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PRZEMYSEAW RATAJCZAK, WOIJCIECH BIALAS,
RADOSEAW DEMBCZYNSKI, WEODZIMIERZ GRAJEK,
TOMASZ JANKOWSKI

EKSTRAKCJA DWUFAZOWA LIZOZYMU
Z BIALKA JAJA KURZEGO

Streszczenie

W pracy badano przydatno$¢ wodnych uktadéw dwufazowych do separacji lizozymu z biatka jaja
kurzego oraz opracowano optymalne warunki procesu.

Separacj¢ lizozymu wykonano w wodnym uktadzie dwufazowym PEG/fosforan potasu. Stosujac
czysty preparat lizozymu, w do$wiadczeniach modelowych okre§lono optymalne warunki jego separacji
metoda ptaszczyzny odpowiedzi. Zbadano wpltyw wielkosci masy czasteczkowej PEG, pH roztworu
fosforanéw oraz stgzenia chlorku sodu w uktadzie dwufazowym na warto$¢ wspétczynnika podziatu
lizozymu K. Stwierdzono, ze w badanym zakresie st¢zen NaCl w uktadzie dwufazowym, wzrost st¢zenia
chlorku sodu zwigkszat warto$¢ tego wspélczynnika. Z kolei wzrost pH i masy czasteczkowej glikolu
polietylenowego zmniejszal warto§¢ wspétczynnika K. Najwigksza jego warto$¢ uzyskano w uktadzie:
PEG 4000 (20% m/m) / K,HPO, + KH,PO, (25% m/m), o pH réwnym 6,0 i stgzeniu NaCl wynoszacym
0,85 mol/dm’®. Zastosowanie tego uktadu do separacji lizozymu z biatka jaja kurzego umozliwito
pigtnastokrotne zwigkszenie jego aktywnosci.

Stowa kluczowe: lizozym, biatko jaja kurzego, ekstrakcja dwufazowa, PEG, fosforany, wspdtczynnik
podziatu.

Wstep

Lizozym (N-acetylomuramylohydrolaza; E.C.3.2.1.17) katalizuje hydrolize
wigzan B-1,4-glikozydowych pomigdzy kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetylo-
glukozoaming w $cianie komoérek bakterii, gléwnie gramdodatnich, prowadzac do
zniszczenia jej struktury i w efekcie koncowym do $mierci mikroorganizmu [13].
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Dzigki tej wtasciwo$ci moze on by¢ wykorzystywany jako $rodek antybakteryjny
zwigkszajacy bezpieczenstwo mikrobiologiczne zywnosci [4, 6]. Dotychczas w Polsce
enzym ten jest stosowany jako konserwant tylko przy produkcji seréw dojrzewajacych,
zamiennie z azotanami, pod nazwa E 1105 [5].

Lizozym wystepuje w formie pojedynczego tancucha polipeptydowego,
sktadajacego si¢ ze 129 aminokwaséw. Na N-koncu wystepuje lizyna, natomiast C-
koncowym aminokwasem jest leucyna. Lancuch polipeptydowy potaczony jest za
pomoca czterech mostkéw dwusiarczkowych [12]. Biatko ma ksztalt zblizony do
elipsoidy o wymiarach 4,5 x 3,0 x 3,0 nm. Masa czasteczkowa jest stosunkowo niska i
wynosi okoto 14,4-10° Da. Lizozym ma zasadowy charakter, a warto$¢ liczbowa
punktu izoelektrycznego w zalezno$ci od pochodzenia enzymu zawiera si¢ w
przedziale 9,6-11,0. Biatko lizozymu odznacza si¢ wysoka termostabilnoscia,
szczegblnie w Srodowisku kwasnym [7], jest dobrze rozpuszczalne w wodzie, wodnych
roztworach soli oraz tluszczach. Ponadto lizozym jest odporny na dziatanie enzymoéw
proteolitycznych takich, jak trypsyna czy pepsyna [11].

Bardzo wydajnym zrédtem tego enzymu, pod wzglegdem mozliwosci
pozyskiwania go na skal¢ przemystowa, jest biatko jaj ptakoéw, a szczegélnie jaja
kurzego, w ktérym stanowi on ok. 3,5% suchej masy [16]. Aktualnie, najczgsciej
stosowang metoda izolacji lizozymu z biatka jaja kurzego jest wieloetapowe
wytracanie przy uzyciu chlorku sodu oraz ultrafiltracja [8]. Preparaty o bardzo
wysokiej czystosci otrzymuje si¢ stosujac techniki chromatograficzne [10, 17].

