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Rola inżynierii biochemicznej w rozwoju biotechnologii 
 

Wstęp 

Intensywny rozwój biotechnologii jest głównie kojarzony w osią-
gnięciami biologii molekularnej i inżynierii genetycznej. Wiadomo, 
że zintegrowanie biologii, chemii i inżynierii w celu technicznego 
wykorzystania potencjału mikroorganizmów kultur tkankowych lub 
ich części stanowi podstawę biotechnologii i dlatego nie należy za-
pominać o istotnym wkładzie inżynierii, zwanej czasami bioinżynie-
rią, do jej rozwoju. 

Ogólnopolska Konferencja Naukowa Postępy Inżynierii Bioreakto-

rowej organizowana w Polsce od ponad 30 lat, co 3 lata, pod patrona-
tem Komitetu Inżynierii Chemicznej i Procesowej Polskiej Akademii 

Nauk jest forum wymiany informacji, a publikacje wystąpień uczest-
ników tej konferencji na łamach Inżynierii i Aparatury Chemicznej 
starają się  przybliżyć polskiemu czytelnikowi tę tematykę i zrelacjo-
nować najnowsze osiągnięcia, postępy w obszarze inżynierii bioche-
micznej [Ledakowicz i in., 2002; 2005; 2009 i 2012].  

O poszczególnych obszarach inżynierii biochemicznej m.in. inży-
nierii bioreaktorowej, inżynierii metabolicznej i inżynierii biologicz-
nej starałem się informować we wspomnianych wyżej publikacjach, 
jednakże bioinżynieria wciąż jest kojarzona jedynie z techniczną 
realizacją i powiększaniem skali procesów biotechnologicznych. 
Owszem, to zadanie jest niebagatelne ale kolejne wyzwania czekają 
przed inżynierią biochemiczną. Vranch i Titchener-Hooker [2013], 
w publikacji na łamach Igenia - kwartalnika Royal Academy of Engi-

neering uważają, że specjaliści inżynierii biochemicznej powinni się 
włączyć aktywniej do rozwoju produkcji biofarmaceutyków. Dotych-
czas fermentacja mikrobiologiczna była i wciąż jest standardową 
metodą biosyntezy wielu leków, ale ostatnio rozwój nowych wyro-
bów przemysłu farmaceutycznego wyraźnie przesuwa się w kierunku 
produkcji dużych molekuł białkowych typu hormonów, czy przeciw-
ciał monoklonalnych z wykorzystaniem linii komórkowych. Takim 
spektakularnym bioproduktem była w latach 80. biosynteza insuliny 
ludzkiej, dzięki zastosowaniu techniki rekombinowanego DNA. 
Rynek biofarmaceutyków jest olbrzymi i ciągle się rozszerza. Przy-
kładowo w 2010 roku był wart 114 mld USD, przy czym na badania i 
rozwój (R+D) wydano 25 mld USD; i w tym tylko roku na rynku 
pojawiło się 11 nowych bioproduktów. W Europie w 2011 roku 
sprzedaż farmaceutyków osiągnęła wartość 140 mld EUR, wśród 
których 36 mld EUR stanowiły biofarmaceutyki, a 5 z 10 najlepiej 
sprzedających się leków na świecie w 2013 roku to przeciwciała 
monoklonalne.  

W Polsce również obserwuje się ten trend, powstały nowe firmy 
zajmujące się produkcją leków biologicznych (biologics) (wytwarza-
nych przez żywe komórki), bądź leków biopodobnych (biosimilars), 
wytwarzanych przez alternatywnych producentów po wygaśnięciu 
ochrony patentowej oryginalnych leków biologicznych. Znana polska 
firma farmaceutyczna Polpharma stworzyła specjalną jednostkę 
biznesową Polpharma Biologics i zbudowała supernowoczesne labo-
ratorium (B+R) w Gdańskim Parku Naukowo Technologicznym. Jest 
ono wyposażone w najnowocześniejszy sprzęt umożliwiający efek-
tywną pracę ze skomplikowanymi białkami, jakimi są przeciwciała 
monoklonalne i inne białka terapeutyczne [Polpharma Biologics, 

