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S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy badano przydatno�� wodnych układów dwufazowych do separacji lizozymu z białka jaja 

kurzego oraz opracowano optymalne warunki procesu. 
Separacj� lizozymu wykonano w wodnym układzie dwufazowym PEG/fosforan potasu. Stosuj�c 

czysty preparat lizozymu, w do�wiadczeniach modelowych okre�lono optymalne warunki jego separacji 
metod� płaszczyzny odpowiedzi. Zbadano wpływ wielko�ci masy cz�steczkowej PEG, pH roztworu 
fosforanów oraz st��enia chlorku sodu w układzie dwufazowym na warto�� współczynnika podziału 
lizozymu K. Stwierdzono, �e w badanym zakresie st��e� NaCl w układzie dwufazowym, wzrost st��enia 
chlorku sodu zwi�kszał warto�� tego współczynnika. Z kolei wzrost pH i masy cz�steczkowej glikolu 
polietylenowego zmniejszał warto�� współczynnika K. Najwi�ksz� jego warto�� uzyskano w układzie: 
PEG 4000 (20% m/m) / K2HPO4 + KH2PO4 (25% m/m), o pH równym 6,0 i st��eniu NaCl wynosz�cym 
0,85 mol/dm3. Zastosowanie tego układu do separacji lizozymu z białka jaja kurzego umo�liwiło 
pi�tnastokrotne zwi�kszenie jego aktywno�ci. 

 
Słowa kluczowe: lizozym, białko jaja kurzego, ekstrakcja dwufazowa, PEG, fosforany, współczynnik 
podziału. 
 

Wst�p 

Lizozym (N-acetylomuramylohydrolaza; E.C.3.2.1.17) katalizuje hydroliz� 
wi�za� �-1,4-glikozydowych pomi�dzy kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetylo-
glukozoamin� w �cianie komórek bakterii, głównie gramdodatnich, prowadz�c do 
zniszczenia jej struktury i w efekcie ko�cowym do �mierci mikroorganizmu [13]. 
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Dzi�ki tej wła�ciwo�ci mo�e on by� wykorzystywany jako �rodek antybakteryjny 
zwi�kszaj�cy bezpiecze�stwo mikrobiologiczne �ywno�ci [4, 6]. Dotychczas w Polsce 
enzym ten jest stosowany jako konserwant tylko przy produkcji serów dojrzewaj�cych, 
zamiennie z azotanami, pod nazw� E 1105 [5].  

Lizozym wyst�puje w formie pojedynczego ła�cucha polipeptydowego, 
składaj�cego si� ze 129 aminokwasów. Na N-ko�cu wyst�puje lizyna, natomiast C-
ko�cowym aminokwasem jest leucyna. Ła�cuch polipeptydowy poł�czony jest za 
pomoc� czterech mostków dwusiarczkowych [12]. Białko ma kształt zbli�ony do 
elipsoidy o wymiarach 4,5 x 3,0 x 3,0 nm. Masa cz�steczkowa jest stosunkowo niska i 
wynosi około 14,4⋅106 Da. Lizozym ma zasadowy charakter, a warto�� liczbowa 
punktu izoelektrycznego w zale�no�ci od pochodzenia enzymu zawiera si� w 
przedziale 9,6–11,0. Białko lizozymu odznacza si� wysok� termostabilno�ci�, 
szczególnie w �rodowisku kwa�nym [7], jest dobrze rozpuszczalne w wodzie, wodnych 
roztworach soli oraz tłuszczach. Ponadto lizozym jest odporny na działanie enzymów 
proteolitycznych takich, jak trypsyna czy pepsyna [11]. 

Bardzo wydajnym 	ródłem tego enzymu, pod wzgl�dem mo�liwo�ci 
pozyskiwania go na skal� przemysłow�, jest białko jaj ptaków, a szczególnie jaja 
kurzego, w którym stanowi on ok. 3,5% suchej masy [16]. Aktualnie, najcz��ciej 
stosowan� metod� izolacji lizozymu z białka jaja kurzego jest wieloetapowe 
wytr�canie przy u�yciu chlorku sodu oraz ultrafiltracja [8]. Preparaty o bardzo 
wysokiej czysto�ci otrzymuje si� stosuj�c techniki chromatograficzne [10, 17]. 