Alternatyweg dla wymienionych metod stanowi ekstrakcja w wodnych uktadach
dwufazowych (ATPS — aqueous two-phase systems) [1]. Uklady te zbudowane sa z
dwéch faz bogatych w wodg i znajdujacych si¢ w stanie rdownowagi. Giéwna ich
zaleta, w odniesieniu do tradycyjnych metod, sa sprzyjajace warunki do zachowania w
stanie nienaruszonym wlasciwosci biologicznych rozdzielanych czastek. Podziat
substancji pomig¢dzy obie fazy jest gléwnie efektem okre§lonych wtasciwosci
hydrofobowych oraz wielkosci i rodzaju tadunku danej czastki. Optymalizacja tego
procesu ogranicza si¢ z reguty do do$wiadczalnego okreslenia sktadu poszczegdlnych
faz, jak réwniez, sporadycznie na modyfikacjach struktury izolowanej molekuty np.
metodami inzynierii genetycznej [9]. Wodne uktady dwufazowe otrzymuje si¢ zwykle
przez zmieszanie (1) roztworu glikolu polietylenowego (PEG) z roztworem dekstranu,
(2) roztworu glikolu polietylenowego z wodnym roztworem soli np. siarczandw,
fosforanéw, wzglednie (3) wodnego roztworu niejonowego zwiazku powierzchniowo
czynnego (polimery typu oksyetylen, oksypropylen), w ktérym po zmianie
temperatury na wyzsza od temperatury metnienia lub nizsza od krytycznej temperatury
roztworu, nast¢puje rozdziat na dwie fazy [18].

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania wodnych uktadéw
dwufazowych do oczyszczania lizozymu z biatka jaja kurzego oraz optymalizacja
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procesu poprzez okreslenie odpowiedniego pH roztworu fosforanéw, masy
czasteczkowej glikolu polietylenowego oraz st¢zenia NaCl w uktadzie separacyjnym.

Materialy i metody badan

Lizozym

Materialem uzytym do badaf byt lizozym (Sigma — Aldrich, USA) o aktywnosci
46400 U/mg oraz biatko jaja kurzego pochodzace z jaj dostgpnych w handlu.

Wodne uktady dwufazowe

Uktady dwufazowe wytworzono z przygotowanych wcze$niej roztworéow glikoli
polietylenowych o stgzeniach 27% (m/m) i mieszanin roztworéw fosforanéw K,HPO4+
KH,PO4 o stgzeniach 25% (m/m). Wartosci pH fosforanéw ustalane byly poprzez
zmieszanie w odpowiednich proporcjach roztworéw K,HPO, i KH,PO,4. Kontroli pH
dokonywano za pomoca pH-metru. Uktady przygotowywano w naczyniach
wiréwkowych o pojemnosci 15 cm®. W pierwszym etapie w naczyniach umieszczano
1,5 cm’ roztworu PEG o okreslonej masie czasteczkowej, po czym wprowadzano 0,5
cm’ wodnego roztworu lizozymu o stezeniu 0,4 mg/cm’ i cato$¢ doktadnie mieszano.
Do powstatego roztworu dodawano 2 cm’ roztworu fosforanéw o okre§lonym pH. W
przypadku badania wptywu chlorku sodu na rozdziat lizozymu, dodawano NaCl w
takiej ilosci, by koncowe st¢zenie soli w uktadzie wynosito odpowiednio 0,085, 0,47 i
0,85 mol/dm’. Tak wypetnione naczynie wiréwkowe wytrzasano przez 3 min, a
nastgpnie wirowano (3500 obr./min, 3 min) w celu przyspieszenia rozdzialu faz. Po
pomiarze objetosci rozdzielonych faz, dolnej i gérnej, byly one przenoszone do
probéwek typu ,,Eppendorf”.

Przygotowanie biatka jaja kurzego do rozdziatu

Biatko jaja kurzego, oddzielone od zéttka, homogenizowano przez 2 godziny przy
uzyciu mieszadla mechanicznego (450 obr./min). Nastgpnie homogenat filtrowano
dwukrotnie przez sito o $rednicy otworéw 1 mm w celu usunigcia ewentualnej piany.
Tak przygotowane biatko rozcienczano 50 razy (w stosunku objgtoSciowym) i
wirowano (3000 obr./min, 2 min). Rozcienczone biatko poddawano rozdziatowi w
wodnych uktadach dwufazowych.