2014]. Inna firma działająca w Polsce to Pure Biologics, która opra-
cowała i wdrożyła specjalistyczną platformę selekcji przeciwciał 
monoklonalnych i poszukująca metod selekcji aptamerów (oligonu-
kleotydów o wysokim powinowactwie do białek i innych cząsteczek) 
[Jeleń, 2015]. Kolejna czołowa polska firma biotechnologiczna to 
Mabion S.A., która została utworzona w celu wprowadzenia na rynek 
leków biotechnologicznych najnowszej generacji opartych na huma-

nizowanych przeciwciałach monoklonalnych. W ciągu kilku lat 
Mabion osiągnął kompetencję wytwarzania leków biotechnologicz-
nych od fazy projektowania, poprzez wybór platformy i technologii 
wytwarzania, aż do wyprodukowania gotowego leku. Obecnie 
w swoich laboratoriach w Łodzi spółka prowadzi prace B+R nad 
kilkoma lekami biotechnologicznymi, stosowanymi w leczeniu no-
wotworów oraz w chorobach metabolicznych [Mabion, 2015]. 

Nakłady na rozwój badań w zakresie biotechnologii medycznej 
w Polsce również znacznie wzrosły. Na projekty B+R w tej dziedzi-
nie, finansowane przez Narodowe Centrum Badań i Rozwoju w ra-
mach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, wydatko-
wano w latach 2007-2013 ponad 150 mln USD. Przykładami mogą tu 
być następujące projekty [Biotech. Inn., 2012]:  

− 3CLA – Biotechnological targeted anticancer drug (Adamed 

Sp. z o.o.) –  26 411 358,98 USD; 
− Silesian Bio-Farm Center of Biotechnology, Bioengineering 

and Bionics (Politechnika Śląska) – 26 754 817 USD; 
− The Małopolska  Center of Biotechnology (Uniwersytet Jagiel-

loński) – 27 356 928 USD; 
−  Center of Biotechnology of Medical Devices. Package of inno-

vative biopharmaceuticals used for human and animal therapy 

and prevention (Instytut Biotechnologii i Antybiotyków) – 
29 859 792,36 USD. 

Miejmy nadzieję, że te imponujące inwestycje w polskiej biotech-
nologii przyczynią się do dalszego jej rozwoju nie tylko w wymie-
nionych centrach badawczych, a inżynieria biochemiczna powinna 
także znaleźć należne miejsce w badaniach B+R. 

Korzystając z typowego schematu bioprocesu (up-stream, hodowla 
w bioreaktorze, down-stream processing) postaram się przedstawić 
postępy w dziedzinie inżynierii biochemicznej i perspektywy jej 
rozwoju. 

Up-stream processing 

Jak już wspomniano, zgodnie z makroanalizą przemysłowego pro-
cesu biotechnologicznego można wyróżnić te trzy podstawowe etapy 
[Ledakowicz, 2011]: 

(1) przygotowanie materiału biologicznego (inokulum) i substratów 
tzw. upstream processing (USP),  

(2) przeprowadzenie właściwego procesu biochemicznego (hodow-
la w bioreaktorze, czy biotransformacja lub reakcja enzyma-
tyczna),  

(3) oddzielanie biomasy od płynu hodowlanego i oczyszczenie 
bioproduktów. tzw. downstream processing (DSP). 

O ile dawniej UPS stanowił domenę mikrobiologów, to zaangażo-
wanie inżynierii biochemicznej w ten etap rozwoju bioprocesu przy-
czyniło się do wyraźnego postępu, wzrostu wydajności bioproduk-
tów. Ta wydajność zależy od wyboru właściwej linii komórkowej 
a także od optymalizacji pożywki, medium i może być zwiększona 
bez wyraźnego wzrostu kosztów inwestycyjnych czy eksploatacyj-
nych. Wynika to stąd, że objętość reaktora pozostaje ta sama, a selek-
cja bardziej wydajnego materiału biologicznego i optymalizacja 
medium powoduje wzrost stężenia bioproduktu.  

Dzięki wykorzystaniu wysoko wydajnych nowoczesnych technik 
biologii molekularnej i inżynierii genetycznej oraz zaangażowaniu 
inżynierii metabolicznej, która stosuje zasady inżynierii reakcji che-
micznych, optymalizacji i inżynierii systemów nastąpiło wyraźne 
podniesienie wydajności biosyntezy wielu bioproduktów, a także 
zmniejszenie zużycia energii przez komórkę i biosyntezy niepożąda-
nych, ubocznych produktów. 
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Biochemia dostarcza map szlaków metabolicznych i informacji 
dotyczących mechanizmów reakcji biochemicznych. 

