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Akrylamidowe pochodne skrobi w ukladach dwufazowych
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stuzacych do oczyszczania bialek

CZ. 1. SYNTEZA, WEASCIWOSCI I DIAGRAMY FAZOWE

ACRYLAMIDE DERIVATIVES OF STARCH IN TWO-PHASE SYSTEMS
USED TO PURIFY PROTEINS. Part I. SYNTHESIS, PROPERTIES AND
PHASE DIAGRAMS

Summary — Binary polymer mixtures, forming two-phase aqueous systems,
were studied. One component (P) was either polyoxyethylene glycol (PEG
10 000) or vinylimidazole/vinylcaprolactam copolymer (VI/VCL); the other
component (Q) was an acrylamide starch derivative (APS) or a commercial
dextran (Dextran T70) which was used as a standard polymer. The VI/VCL
copolymers had varying compositions (Table 2) and the APS had varying
acrylamide contents (Table 1). Phase diagrams were determined for a series of
P—Q mixtures (Figs. 2—9) and the P and Q content ranges were established at
which two-phase systems were formed. With aqueous 0.5% NaCl added, the
composition ranges were found to have narrowed. The growth of hydrophilic
VI/VCL copolymers caused by increased content of VI was found to render a
two-phase system difficult or even impossible to form (Figs. 8, 9). The APS
were found to present efficient substitutes for expensive dextran and they can
be used as two-phase system components to purify proteins.

Key words: acrylamide starch derivatives, vinylimidazole/vinylcaprolactam

copolymers, purification of proteins, dextran substitutes.

Wodne uklady dwufazowe byly szeroko stosowane
zaréwno w biochemicznych badaniach naukowych do-
tyczacych rozdzialu i oczyszczania makroczasteczek,
komérek oraz fragmentéw komérek [1—3] jak i w roz-
nych galeziach biotechnologii, m.in. do oczyszczania
enzymoéw [4, 5], interferonu [6], oczyszczania koligacyj-
nego [7—9], w zastosowaniach analitycznych [10] i w
biokonwersji ekstrakcyjnej [11, 12].

Wodne uklady dwufazowe otrzymuje sie w wyniku
laczenia dwéch wodnych roztworéw polimeréw, réz-
niacych si¢ budowq chemiczng lub w wyniku dodania
stezonych, wodnych roztworéw soli nieorganicznych
do roztworu polimeru. Niewielkie réznice wlasciwosci
fizykochemicznych obu faz powoduja preferencyjny
rozdziat bialek miedzy nimi.

Na rezultat mieszania dwéch substancji wplywaja
dwa czynniki: zysk w entropii wystepujacy podczas
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mieszania czasteczek oraz oddzialywania miedzy
czasteczkami.

Uklady typu polimer-polimer, zwlaszcza zawierajace
frakcjonowany dekstran i glikol polioksyetylenowy
(PEF), doskonale nadajg si¢ do rozdzialu substancji w
skali laboratoryjnej [1—3].

Do wyodrebniania enzyméw w duzej skali uzywa sie
niedrogich ukladéw PEG-sél [4]. Wybdr ten zostal po-
dyktowany czynnikami ekonomicznymi — duzy koszt
frakcjonowanego dekstranu, produkowanego przez
bakterie [13]. Jednakze wlasciwosci ukladéw PEG-s6l
silnie ograniczajg ich zastosowanie w biotechnologii
gléwnie z powodu duzego stezenia soli. Uklady poli-
mer-polimer sq na ogot duzo bardziej przydatne i po-
zwalaja na prowadzenie proceséw wobec malego steze-
nia soli.

Dotychczas do ekstrakcji enzymoéw i biokonwersji za-
miast frakcjonowanego dekstranu uzywano polidysper-
syjnego dekstranu, ktérego wadq jako polimeru
tworzacego faze jest duza lepkosé dolnej fazy ukiadu
[14].

OpracowaliSmy nowa metode otrzymywania roz-
puszczalnych w wodzie akryloamidowych pochodnych
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skrobi (APS) [15—18], przeznaczonych do czyszczenia
bialek za pomocg ukladéw dwufazowych. Zastosowa-
nie APS pozwoliloby na wyeliminowanie dekstranu z
tych ukladéw.

