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GRZEGORZ LESNIEROWSKI, JACEK KIJOWSKI

OTRZYMYWANIE LIZOZYMU Z BIALKA JAJA KURZEGO
METODA BEZPOSREDNIEJ ULTRAFILTRACJI

Streszczenie

Celem pracy bylo zastosowanie ultrafiltracji (UF) do bezposredniego pozyskiwania lizozymu z biatka
jaja kurzego. Wykazano, ze hydrolityczna aktywnos$¢ wlasciwa i stopien oczyszczenia lizozymu oraz
masa uzyskanego preparatu w istotny sposob zalezata od rozcieiczenia surowca, kwasowosci srodowiska
oraz jego sily jonowej. Czynnikiem determinujacym aktywno$é¢ enzymu i jego odzysk z biatka jaja oka-
zala si¢ graniczna wielko$¢ czastek przepuszczanych przez membrany (“cut-off” membran). Wraz z jej
wzrostem uzyskiwano zdecydowanie wyzsze wartodci tych parametrow. W najkorzystniejszych warun-
kach pozyskiwania enzymu otrzymano preparat o aktywnosci 12 400 U/mg i stopniu oczyszczenia C=17
(stosunek aktywnosci enzymu w preparacie do jego aktywnosci w surowcu) przy 20 procentowym odzy-
sku lizozymu z biatka jaja.

Wprowadzenie

Podstawowym zrédlem pozyskiwania lizozymu (N-acetylo-muramylohydrolaza,
E.C.3.2.1.17) jest biatko jaja kurzego, ktére zawiera ok. 3,5%. W praktyce laboratoryj-
nej do pozyskiwania lizozymu z biatka jaja kurzego wykorzystuje si¢ wiele metod,
jednak tylko niektére z nich znalazly zastosowanie w praktyce przemystowej. Kla-
syczna procedura otrzymywania lizozymu opracowana zostala przez Aldertona i
Fevolda w 1946 roku i polega na bezposredniej krystalizacji enzymu z biatka jaja przy
udziale chlorku sodowego [2]. Inne sposoby izolowania enzymu obejmuja takie tech-
niki, jak: kolumnowa chromatografia jonowymienna [1, 8], chromatografia powino-
wactwa jonowego [12] czy potaczenie ultrafiltracji z chromatografia [3]. Coraz wigk-
sze mozliwosci wykorzystania lizozymu, przede wszystkim w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym [4, 5, 10], wplywaja na intensyfikacjg prac dotyczacych otrzymy-
wania enzymu. Biorac pod uwage wlasciwosci fizykochemiczne lizozymu, zwlaszcza
jego niewielka mase czasteczkowa, zakladano, ze do jego separowania z bialka jaja
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kurzego celowe jest wykorzystanie technik membranowych, a przede wszystkim ultra-
filtracji (UF). Technike UF stosuje si¢ coraz czgsciej do zaggszczania biatka jaja przed
jego dalszym przetwarzaniem. Jednoczesne wykorzystanie jej do obu celdw, tj. za-
geszczania bialka jaja i separacji lizozymu, moze przynie$¢ zakladom jajczarskim
znaczne korzyéci ekonomiczne.

Celem pracy byla proba zastosowania ultrafiltracji do bezposredniego pozyski-
wania lizozymu z biatka jaja kurzego.

Material i metody badan

Surowcem do badan byto biatko $§wiezych jaj kurzych pochodzacych od kur nio-
sek Astra S z fermy hodowlanej Oddzialu Badawczego Drobiarstwa Instytutu Zoo-
techniki w Zakrzewie k/Poznania.