Inżynieria genetyczna dostarcza narzędzi niezbędnych  do genetycz-
nych modyfikacji organizmów za pomocą techniki rekombinacji DNA.  

Inżynieria biochemiczna wykorzystując stosowane od lat metody 
podejścia do analizy procesów jednostkowych i reakcji chemicznych, 
oraz całych systemów, umożliwia właściwą ilościową analizę złożo-
nego, zintegrowanego układu reakcji biochemicznych o różnych 
szybkościach. Wielkość strumieni metabolitów –według określonej 
sekwencji reakcji biochemicznych tzw. szlaków metabolicznych to 
podstawowy wyznacznik, ilościowy parametr szlaków metabolicz-
nych. Takimi zagadnieniami jak identyfikacja struktury sieci metabo-
licznej, kwantyfikacja strumieni metabolitów in vivo, i identyfikacja 
struktury kontroli strumieni metabolitów, zajmuje się tzw. analiza 
strumieni metabolicznych MFA (Metabolic Flux Analysis). Analiza 
strumieni metabolicznych nie daje jednak odpowiedzi jak zmienić 
wartości tych strumieni w pożądanym kierunku. Tymi zagadnieniami 
zajmuje się drugi ważny dział inżynierii metabolicznej – analiza 
regulacji, czy kontroli metabolicznej MCA (Metabolic Control Ana-

lysis). [Stephanopoulos i in., 1998]. Poznanie fluksomu, będącego 
sumą wszystkich strumieni metabolitów jest następnym celem badawczym, 
po zidentyfikowaniu genomu, trans- kryptomu, proteomu i metabolomu.  

Zespoły badawcze znajdują się pod ciągłą presją czasu aby uzyskać 
jak największą wydajność bioproduktu o jak najwyższej jakości. 
Prowadzone są całe serie doświadczeń z wykorzystaniem techniki 
planowania eksperymentów w stacjach składających się np. z 24 
bioreaktorów o małej pojemności rzędu 10÷25 mL, z pełnym wypo-
sażeniem (mieszadło, dystrybutor gazu, elektrody pH, pO2, itp.) 
i oprzyrządowaniem [Lange i in., 2014].  

Zmniejszanie skali bioreaktorów (scaling-down) znacznie redukuje 
czas badań i rozwoju nowego bioproduktu i jest obecnie standardem 
w firmach biofarmaceutycznych [Shimoni i in., 2014].  

Rozwój bioprocesu i jego optymalizacja obejmuje  między innymi 
wysokowydajny screening komórek i selekcję udoskonalonych no-
wych linii komórkowych, optymalizację podłoża hodowlanego, 
wybór najlepszej strategii dozowania substratów i powiększanie skali 
procesu. Ciągłe prowadzenie procesów w ramach USP jest już nieźle 
opanowane dla niestabilnych produktów, ale ich wyodrębnianie 
i oczyszczanie w sposób ciągły przedstawia wciąż wiele nierozwią-
zanych problemów i znacznie wydłuża czas produkcji, a trzeba pa-
miętać, że krótki okres retencji produktów zapewnia ich wysoką 
jakość [Gronemeyer i in., 2014]. 

Proces hodowli w bioreaktorach 

Inżynieria bioreaktorowa zajmuje się badaniami warunków pracy 
bioreaktorów, ich optymalizacją, opracowaniem odpowiednich kon-
strukcji bioreaktorów oraz automatyczną kontrolą i sterowaniem ich pracą.  

Bioreaktory jednorazowe. W produkcji biofarmaceutyków coraz 
częściej używa się jednorazowych bioreaktorów w postaci sterylnego 
plastikowego worka stanowiącego wnętrze bioreaktora. Te jednora-
zowe bioreaktory spełniają wymagania GMP i osiągają już objętość 
rzędu 2 m3. Dostępne są a rynku różne formy tych jednorazowych 
bioreaktorów, np. do bioreaktorów wstrząsanych czy falujących 
WBR (Wave Bioreactors), stosowanych do hodowli komórek zwie-
rzęcych, które są jak wiadomo bardzo wrażliwe na naprężenia ścina-
jące generowane w bioreaktorach z mieszadłem [Ledakowicz, 2011].  

