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The separation of biotechnology products in aqueous two-phase sys-
tems. Part | - Theoretical background

Summary

The article presents the principles of liquid-liquid extraction in aqueous
two-phase systems which offer a great potential for the recovery and purifica-
tion of various biomolecules, cells and organelles from fermentation slurries.
These systems consisting of a solution of two polymers (e.g. polyethylene gly-
col/dextran), polymer and salt (e.g. polyethylene glycol/phosphate) or a
thermoseparating polymer (oxyethylene-oxypropylene copolymer) offer mild
separation conditions due to the high concentration of water, which makes
them suitable for biotechnology applications.
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1. Wstep

Produkty procesow biotechnologicznych takie jak enzymy,
niektore antybiotyki, rekombinowane biatka, przeciwciata, wita-
miny itp., s po etapie hodowli mikroorganizméw wydzielone
do S$rodowiska hodowlanego lub zamkniete w zawieszonych
w cieczy komdrkach. Ptyny pohodowtane zawierajg mikroorgani-
zmy, rozpuszczone metabolity i resztki substratow, sa czesto
lepkie, a zawieszone czastki maja niewielkie wymiary i sa bardzo
Scisliwe, co znacznie utrudnia fizyczne metody separacji (1,2).
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Produkty metabolizmu lub inne substancje pozyskiwane z komorek sg czesto
substancjami wrazliwymi, a ich aktywno$¢ biologiczna zalezy od zachowania w cza-
sie separacji odpowiednich warunkéw Srodowiska, tj. temperatury, pH, sity jono-
wej, obecnosci pewnych zwigzkdw organicznych itp. Szczeg6lnie dotyczy to sub-
stancji biatkowych takich jak enzymy, antybiotyki, rekombinowane biatka itp., gdzie
wydzielanie i oczyszczanie tych substancji musi zapewni¢ zachowanie ich aktywno-
Sci biologicznej i przeciwdziatanie ich dezaktywaciji.

Tradycyjne metody separacji produktéw biotechnologii, np. destylacja lub eks-
trakcja z uzyciem rozpuszczalnikéw organicznych, moga powodowac dezaktywacje
produktu, albo jak w przypadku chromatografii czy krystalizacji s§ metodami bar-
dzo kosztownymi i mato wydajnymi, co w wielu przypadkach ogranicza ich stosowa-
nie w skali przemystowej. Ponadto, gdy pozyskiwanie produktéw biosyntezy wyma-
ga dezintegracji komorek, obecno$¢ rozdrobnionych resztek $cian komorkowych
i cuza lepkos¢ homogenatow utrudnia wydajne odwirowanie lub filtracje zanie-
czyszczen.

Ekstrakcja w wodnych ukfadach dwufazowych (ATPS - aqueous two-phase sys-
tens) nalezy do ,tagodnych” i skutecznych metod separacji aktywnych produktéw
biotechnologii oraz umozliwia jednoczesne oddzielanie biomasy lub jej pozosta-
tosci, usuwanie zanieczyszczen i koncentracje produktu.

2. Wodne uktady dwufazowe

Wodny uktad dwufazowy mozna utworzy¢ przez (tab. 1):

- zmieszanie dwoch wodnych roztworow polimerow, zazwyczaj glikolu poliety-
lerowego (PEG) z dekstranem, skrobig hydroksypropylowa, alkoholem poliwinylo-
wyn lub innym zwigzkiem wielkoczasteczkowym,

- zmieszanie polimeru rozpuszczonego w wodzie (PEG) z roztworem soli (fosfo-
raidw, siarczandw, cytryniandw),

- zmiang temperatury wodnego roztworu niejonowego zwigzku powierzchnio-
we czynnego (polimery typu oksyetylen-oksypropylen (EO/PO), np. triton X 114) na
wy>szg od temperatury metnienia (cloud point) lub nizszg od krytycznej temperatury
roitworu, po przekroczeniu ktorych roztwér rozdziela sie na dwie fazy.

