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SEPARACJA LAKTOFERYNY Z SERWATKI W EKSTRAKCYJNYCH
UKEADACH TROJFAZOWYCH

Streszczenie

Do separacji laktoferyny z serwatki zastosowano ekstrakcje w uktadach trojfazowych. W pracy zbada-
no 72 warianty uktadow trojfazowych, ktére roznity si¢ stopniem wysycenia serwatki siarczanem amonu,
pH oraz objetosciowym stosunkiem serwatki do tert-butanolu. W powstatych fazach oznaczono stgzenie
laktoferyny i zawartos¢ biatka ogdlnego w celu wyznaczenia parametrow separacji, takich jak: stopien
oczyszczenia oraz wydajno$¢ odzysku laktoferyny. Na podstawie uzyskanych do§wiadczalnie parametrow
separacji opracowano model matematyczny. Ustalony na jego podstawie optymalny uktad trojfazowy
sktadat si¢ z serwatki o pH 10 wysyconej w 35 % siarczanem amonu, natomiast objgtosciowy stosunek
serwatki do tert-butanolu wynosit 1 : 0,5. Takie warunki ekstrakcji umozliwialty uzyskanie w fazie dolnej
uktadu tréjfazowego preparatu laktoferyny o stopniu oczyszczenia wynoszacym okoto 3. Wydajnosé
ekstrakeji laktoferyny w tej fazie byta rowna 26 %.

Stowa kluczowe: uklad trojfazowy, laktoferyna, serwatka, tert-butanol, ekstrakcja

Wprowadzenie

Laktoferyna (LF) jest jednym z biatek o wlasciwosciach bioaktywnych wchodza-
cych w sktad biatek serwatkowych. Jej stgzenie w serwatce mleka wynosi od 50 do
120 mg/dm’ [12, 14, 27]. Biatko to wystepuje rowniez w wydzielinach innych niz mle-
ko, takich jak: izy, pot, $lina, a takze w wielu narzadach, btonach surowiczych oraz
w drugorzgdowych ziarnisto$ciach granulocytow obojetnochtonnych u ssakow [1, 15].
Laktoferyna nalezy do grupy transferyn i jest glikoproteing o budowie monomerycznej,
ktorej tancuch polipeptydowy o masie 80 000 Da sktada si¢ z dwoch kulistych platow
potaczonych regionem zawiasowym [22]. Funkcje laktoferyny zwigzane sa z mechani-
zmami naturalnej odpornosci organizmu. Wykazuje ona wlasciwosci bakteriostatycz-
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ne, bakteriobojcze, antywirusowe, immunomodulujgce, przeciwgrzybiczne i przeciw-
pasozytnicze, a takze przeciwnowotworowe oraz przeciwzapalne [15, 23]. Laktoferyna
jest przeciwutleniaczem, ma aktywnos$¢ prokoagulanta nowotworowego, rybonukleazy,
proteazy, a in vitro wykazuje dzialanie czynnika aktywujacego transkrypcje kilku ge-
now [16, 29].

Laktoferyna (bLF) jest izolowana na skal¢ przemystowa od 1985 r. glownie
z mleka i z serwatki. Szacuje si¢, ze jej roczna $wiatowa produkcja wynosi 60 - 79 t.
Biatko to znajduje zastosowanie w kosmetyce, produkcji preparatéw odzywczych dla
niemowlat oraz jako suplement produktow mlecznych (np. chudego mleka, jogurtow).
Preparaty laktoferyny maja takze forme tabletek [28, 29].

Ze wzgledu na denaturacje laktoferyny surowce do jej produkcji nie moga by¢
poddawane pasteryzacji. Najczgstszym sposobem otrzymywania preparatOw zawiera-
jacych bLF przez firmy produkujace suplementy jest wykorzystanie chromatografii
kationowymiennej [29]. Izolacja laktoferyny od innych biatek jest mozliwa, gdyz dwa
glowne biatka serwatki (o-laktoalbumina i B-laktoglobulina) majg inne punkty izoelek-
tryczne (pl). Zastosowanie odpowiedniego pH powoduje, ze laktoferyng mozna zwia-
za¢ na wymieniaczu jonowym, a nastegpnie eluowac jako osobng frakcje z powierzchni
wymieniacza przy uzyciu roztworu soli o odpowiednim stezeniu [18].

W procesach oczyszczania laktoferyny stosowane sg tez rozne modyfikacje
chromatografii powinowactwa, w tym specjalnie dobrane ligandy. Wykorzystuje si¢
m.in. metale przejSciowe (miedz) i réznego rodzaju zwiazki chemiczne o charakterze
anionow, takie jak: heparyna, czasteczki DNA oraz specyficzne przeciwciata. Dotych-
czas wymienione metody stosowano jedynie w skali laboratoryjnej, podobnie jak fil-
tracje zelowg i chromatografi¢ oddziatywan hydrofobowych [13, 29].

Tradycyjne metody chromatograficzne cechuje wiele niedogodnosci zwigzanych
z duzymi objetoSciami serwatki 1 znaczng koncentracjg w nich biatek, zanieczyszcze-
niami, dlugimi cyklami oraz spadkiem ci$nienia wzdtuz kolumny chromatograficzne;j
1 skomplikowanym procesem kontrolnym [20]. Chromatografia z zywicg jonowymien-
ng jest procesem kosztownym, co sprawia ze otrzymana za jej pomoca LF o czystosci
98 % osiaga przecigtng ceng 1 USD za 1 g [19]. Dlatego modyfikuje si¢ te metody
w celu uproszczenia procedury, powigkszenia skali i obnizenia kosztéw. Stuzy temu
np. adsorpcyjna chromatografia membranowa [20] oraz membranowa chromatografia
powinowactwa [31]. W celu obnizenia kosztoéw otrzymywania LF prébowano takze
zastosowa¢ wstepng izolacje LF z mleka za pomocg frakcjonowania z wytworzeniem
piany [19]. Proces miat na celu zwigkszenie koncentracji rozpuszczonych czasteczek
konkretnego biatka.