Rozdziat biatka jaja kurzego

Do uktadéw dwufazowych wprowadzano, zamiast roztworu czystego lizozymu,
piecdziesigciokrotnie rozcienczone biatko jaja kurzego i dalej postgpowano jak w
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punkcie powyzej. W zebranych fazach oznaczano aktywno$¢ lizozymu i stgzenie
biatka catkowitego, a nastgpnie poréwnywano z proba wyjsciowa i okreslano stopien
oczyszczenia enzymu, korzystajac z rownania [8]:

Stopien oczyszczenia = (aktywnos¢ wtasciwa lizozymu po zageszczeniu) / (aktywnosé
wtasciwa enzymu przed zageszczeniem)

Oznaczanie aktywnosci lizozymu metodq spektrofotometryczng

Aktywno$¢ enzymu oznaczano w oparciu o spektrofotometryczny pomiar zmiany
absorbancji zawiesiny bakterii Micrococcus lysodeikticus w czasie 1 min.
Liofilizowane bakterie Micrococcus lysodeikticus zawieszono w 0,066 molowym
buforze fosforanowym o pH 6,2 w takim stgzeniu, aby absorbancja mierzona przy
dtugosci fali 450 nm zawierata si¢ w zakresie 0,55 — 0,6 (warto$¢ poczatkowa A).
Nastepnie do kuwety o drodze optycznej 1 cm, w ktérej znajdowato sie 2,5 cm’
przygotowanej zawiesiny bakterii o temp. 25°C, dodawano 0,1 cm® badanej préby i po
uplywie 60 s odczytywano absorbancj¢ koncowa (Ay). Nastgpnie obliczano réznicg
absorbancji AA i1 korzystajac z rOéwnania krzywej wzorcowej wyznaczano st¢zenie
lizozymu. Znajac aktywno$¢ wzorca obliczano aktywno$¢ w badanej prébie wedtug
réwnania:

AktywnoS¢ proby = aktywnos¢ wzorca x stezenie lizozymu odczytane z krzywej
kalibracyjnej.

Oznaczanie zawartosci biatka catkowitego

Biatko catkowite oznaczano metoda BCA [15]. W metodzie tej wykorzystuje si¢
zjawisko polegajace na tym, ze w $rodowisku alkalicznym jony Cu** w obecnosci
okreslonych aminokwaséw ulegaja redukcji do jonéw Cu®, ktére nastepnie tworza
barwny kompleks z kwasem bis-cynchoninowym. Maksimum absorpcji tego
kompleksu znajduje sig¢ przy A = 562 nm. W celu wykonania oznaczenia, do szklanych
probéwek nalewano 2 cm’ mieszaniny roboczej, a nastgpnie dodawano 0,1 cm’
badanej préby. Przygotowany roztwér inkubowano przez 30 min w temp. 37°C i
mierzono absorbancje przy diugosci fali 562 nm. Stgzenie biatka obliczano na
podstawie réwnania krzywej kalibracyjnej zalezno$ci absorbancji od stezenia albuminy
surowicy bydlece;.

Metoda ptaszczyzny odpowiedzi w optymalizacji warunkow rozdziatu

Plan dos$wiadczenia oraz peina analiz¢ statystycznag wykonano w oparciu o
zastosowanie metody plaszczyzny odpowiedzi (ang. response surface methodology,
RSM). Wszystkie obliczenia wykonano w programie komputerowym Statistica 6.0. W
badaniach uwzgledniono wptyw trzech czynnikéw: pH w zakresie 6,0-9,0, stgzenie
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NaCl w zakresie 0,085-0,85 mol/dm’ oraz mase czasteczkowa PEG w zakresie 4000—
8000. Otrzymane wyniki doswiadczalne poddano transformacji postaci y* = log(y),
gdzie

y = K, co ulatwilo przeprowadzenie analizy statystycznej. Przy wyborze modelu
matematycznego, opisujacego zalezno$ci pomi¢dzy badanymi czynnikami oraz ich
wplyw na wartos¢ wspdlczynnika K, kierowano si¢ rezultatem testu braku
dopasowania oraz wartoscia poprawionego wspélczynnika determinacji R
Whioskowanie przeprowadzono na poziomie istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Badania modelowe z uzyciem czystego preparatu lizozymu