Bioreaktory jednorazowe nie wymagają mycia, czyszczenia i stery-
lizacji dzięki czemu eliminowane są potencjalne źródła zakażeń 
[Shukla i Gottshalk, 2013]. Brakuje jednak wciąż metod walidacji 
tych procesów, ponieważ istnieje ryzyko związane z ekstrakcją szko-
dliwych substancji z materiału plastikowego, z którego wykonany 
jest ten jednorazowy pojemnik, czy z możliwością przecieku, bądź 
adsorpcji bioproduktów na ściankach naczynia, co może obniżać 
wydajność procesu. 

 Wybór strategii prowadzenia fermentacji jest istotną sprawą. Naj-
częściej konieczna jest decyzja czy realizować bioprocess w sposób 
ciągły, czy półciągły tzw. dolewowy, o jakiejś wybranej funkcji 

zasilania bioreaktora. Wybór zależy głównie od jakości produktu, 
istniejących urządzeń (infrastruktury ) i doświadczenia załogi. Pro-
wadzenie hodowli bioreaktorowych w sposób ciągły umożliwił roz-
wój bioreaktorów perfuzyjnych. Początkowo płyn pohodowlany 
oddzielany był od biomasy w sposób ciągły, za pomocą wirującego 
filtru typu Spinfilter, stosowanego w hodowlach komórek zwierzę-
cych, ale obecnie używa się głównie modułów membranowych typu 
hollow fibers. Dzięki ciągłej wymianie podłoża składniki odżywcze 
są utrzymywane na tym samym poziomie stężeń, a produkty są usu-
wane ze środowiska, zapewniając tym samym optymalne warunki 
wzrostu komórek i unikając efektów związanych z degradacją białek, 
inhibicją, czy toksycznością produktów ubocznych. W bioreaktorach 

perfuzyjnych stężenie żywych komórek osiąga 16 mln w 1 mL, 
a bioproces może trwać miesiącami, podczas gdy w klasycznych 
bioreaktorach zazwyczaj nie przekracza 3 tygodni [Wright i in., 2015]. 

Down-stream processing 

W ostatnim dziesięcioleciu osiągnięto znaczący postęp w  rozwoju 
USP, natomiast downstream processing (DSP), który obejmuje pro-
cesy wydzielania, oczyszczania bioproduktów a także istotnie przy-
czynia się do podniesienia wydajności, produktywności a także czy-
stości  bioproduktów pozostał jakby w tyle.  

Oddzielanie biomasy of płynu pohodowlanego, zwane też klaro-
waniem, odbywa się poprzez filtrację bądź wirowanie, tu także moż-
na zaobserwować postęp w nowych technikach filtracyjnych, dalsze 
zatężanie prowadzi się przy wykorzystaniu technik membranowych 
(np. ultrafiltracji), przy czym w przypadku produkcji przeciwciał 
monoklonalnych bardzo ważną operacją jest inaktywacji wirusów, co 
wymaga zastosowania nanofiltracji, a w końcu diafiltracji.  

Separacja przeciwciał monoklonalnych prowadzona jest zazwy-
czaj przy zastosowaniu technik chromatograficznych, takich jak 
chromatografia powinowactwa z wykorzystaniem jako ligandu re-
kombinowanego białka A, wykazującego bardzo wysokie powino-
wactwo do immunoglobulin różnego pochodzenia. Jest to jedna 
z najczęściej używanych operacji jednostkowych wychwytu przeciw-
ciał [Grodzki i  Berenstein, 2010] obok chromatografii jonowymien-
nej CEX (Cation Exchange Chromatography). 

Wzrost wydajności wydzielania i oczyszczania produktów został 
osiągnięty dzięki optymalizacji poszczególnych operacji jednostko-
wych i powiększenia skali. Niemniej jednak nowe alternatywne 
procesy rozdzielania są ciągle badane i rozwijane przy zastosowaniu 
nowych technik planowania eksperymentów DoE (Design of Experi-

ments) i dążeniu do osiągnięcia wymaganej jakości produktu dzięki 
projektowaniu QbD (Quality by Design) [Shimoni i in., 2014a,b].  