Uzyskanie z serwatki laktoferyny o wysokiej czystosci przy uzyciu konwencjo-
nalnych metod chromatograficznych jest dodatkowo utrudnione ze wzgledu na wystg-
powanie razem znig laktoperoksydazy, ktérej czasteczka niewiele rozni si¢ pod
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wzgledem masy 1 pl. Rozwigzanie tego problemu zaproponowali Ng i Yoshitake [18],
ktorzy zastosowali dwustopniowg izokratyczng elucje. W ostatnim czasie powstata
takze koncepcja rozdziatu biatek z uzyciem magnetycznych wymieniaczy jonowych
[5]. Zaletami tej metody sg duza objetoSciowa przepustowos¢ i brak wigkszych zaklo-
cen zwigzanych z zanieczyszczeniami wystepujgcymi w surowcu.

Metodg, ktora do tej pory nie byta wykorzystywana do izolacji laktoferyny, jest
separacja w uktadach tréjfazowych (ang. three-phase partitioning — TPP). Jej zaletami,
w przeciwienstwie do metod chromatograficznych, sa: niski koszt separacji oraz ta-
twos¢ powickszania skali procesu. Uklad tréjfazowy tworzy si¢ zwykle po dodaniu
tert-butanolu (t-butanolu) do wodnego roztworu mieszaniny biatek (w ktorej znajduje
si¢ separowane biatko), a nastgpnie siarczanu amonu [6]. Celem tej metody jest wytra-
cenie separowanej substancji (skladnika mieszaniny) w interfazie (fazie $srodkowej),
tworzacej si¢ pomigdzy gorng faza organiczng a dolng nieorganiczng (bgdaca wodnym
roztworem soli) lub preferencyjne przeprowadzenie separowanej substancji do fazy
dolnej z jednoczesnym straceniem pozostatych biatek w interfazie [21].

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania uktadow tréjfazowych
do separacji laktoferyny z serwatki oraz optymalizacja tego procesu poprzez okreslenie
odpowiedniego pH serwatki, stezenia siarczanu amonu oraz stosunku objetosci serwat-
ki do tert-butanolu w uktadzie separacyjnym.

Material i metody badan

Serwatke otrzymano z niepasteryzowanego mleka, ktéore poddano wirowaniu
w celu usunigcia thuszezu (4566 % g, 15 min). Odttuszczone mleko podgrzano do temp.
30 °C i dodawano enzym Fromase 750 TL (300 pl enzymu do 1 dm® mleka). Wydzie-
lony skrzep oddzielano od serwatki podczas wirowania w wirowce sedymentacyjnej
o dziataniu cigglym (12 000 x g, Cepa Z61, Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH, Lahr,
Niemcy). Otrzymang serwatke zageszczano w ultrafiltrze (modut plaski) o punkcie
odcigcia 10 000 Da.

Uktady trojfazowe uzyskiwano po zmieszaniu w probowce o pojemnosci 15 ml
odpowiedniej objetosci serwatki wysyconej siarczanem amonu (20, 40 lub 60 %, m/v)
z tert-butanolem. Stosunek objgtosci serwatki do tert-butanolu wynosit 1 : 0,5; 1 : 1 lub
1 : 2. Przed przystapieniem do formowania uktadu troéjfazowego kwasowos¢ serwatki
regulowano za pomoca H,SO, 1 NH,OH w celu uzyskania pH: 3; 5,5; 6; 6,5; 7; 8; 9 lub
10. Sktadniki uktadu mieszano w probdwce, nastgpnie zostawiano w temp. 37 °C na
1 h, a po tym czasie probowki wirowano (3452 x g, 10 min). Po wytworzeniu si¢ ukta-
du tréjfazowego zapisywano objetosci fazy gornej, srodkowej i dolnej, a nastgpnie je
rozdzielano. Faze srodkowa rozpuszczano w jak najmniejszej objetosci wody dejoni-
zowanej. W kazdej z faz oznaczano zawarto$¢ biatka ogolnego oraz stezenie laktofery-
ny. Przed analizg laktoferyny w fazach gérnych préby odpowiednio przygotowywano.
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Usuwano z nich tert-butanol (za pomoca chromatografii sitowej) oraz zageszczano
(suszono sublimacyjnie i rozpuszczano w 500 ul wody dejonizowanej). Wszystkie
probki analizowano w trzech powtorzeniach, a uzyskane wyniki usredniano.

Bialko ogdlne oznaczano za pomocg metody BCA [26], w ktorej wykorzystuje si¢
zjawisko redukcji jonéw Cu*" do Cu” w $rodowisku zasadowym w obecnosci okreslo-
nych aminokwas6éw, a nastepnie tworzenia si¢ barwnego kompleksu jonéw Cu” z kwa-
sem bis-cynchroninowym. Ilo$¢ barwnego kompleksu, powstatego po 30 min inkubacji
mieszaniny reakcyjnej (Bicinchronic Acid Kit, Sigma—Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA) z badang proba w temp. 37 °C, mierzono za pomocg spektrofotometru (A = 562
nm). Stezenie biatka obliczano na podstawie rownania krzywej kalibracyjnej zalezno-
$ci absorbancji od stezenia albuminy surowicy bydlece;.