Ultrafiltracja. Po przygotowaniu wstgpnym surowca obejmujacym wybijanie i
rozdzielenie tresci jaj oraz filtracj¢ i wymieszanie bialka jaja, prowadzono proces ultra-
filtracji przy uzyciu modutu ultrafiltracyjnego DDS 20-0,36 Lab firmy Union Filtra-
tion-Sanovo. Stosowano membrany polisulfonowe o granicznej przepuszczalno$ci
czastek wynoszacej 20 kDa (GR61PP), 30 kDa (FS50PP), 50 kDa (GR51PP) oraz
100 kDa (GR40PP). Proces UF prowadzono: '

e przy zmiennym stopniu rozcienczenia biatka jaja (ilo§¢ biatka w stosunku do ilo$ci
wody wynosita 1+1, 142, 143, 1+4, 145, 146, czyli udzial wody dodanej stanowit
50%, 66,7%, 75%, 80%, 83,3% i 85,7% roztworu),

e przy pH biatka jaja (8,0; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5; 11,0) regulowanym roztworami
NaOH i HC],

e przy zmiennej sile jonowej roztworow biatka jaja (0,085M, 0,17 M, 0,34 M,
051 M, 0,68 M, 0,85 M) regulowanej chlorkiem sodowym,

e po sonikowaniu (dziatanie fal utradzwigkowych ) biatka jaja,

¢ po odcukrzeniu bialtka jaja.

Otrzymana w wyniku ultrafiltracji frakcje przesaczu (PL) zageszczano i odsalano
technika ultrafiltracji stosujac membrany o ,,cut-off” 2 kDa, a nastepnie suszono liofili-
zacyjnie wraz z probami biatka naturalnego (EW) i biatka pozostatego po wyizolowa-
niu lizozymu zwanego koncentratem (REW).

Sonikowanie. Sonikowanie biatka jaja prowadzono przy uzyciu generatora fal ul-
tradzwigkowych typu UM-20 firmy UNITRA-UNIMA.

Odcukrzanie. Odcukrzanie prowadzono metoda enzymatyczna przy uzyciu oksy-
dazy glukozowe;j i katalazy w postaci preparatu o handlowej nazwic NOVOFERM™,
Skuteczno$¢ odcukrzenia bialka jaja okreslano kolorymetrycznie przy uzyciu zestawu
testujacego DEXTROSTIX™ firmy Bayer.
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Aktywnos$¢ lizozymu. W uzyskanych probach oznaczano hydrolityczng aktyw-
no$¢ lizozymu metoda spektrofotometryczng [7], zawarto$¢ biatka ogodlnego (metoda
Kjeldahla przy uzyciu aparatu Kjeltec firmy Tecator), chlorku sodowego (metoda
Mohra) [9], wody (metoda suszarkowa przy uzyciu wagosuszarki MA 30 firmy Sarto-
rius), badano sktad aminokwasowy preparatow (przy uzyciu automatycznego analiza-
tora aminokwasow AAA-T-339 firmy Mikrotechna). Okreslono stopien odzysku lizo-
zymu z biatka jaja kurzego oraz stopien oczyszczenia enzymu C (stosunek aktywnosci
wlasciwej enzymu w otrzymanym preparacie do poczatkowej aktywnosci enzymu w
surowcu, przed jego izolacja).

Elektroforeza. Analizg elektroforetyczna (SDS-PAGE) badanych prob prowadzo-
no w aparacie SE-600 firmy Hoefer Scientific Instruments wg metody Laemmli [6]. Do
prob preparatéw biatkowych i standardu o stezeniu 1,0 mg/cm’ dodawano 0,002%
biekitu bromofenolowego i 10% fikolu. Do rozdziatu biatek stosowano Zel rozdzielaja-
cy 1 zageszczajacy o stezeniu odpowiednio 12,5 i 5% akrylamidu. Wielko$é prob do
analizy wynosita 20 pl. Elektroforeza prowadzona byta przy nat¢zeniu pradu 60 mA w
czasie migracji prob poprzez zel zaggszczajacy, a nastgpnie 120 mA po osiagnigciu
Zelu rozdzielajacego. Po dotarciu czofa substancji rozdzielanej i mieszaniny wzorcow
do konica zelu, rozdziat uznawano za zakonczony. Otrzymany zel plukano w 10%
roztworze kwasu octowego, a nastgpnie barwiono 20 godzin w roztworze barwiacym
(0,1% Comasie Briliant Blue R-250, 40% metanol, 10% kwas octowy). Zel odbarwia-
no w roztworze o sktadzie 40% metanol i 10% kwas octowy do momentu uzyskania
przezroczystego tla. Gotowe zele skanowano przy uzyciu skanera ScanMagic 4800P
firmy Mustek i programu komputerowego iPhoto Plus 4.