W dwoch pierwszych typach uktadéw dwufazowych w wyniku zmieszania dwéch
wednych roztworéw polimeréw lub polimeru i soli w okreslonych warunkach (tj.
watosci pH, sity jonowej i catkowitego stezenia makromolekut), otrzymuje sie emul-
sjetypu woda-w-wodzie, co jest konsekwencjg termodynamicznej niezgodnosci sub-
staicji tworzacych fazy (3). Pod dziataniem sity grawitacyjnej lub odsrodkowej utwo-
rzdia emulsja ponownie rozdziela sie na dwie fazy, nazywane potocznie fazg gérng
i d)Ing (rys. 1) (4). jednak kazda z faz uktadu zawiera pewng, zwykle bardzo mata,
ilo:¢ sktadnika, ktory jest istotny dla drugiej fazy. Pomimo ze molekularny mecha-
nizTi separacji faz w ATPS typu polimer/polimer lub polimer/sél nie jest jeszcze
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catkowicie poznany, do interpretowania zjawiska stosowana jest teoria Flory-Hug-
ginsa lub Ogstona i wsp. (5-9).

Tabela 1

Przykfady wodnych uktadéw dwufazowych powstajacych w wyniku zmieszania wodnych roztworéw dwoéch po-
limeréw lub polimeru i soli (2,47,48).

Faza gérna Faza dolna

glikol polietylenowy alkohol poliwinylowy
poliwinylopyroiidon
dekstran
fikol
skrobia hydroksypropylowa
pullulan
lewan
maltodekstryny
fosforany
siarczany
cytryniany

glikol polipropylenowy glikol polietylenowy
glikolmetoksypropylenowy
alkohol poliwinylowy
poliwinylopyroiidon
hydroksypropylodekstran
dekstran

alkohol poliwinylowy metyloceluloza
dekstran
hydroksypropylodekstran
skrobia hydroksypropylowa
metyloceluloza dekstran
hydrolcsypropylodekstran
skrobia hydroksypropylowa

etylohydroksyceluloza dekstran

skrobia hydroksypropylowa
fikol dekstran
hydroksypropylodekstran dekstran

Wodne uktady dwufazowe typu polimer/polimer lub polimer/sol sg zdecydowa-
nie ,tagodniejsze” dla materiatdw biologicznych niz systemy ekstrakcyjne zawie-
rajgce organiczne rozpuszczalniki. Zawartos¢ wody w ATPS wynosi zazwyczaj
85-95%, a w konsekwencji napiecie powierzchniowe pomiedzy fazami jest wyjatko-
wo niskie, tj. 1 x 10" N/m czyli okoto 400 razy nizsze niz w typowych uktadach
woda/rozpuszczalnik organiczny (10), natomiast miedzyfazowa réznica gestosci wy-
nosi 0,003-0,005 g/cm” (11).
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Rys. 1. Migracja komorek Saccharomyces ce-
revisiae w wodnym uktadzie dwufazowym PEG
8000 (10'6)/dekstran 50 000 10% (B,D) i w me-
dium odniesienia (woda) (A,C). A i B prezentuja
dane uktady bezposrednio po przygotowaniu,
natomiast C i D po uptywie 6 min. W uktadach A
i B komérki sa réwnomiernie rozproszone. Po
uptywie 6 min mozna zaobserwowa¢ wyrazne
skupienie komérek w dolnej fazie uktadu dwu-
fazowego - dekstranie (D), natomiast w ukta-
dzie odniesienia komérki stopniowo sedymen-
tuja (C).

w ukfadach fazowych trzeciego typu, termoseparujacych w okreslonych zakre-
sach temperatury, faza dolna jest wzbogacana w polimer o wiasciwosciach powierzch-
niowo czynnych, natomiast gorna jest praktycznie pozbawiana go (12). W tych ukia-
dach rozdziat wodnego roztworu substancji powierzchniowo czynnej jest wynikiem
za.eznego od temperatury, odwracalnego uwodnienia grup funkcyjnych (zwykle po-
larnych reszt oksyetylenowych). Nalezy dodac, ze odpowiedni dobdr zwigzku two-
rzacego faze termoseparujgcg umozliwia rozdziat w pozagdanym zakresie temperatu-
ry, np. wodny roztwor tritonu X114 rozdziela sie w temperaturze 25°C (13). Z kolei
temperatura metnienia glikolu polietylenowego, ktory zawiera jedynie oksyetylen
(EO = 100%), wynosi 100°C. W innych zwigzkach typu EO/PO zmiana proporcji grup
oksyetylenowych i oksypropylenowych znaczaco wptywa na temperature metnienia.
Roztwory 10% E050/P050, EQ30/P070, E020/P080 separujg odpowiednio w tempe-
raturze 50, 40 i 30°C (12). Temperatura metnienia zalezy takze od stezenia i masy
czasteczkowej polimeru (14,15) i jest obnizana przez dodatek soli (16). Zastosowa-
nie ATPS tego rodzaju zostato pierwszy raz przedstawione przez Bordiera (17).