Stezenie laktoferyny oznaczano za pomoca HPLC. Do analiz zastosowano ko-
lumng jonowymienng Shodex IEC SP-825 (75 mm X 8 mm). Detekcje prowadzono
przy fali o dlugosci A = 280 nm. Temp. rozdziatu wynosita 40 °C. Proby podawano na
szczyt kolumny w ilosci 100 pl. Szybko$¢ przeplywu fazy ruchomej byla réwna
0,6 ml/min. Zastosowano rozdzial gradientowy o nastepujacym uktadzie: 0 min 0 % B,
33 min 60 % B, 35 min 100 % B, 40 min 100 % B, 42 min 0 % B, 47 min 0 % B. Faza
A byt bufor fosforanowy (0,05 mol/dm’; pH 6,5), natomiast faza B bufor fosforanowy
(0,05 mol/dm’; pH 6,5) zawierajacy NaCl o stezeniu 2 mol/dm’.

W celu usunigcia tert-butanolu z faz gérnych uktadow tréjfazowych zastosowano
chromatografi¢ sitowa. Uzywano chromatografu AKTA Explorer Air (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Szwecja) wyposazonego w kolumn¢ wypetniong Zelem
Sephadex G-25 (objetos¢ kolumny 64 ml). Faza ruchomg byta woda dejonizowana.
Detekcje¢ prowadzono przy fali o dlugosci A = 280. Objetos¢ proby podawanej do ko-
lumny wynosita 2000 pl.

Frakcje biatkowg po chromatografii sitowej suszono sublimacyjnie przy uzyciu
liofilizatora Christ Beta 1.16 (Martin Christ, Niemcy). Proby zamrazano w temp.
-80 °C, a nastgpnie suszono przez 48 h (suszenie wlasciwe 40 h i dosuszanie 8 h).
Temp. potki w trakcie suszenia wlasciwego wynosita 15 °C (ci$nienie w komorze su-
szenia 10 Pa), a w trakcie dosuszania 25 °C (bez kontroli ci$nienia).

Na podstawie przeprowadzonych analiz zawarto$ci biatka ogolnego oraz stezenia
laktoferyny wyznaczano parametry ekstrakcji, takie jak: stopien oczyszczenia (PF)
1 procentowg wydajnos¢ ekstrakcji (Y%). Stopien oczyszczenia obliczano wedtug row-
nania:

Stopien oczyszczenia (PF) = (stezenia laktoferyny w danej fazie po ekstrakcji x
zawarto$¢ bialka ogolnego w serwatce przed ekstrakcja) / (zawartos¢ biatka ogdlnego
w danej fazie po ekstrakcji x stezenie laktoferyny w serwatce przed ekstrakcja).

Procentowg wydajnos¢ ekstrakcji okreslano zgodnie z rOwnaniem:
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Procentowa wydajnos¢ ekstrakcji (Y%) = (stezenia laktoferyny w danej fazie po
ckstrakcji x objetos¢ tej fazy) / (stezenie laktoferyny w serwatce przed ekstrakcjg X
objetos¢ serwatki poddanej ekstrakeji) x 100.

Parametry ekstrakcji, wyznaczone na podstawie eksperymentow (PF 1 Y%), pod-
dano analizie statystycznej w celu okreslenia wptywu wysycenia serwatki siarczanem
amonu (X;), pH serwatki (X;) oraz stosunku objetosci serwatki do tert-butanolu (X3)
na proces ekstrakcji laktoferyny. Analizowane parametry ekstrakcji (zmienne zalezne),
jak stopien oczyszczenia oraz wydajnos¢ odzysku laktoferyny, sg wskaznikami wybie-
ranymi najczesciej do oceny skutecznosci ekstrakcji biatek w uktadach tréjfazowych
[4, 17]. Na podstawie danych eksperymentalnych dla kazdej zmiennej zaleznej wyzna-
czano metoda regresji krokowej wstecznej rownania wielomianu o ogolnej postaci:

Y =by+b X +...+ b, Xy +b, X X, +. by X Xy +b XF +...+by X}

gdzie: Y to zmienna zalezna, natomiast by, by, by, 1 by, to odpowiednio wspotczynniki
okreslajace wyraz wolny, efekty gldwne, ich interakcje oraz wyrazy kwadratowe.
W trakcie opracowywania modeli regresji, wartosci zmiennych zaleznych (wymienio-
ne wyzej parametry ekstrakcji) poddano transformacji logarytmicznej zgodnie z réw-
naniem:

Y’ =logio (Y)

gdzie: Y’ to zmienna transformowana, natomiast Y to zmienna zalezna w postaci pier-
wotnej. Typ transformacji ustalono na podstawie wynikow testu Box-Cox, stanowigce-
go narzedzie wspomagajace procedury wyboru formy funkcyjnej modeli regresji
w przypadku wykrycia nieprawidlowosci zwigzanych z wystepowaniem korelacji po-
mi¢dzy $rednig a wariancjg [3]. Analize statystyczng wykonano w programie Statistica
6.0 PL.