Statystyka. Uzyskane wyniki poddano obrobce statystycznej, w pierwszej kolej-
nosci dokonano eliminacji btedéw grubych, a nastgpnie okre$lono istotno$¢ réznic
$rednich arytmetycznych wynikéw uzyskanych dla badanych grup do$wiadczalnych,
przeprowadzono weryfikacje statystyczng testem Duncana oraz oceniono istotno$é
wplywu badanego czynnika na parametry jakosciowe badanych préb przeprowadzono
metoda jednokierunkowej analizy wariancji. Oceng wspoétzalezno$ci analizowanych
parametrow prowadzono obliczajac wspolczynniki korelacji oraz oceniajac ich istot-
nos¢. Obliczenia statystyczne prowadzono przy wykorzystaniu programu komputero-
wego SPSS PC+.

Dyskusja wynikow

W przemysle jajczarskim procesy membranowe, a przede wszystkim ultrafiltracja
(UF), wykorzystywane byly dotad do zaggszczania bialka jaja badZz calej tresci jaj
przed ich dalszym przetwarzaniem. W niniejszej pracy techniki membranowe probo-
wano uzy¢ do bezposredniej separacji lizozymu z bialka jaja kurzego. Zasada metody
oparta jest na rozdzieleniu frakcji biatkowych znajdujacych si¢ w roztworze przy wy-
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korzystaniu réznicy ich mas czasteczkowych. Lizozym o masie 14,3 kDa jest jednym z
najmniejszych biatek wystgpujacych w czgsci bialkowej jaja kurzego. Tworzy on
zwiazki kompleksowe prawie ze wszystkimi biatkami tam obecnymi. Ponadto juz w
1964 roku Sophianopoulos i Holde [11] wykazali, ze w zalezno$ci od stgZenia enzymu,
pH i sity jonowej roztworu, a takze innych czynnikéw Srodowiskowych taczy si¢ on w
dimery i wyzsze polimery. Trwato$¢ tych potaczen stabilizowana jest obecno$cia w
biatku jaja sacharydow. Sprawia to, ze separacja lizozymu technikg UF jest trudna, tym
bardziej, ze podczas procesu separacji enzymu tworza si¢ warunki sprzyjajace jego
asocjacji (podwyzszone ci$nienie, wysokie pH). W niniejszej pracy w celu utatwienia
separacji enzymu ta technika, surowiec wstepnie przygotowywano przez jego rozcien-
czanie, odcukrzenie i sonikowanie, a podczas ultrafiltracji zmieniano pH, silg jonowa
roztworu oraz stosowano membrany o ,,cut-off” od 20 do 100 kDa.

Tabelal

Wplyw warunkéw przygotowania biatka jaja na wlasciwoéci lizozymu otrzymanego metoda bezposred-
niej ultrafiltracji.

Effect of initial preparation of egg white on properties of lysozyme obtained by direct ultrafiltration
method.

Badany paramstr Wartosé Akty\.)vrlloéé Stopien oczyszczenia | Lizozym odzyskany
Parameter Value Activity Degreg of enzyme Recovery of enzyme
(U/mg) purification (%)
1+1 1548 2,45° 1,22%
L 1+2 3011° 4,38° 1,83°
g‘:ﬁ;ﬁ‘;ﬁﬁf 143 3240:l 4,78% 2,03°
s 1+4 3391 4,97% 2,03¢
jaja) 1 3 Z
1+5 3346 5,03 2,05
1+6 3399° 5,09° 2,06°
8,0 1501° 1,85¢ 1,39
9,0 2846 3,88° 1,89¢
,, 9,5 3405" 4,738 2,08%
Wartosc pH 10,0 3558 4,807 2,25
10,5 32998 4,78" 2,20°
11,0 3207¢ 4,23 2,11°
0,085 3034 4,59' 2,34'
0,17 3400 5,24/ 2,758
o 0,34 4492™ 6,05 3,64"
Sila jonowa (M) 0,51 5865" 7,59" 425
0,68 7006° 8,93™ 5,30
0,85 7408° 9,75" 6,23%
a-p — liczby w kolumnach oznaczone réznymi literami w obrebie jednego parametru s istotnie rézne, o <
0,05.