Alternatyw� dla wymienionych metod stanowi ekstrakcja w wodnych układach 
dwufazowych (ATPS – aqueous two-phase systems) [1]. Układy te zbudowane s� z 
dwóch faz bogatych w wod� i znajduj�cych si� w stanie równowagi. Główn� ich 
zalet�, w odniesieniu do tradycyjnych metod, s� sprzyjaj�ce warunki do zachowania w 
stanie nienaruszonym wła�ciwo�ci biologicznych rozdzielanych cz�stek. Podział 
substancji pomi�dzy obie fazy jest głównie efektem okre�lonych wła�ciwo�ci 
hydrofobowych oraz wielko�ci i rodzaju ładunku danej cz�stki. Optymalizacja tego 
procesu ogranicza si� z reguły do do�wiadczalnego okre�lenia składu poszczególnych 
faz, jak równie�, sporadycznie na modyfikacjach struktury izolowanej molekuły np. 
metodami in�ynierii genetycznej [9]. Wodne układy dwufazowe otrzymuje si� zwykle 
przez zmieszanie (1) roztworu glikolu polietylenowego (PEG) z roztworem dekstranu, 
(2) roztworu glikolu polietylenowego z wodnym roztworem soli np. siarczanów, 
fosforanów, wzgl�dnie (3) wodnego roztworu niejonowego zwi�zku powierzchniowo 
czynnego (polimery typu oksyetylen, oksypropylen), w którym po zmianie 
temperatury na wy�sz� od temperatury m�tnienia lub ni�sz� od krytycznej temperatury 
roztworu, nast�puje rozdział na dwie fazy [18].  

Celem pracy było sprawdzenie mo�liwo�ci zastosowania wodnych układów 
dwufazowych do oczyszczania lizozymu z białka jaja kurzego oraz optymalizacja 
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procesu poprzez okre�lenie odpowiedniego pH roztworu fosforanów, masy 
cz�steczkowej glikolu polietylenowego oraz st��enia NaCl w układzie separacyjnym. 

Materiały i metody bada� 

Lizozym 

Materiałem u�ytym do bada� był lizozym (Sigma – Aldrich, USA) o aktywno�ci 
46400 U/mg oraz białko jaja kurzego pochodz�ce z jaj dost�pnych w handlu. 

Wodne układy dwufazowe 

Układy dwufazowe wytworzono z przygotowanych wcze�niej roztworów glikoli 
polietylenowych o st��eniach 27% (m/m) i mieszanin roztworów fosforanów K2HPO4+ 
KH2PO4 o st��eniach 25% (m/m). Warto�ci pH fosforanów ustalane były poprzez 
zmieszanie w odpowiednich proporcjach roztworów K2HPO4 i KH2PO4. Kontroli pH 
dokonywano za pomoc� pH-metru. Układy przygotowywano w naczyniach 
wirówkowych o pojemno�ci 15 cm3. W pierwszym etapie w naczyniach umieszczano 
1,5 cm3 roztworu PEG o okre�lonej masie cz�steczkowej, po czym wprowadzano 0,5 
cm3 wodnego roztworu lizozymu o st��eniu 0,4 mg/cm3 i cało�� dokładnie mieszano. 
Do powstałego roztworu dodawano 2 cm3 roztworu fosforanów o okre�lonym pH. W 
przypadku badania wpływu chlorku sodu na rozdział lizozymu, dodawano NaCl w 
takiej ilo�ci, by ko�cowe st��enie soli w układzie wynosiło odpowiednio 0,085, 0,47 i 
0,85 mol/dm3. Tak wypełnione naczynie wirówkowe wytrz�sano przez 3 min, a 
nast�pnie wirowano (3500 obr./min, 3 min) w celu przyspieszenia rozdziału faz. Po 
pomiarze obj�to�ci rozdzielonych faz, dolnej i górnej, były one przenoszone do 
probówek typu „Eppendorf”. 

Przygotowanie białka jaja kurzego do rozdziału 

Białko jaja kurzego, oddzielone od �ółtka, homogenizowano przez 2 godziny przy 
u�yciu mieszadła mechanicznego (450 obr./min). Nast�pnie homogenat filtrowano 
dwukrotnie przez sito o �rednicy otworów 1 mm w celu usuni�cia ewentualnej piany. 
Tak przygotowane białko rozcie�czano 50 razy (w stosunku obj�to�ciowym) i 
wirowano (3000 obr./min, 2 min). Rozcie�czone białko poddawano rozdziałowi w 
wodnych układach dwufazowych. 