Wyniki i dyskusja

W doswiadczeniach przetestowano 72 warianty uktadow trojfazowych. Po zmie-
szaniu sktadnikow i separacji faz kazdy uktad zawieral faze gorng (fg), faze srodkowsa
(fs) oraz faze dolng (fd). Statystyczng ocen¢ wykonano w odniesieniu do dolnych
i sSrodkowych faz ukladow trojfazowych. Natomiast w fazach gornych sporadycznie
wykrywano $ladowe ilosci laktoferyny, dlatego nie byto mozliwe przeprowadzenie
analizy regresji. Nalezy jednak podkresli¢, ze obecnos¢ laktoferyny w tej fazie ukta-
déw bylaby niepozadana. Fazy gorne sktadaty si¢ gldwnie z tert-butanolu, stad ewen-
tualnie znajdujaca si¢ w nich laktoferyna wymagataby skomplikowanych i kosztow-
nych zabiegéw zmierzajacych do oddzielenia jej od tert-butanolu. Zwykle fazy gorne
(zwane fazami organicznymi) zawierajgce tert-butanol nie sg brane pod uwage i anali-
zowane [4, 30] jako frakcje zawierajgce lipofilne zanieczyszczenia ekstraktow [7].
Przeprowadzona analiza zawarto$ci laktoferyny w fazach gérnych po usunigciu tert-
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butanolu (za pomocg chromatografii sitowej i suszenia sublimacyjnego) potwierdzita,
ze fazy te praktycznie nie zawieraly laktoferyny, a tym samym nie wystepowal pro-
blem strat tego biatka wynikajacy z jego migracji.

Oceng statystyczng wpltywu poszczegolnych zmiennych na parametry ekstrakcji
w postaci wartosci F oraz prawdopodobienstwa wyznaczonego podczas analizy wa-
riancji przedstawiono w tab. 1. Zarowno modele opisujace ekstrakcje w fazach $rod-
kowych, jak 1 w dolnych, sa istotne statystycznie. Wielkosci skorygowanego wspot-
czynnika determinacji wskazuja, ze zmienne niezalezne uwzglednione w modelach
wyjasniaja zmienno$¢ parametréw ekstrakeji w 73 - 80 %. Oznacza to, ze poza bada-
nymi istniejg takze inne czynniki nieuwzglednione w modelu, ktére w pewnym stopniu
wplywaja na stopien oczyszczenia i wydajnos¢ ekstrakcji w badanych uktadach trojfa-
zowych. Na podstawie danych przedstawionych w tab. 1. mozna stwierdzi¢, ze para-
metry ekstrakcji (zmienne zalezne) w sposob istotny zaleza od stgzenia siarczanu amo-
nu, pH oraz stosunku serwatki do tert-butanolu. Istotne znaczenie ma tez interakcja
pomiedzy stezeniem siarczanu amonu i pH oraz pomiedzy stosunkiem objgtosci ser-
watki do tert-butanolu a st¢zeniem siarczanu amonu i pH. Wspodtczynniki rownan opi-
sujacych proces ekstrakcji w fazach srodkowych i dolnych uktadow trdjfazowych
przedstawiono w tab. 2.

Sposréd zbadanych zmiennych niezaleznych, wysycenie siarczanem amonu jest
uwazane za jeden z gtownych czynnikow wplywajacych na ekstrakcje¢ w uktadach
trojfazowych [25]. W fazach srodkowych zmiany zaréwno stopnia oczyszczenia (PF),
jak 1 wydajnosci odzysku laktoferyny (R%) wykazywaty podobng w przebiegu zalez-
no$¢ od stezenia siarczanu amonu w serwatce (rys. 1). W badanym zakresie st¢zen
siarczanu amonu najlepsze rezultaty uzyskano w przypadku srednich wielkosci wysy-
cenia serwatki. Skrajnie mate badz duze ste¢zenia siarczanu amonu powodowaty
zmniejszenie wielko$ci parametrow ekstrakcji. W literaturze na temat ekstrakcji biatek
w uktadach trojfazowych odnotowuje si¢, ze PF oraz R% moga osigga¢ wielko$ci
maksymalne przy tym samym stopnia wysycenia solg [4, 10] wzglednie, ze korzyst-
niejsze jest wigksze stezenie soli do zwigkszenia wydajnosci odzysku anizeli do pod-
wyzszenia stopnia oczyszczenia [17].

Jeszcze inny przebieg stopnia oczyszczenia i wydajnosci odzysku w zaleznos$ci od
stezenia siarczanu amonu stwierdzono w fazach dolnych badanych uktadow trdjfazo-
wych (rys. 2). Stopien oczyszczenia byt najwyzszy przy $rednich stezeniach siarczanu
amonu, natomiast wydajnos$¢ odzysku wyraznie zmniejszata si¢ ze wzrostem wysyce-
nia serwatki siarczanem amonu. Powyzej 40-procentowego stezenia siarczanu amonu
laktoferyna w coraz wigkszych ilo$ciach migrowata do fazy srodkowej uktadéw trojfa-
zowych, stad zmniejszata si¢ wydajnos$¢ jej odzysku w fazach dolnych. DIla optymal-
nego stezenia siarczanu amonu (40 %) maksymalne wielko$ci stopnia oczyszczenia
laktoferyny w fazach dolnych byly wyzsze niz w fazach §rodkowych. Przyczyna bylto
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Tabela 1l

Ocena istotno$ci wplywu zmiennych niezaleznych (wysycenia serwatki siarczanem amonu, pH serwatki
oraz objetosciowego stosunku serwatki do tert-butanolu) oraz ich interakcji na stopien oczyszczenia
i wydajnosc¢ ekstrakeji laktoferyny w fazach srodkowych i dolnych uktadow trojfazowych (analiza warian-
cji, p=0,05).

