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The separation of biotechnology products in agueous two-phase sys-
tems. Part Il - Applications

Summary

This paper is focused on actual and potential applications of aqueous
two-phase systems in the separation of biotechnology products. Applications of
bioconversions, purification of enzymes and other biomolecules in these sys-
tems, proposed schemes of separation, and advantages and disadvantages are
presented. The experimental and industrial results indicate high efficiency of
the separations of biological materials in aqueous two-phase systems, which
may result in the development of new technologies.
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1. Wstep

Ekstrakcja w wodnych uktadach dwufazowych (aqueous
two-phase systems - ATPS) wykorzystuje zjawisko réznego powi-
nowactwa separowanych czasteczek do zwigzkéw tworzacych
ukfady dwufazowe, tj. roztworéw wodnych niektdrych polime-
row (np. glikolu polietylenowego z dekstranem, alkoholu poliwi-
nylowego z metyloceluloza), glikolu polietylenowego w miesza-
ninie z pewnymi solami (np. fosforanami) lub termoseparujgcego
roztworu niejonowego zwigzku powierzchniowo czynnego.
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Uktady tego rodzaju zapewniajg wysoka zawartos¢ wody w obu fazach (70-95%),
co gwarantuje utrzymanie biologicznej aktywnosci mikroorganizméw, organelli ko-
morkowych i bialek oraz bardzo korzystne warunki separacji, np. niskie napiecie
miedzyfazowe.

Komorki, organelle komérkowe i substancje wprowadzane do uktadu dwufazo-
wego zachowuja sie zgodnie z prawem Nernsta, a zatem gromadzg sie w okreslonej
fazie w stezeniu zaleznym od rodzaju uktadu i rozdzielanych substancji. Zjawisko to
wyraza wspotczynnik podziatu K, staty dla danej substancji w okreslonym ukladzie:

K = Cg/Cd,

gdzie: Cg - stezenie substancji w fazie gornej, Cd - stezenie substancji w fazie dolnej.

Procesy separacji moga byé prowadzone na materiale nie poddanym zadnej ob-
rébce lub tylko wstepnie przygotowanym (np. bezposrednio po homogenizacji ko-
morek), co pozwala na szybki odzysk pozadanego produktu i minimalne straty. Wa-
runki separacji sg fagodne, a wydajno$¢ proceséw jest bardzo wysoka.

Wymienione zalety ekstrakcji w wodnych uktadach dwufazowych powodujg wzrost
zainteresowania technologiami wykorzystujgcymi ATPS do izolacji réznych produk-
tow z ptynéw pofermentacyjnych.

W pracy przedstawiono dotychczasowe osiggniecia oraz perspektywy rozwoju
separacji produktow biotechnologii w wodnych ukladach dwufazowych, z uwzgled-
nieniem dwaéch gtéwnych kierunkoéw zastosowan, tj. biosyntezy z jednoczesng eks-
trakcjg produktéw i oczyszczania przez podziat miedzyfazowy.

2. Procesy biosyntezy z jednoczesng ekstrakcjg (ekstrakcyjna
biokonwersja) w ATPS

Jednym z gtéwnych kierunkéw praktycznego zastosowania wodnych uktadéw
dwufazowych w biotechnologii jest zintegrowanie procesu biosyntezy z ekstrakcjg
produktow (extractive bioconversion). W procesie tym biokatalizator jest obecny w jed-
nej z faz, a produkt jest gromadzony w drugiej.

Procesy biosyntezy w ATPS zostaty opracowane dla systemow wykorzystujacych
enzymy, komérki oraz jedne i drugie rownoczesnie. Przykfady tych proceséw przed-
stawiono w tabelach 1 i 2. Zazwyczaj biosynteza prowadzona jest w ukladzie, w kto-
rym biokatalizator znajduje sie w fazie dolnej, a produkt gromadzi sie w fazie gor-
nej (1). Mozliwa jest takze migracja produktu do fazy dolnej (2), a zatrzymanie bio-
katalizatora w gornej (2-4).
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Tabela 1
Przyktady reakcji enzymatycznych prowadzonych w wodnych uktadach dwufazowych
Faza Faza
Enzym z Produkt z kprod Sktad uktadu Literatura
enzymem produktem
heksokinaza D 0,15  glukozo-6-P G - PEG/dekstran (34)
+ kinaza octanowa
acylaza G - 1-metionina D 154  PEG/fosforan (35)
potasu
a-amylaza D - cukry G - PEG/nieoczyszczony (36)
-1 glikoamylaza redukujace dekstran
acylaza penicylinowa D <0,01 6-APA G 1,35  PEG/fosforan potasu @37
endo-(3-glukanaza D 0,16  cukry G - PEGI/nieoczyszczony (38)
-1 (3-glukozydaza redukujace dekstran
P-galaktozydaza D <0,01 glukoza G 101 PEG/pullulan (39)