Rozdział białka jaja kurzego 

Do układów dwufazowych wprowadzano, zamiast roztworu czystego lizozymu, 
pi��dziesi�ciokrotnie rozcie�czone białko jaja kurzego i dalej post�powano jak w 
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punkcie powy�ej. W zebranych fazach oznaczano aktywno�� lizozymu i st��enie 
białka całkowitego, a nast�pnie porównywano z prób� wyj�ciow� i okre�lano stopie� 
oczyszczenia enzymu, korzystaj�c z równania [8]: 
Stopie� oczyszczenia = (aktywno�� wła�ciwa lizozymu po zag�szczeniu) / (aktywno�� 
wła�ciwa enzymu przed zag�szczeniem) 

Oznaczanie aktywno�ci lizozymu metod� spektrofotometryczn� 

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 st��eniu, aby absorbancja mierzona przy 
długo�ci fali 450 nm zawierała si� w zakresie 0,55 – 0,6 (warto�� pocz�tkowa A0). 
Nast�pnie do kuwety o drodze optycznej 1 cm, w której znajdowało si� 2,5 cm3 
przygotowanej zawiesiny bakterii o temp. 25oC, dodawano 0,1 cm3 badanej próby i po 
upływie 60 s odczytywano absorbancj� ko�cow� (Ak). Nast�pnie obliczano ró�nic� 
absorbancji �A i korzystaj�c z równania krzywej wzorcowej wyznaczano st��enie 
lizozymu. Znaj�c aktywno�� wzorca obliczano aktywno�� w badanej próbie według 
równania:  
Aktywno�� próby = aktywno�� wzorca x st��enie lizozymu odczytane z krzywej 
kalibracyjnej.  

Oznaczanie zawarto�ci białka całkowitego  

Białko całkowite oznaczano metod� BCA [15]. W metodzie tej wykorzystuje si� 
zjawisko polegaj�ce na tym, �e w �rodowisku alkalicznym jony Cu2+ w obecno�ci 
okre�lonych aminokwasów ulegaj� redukcji do jonów Cu+, które nast�pnie tworz� 
barwny kompleks z kwasem bis-cynchoninowym. Maksimum absorpcji tego 
kompleksu znajduje si� przy λ = 562 nm. W celu wykonania oznaczenia, do szklanych 
probówek nalewano 2 cm3 mieszaniny roboczej, a nast�pnie dodawano 0,1 cm3 
badanej próby. Przygotowany roztwór inkubowano przez 30 min w temp. 37oC i 
mierzono absorbancj� przy długo�ci fali 562 nm. St��enie białka obliczano na 
podstawie równania krzywej kalibracyjnej zale�no�ci absorbancji od st��enia albuminy 
surowicy bydl�cej. 

Metoda płaszczyzny odpowiedzi w optymalizacji warunków rozdziału 

Plan do�wiadczenia oraz pełn� analiz� statystyczn� wykonano w oparciu o 
zastosowanie metody płaszczyzny odpowiedzi (ang. response surface methodology, 
RSM). Wszystkie obliczenia wykonano w programie komputerowym Statistica 6.0. W 
badaniach uwzgl�dniono wpływ trzech czynników: pH w zakresie 6,0–9,0, st��enie 
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NaCl w zakresie 0,085–0,85 mol/dm3 oraz mas� cz�steczkow� PEG w zakresie 4000–
8000. Otrzymane wyniki do�wiadczalne poddano transformacji postaci y
 = log(y), 
gdzie  
y = K, co ułatwiło przeprowadzenie analizy statystycznej. Przy wyborze modelu 
matematycznego, opisuj�cego zale�no�ci pomi�dzy badanymi czynnikami oraz ich 
wpływ na warto�� współczynnika K, kierowano si� rezultatem testu braku 
dopasowania oraz warto�ci� poprawionego współczynnika determinacji R2. 
Wnioskowanie przeprowadzono na poziomie istotno�ci p = 0,05. 

Wyniki i dyskusja  

Badania modelowe z u�yciem czystego preparatu lizozymu 

Pierwszy etap bada� stanowiły do�wiadczenia modelowe z u�yciem czystego 
preparatu lizozymu (Sigma-Aldrich). Szczegółowy schemat do�wiadczenia wraz z 
wynikami w postaci �redniej z trzech powtórze� przedstawiono w tab. 1. 