The effect of independent variables (saturation of whey with ammonium sulphate, pH of whey, and whey
to tert-butanol volume ratio) and their interactions on the purification factor and extraction yield of lac-
toferrin in the middle and bottom phases of three-phase systems (analysis of variance, p = 0.05).

Zmienne Stopien oczyszczenia (PF) Wydajnos¢ ekstrakceji (Y%)
niezalezne i ich Purification factor (PF) Extraction yield (Y%)
interakcje
Independent Faza $rodkowa Faza dolna Faza $rodkowa Faza dolna
variables and their Middle phase Bottom phase Middle phase Bottom phase
interactions F p F p F P F P
X 0,43 0,5112 3,50 0,0658 6,53 0,0129 91,27 | <0,0001
X, 58,62 | <0,0001 47,51 | <0,0001 | 45,57 |<0,0001| 55,51 |<0,0001
X3 13,18 | <0,0001 52,39 |<0,0001 | 21,19 |<0,0001 | 17,37 | <0,0001
X x X, 4,63 0,0351 - - 3,47 0,0669 - -
X x X3 - - 2,78 0,0694 - - - .
X, x X5 - - 6,74 0,0022 - - - -
X2 4,77 0,0325 37,92 | <0,0001 4,67 0,0344 7,16 0,0094
X,? 119,97 | <0,0001 - - 181,56 | <0,0001 - -
O istotnosci
cer;al;fi;)lélosm Fob, > Fpi-1 -2 4 Fobl, > Foi-1 -2 4 Fob, > Fpi-1 -2 4 Fobl, > Foi-1 -2 4
Assessment of 30,68 >2,15 23,64 >2,15 40,60 > 2,15 27,77 >2,15
model significance p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001
Skorygowany
wspolczynnik
determinacji
Adjusted coeffi- 0,7454 0,7416 0,7960 0,7252
cient of determina-
tion

Zmienne niezalezne: stgzenie siarczanu amonu (X,), pH (X;), stosunek objetosci serwatki do tert-butanolu
(X3) / Independent variables: ammonium sulphate concentration (X,), pH (X;), whey to tert-butanol volu-
me ratio (X3).
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Tabela 2

Roéwnania modelowe opisujace wielkos¢ zmiennych zaleznych (stopien oczyszczenia i wydajnos¢ ekstrak-
cji laktoferyny) w fazach srodkowych oraz dolnych uktadow trojfazowych, w zaleznosci od badanych
zmiennych niezaleznych (wysycenia serwatki siarczanem amonu, pH serwatki oraz objetosciowego sto-
sunku serwatki do tert-butanolu).

The model equations describing the dependent variables (purification factor and extraction yield of lac-
toferrin) in the middle and bottom phases of three-phase systems, depending on the studied independent
variables (saturation of whey with ammonium sulphate, pH of whey, and whey to tert-butanol volume
ratio).

Zmienne Stosunek objetosci
zalezne Faza tZitr-wb?lttl;ng?u Réwnanie modelu
?}z;;ie;(izrslt Phase Whey to tert-butanol Model equation
volume ratio
oy Y’ =-5,0639+0,0190X,+1,0988X,+0,0023X X5~
s 0,0004X,%-0,0803X,>
Stopich Srodkowa - Y’ =-4,8462+0,0190X,+1,0988X,+0,0023X , X,-
oczyszezenia | Middle ) 0,0004X,%-0,0803X,>
Purification 1:2 Y’ = -4,6076+0,0190X,+1,0988X,+0,0023X ,X,-
factor ) 0,0004X,%-0,0803X,”
(PF) Dol 1:0,5 Y’ =-2,6732+0,0818X,+0,1550X,-0,0011X,>
Boit;‘fn 1:1 Y’ = 2.4679+0.0737X,+0,1423X2-0,011X,
1:2 Y’ =-2,6815+0,0846X,+0,0269X2-0,001 1X,>
105 Y’ =-3,6176+0,0217X,+1,1631X,+0,0018X X -
e 0,0004X,%-0,0859X,°
Wydajnosé Srodkowa L1 Y’ =-3,3254+0,0217X,+1,1631X,+0,0018X ,X,-
ekstrakcji Middle ) 0,0004X,%-0,0859X,’
Extraction " Y’ =-3,1171+0,0217X,+1,1631X,+0,0018X ;X -
yield ) 0,0004X,%-0,0859X,”
(Y%) 1:0,5 Y’ =-0,5666+0,0243X,+0,1902X,-0,0006X ;>
Dol
Boit;‘fn 1:1 Y°=-0,7905+0,0243X,+0,2040X,-0,0006X 2
1:2 Y’ =-0,4681+0,0243X,+0,0880X,-0,0006X ;>

Objasnienie jak pod tab. 1./ Explanatory note as in Tab. 1.

preferencyjne gromadzenie si¢ laktoferyny w fazach dolnych, podczas gdy pozostale
biatka, po wysoleniu w tych warunkach, byty obecne w fazach $rodkowych. Podobng
zaleznos¢ zaobserwowali Dhananjay i Mulimani [9] podczas ekstrakcji a-galaktozydazy
w uktadach trojfazowych.

Wplyw pH serwatki na stopien oczyszczenia i wydajno$¢ odzysku laktoferyny
przedstawiono na rys. 3 - 6.
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Rys. 1. Wplyw wysycenia siarczanem amonu na stopien oczyszczenia (PF) i wydajno$¢ ekstrakcji
laktoferyny (Y%) w fazach srodkowych uktadow trojfazowych (pH 6,5; stosunek objetosci ser-
watki do t-butanolu 1 : 0,5).