Cele pracy stanowiacej przedmiot niniejszego arty-
kulu to:

— dostosowanie warunkéw reakcji otrzymywania
nowych akryloamidowych pochodnych skrobi tak, aby
uzyskaé roztwory 20—30-proc. o matej lepkosci, ktére
moglyby by¢ zastosowane do tworzenia ukltadéw dwu-
fazowych;

— podjecie préb uzycia APS wraz z PEG oraz poli-
merami termoczulymi (wytracajacymi sie z roztwordw
wodnych w podwyzszonej temperaturze) do otrzymy-
wania wodnych ukladéw dwufazowych;

— opracowanie diagraméw fazowych wybranych
uktadéw.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materialy:

— “Dextran T70” — dekstran frakcjonowany (m.cz.
70 000) — Pharmacia (Uppsala, Szwecja),

— N-winylokaprolaktam (VCL) cz. i 1-winyloimida-
zol (VI) cz. — Aldrich-Chemie (Steinheim, Niemcy),

— Azo-bis-isobutyronitryl (AIBN) cz. — Polysciences,
Inc. (Eppelheim, Niemcy),

— Glikol polioksyetylenowy PEG 10 000 cz. — Merck
(Schuchardt, Niemcy),

— Wodorotlenek sodu cz., izopropanol cz., eter diety-
lowy cz., kwas solny 37-proc. cz., siarczan miedzi —
woda (1/5) cz. — Merck (Darmstadt, Niemcy),

— Akryloamid cz. — Bio-Rad Laboratories (Rich-
mond, USA),

— Metanol cz. — KeboLab (Spéinga, Szwecja),

— Skrobia ziemniaczana — Reppe AB (Vaxj6, Szwedja).

Metodyka pracy

Synteza akryloamidowych pochodnych skrobi (APS)

W kolbie tréjszyjnej pojemnosci 250 cm® z mie-
szadlem, chlodnicg zwrotng i termometrem mieszano
20 g skrobi i 180 g wody. Mieszanine ogrzewano do
temp. 85°C, w ktdrej nastepowalo jej specznienie i zze-
lowanie. Nastepnie, intensywnie mieszajac, wkraplano
wodny 40-proc. roztwér NaOH (3,75 g NaOH w 5,6 g
wody). Temperature mieszaniny reakcyjnej podwyzsza-
no do 90°C i utrzymywano ja jeszcze przez 4 h. Po
uplywie tego czasu zawartos¢ kolby chitodzono do
temp. 48°C i wprowadzano do niej 50-proc. wodny roz-
twor akryloamidu (3,75 g akryloamidu w 3,75 g wody
— prébka A lub 15 g akryloamidu w 15 g wody —
prébka B). Calos¢ utrzymywano w temp. 48°C przez
2 h, po czym produkt zobojetniano za pomocy
10—15-proc. HCl (do pH 7) i wytracano w 4000 ¢cm®
metanolu. Wytrgcony i wysuszony polimer ponownie

rozpuszczano w 180 g wody, dodawano 3 g NaCl i
jeszcze taz wytracano w 4000 cm® metanolu. Tak
oczyszczony produkt suszono w temp. 80°C, otrzy-
mujac 15—17 g APS.

Synteza kopolimeréw winyloimidazolu (VI) z winylokaprolakta-
mem (VCL)

W kolbie pojemnosci 250 cm® odwazano 20 g miesza-
niny winyloimidazolu i winylokaprolaktamu o okreslo-
nym stosunku molowym monomeréw (por. tabela 2) i
rozpuszczano ja w 75 cm’ izopropanolu. Przez miesza-
nine reakcyjng przepuszczano w ciggu 30 min azot, po
czym dodawano 3,75 cm® 1-proc. roztworu AIBN w
izopropanolu. Kolbe z mieszaning reakcyjng szczelnie
zamykano i ogrzewano calg noc w temp. 70°C. Po-
wstaty kopolimer VI/VCL wytracono w 2000 cm® eteru
dietylowego, rozpuszczano w 75 cm’ izopropanolu i
ponownie wytracano w 2000 cm® eteru. Produkt suszo-
no na powietrzu otrzymujac 12—17 g kopolimeru.