Analiza statystyczna uzyskanych wyników (tab. 2) wskazuje, �e dobrany model 
był wysoce istotny (p < 0,0001), cechował si� równie� wysok� warto�ci� 
poprawionego współczynnika determinacji (R2 = 0,98). Wynik testu braku 
dopasowania (p = 0,068) wskazywał ponadto, �e model ten mo�e by� wykorzystany do 
przewidywania zmian warto�ci współczynnika podziału K w zało�onych przedziałach 
warto�ci badanych zmiennych niezale�nych. Wszystkie warto�ci współczynników 
podane w tab. 2. były istotne statystycznie (p < 0,05). Sił�, z jak� badane czynniki 
oddziaływały na wielko�� K, przedstawiono w postaci wykresu PARETO efektów 
(rys. 1).  

Na podstawie przeprowadzonych oblicze� wyznaczone zostały ponadto równania 
regresji współczynnika podziału K:  
• PEG 4000 log(K) = 3,4958 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a2, 
• PEG 6000 log(K) = 3,4218 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a2,  
• PEG 8000 log(K) = 3,3590 - 0,9232a + 2,384b + 0,0576a2,  
gdzie a – warto�� pH, b – st��enie NaCl. 
Warto�ci liczbowe wyrazów wolnych w powy�szych równaniach regresji wskazywały 
na istotny, lecz bardzo mały wpływ masy cz�steczkowej PEG na podział badanego 
białka. Zmiana masy glikolu polietylenowego z 4000 na 8000 Da (CNaCl 0,085 
mol/dm3, pH 6,0) powodowała spadek warto�ci K o około 0,46. Z danych 
literaturowych wynika, �e białka o niskiej masie cz�steczkowej szybciej migruj� do 
fazy glikolu polietylenowego, a istotny wpływ na to zjawisko wywiera równie� masa 
cz�steczkowa polimerów tworz�cych poszczególne fazy [1]. Zale�no�� ta ma charakter 
odwrotny, tj. im mniejsza jest masa cz�steczkowa glikolu tym wi�kszy jest 
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współczynnik podziału K. Lizozym jako białko o niskiej masie cz�steczkowej 
(14,4⋅103 Da) zachowywał si� 
zgodnie z t� reguł� i gromadził si� przede wszystkim w fazie górnej (PEG). Podobne 
zjawisko zaobserwowano w przypadku taumatyny, białka o nieznacznie wi�kszej 
masie cz�steczkowej (22⋅103 Da) i identycznym punkcie izoelektrycznym, 
separowanego 

T a b e l a  1 
 
Plan do�wiadczenia (pH, st��enie NaCl, masa PEG) oraz warto�ci współczynnika podziału lizozymu 
(K) w wodnych układach 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. 
No. pH 

St��enie NaCl 
Concentration of NaCl 

[mol·dm3] 

Masa cz�steczkowa PEG 
Molecular weight of PEG 

Warto�� K 
‘K’ coefficient value log K 

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 7,5 0,085 6000 0,73 -0,137 
12 7,5 0,085 8000 0,67 -0,174 
13 7,5 0,470 4000 8,56 0,932 
14 7,5 0,470 4000 9,34 0,970 
15 7,5 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 7,5 0,470 6000 6,97 0,843 
20 7,5 0,470 6000 8,68 0,939 
21 7,5 0,470 6000 8,25 0,916 
22 7,5 0,470 6000 5,36 0,729 
23 7,5 0,470 8000 5,73 0,758 
24 7,5 0,470 8000 6,97 0,843 
25 7,5 0,470 8000 6,62 0,821 
26 7,5 0,470 8000 6,46 0,810 
27 7,5 0,470 8000 5,00 0,699 
28 7,5 0,850 4000 72,75 1,862 
29 7,5 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 

T a b e l a  2 
 
Analiza wariancji zredukowanego modelu kwadratowego. 
The variance analysis of a reduced quadratic model.  

 

�ródło 
Source 

Suma 
kwadratów 

Sum of squares 

Stopnie swobody 
Degree of  
freedom 

�redni kwadrat
Mean square 

Warto�� F 
F Value 

Prawdopodobie�stwo 
Probability 

Model 13,903 5 2,781 359,32 < 0,0001 
pH 0,141 1 0,141 18,22 0,0002 

CNaCl 13,108 1 13,108 1693,86 < 0,0001 
M.cz. PEG 
MW PEG 

0,117 2 0,058 7,55 0,0021 

pH2 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 bł�d 
Pure Error 

0,051 12 0,004 - - 
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Rys. 1. Wykres PARETO efektów. 
Fig. 1. The Pareto chart of effects. 
z homogenatu bakterii Escherichia coli w układach dwufazowych typu PEG/dekstran 
oraz PEG/fosforany [3]. Wpływ masy cz�steczkowej glikolu zwi�ksza si� ze wzrostem 
masy cz�steczkowej izolowanego białka. Badania nad rozdziałem -amylazy (48⋅103 
Da) w układach PEG/fosforany wykazały, �e wraz ze wzrostem masy glikolu z 1500 
do 6000 Da nast�pował blisko 170-krotny spadek warto�ci współczynnika podziału K 
[14].  