Fig. 1.  Effect of ammonium sulphate saturation degree on purification factor (PF) and yield of lactofer-
rin extraction (Y%) in middle phases of three-phase systems (pH 6.5, whey to tert-butanol vol-
ume ratio 1 : 0.5).
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Rys. 2.  Wplyw wysycenia siarczanem amonu na stopien oczyszczenia (PF) i wydajnos¢ ekstrakcji lakto-
feryny (Y%) w fazach dolnych uktadow tréjfazowych (pH 6,5; stosunek serwatki do t-butanolu
1:0,5).

Fig. 2.  Effect of ammonium sulphate saturation degree on purification factor (PF) and yield of lactofer-
rin extraction (Y%) in bottom phases of three-phase systems (pH 6.5, whey to tert-butanol vol-
ume ratio 1 : 0.5).
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Rys. 3.

Fig. 3.

Rys. 4.

Fig. 4.
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pH

Wplyw pH na wydajnos¢ ekstrakcji laktoferyny (Y %) w fazach $rodkowych uktadow trojfazo-
wych (wysycenie siarczanem amonu rowne 40 %).

Effect of pH on yield of lactoferrin extraction (Y%) in middle phases of three-phase systems
(ammonium sulphate saturation equalling 40 %).

0.01 A

== 1:0,5 =0=—1:] =pr=—1:2
0.001 T T T T

2 4 6 8 10
pH

Wptyw pH na stopien oczyszczenia laktoferyny (PF) w fazach $rodkowych uktadow trdjfazo-
wych (wysycenie siarczanem amonu rowne 40 %).

Effect of pH on purification factor of lactoferrin (PF) in middle phases of three-phase systems
(ammonium sulphate saturation equalling 40 %).
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Rys. 5. Wplyw pH na wydajnos$¢ ekstrakcji laktoferyny (Y%) w fazach dolnych uktadow tréjfazowych
(wysycenie siarczanem amonu rowne 40 %).

Fig. 5. Effect of pH on yield of lactoferrin extraction (Y%) in bottom phases of three-phase systems
(ammonium sulphate saturation equalling 40 %).
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Rys. 6. Wplyw pH na stopien oczyszczenia laktoferyny (PF) w fazach dolnych uktadéw tréjfazowych
(wysycenie siarczanem amonu rowne 40 %).

Fig. 6.  Effect of pH on purification factor of lactoferrin (PF) in bottom phases of three-phase systems
(ammonium sulphate saturation equalling 40 %).

Zaobserwowano, ze w fazach srodkowych wydajno$¢ odzysku wzrastata ze wzro-
stem pH serwatki do ok. 7. Dalsze zwigkszanie pH serwatki prowadzito do zmniejsza-
nia wydajnosci odzysku laktoferyny. Podobny przebieg miata takze zmiana stopnia
oczyszczenia laktoferyny w zaleznos$ci od pH. Punkt izoelektryczny laktoferyny wyno-
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si 7,8 do 8,0 [24]. W tym punkcie pH wypadkowy tadunek laktoferyny bedzie rowny
zeru. Podobnie jak w przypadku laktoferyny, zjawisko preferencyjnego gromadzenia
si¢ separowanego biatka w fazie srodkowej uktadu trojfazowego w Srodowisku o pH
zblizonym do punktu izoelektrycznego zaobserwowali takze Narayan i wsp. [17] pod-
czas izolacji peroksydazy. Takie zachowanie si¢ izolowanych biatek nie zawsze jest
regula. Np. albumina surowicy wolowej w ukladach trojfazowych byta wytragcana
w fazie srodkowej z maksymalng wydajnoscig w srodowisku o pH nizszym niz punkt
izoelektryczny [7].

Zupehlie inng zalezno$¢ badanych parametréw ekstrakcji od pH stwierdzono
w fazach dolnych. Stopien oczyszczenia i wydajno$¢ odzysku laktoferyny wzrastaty ze
zwickszeniem pH i osiggaty maksymalne wielkosci w pH 10. Zjawisko to dowodzi, ze
w tych warunkach laktoferyna w wigkszym stopniu pozostawata rozpuszczona w roz-
tworze siarczanu amonu (faza dolna), podczas gdy pozostate biatka serwatki zostaty
stragcone w fazie srodkowe;.

Wplyw stosunku objetosci serwatki do tert-butanolu na parametry ekstrakcji
w uktadach trojfazowych przedstawiono na rys. 7. i 8. W fazach $rodkowych stopien
oczyszczenia wzrastal wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci tert-butanolu w uktadach.
Podobna tendencja dotyczyla takze wydajnosci odzysku laktoferyny. W fazach $rod-
kowych najwyzsze wielkosci parametrow ekstrakcji uzyskano wiec w uktadach dwufa-
zowych, w ktorych stosunek objetosci serwatki do tert-butanolu wynosit 1 : 2. Z kolei
w fazach dolnych zaobserwowano odwrotng tendencje. Stopien oczyszczenia oraz
wydajnos$¢ odzysku byly najwyzsze, gdy stosunek objetosci serwatki do tert-butanolu
wynosit 1 : 0,5 i zmniejszaly si¢ ze wzrostem ilosci tert-butanolu w uktadzie trojfazo-
wym. Fakt ten wydaje si¢ oczywisty, jesli ze wzrostem objetosci tert-butanolu w ukta-
dzie trojfazowym laktoferyna migrowata do fazy $rodkowej, odbywato si¢ to kosztem
zmniejszenia jej zawartosci w fazie dolne;.

