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WYKORZYSTANIE DWUFAZOWEJ EKSTRAKCJI WODNEJ
DO SEPARACIJI LIZOZYMU Z BIALKA JAJA KURZEGO

Streszczenie

Wzrastajace wymagania konsumentéw sprawiaja, ze producenci Zzywnosci sa coraz bardziej zaintere-
sowani naturalnymi substancjami przeciwdrobnoustrojowymi, w miejsce powszechnie stosowanych che-
micznych konserwantoéw. Sposrdd réznych, naturalnych substancji przeciwdrobnoustrojowych lizozym
charakteryzuje si¢ wlasciwosciami hamujacymi wzrost wielu bakterii chorobotworczych, na przyktad
Staphylococcus i Streptococcus. W celu uzyskania handlowych preparatow lizozymu mozna stosowaé
rézne metody jego izolacji z biatka jaja kurzego, cho¢ nieliczne z nich wdrozono juz do produkcji na skalg
przemystowa. Naleza do nich: wielokrotne wytracanie za pomoca soli i krystalizacja, bezposrednia ultra-
filtracja 1 chromatografia jonowymienna. Ostatnio, w literaturze publikowane sa informacje na temat
badan nad ekstrakcja lizozymu z biatka jaja kurzego w wodnych uktadach dwufazowych (ATPS) typu
glikol polietylenowy (PEG)/roztwér soli. W poréwnaniu z innymi technikami separacji i oczyszczania
biatek, zastosowanie wodnych uktadow dwufazowych charakteryzuje sig: krotkim czasem procesu separa-
¢ji, niskim zuzyciem energii, przebiegiem ekstrakcji w warunkach, ktore nie denaturuja biatek oraz sto-
sunkowo tatwa mozliwos$cia powigkszenia skali procesu. Jednak w uktadzie dwufazowym sktadajacym si¢
z glikolu polietylenowego (PEG) i roztworu soli, lizozym preferencyjnie migruje do fazy gornej wzboga-
conej w PEG, co z kolei utrudnia dalszy odzysk tego enzymu. Proces separacji lizozymu w wodnych
uktadach dwufazowych mozna uprosci¢ i uczyni¢ bardziej wydajnym poprzez zastosowanie zamiast gliko-
lu polietylenowego (PEG) polimeru termoseparujacego, zbudowanego z reszt oksyetylenu i oksypropyle-
nu (EOPO), ktory tworzy fazg gorna w uktadach dwufazowych z formujacymi fazg dolna roztworami soli.
W takim uktadzie dwufazowym, polimer EOPO zostaje oddzielony od wodnego roztworu oczyszczonego
lizozymu w procesie termoseparacji polimeru, ktory, podobnie jak roztwor soli pozostaly po pierwszym
etapie procesu ekstrakcji dwufazowej, moze by¢ nastgpnie wielokrotnie wykorzystywany.

Stowa kluczowe: lizozym, oczyszczanie biatek, ekstrakcja dwufazowa, termoseparujace polimery

Lizozym i jego wlasciwosci

Lizozym (N-acetylo-muramylohydrolaza, EC.3.2.1.17) jest biatkiem enzyma-
tycznym, ktore odkryt w drugiej dekadzie XX wieku A. Fleming. W organizmie czto-
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wieka enzym ten wystepuje gtdownie w ziarnistosciach granulocytow wielojadrowych,
monocytéw oraz makrofagow. Znajduje si¢ takze w wigkszosci ptynéw tkankowych,
oprocz: potu i ptynu mozgowo-rdzeniowego. Wyizolowano go rowniez z niektdrych
ro$lin, bakterii i bakteriofagéw [40]. Bogatym i stosunkowo latwo dostgpnym zrédtem
tego enzymu jest biatko jaj ptakow, w ktorym stanowi on okoto 3,5 % suchej substan-
cji [10].

Lizozym wykazuje aktywno$¢ hydrolazy katalizujacej rozrywanie wigzan
B-1,4-glikozydowych pomigdzy czasteczkami kwasu N-acetylomuraminowego
i N-glukozamina, dzigki czemu powoduje liz¢ Scian komorkowych bakterii, w tym
czgstych patogenow zywnosci, jak Staphylococcus i Streptococcus, oraz, zgodnie
z ostatnimi doniesieniami literaturowymi, réwniez patogenoéw grzybowych, wsrod
ktorych wymieni¢ mozna migdzy innymi Phytophthora nicotianaae, Fusarium oxyspo-
rum, Botrytis cinerea czy Candida albicans [40]. W organizmie czlowieka stanowi
ponadto jeden z mechanizméw nieswoistej, humoralnej odpowiedzi immunologicznej
[15]. Przypuszcza sig, ze stymuluje gltéwnie produkcje limfocytéw T obecnych
w tkankach limfoidalnych zwigzanych z uktadem pokarmowym (ang. gut-associated
lymphoid tissue - GALT).