D - faza dolna, G - faza gérna, Kenz - wspdtczynnik podziatu enzymu, Kprod — wspétczynnik podziatu produktu.

Tabela 2
Przyktady proceséw fermentacyjnych prowadzonych w wodnych ukfadach dwufazowych
Faza Faza
Mikroorganizm z Produkt z kprod Sktad uktadu Proces Literatura
komdrkami produktem

Clostridium tetani D(G) toksyna G _ PEG/dekstran ciagly (40)
S. cerevisiae 1) etanol G _ PEG/dekstran pétciagly (41)
S. cerevisiae D etanol G PEG/dekstran okresowy (42)
+ celulaza
+ 3-glukozydaza
Clostridium D aceton G 1,9  PEG/deksiraii okresowy (43)
acetobutilicurn butanol G 2
S. cerevisiae D etanol G - PEG/nieoczyszczony  ciagly (44)
+ a-amylaza dekstran
T. reesei D celulaza G - PEG/dekstran péiciagly (45)
T. reesei 1) celulaza G 2,08  PEG/pullulan péiciagty (46)
B. subtilis D a-amylaza G 05  PEG/dekstran pétciagly (47)
B. subtilis D(G) a-amylaza G 0,74  PEG/dekstran pétciagly (48)
B. amyloliquefaciens 1)(G) a-amylaza G 0,77  PEG/dekstran okresowy' (49)

D - faza dolna, G - faza gérna, Kpr,d - wspétczynnik podziatu produktu.

tatwe w realizacji sg procesy z wykorzystaniem catych komorek, poniewaz utrzy-
manie ich w konkretnej fazie nie nastrecza trudnosci. Natomiast zatrzymanie w jed-
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nej fazie enzymdw (jako biokatalizatoréw) i oddzielenie ich od produktow reakcji
jest zdecydowanie trudniejsze. Dlatego separacje w ATPS stosuje sie zwykle jako
wstepny etap rozdziatu i fgczy sie ja z procesem ultrafiltracji. Zdecydowanie podno-
si sie w ten sposob wydajnos¢ w poréwnaniu do sytuacji, gdyby kazdy z tych proce-
sow prowadzono oddzielnie (5).

Gtéwng zasadg biosyntezy, z jednoczesng ekstrakcja, jest zawieszenie biokatali-
zatora w fazie, w ktorej zachodzi¢ bedzie reakcja, i odzyskiwanie produktu z fazy
drugiej. Poniewaz reakcja jest prowadzona w systemie emulsyjnym typu ,,woda-w-wo-
dzie”, utatwiona jest wymiana masy w poréwnaniu z systemem, w ktérym biokatali-
zator unieruchomiono w fazie statej. Krople, w ktérych zamkniety jest biokataliza-
tor, maja wielko$¢ kropel emulsji, dzieki czemu dyfuzja substratéw i produktow za-
chodzi na niewielkich odlegtosciach. Bardzo wazne jest takze to, ze polimery za-
zwyczaj wykazujg stabilizujace dziatanie dla substancji biologicznych oraz fakt, ze
biosynteza w ATPS pozwala na ograniczenie wszelkich rodzajow inhibicji typowych
dla reakcji enzymatycznych oraz degradowania wytworzonych metabolitéw, np.
przez enzymy proteolityczne. Ponadto w przypadku enzymow Katalizujgcych reak-
cje w rozpuszczalnikach organicznych, zamiana uktadu reakcyjnego na ATPS pozwa-
la na korzystne przesuniecie reakcji w kierunku wytwarzania produktu, poniewaz
szybkos$¢ reakcji nie jest ograniczana ani rozpuszczalnoscig substratu, ani dostepno-
cig wody (6).

