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LUKASZ BOBAK, TERESA SKIBA, WIESEAW KOPEC

ZASTOSOWANIE TECHNIK MEMBRANOWYCH DO
POZYSKIWANIA NISKOCZASTECZKOWYCH PROTEIN
BIALKA JAJA KURZEGO

Streszczenie

Celem pracy byta ocena mozliwo$ci wykorzystania membranowych technik filtracyjnych do czgscio-
wego rozdziatu niskoczasteczkowych protein biatka jaja kurzego. Proteiny te wykazuja aktywnos$¢ biolo-
giczng lizozymu — enzymu muramidazy o masie czasteczkowej 143-10% Da oraz inhibitora proteinaz
cysteinowych — cystatyny o masie czasteczkowej 126-10° Da. Proces mikrofiltracji natywnego biatka jaja
oraz jego roztwordw, sporzadzonych z udziatem 0,15 M NaCl (w stosunku 1:1 i 1:4), przeprowadzono
technika cross-flow, przy uzyciu filtra rurkowego wykonanego z polipropylenu o nominalnym rozmiarze
poréw 0,2-0,6 um. W uzyskanych filtratach oznaczono aktywnos$¢ lizozymu i cystatyny (jako zdolnosc
do inhibowania proteinazy cysteinowej — papainy) i ustalono, ze odzyskano od 60 do 80% aktywnych
substancji niskoczasteczkowych. Zasadnicze znaczenie dla efektywnosci procesu miato zjawisko tworze-
nia warstwy biatkowej na membranie (polaryzacja st¢zeniowa — fouling), powodujace spadek szybkosci
filtracji. Jednak warstwa ta przyczyniata si¢ do poprawy wzbogacenia permeatow w niskoczasteczkowe
substancje aktywne. Po przefiltrowaniu ponad 20-30% objgtosci przetwarzanego biatka jaja uzyskano
znaczacy przyrost aktywnosci cystatyny wzgledem roztworu wyjsciowego.

Stowa kluczowe: filtracja membranowa, lizozym, cystatyna

Wprowadzenie

W procesach membranowych, stosowanych do rozdziatu biopolimeréw na pod-
stawie r6znic ich mas czasteczkowych, najczesciej wykorzystywane sg techniki mikro-
filtracji (MF) i ultrafiltracji (UF). W procesach ultrafiltracji stosuje si¢ membrany
o przepuszczalno$ci czastek do 100 nm i ci$nienia do 1 MPa, natomiast w procesie
mikrofiltracji membrany o wyzszej przepuszczalnosci i nizsze ci$nienia [6].

Techniki membranowe sa wykorzystywane w przetworstwie jajczarskim do usu-
nigcia wody z bialka jaja przed procesem suszenia, co jest dwukrotnie tansze niz jej
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odparowanie w wiezach suszarniczych [8]. Podjeto takze proby zastosowania membran
w procesach frakcjonowania biatka jaja [1]. Zastosowanie membran do separacji prote-
in niskoczasteczkowych biatka jaja byto przedmiotem szeregu badan skupiajacych sig
glownie na izolacji lizozymu — enzymu o aktywno$ci muramidazy, ale rowniez cysta-
tyny — inhibitora proteinaz cysteinowych [1, 2, 3, 4].

Optymalizacj¢ procesu prowadzono gtéwnie w zakresie: doboru przepuszczalno-
$ci membran, tzw. punktu odcigcia molekularnego (cut off), warunkow pH, sity jono-
wej, itp. W mniejszym stopniu analizowano warunki techniczne procesu, wyznaczajace
mozliwos$¢ jego przebiegu w warunkach przemystowych, szczegélnie kwestig polary-
zacji stezeniowej membran (fouling), decydujacej o efektywnosci filtracji. Przyczyna
foulingu jest tworzenie sig, w bezposrednim sasiedztwie membrany, warstwy granicz-
nej roztworu o wyzszym stezeniu separowanych sktadnikow (biatka) [6]. Zasadniczym
efektem zjawiska foulingu jest spadek szybkosci filtracji, az do jej zaniku. Przeciw-
dziata¢ polaryzacji membran mozna poprzez: wprowadzenie dodatkowej iloSci roz-
puszczalnika do nadawy (roztworu zasilajacego modut filtracyjny), zastosowanie tur-
bulentnego przeptywu lub intensywnego mieszania nadawy [6].