W badanych układach stopie� zag�szczenia lizozymu w fazie górnej, wyra�ony 
za pomoc� współczynnika podziału K, był bardzo zró�nicowany, a jego warto�� 
wahała si� od 0,67 do 85,66. Czynnikami, które wpływały w sposób wysoce istotny na 
kierunek migracji lizozymu było przede wszystkim st��enie chlorku sodu oraz w 
mniejszym stopniu pH fazy dolnej badanych układów (rys. 2). Najmniejsze 
zag�szczenie enzymu w fazie glikolu odnotowano w układach o najni�szym z 
badanych st��e� NaCl (0,085 mol/dm3). Zwi�kszenie st��enia z 0,085 mol/dm3 do 0,85 
mol/dm3 powodowało około 100-krotny wzrost warto�ci K, niezale�nie od masy 
cz�steczkowej glikolu polietylenowego (rys. 3). Podobne zmiany wielko�ci warto�ci 
współczynnika podziału zaobserwowano podczas ekstrakcji lizozymu z 
transgenicznego tytoniu w układach PEG/fosforany, w których st��enie NaCl wynosiło 
1,0 mol/dm3 [2]. Równie� w przypadku wspomnianych powy�ej bada� nad migracj� -
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amylazy w układach PEG/fosforany, stwierdzono, �e 8,8% st��enie (m/m) chlorku 
sodu powoduje blisko 77-krotny wzrost współczynnika podziału [14]. Na podstawie 
bada� modelowych, prowadzonych na czystych roztworach okre�lonych białek 
stwierdzono, �e dodatek oboj�tnej soli, np. chlorku sodu, powoduje wzrost 
współczynnika podziału dodatnio naładowanych białek [3]. 

Zjawisko to tłumaczy si� w ten sposób, �e wprowadzona do układu sól ulega 
dysocjacji na jony, które gromadz� si� przy powierzchni mi�dzyfazowej, tworz�c 
podwójn� warstw� elektryczn�. W zale�no�ci od wielko�ci współczynników podziału 
kationów i anionów, powierzchnia podwójnej warstwy elektrycznej od strony np. fazy 
górnej b�dzie dodatnia b�d	 ujemna [18]. 

W przypadku chlorku sodu współczynnik podziału anionów jest wi�kszy ni� 
kationów, zatem badane białka, maj�ce w podanych warunkach pH ładunek dodatni, 
b�d� preferencyjnie przeci�gane do fazy górnej, na skutek oddziaływa� 
elektrostatycznych z jonem chlorkowym.  

Analiza zmian wielko�ci współczynnika podziału w zale�no�ci od pH wykazała, 
�e w zakresie pH od 6,0 do 7,5 nast�pował wyra	ny spadek st��enia lizozymu w fazie 
glikolu polietylenowego. Powy�ej pH 7,5 odnotowano natomiast niewielki jego wzrost 
(rys. 4). Zale�no�� ta wyst�powała bez wzgl�du na st��enie NaCl i mas� cz�steczkow� 
PEG. 

 

 
Rys. 2. Wykres powierzchni odpowiedzi współczynnika podziału K w funkcji pH i st��enia 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�� współczynnika podziału K w zale�no�ci od st��enia 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�� współczynnika podziału K w zale�no�ci od pH (PEG 4000, 6000, 8000; CNaCl = 0,085 

mol/dm3). 
Fig. 4. The ‘K’ coefficient values depending on pH values (PEG 4000, 6000, 8000; CNaCl = 0,085 

mol/dm3). 
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Na podstawie wyników wykonanych do�wiadcze� wytypowano układ, w 
przypadku którego współczynnik podziału był najwi�kszy w badanym zakresie 
zmiennych: PEG (20% m/m) / K2HPO4 + KH2PO4 (25% m/m), pH 6,0 i st��enie NaCl 
wynosz�ce 0,85 mol/dm3.  