Sporzadzanie diagraméw fazowych

W probéwkach pojemnosci 10 cm® odwazono w réz-
nych proporcjach i mieszano 20—40-proc. roztwory
wodne polimeréw tworzacych uklady dwufazowe.
Megtne, biale mieszaniny rozciericzano woda lub
0,5-proc. wodnym roztworem NaCl do sklarowania.
Wowczas notowano ilos¢ uzytego rozciericzalnika i ob-
liczano sklad tak utworzonej mieszaniny. Przeprowa-
dzajac seri¢ takich badari wybranego ukiadu znajdowa-
no punkty reprezentujace obszar jednofazowy (miesza-
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Rys. 1. Przyklad diagramu fazowego ukiadu dwdch polime-
row (P, Q)
Fig. 1. An illustrative phase diagram of fwo polymers (P, Q)

nina homogeniczna — punkt B na rys. 1) lub dwufazo-
wy (mieszanina heterogeniczna — punkt A na rys. 1),
po czym wyznaczano krzywa okreslajgcq granice mie-
dzy obszarem jedno- i dwufazowym. Wszystkie pomia-
ry wykonywano w temp. 25°C.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Otrzymywanie akryloamidowych pochodnych
skrobi

Reakcja syntezy APS przebiega wedtug réwnania (1):

CH,OH
o

0
OH O
04 + CH,= CH—C—NH, N20H_

OH n
CH,0H (1)
(0]
—_— OH
© n

OCH,CH,C—NH,
1
0

Nalezy podkresli¢, ze czeé¢ grup amidowych w poli-
merze ulega hydrolizie do grup karboksylowych.

Aby otrzymaé 20—30-proc. roztwory polimeru o
malej lepkosci i dobrej rozpuszczalnosci w wodzie wy-
konano wiele doswiadczeni, w ktérych zmieniano: sto-
sunek reagentéw, ilos¢ katalizatora (NaOH) oraz czas i
temperature reakgji.

Polimer o pozadanych wlasciwosciach mozna otrzy-
ma¢ prowadzac reakcje dwuetapowo. Najpierw nalezy
przeprowadzi¢ degradacje skrobi (czas reakcji 4 h,
temp. 90°C, iloé¢ reagentéw 3,75 g NaOH, 20 g skrobi i
180 g wody). W takich warunkach nastepuje znaczne
zmniejszenie cigzaru czasteczkowego skrobi i utworze-
nie produktu dobrze rozpuszczalnego w wodzie, ktéry
nastepnie modyfikuje si¢ za pomocg akryloamidu
(temp. 45—50°C, czas 2 h). W ten sposéb po zobojetnie-
niu mieszaniny reakcyjnej i oczyszczeniu jej za pomoca
metanolu otrzymuje si¢ pozadany produkt.

Reakcja degradacji prowadzona w temp. 85°C nawet
przez 8 h w obecnosci 3,75 g NaOH daje produkt
zupelnie bezuzyteczny (trudno rozpuszczalny w wo-
dzie i tworzacy roztwory o bardzo duzej lepkosci). Za-
stosowanie mniejszej niz 3,75 g na 20 g skrobi ilosci
NaOH (temp. 90°C, czas reakcji 4 h) réwniez jest nieko-
rzystne. Prawdopodobnie w tych warunkach nie naste-
puje jeszcze takie zmniejszenie cigzaru czasteczkowego
polimeru jak ma to miejsce w prawidlowej procedurze.

Uzycie innych wytracalnikéw niz metanol (np. etano-
lu lub acetonu) nie pozwala na otrzymanie odpowied-
nio czystego polimeru, gdyz produkt jest wéwczas zbi-
tym w jeden kawalek, trudnym do oczyszczenia osa-
dem. Jak widaé synteza APS o pozadanych wiasciwo-
$ciach wymaga bardzo $cistego przestrzegania warun-
kéw tej reakgji.

Otrzymalismy dwa rodzaje APS rdznigce si¢ stop-
niem podstawienia akryloamidem grup OH skrobi (ta-
bela 1).

Tabela 1. Sklady mieszanin substratéw w syntezie APS
Table 1. Composition of reactants mixtures in the synthesis of
APS

llosé, g
Symbol prébki e
skrobia woda akryloamid wodorotle
nek sodu
S/AA =80/15 20 180 3,75 3,75
S/AA =80/60 20 180 15 3,75

Zawartos¢ azotu w prébce A wynosi 0,76%, za$ w
prébce B — 2,63% (analiza elementarna).

Z otrzymanych polimeréw sporzadzono 20—30-proc.
roztwory podstawowe stosowane nastepnie do otrzy-
mywania ukladéw dwufazowych.