W celu wydzielenia sktadnika niskoczasteczkowego z mieszaniny np. biatek wy-
korzystuje si¢ diafiltracje, polegajaca na ciagtym uzupelnianiu retentatu rozpuszczalni-
kiem w miarg uzyskiwania filtratu (permeatu) wzbogaconego w izolowany sktadnik.
Mozna rowniez zwigksza¢ stgzenie okreslonego sktadnika w permeacie przez filtracje
rozcienczonej nadawy.

Filtracja biatka jaja bez rozcienczenia, w celu jego frakcjonowania i rozdziatu bia-
tek, moze by¢ przeprowadzona z uzyciem membran mikrofiltracyjnych, gdyz m.in. ze
wzgledu na duza lepkos¢ strukturalng biatka membrany ultrafiltracyjne szybko ulegaja
polaryzacji.

W badaniach, w ktérych zastosowano technike mikrofiltracji, do rozdzialu roz-
tworéw biatka, rozcienczonych w stosunku od 1:1 do 1:8, uzyto membrany
o porowatosci od 0,2 do 0,6 um, odzyskujac w permeacie od 20 do blisko 40% aktyw-
nego lizozymu [1, 4]. Czysto$¢ preparatow byla zalezna od przepuszczalnosci mem-
bran. Zastosowanie membrany o punkcie odciecia ok. 300-10° Da znaczaco (okoto 4-5
krotnie) zwigkszyto aktywno$¢ wiasciwa lizozymu wyrazona na jednostke masy biat-
ka. Zastosowanie membran o jeszcze mniejszej przepuszczalnosci wydatnie zwigksza
czysto$¢ preparatow, ale straty biatka sa duze. Uzycie membrany mikrofiltracyjnej
pozwala natomiast zdecydowanie zwigkszy¢ ilos¢ uzyskiwanych substancji biologicz-
nych, przy malej czystosci uzyskiwanych preparatow biatka. Dzialanie to jest celowe
wowczas, gdy preparaty, np. do celow farmaceutycznych, bgda nadal oczyszczane
innymi technikami.

Celem przeprowadzonych badan byla préba zastosowania i optymalizacji warun-
kéw procesu mikrofiltracji do odzysku aktywnych biologicznie substancji niskocza-
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steczkowych biatka jaja w formie preparatow o matym stopniu oczyszczenia. Zatozono
prowadzenie procesu przy niskim stopniu rozcienczenia biatka jaja z ewentualnym
zastosowaniem dodatkowej diafiltracji.

Material i metody badan

Surowcem do badan byto biatko $wiezych jaj kurzych od niosek rasy Tetra SL
zywionych standardowo. Przed przeprowadzeniem wlasciwego procesu biatko podda-
wano wstepnej filtracji przez lejek Schotta o srednicy otworéw 1 mm w celu uzyskania
homogennego materiatu. Nastgpnie biatko nierozcienczone lub rozcienczone 0,15 M
roztworem NaCl poddawano procesowi mikrofiltracji krzyzowej (cross-flow) niskoci-
$nieniowej (50-10° Pa), z wykorzystaniem rurkowego polipropylenowego modutu fil-
tracyjnego o nominalnej $rednicy poréw 0,2—0,6 um zintegrowanego z pompa perystal-
tyczna typu BIO FLOW 2000 Mk II™, Zastosowany typ pompy perystaltycznej wypo-
sazonej w regulator natgzenia przeplywu i ci$nienia podawanej nadawy pozwolil na
kontrolowanie parametréw procesu. Jednorazowo poddawano filtracji 1 dm® biatka lub
jego roztworow o pH = &.,8.

Podczas prowadzenia procesu monitorowano spadek ilosci strumienia filtratu
w czasie oraz zbierano frakcje stanowiace 10% objetosci nadawy (surowca wyjsciowe-
£0).