Pierwszy etap badan stanowitly do$wiadczenia modelowe z uzyciem czystego
preparatu lizozymu (Sigma-Aldrich). Szczegétowy schemat do$wiadczenia wraz z
wynikami w postaci $redniej z trzech powtdrzen przedstawiono w tab. 1.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw (tab. 2) wskazuje, ze dobrany model
byt wysoce istotny (p < 0,0001), cechowal si¢ réwniez wysoka wartoscia
poprawionego wspétczynnika determinacji (R* = 0,98). Wynik testu braku
dopasowania (p = 0,068) wskazywat ponadto, ze model ten moze by¢ wykorzystany do
przewidywania zmian wartosci wspotczynnika podziatu K w zalozonych przedziatach
wartosci badanych zmiennych niezaleznych. Wszystkie warto$ci wspotczynnikéw
podane w tab. 2. byly istotne statystycznie (p < 0,05). Silg, z jaka badane czynniki
oddziatywaty na wielkos¢ K, przedstawiono w postaci wykresu PARETO efektéw
(rys. 1).

Na podstawie przeprowadzonych obliczen wyznaczone zostaly ponadto réwnania
regresji wspotczynnika podziatu K:

e PEG 4000 log(K) = 3,4958 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a’,

e PEG 6000 log(K) = 3,4218 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a,

e PEG 8000 log(K) = 3,3590 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a’,

gdzie a — warto$¢ pH, b — stgzenie NaCl.

Wartosci liczbowe wyrazéw wolnych w powyzszych rownaniach regresji wskazywaty
na istotny, lecz bardzo maty wplyw masy czasteczkowej PEG na podziat badanego
biatka. Zmiana masy glikolu polietylenowego z 4000 na 8000 Da (Cn,c 0,085
mol/dm®, pH 6,0) powodowata spadek wartosci K o okoto 0,46. Z danych
literaturowych wynika, ze biatka o niskiej masie czasteczkowej szybciej migruja do
fazy glikolu polietylenowego, a istotny wplyw na to zjawisko wywiera réwniez masa
czasteczkowa polimeréw tworzacych poszczegélne fazy [1]. Zaleznos$¢ ta ma charakter
odwrotny, tj. im mniejsza jest masa czasteczkowa glikolu tym wigkszy jest
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wspotczynnik podziatu K. Lizozym jako biatko o niskiej masie czasteczkowej
(14,4-10° Da) zachowywat si¢

zgodnie z ta regula i gromadzit si¢ przede wszystkim w fazie gérnej (PEG). Podobne
zjawisko zaobserwowano w przypadku taumatyny, biatka o nieznacznie wigkszej
masie czasteczkowej (22:10° Da) i identycznym punkcie izoelektrycznym,

se€parowanego
Tabela 1

Plan do$wiadczenia (pH, stgzenie NaCl, masa PEG) oraz warto$ci wspoéiczynnika podziatu lizozymu
(K) w wodnych uktadach dwufazowych PEG/fosforan potasu.

The experiment plan (pH, concentration of NaCl, molecular weight of PEG) and values of the (K)
partition coefficient for lysozyme in aqueous two-phase systems of PEG/potassium phosphate.