Oczyszczanie lizozymu z białka jaja kurzego 

W drugim etapie do�wiadcze� wykorzystano zoptymalizowany układ dwufazowy 
PEG/fosforany do separacji lizozymu z białka jaja kurzego. Wyniki tych bada� 
przedstawiono w tab. 3.  

Otrzymano roztwór lizozymu w glikolu polietylenowym o 15-krotnym stopniu 
oczyszczenia w stosunku do wyj�ciowego białka jaja. Taki stopie� oczyszczenia jest 
porównywalny z metodami membranowymi. Kijowski i wsp. [8] otrzymali preparaty 
lizozymu o 17-krotnym stopniu oczyszczenia stosuj�c membran� ultrafiltracyjn� 
o punkcie odci�cia 100⋅103 Da. Aktywno�� preparatu lizozymu uzyskanego za pomoc� 
technik membranowych wynosiła 12300 U/mg, czyli była o blisko 1500 jednostek 
ni�sza od aktywno�ci lizozymu zag�szczonego metod� ekstrakcji w wodnych układach 
dwufazowych typu PEG/fosforany stosowanych w prezentowanej pracy.  
 
 
 

T a b e l a  3 
 

Separacja lizozymu z białka jaja kurzego w układzie dwufazowym PEG 20% (m/m) / K2HPO4+KH2PO4 
25% (m/m) o pH 6,0 i st��eniu NaCl 0,85 mol/dm3. 
The separation of lysozyme from egg white in aqueous two-phase system of PEG 20% (w/w) / 
K2HPO4+KH2PO4 25% (w/w) at: pH = 6,0, and NaCl concentration = 0,85 mol/dm3. 
 

Surowiec 
Raw material 

Obj�to�� 
Volume 

[cm3] 

Białko  
całkowite 

Total protein 
[mg] 

Aktywno�� 
całkowita 

Total activity 
[U/cm3] 

Aktywno�� 
specyficzna 

Specific activity 
[U/mg] 

Wzrost aktywno�ci 
Activity increase 

Białko jaja 
Egg white 

 
0,5 0,85 ±0,06 1557±44,5 911±56,3 1 

Frakcja PEG 
Fraction of 

PEG 
1,5 0,083±0,004 771±18,2 13895±453,7 15,1±0,86 

 
Porównuj�c nowoczesne metody izolacji lizozymu z białka jaja kurzego nale�y 

zaznaczy�, �e ekstrakcja w wodnych układach dwufazowych jest procesem szybkim i 
zarazem najta�szym, a poza tym pozwala uzyska� podobne rezultaty jak wymienione 
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wy�ej metody membranowe i chromatograficzne. Istotn� zalet� ekstrakcji w układach 
dwufazowych jest ponadto łatwo�� powi�kszania skali. Celem dalszych bada� 
powinno by� jeszcze wi�ksze zag�szczenie lizozymu i jego oddzielenie od glikolu 
polietylenowego poprzez zastosowanie wtórnego układu dwufazowego. 

Wnioski  

1. Spo�ród trzech badanych zmiennych: pH, st��enie NaCl i masa cz�steczkowa 
glikolu polietylenowego, najwi�kszy wpływ na migracj� lizozymu do fazy górnej 
(PEG) ma st��enie chlorku sodu w układzie separacyjnym. Wykazano, �e 
zwi�kszenie siły jonowej roztworu poprzez zwi�kszenie st��enia NaCl do warto�ci 
0,85 mol/dm3, zwi�kszyło stukrotnie warto�� współczynnika podziału lizozymu.  

2. Przy wzro�cie masy cz�steczkowej PEG z 4000 Da do 8000 Da maleje 
powinowactwo lizozymu do fazy glikolu polietylenowego. 

3. Najwi�ksze powinowactwo lizozymu do fazy glikolu polietylenowego wyst�puje 
przy pH = 6. 

4. Stopie� oczyszczenia lizozymu metod� ekstrakcji dwufazowej z u�yciem układu 
PEG/fosforany jest porównywalny z technikami membranowymi. 

5. Najwi�ksz� warto�� liczbow� współczynnika podziału lizozymu uzyskano w 
odniesieniu do układu: 20% (m/m) PEG 4000, 25% K2HPO4+KH2PO4 (m/m), pH 
6,0 i NaCl 0,85 mol/dm3.  
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AN AQUEOUS TWO-PHASE EXTRACTION OF LYSOZYME FROM EGG WHITE 
 

S u m m a r y 
 

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)/ K2HPO4 + KH2PO4 (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. � 