Dobor warunkow procesu filtracji, szczegolnie w zakresie stopnia rozcienczenia
biatka jaja oraz przeprowadzenia procesu diafiltracji, opracowano w badaniach wstgp-
nych. Zatozono, ze proces prowadzony bedzie badZ do ustania filtracji (strumien per-
meatu = 0) wynikajacego z polaryzacji membran lub do odfiltrowania catej ilosci do-
danego roztworu NaCl. W zwiazku z powyzszym realizowano trzy niezalezne warianty
doswiadczenia:

»  Filtracja biatka jaja (pH—8,8) do uzyskania 30% permeatu (w stosunku do wyj-
sciowej ilosci surowca) oraz diafiltracja po dodaniu 30% 0,15 M roztworu NaCl
prowadzona do uzyskania 30% permeatu;

«  Filtracja biatka jaja rozcienczonego 0,15 M roztworem NaCl w stosunku 1:1 do
uzyskania 50% permeatu (w stosunku do wyj$ciowej iloSci surowca) oraz diafil-
tracja po dodaniu 50% 0,15 M roztworu NaCl prowadzona do uzyskania 50%
permeatu,

«  Filtracja biatka jaja rozcienczonego 0,15 M roztworem NaCl w stosunku 1:4 do
uzyskania 80% permeatu (w stosunku do wyjsciowej ilo$ci surowca).W surowcu

wyjsciowym i uzyskiwanych frakcjach filtratow oznaczano stezenie biatka, aktywnos¢

lizozymu oraz cystatyny.

Stezenie biatka oznaczano spektrofotometrycznie metoda biuretowa przy dhugosci
fali A = 540 nm.
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Aktywnos¢ lizozymu oznaczano metoda spektrofotometryczna — turbidymetrycz-
na poprzez pomiar dynamiki zmiany zmetnienia zawiesiny bakterii Micrococcus ly-
sodeicticus. Oznaczenie prowadzono w statej temp 25°C przy dtugosci fali A = 450 nm,
okreslajac spadek absorbancji w ciagu 6 min [5].

Aktywno$¢ cystatyny oznaczano jako zdolno$¢ inhibowania aktywnosci papainy
wobec syntetycznego substratu BANA [7]. Jednostka aktywnos$ci inhibicyjnej odpo-
wiada 1 jednostce aktywnos$ci enzymatycznej papainy, czyli ilosci enzymu, ktéry hy-
drolizuje 1,0 mM substratu w ciagu 1 min, w standardowych warunkach (37°C).

Wyniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono przebieg procesu filtracji petnego biatka jaja i jego roz-
tworoéw, wyrazony wzglednym spadkiem szybkosci, w stosunku do wartosci wyjscio-
wej, strumienia filtratu J,. W wyniku filtracji nierozcienczonego biatka jaja po uzyska-
niu permeatu w ilosci okoto 30% wyjsciowej nadawy, nastapila silna polaryzacja stg-
zeniowa membrany, a nat¢zenie strumienia filtratu osiagato warto$¢ 0 (spadek ozna-
czono pionowa kreska na rys. 1).

—e— Rozcienczenie biatka 1:4 / Diluted

11 protein 1:4
' —®—Rozcienczenie biatka 1:1 oraz proces diafiltracji / Diluted
1% diafiltration
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Rys. 1.  Wzgledny spadek szybkosci filtracji [J/Jy] w stosunku do wyjsciowego strumienia. filtratu Jo].
Fig. 1. A relative decrease in the filtration rate compared with the initial permeate flux (J/J).