Zastosowanie lizozymu w przemysle spozywczym

Stosownie do standardéw FAO/WHO lizozym jest substancja dozwolona do sto-
sowania w niektorych artykutach zywnosciowych [6]. Ze wzgledu na wspomniane
wlasciwosci bakteriobdjcze oraz bakteriostatyczne znajduje on zastosowanie przede
wszystkim jako dodatek do zywnosci o charakterze substancji konserwujacej [18, 26].
Dotyczy to gtownie produkcji twardych serow dojrzewajacych, w ktérych enzym
ogranicza wzrost Clostridium tyrobutyricum, mikroorganizmu wytwarzajacego znacz-
ne ilosci gazéw odpowiedzialnych za technologicznie niekorzystne zjawisko tzw.
wzdegcia sera. Dodatek lizozymu do przetworow rybnych, migsnych oraz z mleka po-
woduje ponadto zahamowanie wzrostu niebezpiecznej dla cztowieka bakterii Listerii
monocytogenes, stanowiacej jedna z gltéwnych przyczyn zakazen zywnosci. Mleko
wzbogacone w lizozym jest rowniez uzywane w karmieniu wczesniakéw cierpiacych
na roéznego rodzaju infekcje [42]. Postep, jaki dokonat si¢ w ostatnich latach, w dzie-
dzinie chemii polimerow pozwolit takze na opracowanie nowych, biodegradowalnych
iw pelni bezpiecznych dla konsumenta opakowan zawierajacych w swoim sktadzie
lizozym [23]. Tego rodzaju opakowania umozliwiaja znaczne przedtuzenie trwatosci
produktéw spozywczych, bez potrzeby stosowania dodatkowych zabiegow w postaci
obrébki termicznej, radiacyjnej czy wysokocisnieniowej [11]. Obserwuje si¢ takze
coraz wigksze zainteresowanie lizozymem ze strony przemyshu farmaceutycznego
i kosmetycznego. Postuluje si¢ wykorzystanie tego biatka w terapii roznego rodzaju
chordb, jak: zapalenie gardla, ucha srodkowego, weztéw chlonnych, zwiazanych
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przede wszystkim z obecnoscia wyjatkowo niebezpiecznych bakterii zaliczanych do
grupy gronkowcow. Szczego6lnie interesujace wydaja si¢ by¢ wyniki badan nad zasto-
sowaniem preparatow farmaceutycznych zawierajacych lizozym oraz inne zwiazki
o wlasciwosciach litycznych, produkowane przez owady okre§lane mianem cekropin
[3, 38]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyprodukowanie tego rodzaju preparatow prze-
znaczonych migdzy innymi do zastosowan w warunkach klinicznych napotyka na
pewne ograniczenia.

Najwigksza aktywnoscia lityczna w stosunku do bakterii oraz wymienionych wy-
zej grzybow cechuje si¢ lizozym typu ¢ znajdujacy si¢ w komorkach ludzkich, bydlg-
cych oraz w biatku jaj kurzych. W pierwszym przypadku brak jednak mozliwosci po-
zyskania tego enzymu w ilo$ci, ktora mozna by uzna¢ za wystarczajaca do zastosowan
terapeutycznych, w drugim natomiast wystgpuje powazne ryzyko zakazenia chorobami
prionowymi, zaliczanymi do grupy pasazowalnych encefalopatii gabczastych. Zdecy-
dowanie najkorzystniej przedstawia si¢ zatem idea pozyskiwania lizozymu z biatka jaja
kurzego i jak dotad ten surowiec jest najczesciej wykorzystywany przemystowo.

Tradycyjne metody separacji lizozymu

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie przemystu lizozymem jako naturalnym
konserwantem, poszukuje si¢ prostych i wydajnych metod jego separacji z biatka jaja
kurzego. Preparaty lizozymu mozna wytwarza¢ réznymi metodami, z ktorych tylko
kilka opracowano do stosowania w skali przemystowej. Naleza do nich kilkukrotne
wysalanie i krystalizacja, bezposrednia ultrafiltracja i chromatografia jonowymienna
[5].