Otrzymywanie kopolimeréw
winyloimidazol/winylokaprolaktam

Termoczule kopolimery VI/VCL wraz z APS zastoso-
waliSmy do otrzymywania ukladéw dwufazowych.
Duza zaletg tych kopolimeréw jest fakt, ze wytracaja
sie one z wodnych roztworéw w podwyzszonej tempe-
raturze, przez co mozliwa jest ich recyrkulacja. Obec-
no$¢ winyloimidazolu umozliwia wprowadzenie do ta-
kich kopolimeréw kationéw miedzi. Dzigki takim kom-
pleksowym potaczeniom mozna selektywnie rozdzielaé
biatka zawierajgce fragment histydynowy, np. inhibitor
a-amylazy, z ich mieszaniny. Inhibitor a-amylazy ma
ogromne znaczenie w medycynie, bo blokuje reakcje
hydrolizy skrobi (z udzialem enzymu — amylazy) do
glukozy. Uzycie takiego inhibitora przez osoby chore
na cukrzyce pozwala na kontrole poziomu cukru we
krwi i nie dopuszcza do jego nadmiernego wzrostu.

Uzyskali$my cztery prébki kopolimeru VI/VCL réz-
nigce sie stosunkiem molowym monomeréw (tabela 2).

Tabela 2 Sklady mieszanin wyjsciowych oraz kopolimeréw
VI/VCL

Table 2. Compositions of the initial mixtures and of VI/VCL co-
polymers

Ilos¢ winyloimidazolu | llo§¢ winylokaprolaktamu
Symbol prébki
g % mol g % mol
VI/VCL =5/95 0,71 5 19,95 95
VI/VCL =10/90 1,42 10 18,9 90
VI/VCL =25/75 3,56 25 15,75 75
VI/VCL = 50/50 7,12 50 10,5 50

—(CH,CH);— (CH CH),, —
I I

(3

M
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Fragment makroczasteczki
przedstawia wzoér (I).

Otrzymywane w wyniku kopolimeryzacji roztwory
kopolimeréw w izopropanolu oczyszczano wytraca-
niem w eterze dietylowym i suszono. '

Z kopolimeréw sporzadzono 20—30-proc. roztwory
podstawowe uzywane nastepnie do otrzymywania
ukladéw dwufazowych.

kopolimeru VI/VCL

Uklady dwufazowe zawierajace APS i PEG

Z roztworéw podstawowych APS i PEG sporzadzano
serie mieszanin o réznych wzajemnych stosunkach ma-
sowych. Nastepnie, postepujac w sposdb opisany wcze-
$niej, sporzadzano diagram fazowy ukladu tych dwdéch
polimerdéw.
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Rys. 2. Diagram fazowy ukiadu: polimer P (PEG 10 000),
polimer Q (APS lub “Dextran T70"); polimer Q: 1 —
S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/60 + 0,5-proc. NaCl; 3 —
“Dextran T70"

Fig. 2. The phase diagrams of the systems: polymer P (PEG
10 000), polymer Q (APS or Dextran T70); polymer Q:
1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/60 + aq. 0.5% NaCl;
3 — Dextran T70

Rysunek 2 przedstawia diagramy fazowe ukladu: po-
limer P (PEG 10 000)—polimer Q (APS lub “Dextran
T70”). Na tym, jak i na nastepnych diagramach fazo-
wych dla poréwnania zostaly réwniez zamieszczone
dane dotyczace dekstranu typu “Dextran T70".

W przypadku ukladu z udzialem S/AA = 80/60 jako
polimeru Q (krzywa 1, rys. 2), uklady dwufazowe
otrzymuje sig stosujac dosé¢ duze stezenia obu polime-
réw w mieszaninie (Srednio wynosza one co najmniej
15%). Sa to uklady o dos¢ znacznej lepkosci, niekorzyst-
nie wydluzajacej czas rozdzialu faz.