W celu dalszego odzyskania substancji aktywnych, réwniez z warstwy biatkowe;j
wydzielonej na membranie, wprowadzono do koncentratu 30% 0,15 M roztworu NaCl
i proces prowadzono do uzyskania objetosci permeatu w ilosci odpowiadajacej doda-
nemu roztworowi. Po rozcienczeniu biatka jaja w stosunku 1:1 dynamika spadku war-
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tosci filtracji byta mniejsza niz w przypadku bialka nierozcienczonego. Chociaz nasta-
pito zmniejszenie strumienia filtratu do wartos$ci ok. 0,7 (w poréwnaniu ze strumieniem
wyjsciowym), proces filtracji zostat doprowadzony do konca, co umozliwito wydziele-
nie permeatu w ilosci rownowaznej do roztworu NaCl uzytego do rozcienczenia biatka
(50%). Zastosowanie procesu diafiltracji pozwolito na zwigkszenie wielkosci wzgled-
nej strumienia filtratu powyzej 0,8, ale caty proces byt okoto 2-krotnie dtuzszy niz w
przypadku biatka nierozcienczonego (rys. 1). Najmniejszy spadek w procesie filtracji
wystepowal po rozcienczeniu biatka w stosunku 1:4 (prowadzacy do uzyskania 80%
permeatu). Tym niemniej spadek predkosci wzglednej strumienia byt zblizony do war-
tosci tacznej filtracji i diafiltracji biatka nierozcienczonego, a czas procesu byt okoto
50% dtuzszy (rys. 1).

Zastosowanie membrany mikrofiltracyjnej umozliwia uzyskanie duzych szybkos$ci
filtracji, ale wptywa na zwigkszenie ilosci biatek przechodzacych do permeatu.
W wyniku tacznego procesu filtracji i diafiltracji biatka niepoddanego wstepnemu roz-
cienczaniu do permeatu przeszlo ok. 15% wyjsciowej ilosci protein (tab. 1). Po rozcien-
czeniu biatka w stosunku 1:1 i ponownym procesie jego diafiltracji (faczna ilo$¢ wpro-
wadzonego roztworu NaCl odpowiadajaca dwukrotnej objgtosci biatka) ilo$¢ biatka
oznaczona w permeatach odpowiadala ok. 20% jego wyjsciowe]j zawartosci. Natomiast
przy rozcienczeniu 1:4 odfiltrowano az ok. 40% wyjsciowej ilosci protein (tab. 1).

Przy zastosowaniu technik ultrafiltracyjnych ilosci biatka odzyskanego w permea-
tach wynosza ok. 10% [1], co jest zblizone do wynikéw wlasnych uzyskanych
w badaniach biatka nierozcienczonego i poddanego diafiltracji. Zastosowanie mem-
bran ultrafiltracyjnych o przepuszczalnosci 100-10°-300-10° Da prowadzi do kilka-
krotnego lub nawet wyzszego wzrostu aktywnosci specyficznej lizozymu [1, 4].
W badaniach wlasnych, pomimo wysokiego stopnia odzyskania aktywnego lizozymu
w permeatach, siggajacego od 27 do 67%, jego aktywno$¢ wilasciwa jest tylko co naj-
wyzej 2- do 3-krotnie wyzsza niz w surowcu wyjsciowym (rys. 2), o czym decyduje
wysoka przepuszczalno$¢ membrany. Nie odnotowano zasadniczego wplywu stopnia
rozcienczenia biatka na t¢ zalezno$¢. Nalezy jednak podkresli¢, Zze oznaczone aktyw-
nosci lizozymu w uzyskanych diafiltratach byly wyzsze niz w pierwotnym procesie
filtracji (tab. 1). Wydaje sig, ze zastosowane w badaniach wtasnych warunki nie sprzy-
jaja rozktadowi kompleksow lizozymu z innymi biatkami badz tez nalezy zastosowac
zwigkszenie predkosci liniowej retentatu, co moze prowadzi¢ do zrywania warstwy
biatkowej 1 umozliwia¢ transport lizozymu przez membrang. Nalezy jednak podkreslic,
ze w przypadku filtracji biatka nierozcienczonego oraz rozcienczonego w stosunku 1:1,
i nastepujacych po nich diafiltracji, otrzymane filtraty moga by¢ bezposrednio wyko-
rzystane do wydzielania z nich lizozymu metoda chromatografii jonowymiennej, a
straty biatka siegaja tylko 15-20%.
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Rys. 2. Odzysk aktywnego lizozymu w filtratach [% aktywnego lizozymu w surowcu wyjsciowym].
Fig.2.  Recovery of active lysozyme in permeates [% of active lysozyme in a raw material].