Uktad dwufazowy do prowadzenia biosyntezy z jednoczesng ekstrakcjg przygo-
towuje sie w inny sposob dla produktéw nisko- i wysokoczasteczkowych. Woéwczas
gdy produkt jest duza czasteczka, manipulujac sktadem uktadu mozna znalez¢ opty-
malne warunki, by produkt natychmiast po wytworzeniu byt transportowany do fazy
nie zawierajacej biokatalizatora i substancji go degradujacych (7). Z kolei dla pro-
duktéw o niewielkiej masie czasteczkowej wspotczynnik podziatu jest zwykle bliski
jednosci. Poniewaz biokatalizator (komérka lub enzym) zazwyczaj wykazuje tenden-
cje do zawieszania sie w jednej fazie, sktad uktadu dobiera sie w ten sposéb, by
faza, ktéra zawiera biokatalizator, miata wielokrotnie mniejszg objetos¢ niz faza
z produktem. Na przykiad, jezeli faza z ktdrej odbiera sie produkt ma objetos¢ dzie-
sieciokrotnie wiekszg niz faza, w ktdrej prowadzona jest reakcja, odbierajac te faze
otrzymuje sie dziesieciokrotnie wiecej produktu niz pozostaje w fazie reakcyjnej
8-10,.

Interesujacym rozwigzaniem technicznym do prowadzenia procesow fermenta-
cyjnych z jednoczesng separacjg produktdéw, pozwalajgcym na ograniczenie kosz-
téw inwestycyjnych jest bioreaktor typu mieszalnik-odstojnik potaczony bezposred-
nio z modutem odzysku produktu, zaproponowany do produkcji sacharydéw i eta-
nolu (11-15). System ten umozliwia prowadzenie ciggtego procesu z czesSciowg re-
cyrkulacja sktadnikéw tworzacych ATPS (rys. 1). Dolna faza stacjonarna zawiera bio-
katalizator (komorki), natomiast gérna-ruchoma stuzy do uzupetniania substratow
i odbioru produktu, przy czym produkt odzyskiwano z tej fazy w module ultrafiltra-

cyjnym.
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Rys. 1. Schemat uktadu do prowadzenia proceséw biokonwersji ztozonego z bioreaktora typu ,,mie-
szatnik-odstojnik” i modutu separacyjnego.

3. Zastosowanie ATPS w procesach izolacji i oczyszczania

Ekstrakcja w wodnych ukladach dwufazowych znalazta réwniez zastosowanie
przemystowe w procesach izolacji i oczyszczania roznych produktdéw biotechnolo-
gii, takich jak enzymy, rekombinowane biatka, przeciwciata, itp. System dwufazowy
tworzy sie po wstepnej obrébce materiatu, ktéry ma by¢ poddany ekstrakcji (np. po
dezintegracji biomas komdrkowych lub osadéw Sciekowych), albo przez dodanie
polimeréw tworzacych fazy bezposrednio do bioreaktora po zakoriczeniu procesu
biosyntezy.

W tabeli 3 przedstawiono przykfady procesow separacji niektorych enzymow
wewnatrzkomorkowych w ukfadach ekstrakcyjnych ATPS. Metoda stosowana jest
przede wszystkim do oddzielania danego enzymu od pozostatosci komérkowych
i innych biatek oraz do zageszczania. Ze wzgledéw praktycznych pozostatosci roz-
drobnionych komorek i inne zanieczyszczenia powinny by¢ gromadzone w dolnej
fazie uktadu, natomiast separowany enzym w gornej. Dla uzyskania duzej wydajno-
§ci, dgzyc¢ nalezy do uzyskania wspdtczynnika podziatu enzymu wiekszego niz 3 (2).
Podane w tabeli 3 wielkosci wspétczynnika oczyszczenia wskazujg na stopien za-
geszczenia enzymu w fazie ekstrakcyjnej w stosunku do materiatu wyjsciowego. Na
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przyktad, wspoétczynnik oczyszczenia réwny 2 oznacza, ze 50% pozostatych biatek
znalazto sie w dolnej fazie razem z pozostatoSciami komorek.