Lp. H Conféiff;i?gfcll\laﬂ Masa czasteczkowa PEG Wartos¢ K loo K
No. | P 3 Molecular weight of PEG | ‘K’ coefficient value &
[mol-dm’]
1 6,0 0,085 4000 1,31 0,117
2 6,0 0,085 6000 1,60 0,204
3 6,0 0,085 8000 1,09 0,037
4 6,0 0,470 4000 19,07 1,280
5 6,0 0,470 6000 13,88 1,142
6 6,0 0,470 8000 13,94 1,144
7 6,0 0,850 4000 85,66 1,933
8 6,0 0,850 6000 84,33 1,926
9 6,0 0,850 8000 80,64 1,907
10 | 7.5 0,085 4000 0,98 -0,009
11 | 75 0,085 6000 0,73 -0,137
12 | 7,5 0,085 8000 0,67 -0,174
13 | 75 0,470 4000 8,56 0,932
14 1 75 0,470 4000 9,34 0,970
15 | 75 0,470 4000 8,02 0,904
16 | 7,5 0,470 4000 9,10 0,959
17 | 7.5 0,470 4000 8,43 0,926
18 | 7,5 0,470 6000 9,10 0,959
19 | 75 0,470 6000 6,97 0,843
20 | 7,5 0,470 6000 8,68 0,939
21 | 75 0,470 6000 8,25 0,916
22 | 15 0,470 6000 5,36 0,729
23 | 75 0,470 8000 5,73 0,758
24 | 715 0,470 8000 6,97 0,843
25 | 15 0,470 8000 6,62 0,821
26 | 15 0,470 8000 6,46 0,810
27 | 715 0,470 8000 5,00 0,699
28 | 7,5 0,850 4000 72,75 1,862
29 | 15 0,850 6000 75,42 1,877
30 | 7,5 0,850 8000 17,62 1,246
31 | 9,0 0,085 4000 1,48 0,170
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32 | 9,0 0,085 6000 0,84 -0,076
33 9,0 0,085 8000 1,09 0,037
34 | 9,0 0,470 4000 11,86 1,074
35 9,0 0,470 6000 5,95 0,775
36 | 9,0 0,470 8000 6,58 0,818
37 9,0 0,850 4000 57,0 1,756
38 9,0 0,850 6000 18,92 1,277
39 | 9,0 0,850 8000 56,73 1,754
Tabela 2

Analiza wariancji zredukowanego modelu kwadratowego.
The variance analysis of a reduced quadratic model.

Zrédto Suma/ Stopnie swobody Sredni kwadrat| Warto$¢ F Prawdopodobienstwo
kwadratéw Degree of e
Source Mean square | F Value Probability
Sum of squares freedom
Model 13,903 5 2,781 359,32 <0,0001
pH 0,141 1 0,141 18,22 0,0002
Chaci 13,108 1 13,108 1693,86 <0,0001
M.cz. PEG
MW PEG 0,117 2 0,058 7,55 0,0021
pH? 0,154 1 0,154 19,86 0,0001
Reszta
Residual 0,240 31 0,008
Brak dopasowania
Lack of Fit 0,189 19 0,010 2,33 0,0682
Czysty blad 0,051 12 0,004 . :
Pure Error
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Chiaci / 26,60-
pH ¥ -3,62
Mcz. PEG -3,21
MW PEG
sz 2,77
p=,05

Wartosé bezwzgledna standaryzowanej
oceny efektu
Absolute value of standardized effects

Rys. 1.  Wykres PARETO efektéw.
Fig. 1.  The Pareto chart of effects.

z homogenatu bakterii Escherichia coli w ukladach dwufazowych typu PEG/dekstran
oraz PEG/fosforany [3]. Wptyw masy czasteczkowej glikolu zwigksza si¢ ze wzrostem
masy czasteczkowej izolowanego biatka. Badania nad rozdziatem a-amylazy (48-10°
Da) w uktadach PEG/fosforany wykazaly, ze wraz ze wzrostem masy glikolu z 1500
do 6000 Da nastgpowat blisko 170-krotny spadek warto$ci wspdtczynnika podziatu K
[14].

W badanych uktadach stopien zaggszczenia lizozymu w fazie gornej, wyrazony
za pomoca wspétczynnika podziatu K, byl bardzo zréznicowany, a jego warto$é
wahata si¢ od 0,67 do 85,66. Czynnikami, ktére wptywaly w sposéb wysoce istotny na
kierunek migracji lizozymu bylo przede wszystkim stgzenie chlorku sodu oraz w
mniejszym stopniu pH fazy dolnej badanych uktadéw (rys. 2). Najmniejsze
zageszezenie enzymu w fazie glikolu odnotowano w uktadach o najnizszym z
badanych stezen NaCl (0,085 mol/dm®). Zwickszenie stezenia z 0,085 mol/dm® do 0,85
mol/dm’ powodowato okoto 100-krotny wzrost wartosci K, niezaleznie od masy
czasteczkowej glikolu polietylenowego (rys. 3). Podobne zmiany wielkosci warto$ci
wspotczynnika  podzialu  zaobserwowano podczas  ekstrakcji  lizozymu @z
transgenicznego tytoniu w uktadach PEG/fosforany, w ktérych st¢zenie NaCl wynosito
1,0 mol/dm’ [2]. Réwniez w przypadku wspomnianych powyzej badan nad migracja a-
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amylazy w uktadach PEG/fosforany, stwierdzono, ze 8,8% stgzenie (m/m) chlorku
sodu powoduje blisko 77-krotny wzrost wspétczynnika podziatu [14]. Na podstawie
badan modelowych, prowadzonych na czystych roztworach okreslonych biatek
stwierdzono, ze dodatek obojetnej soli, np. chlorku sodu, powoduje wzrost
wspotczynnika podzialu dodatnio natadowanych biatek [3].