Techniki nie-chromatograficzne takie jak: procesy membranowe, 
dwufazowa wodna ekstrakcja ATPE (Aqueous Two-Phase Extrac-

tion), frakcjonowanie pianowe białek, czy klasyczne, wciąż ulepsza-
ne operacje jednostkowe strącania i krystalizacji należą także do 
metod rozwojowych DSP. Nie-chromatograficzne techniki wydziela-
nia i oczyszczania bioproduktów nie są zazwyczaj stosowane 
w produkcji biofarmaceutyków, jakkolwiek mają olbrzymi potencjał 
aplikacyjny a ponadto są znacznie tańsze.  

Istotnym problemem w oczyszczaniu produktów biologicznych 
jest separacja komórek, usuwanie nierozpuszczalnych składników 
wszelkiego rodzaju niepożądanych zanieczyszczeń, a zwłaszcza 
białek resztkowych komórek gospodarza HCP (Host Cell Protein), 
czy fragmentów DNA lub innych wielocząsteczkowych aglomera-
tów. Zastosowanie jednorazowych technologii, a zwłaszcza bioreak-
torów perfuzyjnych spowodowało znaczy wzrost stężenia komórek, 
co spowodowało dodatkowe problemy w DSP. Trwają badania nad 
zastosowaniem do tych celów ekstrakcji ATPE zamiast drogiej 
chromatografii powinowactwa. Strącanie jest także stosowane do 
oczyszczania białek w skali przemysłowej Filtracja membranowa 
pozwala usunąć supernatant i kolejno następuje rozpuszczanie osadu 
w odpowiednim buforze. Zamiast filtracji stosowane są także wirów-
ki. Krystalizacja jest bardzo często stosowaną techniką w analizie 
strukturalnej białek ale jako operacja oczyszczania stosowana jest 
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raczej do mniejszych molekuł. Postać krystaliczna jest zawsze pożą-
dana w końcowym procesie formulacji bioproduktu ze względu na jej 
wysoką stabilność. 

Techniki chromatograficzne są jednak niezbędne do uzyskania 
super czystego bioproduktu i nie ustają wysiłki zmierzające do ich 
ulepszenia, a zwłaszcza do ich uciąglenia. Pseudo-ciągła chromato-
grafia z symulowanym przemieszczaniem się złoża SMB (Simulated 

Moving Bed), w której ruch fazy stałej jest symulowany przez przełą-
czanie zaworów zasilania surówki, ekstraktu i rafinatu jest znana 
i stosowna od lat [Ledakowicz i in., 2003].  

Zydney [2013] oraz ostatnio Dutta i in. [2015] zaproponowali za-
stosowanie ciągłej chromatografii powinowactwa, z wykorzystaniem 
rekombinowanego białka A, do oczyszczania przeciwciał monoklo-
nalnych metodą CCTC (Continuous Countercurrent Tangential 

Chromatography), polegającej na przeciwprądowym przepływie 
złoża w postaci zawiesiny ziaren wypełnienia (adsorbent w postaci 
drobnych ziaren żywicy) przez kaskadę mieszalników statycznych 
i modułów membranowych typu hollow fibres. Mikroporowate mem-
brany zatrzymują cząstki żywicy, pozwalając przepływać rozpusz-
czonym składnikom, w tym białkom, przez membranę do permeatu. 
Roztwory buforów stosowanych do przemywania, elucji i desorpcji 
przepływają w przeciwprądzie do fazy zawiesinowej. Dzięki zasto-
sowaniu metody CCTC uzyskuje się bardzo dobry rozdział przy 
znacznie mniejszym zużyciu buforów stosowanych do oczyszczania 
białek, w porównaniu do klasycznej chromatografii powinowactwa 
z udziałem białka A, w kolumnach chromatograficznych ze złożem stałym. 

Zastosowanie nowych technik i operacji jednostkowych rozdziału 
w skali przemysłowej wymaga pewnej standaryzacji i tworzenia 
platform technologicznych, które spełniając wymogi GMP, znacznie 
skracają czas i poprawiają efektywność procesów DSP - wydzielania 
i oczyszczania bioproduktów. Wciąż aktualnym wyzwaniem jest 
integracja wszystkich etapów wytwórczych USP, biosyntezy i DSP, 
bo ich wzajemne powiązania wymagają dalszych badań i rozwoju. 
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