Uklad termoseparujacy rozni sie od uktadéw typu polimer/polimer-woda lub po-
limer/sél-woda nizszg zawartoscig wody w fazie dolnej, w ktdrej nastepuje zagesz-
czenie substancji powierzchniowo czynnej (do 25%) (12). Napiecie powierzchniowe
w tych ukiadach jest poréwnywalne z napieciem w ukfadach polimer/polimer i wy-
ncsi 0,01-0,004 mN/m. jednakze ekstremalnie niska réznica gestosci pomiedzy faza-
mi, charakterystyczna dla uktadow termoseparujacych, zmniejsza wydajnos¢ proce-
su (1 1), poniewaz nalezy wtedy wydtuzac¢ dziatanie sity od$rodkowej lub grawitacyj-
nej na uktad, w poréwnaniu do innych ATPS.

ATPS typu EO/PO sg w praktyce stosowane najczesciej w potaczeniu z typowym
uktadem polimer/polimer. Pierwszy etap separacji odbywa sie zwykle w uktadzie po-
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Umer termoseparujacy (typu EO/PO)PEG lub polimer termoseparujgcy/skrobia hy-
droksypropylowa (12). Po utworzeniu dwéch faz, oddzielana jest faza EO/PO, a na-
stepnie ogrzewana do wymaganej temperatury metnienia. Powstaje wowczas wtér-
ny uklad dwufazowy. Wszystkie substancje, ktére po pierwszym rozdziale trafity do
fazy EO/PO znajdg sie wtedy w fazie gérnej (prawie 100% wody), a fazg dolng bedzie
zageszczony polimer typu EO/PO. Zastosowanie takiego uktadu umozliwia odzyska-
nie polimeru tworzacego w pierwszym etapie faze dolng (istotne obnizenie kosztow
w poréwnaniu do uktadow typu PEG/dekstran) oraz ograniczenie wprowadzania do
Srodowiska niepozadanych soli (np. fosforanéw).

3. Fizykochemiczne podstawy separacji w ATPS

Stezenia polimerow lub polimeru i soli w obu fazach konieczne do otrzymania
uktadéw dwufazowych, okreslone sg w diagramach fazowych, opracowanych przez
réoznych autorow (9,18,19). Analize sktadu faz, konieczng do wykreslenia diagra-
mow fazowych, wykonuje sie za pomoca metod polarymetrycznych (20) lub chroma-
tografii cieczowej (21).

Na rysunku 2 przedstawiono uogélniony diagram charakteryzujacy wodny ukiad
dwufazowy. Graniczne stezenia polimeréw lub polimeru i soli w poszczegdlnych fa-
zach tworzgcych uktad dwufazowy przedstawia krzywa graniczna TB, zwana binoda.
Obszar pod krzywa odpowiada stezeniom tworzacym ukfad jednofazowy, za$ powy-
zej tej krzywej stezeniom tworzacym uklady dwufazowe. Polozenie krzywej gra-
nicznej zalezy od rodzaju zwiazkéw tworzacych fazy, temperatury uktadu i obecno-
$ci w uktadzie innych substancji. Na przykiad, wzrost masy czasteczkowej polime-
row tworzacych dwie fazy, przesuwa krzywag w kierunku nizszych stezen (2).

Stany réwnowagi uktadu dwufazowego przedstawiono na diagramie za pomocg
linii prostych faczacych odpowiednie punkty na krzywej granicznej. Linie te nazywa-
ne sg cieciwami rownowagi (TB, TB’). Na przykiad, uktad o sumarycznym skladzie
oznaczonym punktem operacyjnym P lezagcym na cieciwie TB, rozwarstwi sie na dwa
roztwory o sktadach wyrazonych punktami T i B, za$ uktad o skfadzie P' odpowied-
nio na roztwory T i B’ Podobnie zachowa sie kazdy uktad dwufazowy o sumarycz-
nym sktadzie nalezacym do tej samej cieciwy. Dtugos¢ cieciw maleje wraz z obniza-
niem sumarycznego stezenia zwiazkow tworzacych fazy i w punkcie krytycznym C
sklad obu faz jest jednakowy.