Znacznie korzystniej mikrofiltracja wptyneta na stopien odzysku aktywnej cysta-
tyny. Przy rozcienczeniu biatka w stosunku 1:4 odzysk inhibitora w filtratach siggat
blisko 80%, chociaz wzrost aktywno$ci wlasciwej byt tylko okoto 2-krotny (tab. 1,
rys. 3). Korzystnie stopien odzysku cystatyny ksztattowat si¢ rowniez w wyniku filtra-
cji biatka nierozcienczonego i rozcienczonego w stosunku 1:1, szczegodlne znaczenie
miat proces diafiltracji dodatkowej, prowadzac do uzyskania w permeatach az od 29 do
36% aktywnej cystatyny. Zwraca uwagg wysoka aktywnos$¢ cystatyny w permeacie
uzyskanym przy filtracji biatka nierozcienczonego. Przyrost aktywnosci jest
3—4-krotny, co jest warto$cia zblizona do wynikow uzyskiwanych przy uzyciu mem-
brany o mniejszej porowatosci, do wstepnej obrobki roztworéw zawierajacych cysta-
tyne [3].

W trakcie procesu filtracji roztworéw biatka jaja odnotowano znaczacy przyrost
aktywnosci wlasciwej cystatyny po odfiltrowaniu okoto 20-30% objetosci roztworow
biatka, co wskazuje, ze wystepuja wowczas najkorzystniejsze warunki do selektywne-
go wydzielania inhibitora z bialka jaja.
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Rys. 3. Odzysk aktywnej cystatyny w filtratach.
Fig. 3. Recovery of active cystatin in permeates.

Whioski

1.

2.

Mikrofiltracja nierozcienczonego biatka jaja prowadzi do szybkiej polaryzacji
membrany, co umozliwia uzyskanie tylko 30% permeatu.

Diafiltracja nastgpujaca po procesie wstepnej filtracji, polegajaca na wprowadzeniu
do roztwordéw bialka jaja (biatko pelne i rozcienczone w stosunku 1:1) dodatkowe;j
porcji rozpuszczalnika, w istotnym stopniu zwigksza ilo$¢ odzyskanych substancji
aktywnych.

Mikrofiltracja membranowa roztworoéw biatka jaja prowadzi do odzyskania w per-
meacie od okoto 25 do 70% aktywnego lizozymu i od okoto 40 do 80% aktywnej
cystatyny. Technika ta moze by¢ wykorzystana jako wstepny etap oczyszczania
substancji biologicznie aktywnych.

Stopien oczyszczenia preparatow lizozymu i cystatyny w uzyskanych filtratach jest
niski i nie przekracza 2-3 razy aktywnosci wlasciwe] w surowcu, maleje on ze
wzrostem stopnia rozcienczenia biatka jaja.
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THE APPLICATION OF MEMBRANE TECHNIQUES TO RECOVER PROTEINS
OF LOW MOLECULAR WEIGHT FROM HEN’S EGG WHITE

Summary

The objective of the study was to verify the possibility of using membrane filtration techniques for
partial separation of biologically active proteins from an egg white. Such proteins show a biological activ-
ity of both the lysozome, i.e. a muramidase enzyme of a molecular weight being 143-10° Da, and the
cysteine proteinase inhibitor, i.e. a cystatin having a molecular weight of 126-10? Da. The microfiltration
process of a native egg white and its solutions, prepared using a 0.15 M NaCl (the ratios were 1:1 and 1:4)
was performed using a crossflow technique; tubular filters of polypropylene were used, their porosity
being 0.2-0.6 um. In the filtrates produced, the activity of lysozome and cystatin was determined (regard-
ed as the ability to inhibit cystein proteinase — papaine), and it was stated that amounts of active, low
weight substances recovered ranged from 60% to 80%. The fouling phenomenon had a key effect on the
entire process efficiency; it was the creation of a new protein layer on the membrane. The new layer on
the membranegenerated a decrease in the filtration rate. On the other hand, owing to the said new layer on
the membrane, there was an improvement in enriching permeates with low weight active substances. As
soon as more than 20-30% of the egg white processed have been filtrated, an essential increase in the
activity of cystatin was stated compared to the initial solution.

Key words: membrane filtration, lysozyme, cystatin