W Polsce, jak dotychczas, tylko jeden zaklad wytwarza preparaty lizozymu
z bialka jaja kurzego przy uzyciu technologii stanowiacej przedmiot o$miu zastrzezen
patentowych [17]. Technologia ta polega na procesie adsorpcji prowadzonej na wy-
mieniaczu jonowym o pH zblizonym do naturalnego pH biatka. Proces ten przebiega
przy utrzymaniu stosunku wagowego suchego wymieniacza jonowego do biatka lub
jego roztworu od 1 : 10 do 1 : 3. Po procesie adsorpcji lizozymu, pozostate sktadniki
biatka jaja sa wymywane woda ze ztoza wymieniacza jonowego. W dalszej kolejnosci
nastepuje desorpcja lizozymu ze ztoza roztworami soli (NaCl) o stezeniu od 0,2 do 2,0
mol/dm’®. W tym procesie, separowany enzym przechodzi do roztworu soli, ktory jest
nastgpnie zaggszczany metoda ultrafiltracji membranowej do uzyskania od 10 do 50 %
wyj$ciowej objetosci. Nadmiar soli usuwa si¢ z uzyciem dializy. Wartos$¢ liczbowa pH
W zageszczonym roztworze jest nastgpnie ustalana na poziomie 3,5 do 7,0.

Istotng wada tej technologii jest przede wszystkim duza liczba operacji jednost-
kowych wymaganych do przeprowadzenia pelnego cyklu produkcyjnego, co moze
niekorzystnie wplywac na koncowa wydajnos$¢ oraz aktywnos¢ wytwarzanego prepara-
tu. Nalezy zauwazy¢, ze wykorzystanie w procesie oczyszczania lizozymu wymienia-
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czy jonowych o duzej wydajnosci jest zwiazane z wysokimi naktadami inwestycyjny-
mi. Okres prawidlowego funkcjonowania zloza jest przy tym zalezny od sposobu przy-
gotowania surowca. Zgodnie z danymi przedstawionymi przez Guérin-Dubiard i wsp.
[10], zastosowanie tradycyjnych wymieniaczy jonowych pracujacych w systemie upa-
kowanego zloza wiaze si¢ bowiem z konieczno$cia usunigcia z biatka jaja podawanego
oczyszczaniu owomucyny, glikoproteiny stanowiacej, podobnie jak lizozym, okoto
3,5 % wyjsciowej masy surowca. Biatko to, ze wzgledu na sklonno$¢ do tworzenia
struktur zelowych wytraca si¢ w kolumnie, co w rezultacie moze prowadzi¢ do jej za-
pychania i duzego spadku wydajnosci separacji. Usuwanie owomucyny jest zabiegiem
wieloetapowym. W pierwszej kolejnosci ustala si¢ pH biatka jaja na poziomie 6,0, po
czym poddaje si¢ mieszaniu przez 24 h w celu wytracenia owomucyny w postaci osa-
du, ktory nastgpnie separuje si¢ za pomoca wirowania lub filtracji. Etap ten mozna
pomina¢ tylko wowczas, gdy stosuje si¢ wymieniacze jonowe pracujace w systemie
ekspansji zloza (ang. expanded bed chromatography, EBA), w ktorym surowiec przed
przystapieniem do oczyszczania podaje si¢ jedynie dwu- lub trzykrotnemu rozciencze-
niu. Pomimo wielu zalet, system ten znajduje jak dotad zastosowanie w produkcji sub-
stancji wykorzystywanych przez przemyst farmaceutyczny, w ktérym koncowa czy-
stos¢ jest kluczowym elementem decydujacym o przydatnosci danego produktu. Wy-
nika to przede wszystkim z wysokich kosztow zakupu odpowiednich wypetnien. Za-
ktada sig, ze wykorzystanie EBA jest zasadne wowczas, gdy separowana substancja
jest bardzo droga, a jej zawarto$¢ w surowcu niewielka. Na catkowity koszt procesu
maja takze wplyw znaczne ilo$ci wody oraz roztworow buforowych stosowanych pod-
czas regeneracji i plukania ztoza. Warto dodaé, ze proces desorpcji enzymu zwiazane-
go z nosnikiem odbywa sig¢ poprzez elucje za pomoca roztworéw o wysokim stezeniu
chlorku sodu. W rezultacie stwarza to konieczno$¢ wykonania zabiegu odsalania uzy-