Zmniejszenie stezen polimeréw koniecznych do uzy-
skania uktadéw dwufazowych mozna osiagnaé w wy-

niku dodania NaCl. Juz 0,5-proc. zawarto$¢ NaCl w
mieszaninie polimeréw (krzywa 2, rys. 2) pozwala na
zmniejszenie stezenia do ok. 8%. Takie uklady maja
malq lepkos¢ i w krétkim czasie doskonale rozdzielajg
sie. W przypadku “Dextranu T70” stezenia polimeréw
konieczne do osiagniecia ukladéw dwufazowych sa
jeszcze mniejsze — wynosza ok. 5%. Nie umniejsza to
jednak znaczenia ukladu z polimerem Q — S/AA =
80/60 + 0,5-proc. NaCl, gdyz stezenie 8% jest réwniez
zadowalajace.

Rysunek 3 przedstawia diagramy fazowe ukladu: po-
limer P (PEG 10 000)—polimer Q (APS lub “Dextran
T70") dotyczace innego rodzaju APS.
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Rys. 3. Dingram fazowy ukladu: polimer P (PEG 10 000),
polimer Q (APS lub “Dextran T70”); polimer Q: 1 —
S/AA = 80/15; 2 — S/AA = 80/15 + 0,5-proc. NaCl; 3 —
“Dextran T70”

Fig. 3. The phase diagram of the system: polymer P (PEG
10 000), polymer Q (APS or Dextran T70); polymer Q:
1 — S/AA = 80/15; 2 — 80/15 + aq. 0.5% NaCl; 3 —
Dextran T70

Uzycie polimeru S/AA = 80/15 jako polimeru Q po-
zwala na otrzymanie ukladéw dwufazowych juz w za-
kresie stezeri polimeréw ok. 9% (rys. 3, krzywa 1), a
wiec znacznie mniejszym niz w przypadku polimeru
S/AA = 80/60. Dodatek 0,5-proc. NaCl do takiego
ukladu powoduje dalsze zmniejszenie koniecznych do
powstania ukladu dwufazowego stezeri polimeréw do
ok. 4% (rys. 3, krzywa 2), a wiec mniejszych niz steze-
nie wzorcowego “Dextranu T70” (rys. 3, krzywa 3).

Zatem, pochodne skrobi S/AA = 80/60 (z dodatkiem
NaCl) oraz S/AA = 80/15 doskonale nadajg sie do
otrzymywania ukladéw dwufazowych z PEG 10 000.
Obecnos¢ NaCl w niewielkim stezeniu w poszczegdl-
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nych fazach po rozdziale ukladu nie sprawia problemu,
bo mozna go latwo usunaé metoda dializy.

Uklady dwufazowe zawierajace APS i kopolimery
VI/VCL

Postepujac  podobnie jak w przypadku ukladéw
APS—PEG 10 000 sporzadziliémy szereg diagraméw fa-
zowych ukladéw APS—kopolimer VI/VCL. Rysunek 4
przedstawia takie diagramy fazowe z udzialem S/AA =
80/60 1 S/AA = 80/15 oraz kopolimeru VI/VCL =
5/95, a rysunek 5 — takie same uklady z dodatkiem
0,5-proc. NaCl.

W przypadku polimeréw S/AA = 80/60 i S/AA =
80/15 w omawianym ukladzie, steZzenia konieczne do
otrzymania ukladéw dwufazowych wynosza 9—10%
(rys. 4, krzywe 1 1 2), a wiec dwukrotnie wiecej niz w
odniesieniu do “Dextranu T70” (krzywa 3).
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Rys. 4. Diagram fazowy uktadu: polimer P (VI/VCL =
5/95), polimer Q (APS Iub “Dextran T70”); polimer Q:
1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15; 3 — ”"Dextran T70”
Fig. 4. The phase diagram of the system: polymer P
(VI/VCL = 5/95), polymer Q (APS or Dextran T70); poly-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15; 3 —
Dextran T70

Dodatek 0,5-proc. NaCl (rys. 5) pozwala na zmniej-
szenie stezenia pochodnych skrobi S/AA = 80/60 i
S/AA = 80/15 do ok. 4—5% (krzywe 1 i 2), poréwny-
walnego ze stezeniem “Dextranu T70” (krzywa 3).

Takie uklady majaq matq lepkos¢ i doskonale, po nie-
zbyt dlugim czasie (2—6 h), rozdzielaja sie na dwie fazy.

Nieco lepszym polimerem z grupy APS okazala sie
pochodna S/AA = 80/60, gdyz aby uzyskaé uklady
dwufazowe wystarczg mniejsze jej stezenia niz pochod-
nej S/AA = 80/15.