a-p — mean values in columns denoted by varying letters differ significantly, o < 0,05.
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Tak otrzymane preparaty enzymatyczne poddano badaniom analitycznym, a uzy-
skane wyniki przedstawiono w tab. 1.

Aktywnosé wiasciwa lizozymu

Rozcienczenie surowca. Aktywno$¢ otrzymanego lizozymu wzrastala wraz ze
wzrostem stopnia rozcienczenia surowca. Wyrazne zwigkszenie aktywnosci obserwo-
wano przy rozcienczaniu biatka jaja w stosunku 1+3. Osiagneta ona woéwczas poziom
3240 U/mg. Dalsze dodawanie wody do uktadu powodowalo wolniejszy wzrost ak-
tywnos$ci 1 ostatecznie osiagnigto warto§¢ 3399 U/mg biatka przy rozcieficzeniu 1+6.
Jednak w tym przypadku czas trwania procesu zwigkszy? si¢ szeSciokrotnie w porow-
naniu do rozcienczenia 1+3. Biorac pod uwagg powyzsze obserwacje i opierajac si¢ na
wynikach analizy statystycznej (Tab. 1) w kolejnym etapie doswiadczenia stosowano
75% dodatek wody w stosunku do masy surowca (rozcienczenie 1+3).

Kwasowos$¢ srodowiska. W zaleznosci od wartosci pH stosowanego podczas pro-
cesu separacji aktywno$¢ enzymu zmieniata swa warto$¢ od 1501 U/mg przy pH 8,0
do 3207 U/mg przy pH 11,0, osiagajac maksimum wynoszace 3558 U/mg przy pH
réwnym 10,0. W miarg zblizania si¢ warto$ci pH do punktu izoelektrycznego lizozymu
obserwowano wyrazng tendencje do wzrostu aktywnosci preparatu, a nastgpnie jej
niewielkie obnizenie przy dalszym wzroscie pH biatka jaja (Tab. 1). Do$wiadczenie
wykazalo wigc, ze prowadzenie procesu w warunkach pH bliskich wartosci punktu
izoelektrycznego lizozymu ulatwia izolowanie enzymu. Zwigzane jest to najmniejsza
trwatoscig jego komplekséw w takim $rodowisku. Maksimum aktywnoéci otrzymane-
go preparatu (3558 U/mg) uzyskano przy pH réwnym 10,0. Przy takiej jego warto$ci
prowadzono dalsze doswiadczenia.

Sita jonowa. W przypadku zwigkszania sity jonowej roztworu wzrost aktywnosci
wlasciwej lizozymu byt najbardziej znaczacy (Tab. 1). Z bialka jaja kurzego, w ktérym
stezenie dodanego chlorku sodu wynosito 0,085 M uzyskano preparat enzymatyczny o
aktywnosci rownej 3034 U/mg, natomiast przy dziesigciokrotnie wigkszej sile jonowe;j
roztworu aktywnos$¢ lizozymu wzrosta az do 7408 U/mg. Nie prowadzono badan w
wyzszym zakresie stezen, gdyz w takich warunkach wystgpowato wytracanie znacz-
nych iloéci enzymu na membranach filtracyjnych i ich zapychanie (stezenie soli 1 pH
srodowiska odpowiadajace krystalizacji lizozymu spotggowane dodatkowo przylozo-
nym ci$nieniem), co w konsekwencji doprowadziloby do zatrzymania procesu ultrafil-
tracji. W dalszych do$wiadczeniach stosowano wigc roztwor bialka jaja, ktorego sita
jonowa wynosita 0,85 M.