skanego eluatu za pomoca dializy, co rowniez znacznie wydtuza proces i prowadzi do
wzrostu kosztéw wskutek zwigkszonego zapotrzebowania na wodg. Uzyskany w wy-
niku tego zabiegu preparat poddaje si¢ nastgpnie procesowi zaggszczania na membra-
nach ultrafiltracyjnych, ktérych uzyteczno$¢, zgodnie z tym, co podkreslaja autorzy
omawianej technologii, wynika przede wszystkim z wysokiej selektywnos$ci, stosun-
kowo niskich naktadéw inwestycyjnych wymaganych do uruchomienia instalacji oraz
energetycznie korzystnych warunkéw prowadzenia procesu. Technika ta nie wymaga
stosowania podwyzszonej temperatury, separacja odbywa si¢ bowiem z pominig¢ciem
przej$¢ fazowych, charakterystycznych dla destylacji czy krystalizacji. Z przemysto-
wego punktu widzenia bardzo istotna zaleta tej metody jest rowniez tatwos¢ powigk-
szania skali oraz mozliwo$¢ integracji instalacji filtracyjnych z innymi urzadzeniami
pracujacymi w danym ciagu technologicznym. Odpowiednia konstrukcja aparatury
umozliwia roéwniez pracg w systemie ciaglym [30, 41]. Istotna niedogodnos$cia, jaka
pojawia si¢ w przypadku stosowania ultrafiltracji w warunkach przemystowych, jest
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jednak postepujacy w czasie spadek jej wydajnosci. Wielko$¢ ta wyrazona jako stru-
mien objgtosci filtratu jest bowiem ujemnie skorelowana z szybko$cig tzw. foulingu
oraz tworzenia si¢ warstwy polaryzacyjnej osadu (placka filtracyjnego) na powierzchni
przegrody filtracyjnej. Jednoczes$nie warstwa ta tworzy si¢ tym szybciej, im mniejsza
jest szybkos¢ przeptywu stycznego nadawy nad membrana i wyzsze ci$nienie trans-
membranowe oraz stezenie bialek w zawiesinie [39]. Nalezy zatem przyjac, ze czas
prowadzenia procesu bez przestojow przeznaczonych na regeneracj¢ membran jest
funkcja stgzenia biatka w filtrowanym medium. Zgodnie z zaloZeniem omawianej
technologii ultrafiltracja ma na celu koncentracj¢ produktu. Mozna przypuszczac, ze
w miar¢ wzrostu st¢zenia biatka we frakcji docelowej zawierajacej lizozym (retentat),
wydajno$¢ procesu separacji bedzie gwattownie malec, osiagajac w chwili catkowitego
zapchania stosowanych modutoéw ultrafiltracyjnych wielkos¢ bliska zeru. Wobec tego
prowadzenie produkcji w systemie ciaglym, bedzie wymagalo takiej konstrukcji ukta-
du separacyjnego, ktéra pozwoli na jednoczesna regeneracj¢ membran i zaggszczanie
produktu. Koszty stosowania procesOw membranowych beda tym samym zalezne od
czestotliwosci regeneracji modutdéw filtracyjnych, co skutkuje wzrostem zuzycia wody
oraz powstawaniem silnie zasadowego $cieku uciazliwego dla srodowiska naturalnego,
zawierajacego znaczne ilosci detergentow. W literaturze przedmiotu mozna réwniez
spotka¢ doniesienia na temat zastosowania ultrafiltracji do bezposredniej separacji
lizozymu z surowego biatka jaja. Wedlug opracowania Lesnierowskiego i Kijowskiego
[18] metoda ta jest jednak mato skuteczna. Przy membranach o punkcie odcigcia (ang.
cut-off) rownym 30-10° Da odzysk enzymu oraz jego aktywnos$é¢ sa zdecydowanie zbyt
niskie, wynosza bowiem odpowiednio 6,23 % oraz 7 408 U/mg. Wzrost wielkosci
porow w membranie, wyrazony w postaci wspomnianego punktu odcigcia z 30 do
100-10° Da, umozliwia zwigkszenie stopnia odzysku do okoto 20 %, przy aktywnosci
specyficznej wynoszacej 12 tys. U/mg. Uzyskany preparat zawiera znaczne ilosci in-
nych bialek, co czynito go calkowicie nieprzydatnym do celéw komercyjnych, w tym
rowniez do zastosowan terapeutycznych.