Tabela 3

Przykfady zastosowania wodnych uktadéw dwufazowych do preperatywnego oczyszczania enzymow

. Wspélczynr.wik Wydajnos¢ .
Enzym Zr6dio enzymu Skiad ukfadu oczyszczenia, ' Literatura
- Y ()
pullulanaza Klebsiellapneumoniae  PEG/dekstran 2,0 88 (50)
1,4-a-fosforylaza Klebsiellapneumoniae  PEG/dekstran 12 85 (51)
glukanowa
dysmutaza nadtlenkowa  watroba bydleca PEG/fosforan 4,0 83 (52)
acylaza penicylinowa E. coli PEG-TMA/ fosforan 25,7 - (53)
P-galaktozydaza E. coli PEGI/fosforan — 90 (54)
dehydrogenaza tkanka migsniowa PEG -h 206 10 68 (25)
mleczanowa procjonowa/dekstran
PF:= Y=

¢ - stezenie, V -objetosC. Indeksy: e - enzym, b - biatko ogdlne, G - faza gorna, R - roztwdr wyjsciowy.

Wodna ekstrakcja dwufazowa umozliwia réwniez wydzielanie komoérek zwierze-
cych (16), mikroorganizméw (17), organelli komérkowych, pecherzykéw cytopla-
zmatycznych (18-20) i kwaséw nukleinowych (21).

Tradycyjne metody oczyszczania i separacji produktéw fermentacji wymagajg
stosowania wielu procesow jednostkowych, takich jak wielokrotna filtracja, wirowa-
nie, wysalanie, schtadzanie lub ogrzewanie ptynéw, co wigze sie z duzymi naklada-
mi inwestycyjnymi i zwieksza ryzyko zakazen w przypadku proceséw prowadzo-
nych z zawracaniem biomasy. Stosowanie ekstrakcji w ATPS pozwala na ogranicze-
nie liczby operacji jednostkowych, poniewaz umozliwia jednoczesne prowadzenie
izolacji, oczyszczania, koncentracji i klarowania w ptynie pofermentacyjnym (rys. 2).
Stosunkowo wysoki koszt odczynnikéw ekstrakcyjnych jest zniwelowany redukcjg
naktadéw pracy, nizszym kosztem energii i zainstalowanej aparatury (22). Dodatko-
wo, jako$¢ produktéw ekstrahowanych z homogenatéw komdrkowych jest lepsza
od sklarowanych ekstraktow uzyskanych przy uzyciu separacji mechanicznej (23).
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Rys. 2. Schemat prowadzenia proceséw separacji i oczyszczania przy zastosowaniu technik tradycyj-
nych i ekstrakcji cieczowej.

Wydajnos¢, jaka mozna uzyska¢ w ekstrakcji w ATPS jest do$¢ wysoka. Coraz
czesciej proponowane sg w procesach oczyszczania uktady wykorzystujace powino-
wactwo separowanych substancji do wprowadzanych do ukladu ligandéw. Zmodyfi-
kowane w ten sposéb uklady ekstrakcyjne pozwalajg na znaczne zwiekszenie
wspotczynnika oczyszczenia danej substancji (24-26).

Nalezy jednak podkresli¢, ze zazwyczaj separacja w ATPS nie jest procesem jed-
noetapowym. Pierwszy krok, to wytworzenie ,,pierwotnego” uktadu dwufazowego,
ktéry umozliwia wydzielenie produktu z ptynu pofermentacyjnego (lub innego ukfadu)
do gérnej fazy, najczesciej tworzonej przez PEG. Po rozdzieleniu faz, gérna faze
miesza sie¢ z kolejnym roztworem (np. soli), w wyniku czego powstaje ,,wtorny”
uktad dwufazowy, w ktérym produkt bedzie migrowa¢ do fazy dolnej, a z niej jest
nastepnie wydzielany w procesie ultrahltracji (rys. 3). Proces przedstawiony na sche-
macie jest przyktadem separacji i oczyszczenia produktu z czeSciowym zawraca-
niem faz.
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Zanieczyszczony
produkt

Roztwér soli

->m przeptyw roztworu soli (faza dolna) Oczyszczony
produkt
1>> przeptyw roztworu PEG-u (faza gérna)

» przeptyw produktu

Rys. 3. Schemat przeptywu ptynéw w ekstrakcji w ATPS z cze$ciowq recyrkulacjg faz.