Przeprowadzona analiza statystyczna tej czgsci badan podkre$lata wysoce istotna
zaleznos¢ aktywnosci wiasciwej otrzymanych preparatdéw lizozymu od stopnia roz-
cieficzenia surowca, warto$ci zastosowanego pH oraz sity jonowej. Podobne zaleznos$ci
otrzymano dla stopnia oczyszczenia enzymu C, ktory §cisle skorelowany jest z aktyw-
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nos$cia wlasciwa lizozymu. Podobnie osiagal on maksymalne wartosci w tych samych
przedziatach rozcieniczenia surowca, jego pH i sity jonowej (Tab. 1).

Tabela 2

Wplyw odcukrzania, sonikowania biatka jaja oraz rodzaju membran (o réznych ,,cut-off”’) na wlasciwosci
lizozymu otrzymanego metoda bezposredniej ultrafiltracji.

Properties of lysozyme separated by direct ultrafiltration with removing of sugar, sonication and using
membranes of different cut-offs.

Aktywno$é Stopien oczyszczenia Lizozym odzyskan
Bad;:r);r;:;rtzrrnetr Atcytivity ngree of };nzyme Recov};ry of eynzym};

(U/mg) purification (%)
Odcukrzanie 7208° 9,79° 6,85°
Sonikowanie 7185 9,76 6,94°
Brak odcukrzania
i sonikowania 7264° 9,87% 6,72*
(préba kontrolna)
,Cut-off” membran: 20 kDa 2589° 3,50° 1,15°
30 kDa 7244° 797 6,28¢
50 kDa 9470° 13,28° 9,85°
100 kDa 12357° 16,95° 19,75

a-e — patrz tabela 1.
a-¢ — see Table 1.

Stardard A

Rys. 1. Analiza elektroforetyczna preparatéw lizozymu otrzymanych metoda UF w poréwnaniu z natu-
ralnym biatkiem jaja (EW) oraz standardowym lizozymem A-20 kDa, B-30 kDa, C-50kDa, D-
100kDa.

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of lysozyme preparations obtained by ultrafiltration in comparison with
native egg white (EW) and standard lysozyme: A-20kDa, B-30kDa, C-50kDa, D-100kDa.
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Odcukrzanie i sonikowanie. Proba uwolnienia lizozymu z sacharydowych zwiaz-
kow kompleksowych przez usunigcie cukru z biatka jaja nie przyniosta spodziewanych
efektow. Aktywnos$¢ wiasciwa lizozymu w otrzymanych preparatach enzymatycznych
nie wykazata réznic istotnych statystycznie w stosunku do wynikéw uzyskanych dla
preparatu pochodzacego z proby kontrolnej. Z odcukrzonego biatka jaja kurzego
otrzymano preparat, w ktorym aktywnos¢ wiasciwa lizozymu wyniosta 7208 U/mg,
natomiast aktywno$c¢ lizozymu uzyskanego z biatka kontrolnego wykazywata warto$¢
7264 U/mg. Stopien oczyszczenia enzymu rowniez utrzymywat si¢ na podobnym po-
ziomie dla obu rodzajéw preparatéw i jego $rednie warto$ci wyniosty odpowiednio
9,79 1 9,87 (Tab. 2). Badania preparatow pochodzacych z biatka jaja, ktore przed pro-
cesem ultrafiltracji poddano sonikowaniu rowniez nie przyniosty oczekiwanych rezul-
tatow. Wartosci aktywnosci lizozymu w preparatach nie réznity si¢ od proby kontrol-
nej (warto$¢ Srednia aktywnos$ci wlasciwej lizozymu wyniosta 7185 U/mg). Stopien
oczyszczenia enzymu byt natomiast o 0,1 nizszy niz dla proby kontrolnej (Tab. 2).