Przedstawione powyzej problemy wskazuja, ze separacja lizozymu z bialka jaja
kurzego jest procesem ztozonym, w ktorym bardzo istotna rol¢ odgrywaja poszczegol-
ne operacje jednostkowe. O istotnosci zagadnien zwiazanych z wyborem odpowiedniej
metody separacji moze $wiadczy¢ fakt, ze szacowane koszty zwiazane z izolacja
1 oczyszczaniem stanowig okoto 60 - 80 % naktadow ponoszonych na produkcje prepa-
ratu, przy czym wielko$¢ ta nie uwzglednia kosztow zakupu surowcow [9, 19, 25].
Uzasadnione wydaje si¢ by¢ zatem ciagte poszukiwanie nowych badz udoskonalanie
juz istniejacych metod.

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie mozliwosci jednej z nowych metod —
ekstrakcji lizozymu w wodnych uktadach dwufazowych, w poréwnaniu z tradycyjny-
mi, juz stosowanymi w praktyce.
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Separacja lizozymu w wodnych ukladach dwufazowych

Wodne uktady dwufazowe (ATPS) tworzone sa najczgsciej z niemieszajacych sig
ze soba wodnych roztworéw dwoch polimerow (np. glikol polietylenowy
(PEG)/dekstran) lub roztworu polimeru i soli (np. PEG/fosforany lub siarczany),
(rys. 1). W wodnych uktadach dwufazowych typu PEG/dekstran stezenie polimerow w
obu fazach wynosi zazwyczaj 10 - 20 %. W uktadach sktadajacych si¢ z PEG i soli,
wodny roztwor glikolu polietylenowego (faza goérna) ma zwykle stezenie 20 - 30 %,
natomiast fosforany lub siarczany w fazie dolnej stezenie 10 - 15 % [27]. Z uwagi na
to, ze zawartos¢ wody w ATPS wynosi zazwyczaj 80 - 95 %, uktady te nie powoduja
denaturacji biatek [18].

Faza gérna — wodny roztwor
PEG

JE— roztwor dekstranu lub soli
\
Upper phase — aqueous solution

Bottom phase — aqueous

Faza dolna — wodny

of PEG JEE——

~—— solution of dextran
or salt
yd
__/

Rys. 1. Schemat tradycyjnych wodnych uktadow dwufazowych.
Fig. 1.  The scheme of traditional aqueous two-phase systems.

Zachowanie si¢ separowanych czasteczek w ATPS podlega takim samym pra-
wom, jak w ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi. Obowiazuje wigc tutaj zasada
selektywnego rozpuszczania si¢ separowanej substancji w fazach tworzacych uktad,
wynikajaca z jej roznego powinowactwa do okreslonej z faz, co wyraza si¢ wspot-
czynnikiem podziatu substancji pomigdzy fazy. W odniesieniu do biatek, wielkos¢ ta
jest zalezna od wiasciwosci ekstrahowanego biatka (hydrofobowos¢, tadunek elek-
tryczny, ksztatt i masa czasteczkowa), a takze od rodzaju uktadu [2]. Zaleta wodnych
uktadéow dwufazowych jest duza tatwos¢ modyfikacji wspotczynnika podziatu separo-
wanej substancji przez zmiang warunkow separacji. Wielko$¢ wspotczynnika podziatu
zalezy m.in. od rodzaju polimeru zastosowanego do separacji, jego masy czasteczko-
wej, pH i obecnosci soli w uktadzie. W przeciwienstwie do innych metod oczyszczania
(np. chromatografii), skala separacji bialek w wodnych uktadach dwufazowych tatwo
si¢ powigksza od objg¢tosci stosowanych w laboratorium do wielkosci przemystowych.
Na przyktad stwierdzono, ze wydajno$¢ odzysku biatek i wielkos$ci wspotczynnikow
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podziatu byly identyczne w uktadach o objgtosci 10 ml i 1200 litrow [31, 34]. Wodna
ekstrakcja dwufazowa nie wymaga takze inwestycji w bardzo kosztowna i skompliko-
wang aparaturg. Proces oczyszczania bialek ta metoda jest bardzo prosty i wygodny,
dzigki czemu mozna uzyska¢ duze oszczednosci naktadow pracy i zuzytej energii.
Pomimo tych niewatpliwych zalet, wodne uktady dwufazowe nie sq powszechnie sto-
sowane w praktyce przemystowej. Gtoéwnymi przyczynami sa: brak wystarczajacych
informacji na temat potencjalnych mozliwosci tej metody oraz niedostateczne zrozu-
mienie mechanizméw zwiazanych z formowaniem wodnych ukladéw dwufazowych
1 podzialem separowanej substancji pomigdzy poszczegolne fazy [31].

Podstawowy koszt ekstrakcji omawiang metoda stanowia odczynniki. W zwiazku
z tym, uklady zawierajace bardzo kosztowny dekstran (np. uklad PEG/dekstran) sto-
sowane sa w procesach oczyszczania jedynie w skali laboratoryjnej [13, 20]. Dekstran
probuje sig zastgpowac innymi, tanszymi polimerami, np. modyfikowana skrobia i jej
syntetycznymi pochodnymi [28, 37]. W literaturze przedmiotu podkresla si¢ jednak, ze
z powodu najnizszych kosztow odczynnikow tworzacych wodny uktad dwufazowy,
najkorzystniej jest stosowa¢ w duzej skali uktady typu PEG/sol [1]. Najczgsciej stosuje
si¢ ATPS typu PEG/fosforany [31]. Uktad ten wykorzystano do separacji m.in. gluko-
amylazy, o-laktoalbuminy czy albuminy surowicy bydlecej [24, 32, 22]. Rzadziej sa
stosowane wodne uklady dwufazowe typu PEG/siarczany czy PEG/cytryniany [12,
21].