Z danych literaturowych wynika, Zze czesto najkorzystniejszym wariantem oka-
zywatl si¢ stosunek objetosciowy ekstraktu biatek do tert-butanolu wynoszacy 1 : 1.
Obserwowano to przy oczyszczaniu a-galaktozydazy z Lycopersicon esculentum [4],
egzopoligalakturonazy pochodzacej z Aspergillus sojae [10] oraz ekstrakcji peroksyda-
zy z Ipomoea palmata [17]. Z kolei w trakcie oczyszczania pektynazy z owocOw po-
midora przyjeto stosunek surowego ekstraktu do tert-butanolu rowny 1 : 2 [25].
W uktadach tréjfazowych, opisanych w niniejszej pracy, do separacji laktoferyny
w fazach Srodkowych optymalny stosunek obje¢tosciowy serwatki do tert-butanolu
wynosit 1 : 2, natomiast w fazach dolnych 1 : 0,5.
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Rys. 7.  Wplyw stosunku objetosci serwatki do t-butanolu na stopien oczyszczenia (PF) i wydajnosé
ekstrakcji laktoferyny (Y%) w fazach $rodkowych ukladow tréjfazowych (pH 6,5; wysycenie
siarczanem amonu rowne 40 %).

Fig. 7.  Effect of whey to t-butanol volume ratio on purification factor (PF) and yield of lactoferrin
extraction (Y%) in middle phases of three-phase systems (pH 6.5, ammonium sulphate satura-

tion of 40 %).
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Rys. 8.  Wplyw stosunku objetosci serwatki do t-butanolu na stopien oczyszczenia (PF) i wydajnosé
ekstrakcji laktoferyny (Y%) w fazach dolnych uktadoéw tréjfazowych (pH 6,5; wysycenie siar-
czanem amonu rowne 40 %).

Fig. 8.  Effect of whey to t-butanol volume ratio on purification factor (PF) and yield of lactoferrin
extraction (Y%) in bottom phases of three-phase systems (pH 6.5, ammonium sulphate satura-

tion of 40 %).
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Tabela 3
Optymalne warunki separacji laktoferyny w uktadach trojfazowych.
Optimal conditions for separating lactoferrin in three-phase systems.
Zmienne niezalezne Faza srodkowa Faza dolna
Independent variables Middle phase Bottom phase
Stezenie siarczanu amonu 520, 350,

Ammonium sulphate concentration

pH 75 10
Stosunek objetosci serwatki do tert-butanolu

Whey to tert-butanol volume ratio 12 1:05
Parametry ekstrakcji Faza $rodkowa Faza dolna
Extraction parameters Middle phase Bottom phase
PF 0,76 2,88
Y% 41,4 258
Uzytecznos¢ / Desirability 0,95

Na podstawie opracowanych modeli matematycznych wytypowano optymalne
warunki ekstrakcji laktoferyny w srodkowych i dolnych fazach uktadow trojfazowych
(tab. 3). Celem optymalizacji bylo znalezienie takich wartosci zmiennych wejscio-
wych, ktére umozliwig uzyskanie maksymalnych warto$ci zmiennych wyj$ciowych
(stopnia oczyszczenia oraz wydajnosci odzysku). Jednoczesna optymalizacja parame-
trow procesu ze wzgledu na obie zmienne wyj$ciowe jest zagadnieniem trudnym, dla-
tego tez wykorzystano metode polegajaca na zastosowaniu funkcji uzytecznosci. Me-
toda ta polega na przeksztatceniu wartosci obu zmiennych zaleznych na pojedyncza
warto$¢ catkowitej uzyteczno$ci, zawierajacg si¢ w przedziale (0, 1). Optymalizacja
sprowadza si¢ wowczas do poszukiwania takich warto$ci zmiennych wej$ciowych,
ktore maksymalizujg catkowitg uzytecznos¢ zmiennych wyjsciowych [8].

W dolnych fazach uktadow trojfazowych o optymalnym sktadzie uzyskano
znacznie lepsze oczyszczenie laktoferyny niz w fazach $rodkowych. Po ekstrakcji
w fazach dolnych zawartos¢ laktoferyny w stosunku do pozostatych biatek zwigkszyla
si¢ nieomal trzykrotnie w poréwnaniu z wyjsciowa serwatka. Z kolei w fazach s$rod-
kowych stopien oczyszczenia (PF) byl mniejszy niz 1. W istocie w porownaniu
z serwatka faza ta wzbogacita si¢ wiec w biatka inne niz laktoferyna.

Maksymalne wydajnosci odzysku laktoferyny byly raczej mate (25 - 40 %), przy
czym nieznacznie wigksze obserwowano w fazach srodkowych. Jedna z przyczyn tego
zjawiska mogta by¢ nieodwracalna denaturacja pewnej ilosci laktoferyny w fazach
srodkowych. Wytracona laktoferyna nie przechodzita do roztworu podczas uwadniania
fazy srodkowej i dlatego nie mogta by¢ oznaczona za pomoca chromatografii jonowy-
mienne;j.
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Laktoferyna i laktoperoksydaza sg biatkami o zblizonych masach czasteczkowych
1 punktach izoelektrycznych. Naleza do grupy bioaktywnych biatek, ktorych stezenie
w serwatce wynosi od ponizej 0,0001 do 70 mg/dm’ [27]. Istnieja nieliczne informacije
na temat ekstrakcji laktoperoksydazy w uktadach trojfazowych [2]. Wynika z nich, ze
optymalne warunki separacji laktoperoksydazy sa odmienne od ustalonych w tej pracy
warunkow izolacji laktoferyny w uktadach trojfazowych. Z tej przyczyny, ekstrakcja
w uktadach trojfazowych moze by¢ tez metodg wykorzystywang w produkcji oczysz-
czonych preparatow zarowno laktoferyny, jak i laktoperoksydazy.