Charakterystyczne odcinki na cieciwie réwnowagi okreslajg stosunek masowy
faz po rozdziale:

/ masa dolngj = PB/ PT

Przyjmuje sie takze, ze stosunek masowy jest réwnowazny stosunkowi objetosci
(mfgliTifd = Vfg/Vid).
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Rys. 2. Uogolniona krzywa binodalna. Obja-
$nienia w tekscie.

Przy doborze ukfadu ekstrakcyjnego do separacji okres$lonej substancji, obok ro-
dzaju zwigzkdw tworzgcych uklad, bardzo wazne jest potozenie punktu operacyjne-
go wzgledem krzywej granicznej, jezeli punkt operacyjny lezy zbyt daleko od bino-
dy, gdzie stezenia obu zwigzk6w sg duze, istnieje zagrozenie wytracenia z roztwo-
ru separowanej substancji. Wéwczas gdy punkt operacyjny jest potozony zbyt bli-
sko binody, niewielkie rozcienczenie moze spowodowac przesuniecie sie tego pun-
ktu na lewa strone binody i w konsekwencji powstanie jednej fazy.

4. Wspétczynnik podziatu

w procesach ekstrakcji, w tym ekstrakcji w ATPS, wykorzystuje sie zrdznico-
wang rozpuszczalno$¢ separowanej substancji w fazach tworzacych ukfad. Stosunek
stezenia separowanej substancji w fazie gdrnej (cc) do jej stezenia w fazie dolnej
(cd) nazywa sie wspétczynnikiem podziatu K;

K = Cg/cq.

Zdefiniowany w ten sposéb wspdtczynnik jest wypadkowa wielu czynnikéw zwigza-
nych z wiasciwosciami uktadu oraz separowanej substancji, co mozna wyrazi¢ na-
stepujaco (22):

InK = = InK?, + InK.p.p, -h KA A, -h InK-Mp H InK,,,, -h INK®
gdzie Kj oznaczajg czastkowe wspotczynniki podziatu uwzgledniajgce oddziatywa-
nia elektrostatyczne (Kei), oddziatywania hydrofilowo-hydrofobowe (Kiip*h), wiel-

koS¢ separowanej substancji (Krozm). konfiguracje (Kkoiif) i biospecyficznos¢
(Kbiosp). natomiast K° - pozostate.
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Do czynnikéw zwigzanych z wihasciwosciami separowanej substancji, wptywa-
jacych na wietko$¢ wspétczynnika podziatu nalezg (22):

- Wiasciwosci powierzchniowe, takie jak hydrofobowo$¢ powierzchni i obec-
no$¢ na nich grup biospecyflcznych oraz wielko$¢ powierzchni.

- Wielko$¢ czasteczki - wspdtczynnik podziatu w danym uktadzie maleje wraz
ze wzrostem masy czgsteczkowej sparowanej substancji. Wynika z tego, ze prawdo-
podobienstwo ekstrakcji mniejszych czasteczek do fazy gornej jest wieksze (23).

- tadunek - poniewaz fazy tworzace uktad sg rowniez obdarzone tadunkiem,
w ukladzie wystepujg oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy substancjami sepa-
rowanymi i tworzacymi uktad. Przemieszczanie sie czasteczek obdarzonych fadun-
kiem pomiedzy fazami jest SciSle zwigzane z réznicg pH wystepujaca w ukladzie
(24).

- Chiralno$¢, ktora wptywa na prezentacje grup funkcyjnych przez separowang
czasteczke i zdolno$¢ okreslonych enancjomeréw do oddziatywan z innymi czas-
teczkami podczas rozdziatu w ATPS (np. albumina surowicy bydlecej -BSA- migrujac
do fazy dekstranowej wigze sie tylko z (L)-tryptofanem) (25).