Ratajczak i wsp. [29] zastosowali uktad typu PEG/fosforany do separacji lizozy-
mu z bialka jaja kurzego. W trakcie ekstrakcji lizozym zostal zageszczony 15-krotnie,
a aktywno$¢ otrzymanego preparatu lizozymu wynosita blisko 15 000 U/mg i byta
nieco wyzsza od aktywnosci preparatu uzyskanego w trakcie ultrafiltracji na membra-
nach o punkcie odciecia 100-10° Da. Z kolei, Su i Chiang [35] do izolacji lizozymu
z rozcienczonego biatka jaja kurzego wykorzystali uktad typu PEG/siarczany. Wydaj-
no$¢ procesu ekstrakcji wyniosta 70 %, a uzyskany preparat wykazywat aktywnos$¢
39 500 U/mg.

Lizozym zawiera stosunkowo duzo tryptofanu, dlatego podczas ekstrakcji
w uktadach typu PEG/s6l migruje on selektywnie do bardziej hydrofobowej fazy gliko-
lu polietylenowego [20]. Po separacji, zaggszczony preparat lizozymu zawiera znaczna
ilos¢ glikolu polietylenowego, ktory mozna usunaé dopiero w kolejnych etapach
oczyszczania za pomocg technik chromatograficznych lub membranowych. Zwigksza
si¢ jednak wtedy catkowity koszt procesu. Z tego powodu, ekstrakcja w wodnych
uktadach dwufazowych typu PEG/sél jest czgsto stosowana jako wstgpna metoda za-
geszezania 1 oczyszcezania biatek [16].

Obiecujacym sposobem przezwycigzenia tych niedogodnosci moze by¢ zastoso-
wanie do separacji lizozymu wodnych uktadow dwufazowych zawierajacych termose-
parujace polimery. W ciagu ostatnich lat obserwuje si¢ duzy wzrost liczby prac badaw-
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czych, w ktorych wykorzystano termoseparujace polimery do izolacji bialek w wod-
nych uktadach dwufazowych [31]. Najczgsciej stosowano termoseparujace kopolimery
oksyetylenu (EO) i oksypropylenu (PO). Wodne roztwory tych polimeréw, po pod-
grzaniu powyzej tzw. temperatury metnienia, rozdzielaja si¢ na dwie fazy: wodg i za-
geszezony polimer. Na przyktad, temperatura metnienia popularnego EO50POS0, kto-
ry zawiera 50 % oksyetylenu i 50 % oksypropylenu, wynosi ok. 50 °C. Mozna wigc
wykona¢ indukowang termicznie separacj¢ lizozymu bez ryzyka utraty jego aktywno-
$ci, poniewaz enzym ten jest termostabilny, nawet w znacznie wyzszej temperaturze.
Temperatura metnienia tego rodzaju polimeréw podlega jednak pewnym modyfika-
cjom. Zgodnie z danymi literaturowymi, jej wielko$¢ jest odwrotnie proporcjonalna do
zawarto$ci reszt oksypropylenowych oraz st¢zenia niektorych soli rozpuszczonych
w uktadzie dwufazowym [27].

W badaniach modelowych obserwowano migracjg czystego lizozymu lub w mie-
szaninie z albuming surowicy bydlecej w wodnych uktadach dwufazowych zlozonych
z EOPO o roznej zawartosci oksyetylenu i oksypropylenu w czasteczce oraz dekstranu
lub modyfikowanej skrobi [14, 27, 36]. Ekstrakcja odbywata sig w dwoch etapach.
W pierwszym etapie, w tzw. pierwotnym uktadzie dwufazowym, lizozym selektywnie
migrowal do gornej fazy bogatej w EOPO. W drugim etapie oddzielano EOPO od dol-
nej fazy bogatej w dekstran lub skrobig, a nastgpnie podwyzszano temperaturg roztwo-
ru EOPO. W wyniku indukowanej termicznie separacji uzyskiwano wtorny uktad dwu-
fazowy ztozony z wodnego roztworu lizozymu w gornej fazie i stgzonego EOPO
w dolnej (rys. 2). W cytowanych pracach szczegdtowo opisano warunki formowania
uktadéow dwufazowych typu termoseparujacy polimer - inny polimer. Stwierdzono
m.in., ze bialtka, ktére w trakcie separacji w pierwotnym uktadzie dwufazowym mi-
growaly do fazy bogatej w termoseparujacy polimer, po termoseparacji przechodzity
w calosci do fazy wodnej. Po termoseparacji, zageszczony polimer nie zawieral wigc
zadnych biatek i mogt by¢ wielokrotnie uzyty do wytworzenia pierwotnego ukladu
dwufazowego [14].