Aby sprawdzi¢, w jaki sposéb na uklady dwufazowe
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Rys. 5. Dingram fazowy ukiadu: polimer P (VI/VCL =
5/95), polimer Q (APS + NaCl Iub “Dextran T70"); poli-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60 + 0,5-proc. NaCl; 2 — S/AA =
80/15 + 0,5-proc. NaCl; 3 — "Dextran T70"

Fig. 5. The phase diagram of the system: polymer P
(VI/VCL = 5/95), polymer Q (APS + NaCl or Dextran
T70). Polymer Q: 1 — S/AA = 80/60 + aq. 0.5% NaCl; 2
— S/AA = 80/15 + aq. 0.5% NaCl; 3 — Dextran T70

z APS wplynie zwigkszona zawartos¢ VI w kopolime-
rze, zamiast kopolimeru VI/VCL = 5/95 uzyliSmy
VI/VCL = 25/75.

Zwiekszenie zawartosci VI w kopolimerze z VCL z 5
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Rys. 6. Diagram fazowy ukiadu: polimer P (VI/VCL =
25/75), polimer Q (APS Iub “Dextran T70"); polimer Q:
1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15; 3 — “Dextran
T70" (2 — krzywa hipotetyczna)

Fig. 6. The phase dingram of the system: polymer P
(VI/VCL = 5/95), polymer Q (APS or Dextran T70), poly-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15;, 3 —
Dextran T70 (2 — hypothetical curve)
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do 25% mol. powoduje znaczne zwigkszenie stezeri po-
trzebnych do utworzenia ukladéw dwufazowych z
APS (rys. 6). W przypadku polimeru S/AA = 80/60 ta-
kie stezenie wynosi co najmniej 16%, a w przypadku
polimeru S/AA = 80/15 nie udalo si¢ wyznaczy¢ dia-
gramu fazowego, gdyz potrzebne do tego celu stezenia
skladnikéw okazaly sie zbyt duze. W zakresie stezert
do 20% skladnikéw w calej mieszaninie nie uzyskalis-
my ukladu dwufazowego. Do otrzymania wymagane;
kompozycji zawierajacej >20% kazdego z polimeréw
nalezaloby natomiast uzy¢ ich roztworéw o stezeniach
>40%, a wiec o bardzo duzej lepkosci, co przekresla
ewentualng uzytecznosé¢ powstajacych mieszanin. Zre-
zygnowaliémy wiec z préb dalszego zwigkszania steze-
nia, a odpowiednia krzywa 2 na rys. 6 jest krzywa hi-
potetyczna.

Opisane wyniki mozna latwo wyjasni¢ tym, ze zwie-
kszenie zawartosci VI w kopolimerze VI/VCL powodu-
je zwigkszenie hydrofilowosci, a wiec rozpuszczalnosci
w wodzie tego kopolimeru.
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Rys. 7. Diagram fazowy ukladu: polimer P (VI/VCL =
25/75), polimer Q (APS + NaCl lub “Dextran T70"); poli-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60 + 0,5-proc. NaCl; 2 — S/AA =
80/15 + 0,5-proc. NaCl; 3 — "Dextran T70”

Fig. 7. The phase diagram of the system: polymer P
(VI/VCL = 25/75), polymer Q (APS + NaCl or Dextran
T70); polymer Q: 1 — S/AA = 80/60 + aq. 0.5% NaCl;
2 — S/AA = 80/15 + aq. 0.5% NaCl; 3 — Dextran T70

Rysunek 7 przedstawia te same uklady polimerowe
(P =VI/VCL = 25/75, Q = S/AA = 80/60 lub S/AA =
80/15) ale wzbogacone dodatkiem 0,5-proc. NaCl.

Podobnie jak w przypadku ukladu zlozonego z APS i
kopolimeru VI/VCL = 5/95, dodatek NaCl zmniejsza
stezenia polimeréw APS oraz kopolimeru VI/VCL =
25/75 potrzebne do otrzymania ukladéw dwufazo-
wych; stezenia APS wynosza przy tym ok. 4—6% (rys.

7, krzywe 1 1 2), a wiec sg porownywalne ze stezeniem
“Dextranu T70” (krzywa 3).

Uktady tego typu maja malq lepkosé i dos¢ szybko
(1—6 h) rozdzielaja sie na dwie fazy.