4. Zalety i wady ATPS

Procesy separacji prowadzone metodami wodnej ekstrakcji dwufazowej posia-
dajg wiele zalet, wérod ktorych najwazniejszymi sg (27-31):
duza wydajno$¢ w krotkim czasie,
tatwosé powiekszania skali,
mozliwos¢ obrobki duzych objetosci cieczy,
mozliwo$¢ prowadzenia ekstrakcji w sposob okresowy, pétciagly i ciagly, tak-
ze podczas fermentacji,

- tagodne warunki rozdziatu przy minimalnej denaturacji biatek,

- ograniczenie liczby operacji jednostkowych i zmniejszenie ryzyka zakazenia
hodowli,

- nietoksycznos¢ polimeréw tworzacych fazy,

- mozliwo$¢ manipulowania rozdzielanymi substancjami.
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niski koszt inwestycyjny,

niskie zapotrzebowanie na energie,

niewielkie wymiary aparatury,

mozliwos¢ odzysku odczynnikéw stanowigcych fazy.

Gtowng wadg procesow prowadzonych w ATPS jest wysoki koszt odczynnikdw.
Dlatego ciggle doskonali sie¢ metody ich odzyskiwania. Opracowano metody pozwa-
lajgce na zredukowanie zuzycia PEG-u o 25%, a soli o potowe, przy jednoczesnym
ograniczeniu zuzycia wody (30). Zastepuje sie tez bardzo kosztowne polimery (jak
PEG) tanszymi pochodnymi celulozy i skrobi lub tatwo odzyskiwanymi polimerami
typu oksyetylen-oksypropylen (EO/PO). Ze wzgledu na problemy zwigzane z ochro-
ng Srodowiska opracowuje sie réwniez techniki wykorzystujagce mato toksyczne
sole, zamiast soli fosforanowych.

Ostatnig z wymienianych wad ekstrakcji dwufazowej jest brak dobrych modeli
przewidujacych wielko$¢ wspotczynnika podziatu separowanych substancji. Nawet
niewielkie zmiany parametréw rozdziatu wywotujg zmiany w migracji czasteczek
wewnatrz ukladu, co uniemozliwia ptynng regulacje procesu i narzuca konieczno$é
wykonania zmudnych doswiadczen laboratoryjnych w celu ustalenia optymalnych
warunkoéw separacji dla konkretnego uktadu.

5. Podsumowanie

Separacja w wodnych systemach dwufazowych jest jedng z nielicznych metod
pozwalajacych na prowadzenie proceséw fermentacyjnych i oczyszczania na skale
przemystowa z bardzo wysoka wydajnoscig. Dodatkowo technika ta wychodzi na-
przeciw tendencjom ograniczania stosowania toksycznych rozpuszczalnikéw orga-
nicznych i zastgpienia ich skutecznymi zamiennikami, nieszkodliwymi dla separo-
wanych substancji i mniej ucigzliwymi dla srodowiska naturalnego. Dlatego ekstrak-
cja w ATPS jest coraz szerzej stosowana w biochemii i biotechnologii, przede wszyst-
kim do separacji biatek wewnatrzkomérkowych z homogenatéw drobnoustrojow
(32,33).

Technologie wykorzystujgce ATPS do separacji biokatalizatorow lub produktéw
biosyntezy wymagaja jednak wielu zmudnych doswiadczeh modelowych, a nastep-
nie badan prowadzonych w skali p6ttechnicznej. Ponadto niewiele wykonanych do-
tad badan dotyczyto fizjologii komoérek w uktadach dwufazowych, oddziatywan poli-
mer-komdrki oraz transportu tlenu w procesach fermentacyjnych prowadzonych
w uktadach dwufazowych.

Nalezy oczekiwa¢ dalszego zwiekszania zastosowari ATPS we wspdiczesnej bio-
technologii, poniewaz dobdr prawidtowego ukfadu separacyjnego pozwala na uzy-
skanie wyjatkowej selektywnosci i wydajnosci rozdziatu.
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