Separacja lizozymu jest wigc skuteczna, jesli wspotczynniki podziatu tej substan-
cji w pierwotnym uktadzie dwufazowym sa bardzo wysokie. Oznacza to jego selek-
tywna migracj¢ do gérnej fazy zawierajacej EOPO. Tymczasem Johansson i wsp. [14]
w uktadzie ztozonym z dekstranu T500 oraz EO50POS50 lub EO30PO30 uzyskali
wspoétczynniki podziatu lizozymu niewiele wyzsze od jednosci, co oznaczato prawie
roéwnomierny rozktad jego stgzen w obu fazach. Wspotczynniki podziatu zwigkszaty
sig, gdy do oméwionych uktadéw wprowadzano roézne sole (NaCl, Nal, NaClO,). Naj-
lepsze rezultaty uzyskano przy stosowaniu uktadow zawierajacych NaClO,4, w ktérych
wspoétczynnik podziatu osiagal 10. Svensson i wsp. [36] uzyskali podobne wyniki, gdy
do pierwotnego uktadu dwufazowego o pH 3,1 dodano NaClO,. Dolna fazg takze two-
rzyt dekstran T500, natomiast termoseparujacym polimerem w gornej fazie byt Pluro-
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nic, kopolimer zbudowany z naprzemiennie ulozonych trzech blokéw: poli-EO, poli-
PO i ponownie poli-EO. Z kolei, dodatek do uktadu innych substancji (fosforan sodu,
octan sodu, kwas glutaminowy, alanina) okazat si¢ niecelowy, poniewaz wspotczynnik
podziatu lizozymu obnizat si¢ ponizej jednosci. W gornej fazie zawierajacej Pluronic
obserwowano wigc nizsze st¢zenie izolowanego enzymu w poréwnaniu z dolng faza
dekstranu. Mozna przypuszcza¢, ze wydajnos$¢ izolacji byta niewielka, gdyz jedynie
lizozym obecny w gornej fazie mogl by¢ przeniesiony do fazy wodnej w trakcie indu-
kowanej termicznie separacji polimeru. Podobng zalezno$¢ w uktadzie EO50POS50-
skrobia hydroksypropylowa obserwowali Persson i wsp. [27]. W pierwotnym ukladzie
z dodatkiem NaClO,, wyzsze st¢zenie lizozymu wystgpowato w fazie zawierajacej
termoseparujacy polimer (wspotczynnik podziatu okoto 6). Gdy jednak NaClO, zasta-
piono innym zwiazkiem (NaCl), lub do separacji zastosowano uktad dwufazowy nie
zawierajacy zadnych soli, lizozym migrowat selektywnie do fazy dolnej zawierajacej
modyfikowana skrobig. W zadnej z omawianych prac autorzy nie podali jednak, jaka
byta wydajnos$¢ odzysku lizozymu w badanych prébach. Trudno wigc ocenié, jaka jest
praktyczna przydatnos¢ tego typu uktadow do ekstrakcji lizozymu ze ztozonej miesza-
niny biatek w wigkszej skali.

Bialas i wsp. [4] zbadali separacje¢ lizozymu w dwufazowym uktadzie ekstrakcyj-
nym EOPO/fosforany w warunkach modelowych. Autorzy zastosowali statystyczna
metode plaszczyzny odpowiedzi w celu optymalizacji parametréw separacji, gdzie
czynnikami optymalizowanymi byly: stezenie EOPO, fosforanéw oraz NaCl, a takze
pH roztworu fosforanow. Okreslono wptyw tych czynnikow na wspotczynnik podziatu
oraz wydajno$¢ odzysku lizozymu w uktadzie pierwotnym oraz po termoseparacji
EOPO w fazie gornej uktadu pierwotnego.

Opracowane wcze$niej optymalne warunki separacji lizozymu w ukladzie dwufa-
zowym EOPO/fosforany [4], zostaly wykorzystane do izolacji lizozymu z biatka jaja
kurzego [7, 8]. Aktywno$¢ wiasciwa uzyskanych preparatow lizozymu wynosita
35000 - 40 000 U/mg biatka, za§ maksymalna wydajno$¢ odzysku biatka nawet 90 %.
Dodatkowo zwigkszono skalg procesu ekstrakcji lizozymu w ten sposob, ze objetosé
wprowadzanego do uktadu dwufazowego biatka jaja kurzego wynosita do 1/3 catkowi-
tej objetosci uktadu dwufazowego. Ogromng =zaleta zastosowanego ukladu
EOPO/fosforany byla mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystania zaré6wno polimeru
EOPO (odzyskanego w trakcie termoseparacji), jak i fosforanow. Zwigkszajaca si¢
w trakcie kolejnych ekstrakcji ogdlna zawarto§¢ biatka w ponownie wykorzystywanym
roztworze fosforanéw, wynikajaca z gromadzenia si¢ w nim innych biatek jaja, nie
byta czynnikiem wplywajacym negatywnie na proces ekstrakcji lizozymu. Wykorzy-
stanie termoseparujacych polimeréw oraz tanich soli w miejsce czgsto stosowanego,
lecz kosztownego dekstranu, moze wigc w przysztosci umozliwi¢ zastosowanie eks-
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trakcji w wodnych uktadach dwufazowych do separacji i oczyszczania lizozymu oraz
innych biatek na skalg przemystowa.

