300mm)
Mobile phase: 150mM Phosphate Buffer, pH=7.0; 
Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 280 nm; Column temperature: 25℃; 
Pressures: 950 psi Injection Volume: 10 uL
Sample: Bevacizumab (trade name Avastin), a humanized monoclonal 
antibody, 150 kD
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L-cysteine

+

Fab and Fc have similar 
MW (~50KD), which 
can not be resolved by 
SEC unless the column 
has non-specific 
interactions.
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Test Flow rate 
(mL/min)

Backpressure 
(psi)

Retention time (min) % Area USP 
ResolutionPeak 1 Peak 2 Peak 1 Peak 2

A 1.0 550 4.51 5.28 1.38 97.92 1.9

B 1.5 1020 3.04 3.55 1.36 97.84 1.6

C 2.0 1550 2.23 2.71 1.31 97.20 1.6

D 2.5 2050 1.92 2.23 1.38 97.02 1.5

E 3.0 2450 1.62 1.89 1.26 96.92 1.3

Column Zenix SEC-300 
(3 µm, 7.8x200mm )

Mobile phase 150mM PB, pH 7.0

V-Injection 10 µL

Detection UV214 nm

Temperature Ambient (~23 ℃)

A
U

0.00
0.10
0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
0.90
1.00
1.10
1.20

Min
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

3

1

2

Column: Zenix SEC-150 (3µm, 7.8x300mm)
Sample: 1, Protein with MW 70KD (from an undisclosed drug 

development company)
2, Protein 1 attached with 1 PEG (MW 40KD) molecule
3, Protein 1 attached with 2 PEG (MW 40KD) molecules 

Separation conditions:
Mobile phase: 150 mM
Phosphate buffer pH=7.0; 
Flow rate: 1.0 mL/min
Wavelength: 214 nm; 
Temperature: Ambient
Sample concentration: 
2.0 mg/mL; Injection 
volume: 20 µL
Pressure:1615-1640 psi

PEG化タンパク質の分離例

Polysorbate 20 

(Tween 20) 

Polysorbate 80

(Tween 80)

Critical micelle concentration (CMC)
~0.06 mM (~0.01%) for Tween 20
~0.01 mM (~0.0001%) for Tween 80

SECにおける問題点： Tween 20/80がタンパク質のSEC分析を妨害

Tween 20 / Tween 80 ：生化学や製薬分野でタンパク質の可溶化に使用
非イオン性界面活性剤
賦形剤としても使用

Column:SRTSEC-300 (5um,300A,4.6x300mm)
Mobile phase: 150 mM Phosphate Buffer, pH=7.0
Flow rate: 0.35 mL/min
Detector: Refractive Index
Temperature: RT
Sample: MAb 221 (1.4 mg/mL)
Injection Volume: 3 L

Column: SRT SEC-300 (5 µm, 300 Å, 7.8x300 mm)

 Tween 80により、IgGのSEC分析は影響を受けません。

 Tween 80+IgG （青線） と IgG （緑線） のSECプロファイルは
まったく変わりません。

Min

2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.00.0

Mobile phase: 150 mM phosphate 
buffer, pH=7.0 
Flow rate: 0.5 mL/min
Temperature: Ambient
Detector: UV 214nm
Injection Volume: 100 L

— Tween 80, 0.05%

— IgG, 0.1 mg/mL

— IgG (0.1 mg/mL) w/ 

0.05% Tween 80

Tween20/80による影響ロット再現性

耐久性

※サンプル中のTweenの影響
がありません。

SEPAX SRTⓇ/ZENIXTMカラムの表面構造

pH安定性(pH 8.5）

較正曲線 Zenix SEC-300 によるベバシズマブの分析 Fast Assay アプリケーション MAb (7.8mmID)

ZENIX-150による ErbituxのPapain degradation 

SRT ZENIX SRT-C ZENIX-C

粒径 5um 3um 5um 3um

表面ケミストリー Stand-up型 Lay-down型

ポアサイズ(Å）
100, 150, 300, 

500, 1000, 
2000

100, 150, 300
100, 150, 300, 

500, 1000, 
2000

100, 150, 300

サンプルタイプ
抗体、たんぱく質、拡散、オリゴ
ヌクレオチド、ウィルス、親水性ポ
リマーetc

タフサンプル：膜たんぱく質のよ
うな疎水性たんぱく質、PEG化抗
体などポリマー修飾タンパク質

SRT ZENIX SRT-C ZENIX-C

粒径 5um 3um 5um 3um

表面ケミストリー Stand-up型 Lay-down型

ポアサイズ(Å）
100, 150, 300, 

500, 1000, 
2000

100, 150, 300
100, 150, 300, 

500, 1000, 
2000

100, 150, 300

サンプルタイプ
抗体、たんぱく質、拡散、オリゴ
ヌクレオチド、ウィルス、親水性ポ
リマーetc

タフサンプル：膜たんぱく質のよ
うな疎水性たんぱく質、PEG化抗
体などポリマー修飾タンパク質

裏面ケミストリー

Name
Retention 

Time
Area USP Tailing USP Plate Count

Mab221-201 7.804 590658 1.0191 3607.8833

Mab221-202 7.803 581254 1.0243 3559.4615

Mab221-203 7.803 552443 1.0180 3590.0952

Mab221-207 7.804 557443 1.0332 3559.1603

Mab221-208 7.802 562123 1.0331 3535.3314

Mab221-214 7.805 528738 1.0158 3557.5825

Mab221-215 7.802 595139 1.0169 3450.5878

Mab221-230 7.794 574747 1.0334 3360.5510 

Mab221-231 7.794 565842 1.0301 3383.6489

Mab221-256 7.797 567718 1.0244 3357.8334

Mab221-257 7.797 555831 1.0167 3339.7860 

Mab221-282 7.817 554158 1.0128 3377.4586

Mab221-283 7.817 557789 1.0009 3361.4787

Mab221-308 7.827 478253 1.2406 3391.1182

Mab221-309 7.83 382164 0.9162 3659.1928