Zjawisko to tlumaczy sig¢ w ten sposob, ze wprowadzona do uktadu so6l ulega
dysocjacji na jony, ktére gromadza si¢ przy powierzchni miedzyfazowej, tworzac
podwdjna warstwe elektryczna. W zaleznos$ci od wielkosci wspétczynnikéw podziatu
kationéw 1 aniondéw, powierzchnia podwéjnej warstwy elektrycznej od strony np. fazy
gbrnej bedzie dodatnia badz ujemna [18].

W przypadku chlorku sodu wspétczynnik podzialu aniondéw jest wigkszy niz
kationéw, zatem badane biatka, majace w podanych warunkach pH fadunek dodatni,
beda preferencyjnie przeciagane do fazy gdrnej, na skutek oddzialywan
elektrostatycznych z jonem chlorkowym.

Analiza zmian wielkosci wspétczynnika podziatu w zaleznosci od pH wykazata,
ze w zakresie pH od 6,0 do 7,5 nastgpowal wyrazny spadek stgzenia lizozymu w fazie
glikolu polietylenowego. Powyzej pH 7,5 odnotowano natomiast niewielki jego wzrost
(rys. 4). Zaleznos$¢ ta wystepowata bez wzgledu na stezenie NaCl i masg czasteczkowa
PEG.

Rys. 2.  Wykres powierzchni odpowiedzi wspétczynnika podziatu K w funkcji pH i st¢zenia chlorku
sodu (M.cz. PEG 4000).

Fig.2. The response surface diagram of ‘K’ partition coefficient as a function of pH and sodium
chloride concentration (MW PEG = 4000).
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Rys. 3. Warto$¢ wspélczynnika podziatlu K w zaleznosci od stgzenia chlorku sodu (PEG 4000, 6000,
8000; pH = 6,0).

Fig. 3. The ‘K’ coefficient values depending on the NaCl concentration (PEG 4000, 6000, 8000; pH =
6,0).
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Rys. 4. Warto$¢ wspotczynnika podziatu K w zaleznosci od pH (PEG 4000, 6000, 8000; Cyacy = 0,085
mol/dm>).

Fig. 4. The ‘K’ coefficient values depending on pH values (PEG 4000, 6000, 8000; Cyaci = 0,085
mol/dm>).
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Na podstawie wynikdw wykonanych doswiadczen wytypowano ukiad, w
przypadku ktérego wspdiczynnik podziatu byt najwigkszy w badanym zakresie
zmiennych: PEG (20% m/m) / K,HPO, + KH,PO4 (25% m/m), pH 6,0 i stezenie NaCl
wynoszace 0,85 mol/dm’.

Oczyszczanie lizozymu z biatka jaja kurzego

W drugim etapie do$wiadczen wykorzystano zoptymalizowany uktad dwufazowy
PEG/fosforany do separacji lizozymu z biatka jaja kurzego. Wyniki tych badan
przedstawiono w tab. 3.

Otrzymano roztw6r lizozymu w glikolu polietylenowym o 15-krotnym stopniu
oczyszczenia w stosunku do wyjsciowego biatka jaja. Taki stopien oczyszczenia jest
poréwnywalny z metodami membranowymi. Kijowski i wsp. [8] otrzymali preparaty
lizozymu o 17-krotnym stopniu oczyszczenia stosujac membrang ultrafiltracyjna
o punkcie odcigcia 100-10° Da. Aktywno$é preparatu lizozymu uzyskanego za pomoca
technik membranowych wynosita 12300 U/mg, czyli byta o blisko 1500 jednostek
nizsza od aktywnosci lizozymu zaggszczonego metoda ekstrakcji w wodnych uktadach
dwufazowych typu PEG/fosforany stosowanych w prezentowanej pracy.