Odzysk termoseparujacego polimeru
Recovery of thermo-separating polymer

o T
—— y —— ——
Usunigcie fazy
dolnej
Removal of bottom
phase Ogrzewanie
Faza gérna — Heating
(polimer-+lizozym) > >
T((ip phase ol ) Faza wodna (lizozym)
ysozyme+polymer) b— JE— —
3 Aqueous phase —
— (lysozyme)
Faza dolna Zaggszezony polimer e
(roztwor soli) Concentrated polymer =
Bottom phase
(salt solution) \ ) —
Pierwotny uktad
dwufazowy Termoseparujacy uktad
Primary two-phase dwufazowy
system Thermo-separating

two-phase system

Rys. 2. Schemat metody ekstrakcji lizozymu w wodnym uktadzie dwufazowym zawierajacym termose-
parujacy polimer.

Fig. 2. Diagram of extraction method of lysozyme in aqueous two-phase system containing thermo-
separating polymer.

Podsumowanie

Z punktu widzenia skuteczno$ci separacji, tatwosci powigkszania skali procesu
i biokompatybilnosci, dwufazowa ekstrakcja wodna jest prosta i wydajna metoda do
separacji biatek z uktadéw ztozonych. Ekstrakcja w dwufazowych roztworach wod-
nych jest w wielu przypadkach alternatywa dla istniejacych technologii, szczegdlnie na
poczatkowym etapie wielkoskalowej izolacji biatek. Przy wlasciwej optymalizacji
umozliwia jednoczesne separowanie, zaggszczanie i oczyszczanie, zmniejszajac w ten
sposob liczbg operacji jednostkowych 1 poprawiajac wydajnos¢ i ekonomike procesu.
Niezaleznie od tego, jej powszechne zastosowanie zalezy od lepszego zrozumienia
molekularnych mechanizméw rzadzacych zachowaniem si¢ separowanych substancji
w ukladzie dwufazowym oraz empirycznego ustalenia warunkdéw operacyjnych.

Praca naukowa finansowana ze srodkow na nauke w latach 2007-2009 jako pro-
jekt badawczy (projekt Nr N312 057 32/2844).
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APPLICATION OF AQUEOUS TWO-PHASE EXTRACTION TO SEPARATE LYSOZYME
FROM HEN EGG WHITE

Summary

The increasing demands of consumers cause the manufacturers of food to be more and more interested
in replacing commonly used chemical preservatives with natural antimicrobial substances. Among various
natural antimicrobial substances, the lysozyme is characterized by properties inhibiting the growth of
many pathogenic bacteria, such as Staphylococcus and Streptococcus. Different methods can be applied to
separate lysozyme from hen egg white in order to obtain its commercial preparations; however, only a few
have been already implemented in the industrial-scale production. They are: repeated salt precipitation
and crystallization, direct ultrafiltration and ion-exchange chromatography. Recently, in the expert litera-
ture, information has been published referring to researches into the lysozyme extraction from hen egg
white using aqueous two-phase systems (ATPS) such as polyethylene glycol (PEG)/salt solution. As com-
pared to other separation and purification techniques of egg white, the application of aqueous two-phase
systems is characterized by the following: short time of separation process, low energy consumption, the
extraction process progresses under the conditions causing no denaturation of proteins, and a possibility to
relatively easily scale-up the entire process. However, in the system composed of polyethylene glycol
(PEG) and salt solution, the lysozyme preferentially migrates to the PEG-rich top-phase, and, therefore, it
is difficult to subsequently recover this enzyme. The process of separating lysozyme in ATPSs can be
simplified and made more efficient if a thermo-separating polymer is used instead of polyethylene glycol
(PEG). The thermo-separating polymer is composed of ethylene oxide-propylene oxide (EOPO) forming
the top phase in the two-phase systems with salt solutions forming the bottom phase. In this two-phase
system, the EOPO polymer is separated from the aqueous solution of the purified lysozyme during
a thermo-separation process of the polymer, which can be repeatedly applied just as the salt solution left
after the first stage of the two-phase extraction.

Key words: lysozyme, purification of proteins, two-phase extraction, thermo-separating polymers
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