- Skfad aminokwasowy separowanych biatek. W badaniach podziatu pojedyn-
czych aminokwasow pomiedzy fazy, stwierdzono bardzo silng tendencje do migra-
cji tryptofanu do fazy gornej (PEG). Zatem biatka zawierajgce duzg zawartos¢ trypto-
fanu bedg z reguly gromadzic sie w gérnej fazie uktadu ATPS. Zasugerowano zatem
mozliwo$¢ wprowadzenia do sekwencji aminokwasowej biatek za pomocg metod
inzynierii genetycznej dodatkowych reszt tryptofanowych w celu utatwienia ich eks-
trakcji z fazy gornej (26,27).

Bardzo wazny wptyw na wielko$¢ wspotczynnika K ma doboér sktadu uktadu se-
paracyjnego. Z praktycznego punktu widzenia czynniki zwigzane z uktadem sg waz-
niejsze, poniewaz zdecydowanie fatwiej jest manipulowaé¢ ukladem separacyjnym
niz materiatem, ktéry poddaje sie separacji. Do podstawowych czynnikdw zwigza-
nych z uktadem separacyjnym, ktore wpltywajg na gromadzenie sie biatek w okreslo-
nej z faz, nalezg (9):

- Hydrofobowos$¢, ktéra wigze sie bezposrednio z rodzajem polimeru zastoso-
wanym w ukladzie, stopniem jego podstawienia i polimeryzacji lub soli tworzacej
ukfad. Mozna uznaé, ze obowiazuje tu zasada ,,podobne-lubi-podobne”, a zatem
substancje hydrofobowe bedg migrowaé do fazy bardziej hydrofobowej (24,28).

- Skiad faz tworzacych uklad, ktéry zalezy zaréwno od rodzaju zwigzkéw two-
rzacych fazy jak i ich masy czasteczkowej. Stwierdzono, ze zwiekszenie masy czas-
teczkowej danego polimeru w uktadzie tub jego stezenia zmniejsza liczbe czaste-
czek migrujgcych do fazy utworzonej z tego polimeru (29).

- Temperatura - wraz ze wzrostem temperatury zmieniajg sie oddziatywania
polimer-polimer, co takze powoduje zmiany w oddziatywaniu pomiedzy polimerem
i substancjami rozproszonymi w ukfadzie separacyjnym (9,30).

- Wartos¢ pH ukladu jest wyjatkowo silnym czynnikiem wptywajagcym na roz-
dziat separowanej substancji pomiedzy fazy. Wplyw ten tlumaczy sie oddziatywa-
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niami elektrostatycznymi, na co wskazuje réznica w migracji zwigzkéw w uktadach,
w ktorych wystepuje réznica pH miedzy fazami (np. gdy rosnie pH fazy gornej w sto-
sunku do pH fazy dolnej, rosnie takze wspotczynnik podziatu separowanych sub-
stancji wykazujacych tadunek ujemny) (31-34).

- tadunek roztworu (oddziatywania elektrostatyczne). W wyniku réznego powi-
nowactwa jonéw do polimeréw tworzacych fazy, wytwarza sie miedzyfazowa rézni-
ca potencjatdw. Znaczenie i mechanizm tego efektu nie jest jeszcze do korica po-
znany (34-36).

- Obecno$¢ dodatkowych elektrolitow w ukfadzie dwufazowym, jony okresto-
nych soli wystepujagce w nadmiarze gromadzg sie w warstwie granicznej pomiedzy
fazami i powodujg charakterystyczny rozktad tadunku nazywany podwojng warstwa
etektryczng, co z kolei zwieksza potencjat miedzyfazowy i wptywa na rozdziat czas-
teczek obdarzonych tadunkiem (np. biatek). Na podstawie badan nad wspotczynni-
kami podziatu jonéw pewnych soli stwierdzono, ze jezeli dazy sie do zgromadzenia
biatka o tadunku ujemnym w gornej fazie, nalezy dobra¢ taka sél, by przestrzeh mie-
dzyfazowa od strony gornej fazy wykazywata tadunek dodatni. Nastepuje to, wtedy
gdy wspditczynnik podziatu kationu w danym uktadzie jest wyzszy od wspdtczynni-
ka podziatu dfa anionu (rys. 3) (29,37,38).