Tabela 3

Separacja lizozymu z biatka jaja kurzego w uktadzie dwufazowym PEG 20% (m/m) / K,HPO4+KH,PO,
25% (m/m) o pH 6.0 i stgzeniu NaCl 0,85 mol/dm®.

The separation of lysozyme from egg white in aqueous two-phase system of PEG 20% (w/w) /
K,HPO,+KH,PO,4 25% (w/w) at: pH = 6,0, and NaCl concentration = 0,85 mol/dm’.

. Objetosé Biaikg Aktywnpéé Aktyv&{nos'é .
Surowiec catkowite catkowita specyficzna Wzrost aktywnosci
Raw material Volu13ne Total protein Total activity | Specific activity | Activity increase
em’] [mg] [Ulem?] [U/mg]
Biatko jaja
Egg white 0,5 0,85 0,06 1557+44,5 911+56,3 1
Frakcja PEG
Fraction of 1,5 0,083+0,004 771£18,2 13895+453,7 15,1+0,86
PEG

Poréwnujac nowoczesne metody izolacji lizozymu z biatka jaja kurzego nalezy
zaznaczy¢, ze ekstrakcja w wodnych uktadach dwufazowych jest procesem szybkim i
zarazem najtanszym, a poza tym pozwala uzyska¢ podobne rezultaty jak wymienione
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wyzej metody membranowe i chromatograficzne. Istotna zaleta ekstrakcji w uktadach
dwufazowych jest ponadto tatwos¢ powigkszania skali. Celem dalszych badan
powinno by¢ jeszcze wigksze zaggszczenie lizozymu i jego oddzielenie od glikolu
polietylenowego poprzez zastosowanie wtérnego uktadu dwufazowego.

Whioski

1.

(3]

(4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

Sposréd trzech badanych zmiennych: pH, stezenie NaCl i masa czasteczkowa
glikolu polietylenowego, najwigkszy wplyw na migracj¢ lizozymu do fazy goérnej
(PEG) ma stgzenie chlorku sodu w ukladzie separacyjnym. Wykazano, ze
zwigkszenie sity jonowej roztworu poprzez zwigkszenie stgzenia NaCl do wartosci
0,85 mol/dm’, zwigkszyto stukrotnie warto$é¢ wspétczynnika podziahu lizozymu.
Przy wzroScie masy czasteczkowej PEG z 4000 Da do 8000 Da maleje
powinowactwo lizozymu do fazy glikolu polietylenowego.
Najwicksze powinowactwo lizozymu do fazy glikolu polietylenowego wystepuje
przy pH = 6.
Stopien oczyszczenia lizozymu metoda ekstrakcji dwufazowej z uzyciem uktadu
PEG/fosforany jest poréwnywalny z technikami membranowymi.
Najwigksza warto$¢ liczbowa wspdtczynnika podziatu lizozymu uzyskano w
odniesieniu do uktadu: 20% (m/m) PEG 4000, 25% K,HPO,+KH,PO, (m/m), pH
6,0 i NaCl 0,85 mol/dm’.
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AN AQUEOUS TWO-PHASE EXTRACTION OF LYSOZYME FROM EGG WHITE
Summary

The objective of this paper was to determine the usefulness and effectiveness of aqueous two-phase
systems (ATPS) applied to separate lysozyme from egg white. The lysozyme separation was carried out in
a system composed of polyethylene glycol (PEG) and potassium phosphate. In the model experiments
with pure lysozyme, the optimal process parameters were evaluated. Additionally, the effects of the PEG
molecular weight, pH of phosphate solution, and NaCl concentration on the value of the ‘K’ lysozyme
partition coefficient were investigated. It was found that with regard to the NaCl concentration range
investigated, within this particular two-phase system, the increase in the sodium chloride concentration
caused the increase in the value of ‘K’ coefficient. Contrary to this, the increase in the ‘PEG’ molecular
weight and in pH values of the phosphate solution caused a decrease in the lysozyme partition coefficient
in ATPS. The highest lysozyme separation parameters were obtained in the system: PEG 4000 (20%
w/w)/ KobHPO4+ KH,PO, (25% w/w), with the pH level of 6,0, and the NaCl concentration of 0,85 M.

The 15-fold increase of lysozyme activity was obtained when the optimal conditions of ATPS, as
determined during the model experiments, were applied to the separation of lysozyme from egg white.

Key words: lysozyme, egg white, ATPS, PEG, phosphate, partition coefficient.