Aby otrzymaé uklady dwufazowe wystarcza tu
mniejsze stezenia S/AA = 80/60 niz S/AA = 80/15; za-
tem pochodna skrobi z wigksza zawartoscia akryloami-
du jest lepsza.

W dalszej pracy uzywano kopolimeru VI/VCL =
50/50. Zwigkszenie zawartosci hydrofilowego VI w ko-
polimerze VI/VCL do 50% mol. powoduje, ze w przy-
padku APS typu S/AA = 80/15 w ogdle nie otrzymuje
sie¢ ukladéw dwufazowych, nawet w obecnosci
0,5-proc. NaCl (rys. 8 i 9). Pochodna S/AA = 80/60
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Rys. 8. Diagram fazowy ukiadu: polimer P (VI/VCL =
50/50), polimer Q (APS lub “Dextran T70"); polimer Q:
1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15; 3 — “Dextran
T70” (1, 2 — krzywe hipotetyczne)

Fig. 8. The phase diagram of the system: polymer P
(VI/VCL = 50/50), polymer Q (APS or Dextran T70); poly-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60; 2 — S/AA = 80/15; 3 —
Dextran T70 (1, 2 — hypothetical curves)

tworzy uklady dwufazowe z kopolimerem VI/VCL =
50/50 dopiero w obecnosci 0,5-proc. NaCl; do utworze-
nia takich ukiadéw potrzebne jest stezenie polimeréw
co najmniej 5—6% (rys. 9, krzywa 1).

Zatem zwigkszenie hydrofilowosci kopolimeréw VI z
VCL poprzez wigkszy udzial w nich VI przyczynia sie
do ograniczenia mozliwosci powstawania ukladéw
dwufazowych z APS. To zjawisko jest niekorzystne, po-
niewaz im wigcej VI w kopolimerze, tym wiecej mozna
przyltaczy¢ jonéw miedzi (II) (tworzacej kompleksy z
VI), a z kolei im wiecej zwigzanej miedzi (I), tym wigk-
sza zdolnoé¢ oczyszczania bialek przez uklady dwufa-
zZowe.

W drugiej czesci pracy oméwimy: otrzymywanie
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Rys. 9. Diagram fazowy ukindu: polimer P (VI/VCL =
50/50), polimer Q (APS + NaCl lub “Dextran T70"); poli-
mer Q: 1 — S/AA = 80/60 + 0,5-proc. NaCl; 2 — S/AA =
80/15 + 0,5-proc. NaCl; 3 — “Dextran T70" (2 — krzywa
hipotetyczna)

Fig. 9. The phase diagram of the system: polymer P
(VI/VCL = 50/50), polymer Q (APS + NaCl or Dextran
T70); polymer Q: 1 — S/AA = 80/60 + aq. 0.5% NaCl;
2 — S/AA = 80/15 + aq. 0.5% NaCl; 3 — Dextran T70
(2 — hypothetical curve)

kompleksowych polaczeri kopolimeréw VI/VCL z jona-
mi Cu (I), pomiary temperatury wytracania sie tych
komplekséw z roztworéw wodnych, tworzenie przez
nie wraz z APS ukladéw dwufazowych oraz oczyszcza-
nie inhibitora a-amylazy z mieszaniny bialek.

PODSUMOWANIE

— Ustalono, ze akryloamidowe pochodne skrobi
(APS), mogace znaleZ¢é zastosowanie w biotechnologii,
w stezeniu 20—30% tworza roztwory o malej lepkosci,
ktére nadaja sie do otrzymywania wodnych ukladéw
dwufazowych z PEG 10 000 i kopolimerami VI/VCL.

— Pochodna S/AA = 80/60 i PEG 10 000 tworza
uklady dwufazowe gdy stezenia obu polimeréw w
mieszaninie sq dos¢ duze (Srednio co najmniej 15%),
mieszanina S/AA = 80/15 + PEG 10 000 pozwala na
otrzymanie ukladéw dwufazowych juz w zakresie ste-
zen polimeréw ok. 9%. Sa to jednak uklady o dos¢
znacznej lepkosci, niekorzystnie przedluzajacej czas
rozdzialu faz. Obecnos¢ 0,5-proc. NaCl pozwala na
zmniejszenie stezenn obu skladnikéw koniecznych do
uzyskania ukladéw dwufazowych roztworu do ok.
4—8%. Takie uklady maja malg lepkos¢ i szybko ule-
gaja dobremu rozdzieleniu.