- Dodatek substancji powierzchniowo czynnych (w tym hydrotropéw) moze znacz-
nie wptywa¢ na zmiane wspétczynnika podziatlu ze wzgledu na interakcje biatka
z SLirfaktantami i mozliwos¢ tworzenia miceli (39,40).

- Obecno$¢ w jednej z faz biospecyficznych ligandow (ekstrakcja powinowac-
twa) (10,37). Po czesciowym uaktywnieniu fancuchéw PEG-u (do 5% czasteczek),
wigze sie z jego czasteczkami ligandy. Wprowadzane ligandy czesto zawierajg gru-
py hydrofobowe (aminowe, merkaptonowe lub fenolowe) (41). Moga to by¢ takze
kwasy ttuszczowe (np. palmitynowy) (42), reaktywne barwniki triazynowe (btekit cy-
bakronowy, czerwien i z6t¢ procjonowa) (43,44) lub jony metali, gdy rozdziat doty-
czy zwigzkow, ktorych aktywnosé zalezna jest od utworzenia kowalencyjnych wigzan
zZ tymi jonami (45). Mozliwe jest takze prowadzenie ekstrakcji powinowactwa przez
wprowadzanie koenzymow, przeciwciat monoklonalnych lub innych silnie specyficz-

Na*

logK*
Rys. 3. Przykladowe, hipotetyczne wspotczynniki podziatu kationéw i anionéw wyznaczone

w uktadzie 8% PEG (Mcz 3000-3700)78% dekstran (Mcz 500 000) zawierajgcym 20-25 mM réznych soli
w 25°C (37).
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nych zwigzkow, ktdre majg taki wspétczynnik podziatu, ze wystepowaé bedg tylko
w jednej z faz i dzieki temu separowana czgsteczka o wysokim powinowactwie do
ligandu, bedzie migrowa¢ do pozadanej fazy (46). Zazwyczaj nie wprowadza sie li-
gandéw do fazy dolnej, poniewaz dazy sie do tego, by gromadzity sie w niej wszyst-
kie inne zwigzki stanowigce zanieczyszczenia. Po rozdziale faz, konieczne jest prze-
prowadzenie dodatkowo reakcji dysocjacji wigzania ligand-biatko.

Nalezy przy tym pamigta, ze zaden z wymienionych czynnikéw wptywajacych
na wspétczynnik podziatu nie jest niezalezny od pozostatych. Na przyktad, zastoso-
wanie polimeru o zwiekszonej liczbie grup hydrofobowych, w znaczacy sposob
zmieni rozmieszczenie jondw w roztworze i potencjat miedzyfazowy ukladu (22).
Dlatego bardzo trudne jest oddzielne analizowanie wptywu poszczegélnych czynni-
kow.

W praktyce czesto wykonuje sie badania modelowe, ktére umozliwiajg przewi-
dywanie wspotczynnika podziatu separowanych substancji. Do badan tych wykorzy-
stuje sie substancje, ktdre rdznig sie okreslong wiasciwoscia i analizuje, w jaki spo-
sOb réznice te wptywajg na wielko$¢ wspdtczynnika podziatu. Modelowe doswiad-
czenia dotyczg zaréwno zwigzkow tworzacych uklad, jak i tych, ktére w nim mi-
gruja. Dzieki tym doswiadczeniom sg mozliwe pewne uogdlnienia dotyczgce zmian
wspotczynnika K.

5. Podsumowanie

Pomimo ze z roku na rok wzrasta liczba prac badawczych wykazujacych prak-
tyczng uzyteczno$¢ wodnych uktadoéw dwufazowych w separacji produktow bio-
technologii, nadal brak teoretycznych modeli umozliwiajgcych projektowanie ukla-
doéw dwufazowych i przewidywanie zachowania sie substancji poddawanych separa-
cji. Dotyczy to w szczegolnosci:

- ustalenia kryteriow molekularnych niezbednych do opisu krzywych réwnowa-
gi dwdch faz,

- przewidywania potozenia cieciw rownowagi w ukfadach dwufazowych,

- przewidywania rodzaju zwigzkéw tworzacych fazy i sktadu faz do separacji
okreslonej substanciji,

- przewidywania wielkosci wspotczynnika podziatu na podstawie oddziatywan
pomiedzy separowang czasteczka i zwigzkami tworzgcymi fazy.
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