W literaturze brak jest doniesien na temat préb ekstrakeji laktoferyny w uktadach
trojfazowych. Trudno tez porownywac te metode z réznymi odmianami chromatografii
kolumnowej, ktéore pomimo wysokich kosztow separacji dominujg w zastosowaniach
przemystowych [13]. Ich niewatpliwg zaleta jest mozliwo$¢ otrzymania preparatow
laktoferyny o wysokiej czystosci. Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie w produkcji
przemystowej znacznie mniej kosztownych metod membranowych (ultrafiltracja
i mikrofiltracja), jednak uzyskuje si¢ wowczas mala czystos¢ produktu koncowego
[11]. W zwiagzku z tym probowano oczyszczaé laktoferyne za pomocg technik tacza-
cych zasady separacji filtracji membranowej z innymi metodami rozdzialu substancji,
np. przez zastosowanie adsorpcyjnej chromatografii membranowej, ktore pozwolito na
osiggnigcie wydajnosci odzysku laktoferyny powyzej 90 % [20]. Wykorzystanie mem-
branowej chromatografii powinowactwa umozliwilo z kolei uzyskanie preparatow
laktoferyny o czystosci rownej 94 % [31]. Preparat laktoferyny o zblizonej czystosci
otrzymano takze za pomocg magnetycznych wymieniaczy jonowych [5].

W uktadach trojfazowych opisanych w tej pracy maksymalna wydajno$¢ ekstrak-
cji laktoferyny wynosita ok. 40 %. Rezultat ten jest porownywalny z wynikami uzy-
skanymi za pomocg frakcjonowania z wytworzeniem piany [19]. Wspomniane wyzej
frakcjonowanie bylo pierwszym etapem w procedurze izolacji laktoferyny z mleka.
Warto wigc rozwazy¢ zastosowanie uktadow trojfazowych jako wstepnego etapu
oczyszczania laktoferyny podczas otrzymywania preparatow tego bialka na skale
przemystows.

Whioski

1. Zbadane zmienne niezalezne (pH, stopien wysycenia serwatki siarczanem amonu
oraz obj¢tosciowy stosunek serwatki do tert-butanolu) maja istotny wplyw na sepa-
racje laktoferyny w uktadach tréjfazowych.

2. W fazach $rodkowych uktadow trojfazowych stopien oczyszczenia oraz wydajnosé
odzysku laktoferyny przyjmuja wartosci maksymalne, gdy wysycenie serwatki
siarczanem amonu wynosi 40 %.
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3. W fazach dolnych stopien oczyszczenia przyjmuje wartosci maksymalne przy
40 % wysycenia serwatki siarczanem amonu, natomiast wydajnos$¢ odzysku lakto-
feryny zmniejsza si¢ ze wzrostem st¢zenia siarczanu amonu.

4. W fazach $rodkowych najwicksza wydajnos¢ odzysku i najwyzszy stopien oczysz-
czenia laktoferyny wystepuja, gdy pH serwatki jest zblizone do punktu izoelek-
trycznego laktoferyny (pl = 7,8 - 8,0).

5. W fazach dolnych obserwuje si¢ wzrost stopnia oczyszczenia i wydajnosci odzy-
sku laktoferyny wraz ze wzrostem pH.

6. W fazach $rodkowych ze wzrostem zawarto$ci tert-butanolu w uktadzie trojfazo-
wym wzrasta takze stopnien oczyszczenia i wydajnos¢ odzysku laktoferyny, nato-
miast w fazach dolnych obserwuje si¢ zaleznos¢ odwrotna.

7. Optymalne warunki separacji laktoferyny to: faza dolna uktadu trojfazowego, wy-
sycenie serwatki siarczanem amonu réwne 35 %, pH 10 i stosunek objetosci ser-
watki do tert-butanolu rowny 1 : 0,5. W tych warunkach wydajnos¢ odzysku lakto-
feryny wynosi prawie 26 %, natomiast jej stopien oczyszczenia jest zblizony do 3.
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SEPARATION OF LACTOFERRIN FROM WHEY IN THREE-PHASE
EXTRACTION SYSTEMS (TPP METHOD)

Summary

To separate lactoferrin from whey, extraction in three-phase systems was applied (known as a three-
phase partitioning ‘TPP’ method). In the research study, 72 variants of three-phase systems were investi-
gated; they differed in the degree of saturation of whey with ammonium sulphate, pH, and whey to tert-
butanol volume ratio. In the phases formed, the concentration of lactoferrin and total protein were meas-
ured in order to determine the separation parameters such as purification factor and yield of recovered
lactoferrin. Based on the separation parameters, obtained through the experiment, a mathematical model
was constructed. The optimal composition of the three-phase system, determined on the basis of this mod-
el, consisted of the whey having a pH value of 10, saturated with ammonium sulphate at a concentration of
35 %, whereas the whey to tert-butanol volume ratio was 1 : 0.5. Those conditions made it possible to
obtain a lactoferrin preparation in the bottom phase of the three-phase system, and the purification factor
thereof was ca. 3. The extraction yield of lactoferrin in this phase was 26 %.

Key words: three-phase system, lactoferrin, whey, tert-butanol, extraction
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