— W przypadku pochodnych S/AA = 80/601S5/AA
= 80/15 w ukladzie z kopolimerem VI/VCL (zamiast
PEG), stezenia konieczne do otrzymania uktadéw dwu-
fazowych wynoszq 9—10%, sgq wiec dwukrotnie wiek-
sze niz w przypadku wzorcowego “Dextranu T70”. Do-

datek 0,5-proc. NaCl pozwala na zmniejszenie stezer
tych pochodnych do poziomu 4—5%, poréwnywalnego
ze stezeniem wzorcowego “Dextranu T70".

— Zwigkszenie zawartosci VI w kopolimerze z VCL
z 5 do 25% mol. powoduje wzrost stezeri potrzebnych
do utworzenia ukladéw dwufazowych z APS. W przy-
padku APS typu S/AA = 80/60 takie stezenie wynosi
co najmniej 16%, a w przypadku APS typu S/AA =
80/15 wogéle nie otrzymano ukladu dwufazowego,
gdyz potrzebne do tego celu stezenia skladnikéw oka-
zaly sig zbyt duze. Dodatek 0,5-proc. NaCl pozwala na
zmniejszenie stezenl polimeréw S/AA = 80/60 1 5/AA
= 80/15 w ukladzie z kopolimerem VI/VCL do pozio-
mu ok. 4—6%, poréwnywalnego ze stezeniem “Dextra-
nu T70”. Takie uklady maja malq lepkos¢ i dos¢ szybko
(1—6 h) rozdzielaja si¢ na dwie fazy.

— Dalsze zwiekszenie zawartosci VI w kopolimerze
z VCL do 50% mol. powoduje, ze w przypadku po-
chodnej S/AA = 80/15 wogdle nie otrzymuje sie
ukladéw dwufazowych, nawet w obecno$ci 0,5-proc.
NaCl. Zjawisko to jest spowodowane duzg hydrofilo-
woscig VI. Pochodna S/AA = 80/60 tworzy uklady
dwufazowe z kopolimerem VI/VCL = 50/50 dopiero w
obecnosci 0,5-proc. NaCl (stezenie polimeréw co naj-
mniej 5—6%).

— Przedstawione wyniki wskazuja, ze akryloamido-
we pochodne skrobi moga z powodzeniem zastgpic
kosztowny dekstran w ukladach dwufazowych stoso-
wanych do oczyszczania bialek.
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rialy odporne na wysokie temperatury, inzynieria po-
wierzchni — modyfikacje 1 powloki, procedury badan i
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Organizatorzy: Associazione Italiana di Metallurgia +
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9—12 lipca 2001 r. Praga, Czechy. 2001 Prague
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Polymers”.
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demii Naukowej Republiki Czeskiej (pod auspicjami Mie-
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dzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej IUPAC).
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cular Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
publik, Heyrovského nam. 2, CZ-162 06 Praha 6. Czech
Republik. Tel.: (4202) 20 403 332, fax: (4202) 367 981;
e-mail: sympo@imc.cas.cz.

2—7 wrze$nia 20001 r. Jerozolima, Izrael. “The 6th
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Informacje: Conference Secretariat — The 6th Interna-
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Ltd., 20, Rotschild Blvd., PO. Box 29313, 61 292. Tel
Aviv, Israel. Tel.: +972-3-795-1444, fax: +972-3-510771;
e-mail: congs@international tc.co.il oraz dla kontaktdw
merytorycznych: Prof. Avi Domb, The Hebrew Univer-
sity of Jerusalem 91120, Israel. Tel.: +972-2-6758696, fax:
+972-2-6757629; e-mail: adomb@cc.huji.ac.

25 paZidziernika — 1 listopada 2001 r. Duesseldorf,
Niemcy. 15th International Trade Fair PLASTICS +
RUBBER — K 2001.

Organizator: Messe Duesseldorf GmbH.

Informacje: Messe Duesseldorf GmbH, Postfach 1010-
06, D-40001 Duesseldorf; Stockumer Kirchstrasse 61,
D-40474  Duesseldorf, Germany. Tel: +49 (0)
211/4560-01, InfoTel: +49 (0) 211/4560-900, fax: +49 (0)
211/4560-668, InfoFax: +49 (0) 211/4560-86100; e-mail:
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se-duesseldorf.de.
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