»Cut-off” membran. Czynnikiem determinujacym poziom aktywnosci lizozymu w
otrzymanych preparatach enzymatycznych okazala si¢ wielkos¢ przepuszczanych cza-
stek przez membrany (,,cut-off” membran). Wraz z jej wzrostem uzyskiwano zdecy-
dowanie wyzsza aktywno$¢ lizozymu w kolejno otrzymywanych preparatach (Tab. 2).
W probach uzyskanych przy uzyciu membran o ,,cut-off” do 20 kDa aktywno$¢ wyno-
sita 2589 U/mg natomiast 12357 U/mg przy uzyciu membran o ,,cut-off” do 100 kDa
(Tab. 2). Otrzymane wyniki badan, nie wykluczajac obecno$ci w preparacie potaczen
enzymu z innymi biatkami, wskazywaly na mozliwos¢ wystgpowania oligomerycz-
nych form lizozymu w momencie jego separacji. Obserwowany wzrost aktywno$ci
sugerowat separowanie lizozymu w postaci monomeru w momencie uzycia membran o
»cut-off” do 20 kDa, monomeru i dimeru, kiedy uzywano membran o przepuszczalno-
$ci do 30 kDa, oraz monomeru, dimeru i wyzszych oligomeréw przy uzyciu membran
o przepuszczalnosci do 50 i 100 kDa. Cze$ciowe potwierdzenie powyzszych obserwa-
cji dostarczyta analiza rozdziatlow elektroforetycznych biatek zawartych w preparatach
(Rys. 1). Na wszystkich elektroforegramach pierwsze pasmo biatkowe pojawialo sie na
wysokosci standardowego monomeru lizozymu proby kontroinej (14,3 kDa), byto wiec
interpretowane jako monomeryczna posta¢ lizozymu. Dla membran o ,,cut-off” 30, 50 i
100 kDa pojawity sig¢ kolejne pasma odpowiadajace najprawdopodobniej dimerowi
(28 kDa) i trimerowi (43 kDa) lizozymu. W przypadku membran o ,,cut-off” 100 kDa
widzimy kolejne pasma, ktére mogly odpowiada¢ zaréwno zanieczyszczeniom prepa-
ratu innymi biatkami (owoalbuming-45 kDa i konalbumina-75 kDa), jak i wyzZszym
oligomerom lizozymu. Jednoznaczna interpretacja wynikow byta wigc trudna. W celu
proby wyjasnienia problemu przeprowadzono analiz¢ sktadu aminokwasowego prepa-
ratdéw enzymatycznych i standardowego lizozymu oraz dodatkowo wyniki poréwnano
z danymi literaturowymi dla lizozymu i biatka jaja kurzego. Dziatania te potwierdzily
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zlozony charakter otrzymanych preparatéw enzymatycznych (Tab. 3). Zawarto$¢ wigk-
szo$ci aminokwasow w badanych probach zblizona byta do ich ilo§ci w standardowym
lizozymie. Jedynie zawartos¢ kwasu asparaginowego i glutaminowego oraz argininy
wskazywata na obecno$¢ w nich innych biatek czgsci biatkowej jaja kurzego. Wyniki
wskazujg wigc na mozliwo$¢ zanieczyszczenia preparatOw innymi biatkami, ale jedno-
cze$nie nie mozna wykluczy¢ hipotezy o powstawaniu asocjatow lizozymu podczas
Jjego separacji technika UF. Analogicznie do aktywnosci wiasciwej lizozymu, rowniez

Tabela 3

Sklad aminokwasowy otrzymanych preparatow enzymatycznych, standardu lizozymu oraz naturalnego
biatka jaja.
Amino acid composition of enzymatic preparations, standard of lysozyme and native egg white.

Nazwa aminokwasu Zawarto$¢ aminokwasu w probie (%) / % of total amino acid

Amino acid PLso PLigo Standard Standard* EwW*
Kwas asparaginowy 10,95 10,47 15,57 17,07 10,22
Treonina 4,32 4,17 4,74 5,69 4,50
Seryna ' 5,95 5,94 5,51 8,13 9,00
Kwas glutaminowy 11,96 12,27 5,14 4,07 12,72
Prolina 3,55 3,51 1,90 4,63 3,67
Cysteina 6,29 6,46 6,56 6,50 2,68
Glicyna 6,68 6,34 7,14 9,76 5,62
Alanina 5,62 5,40 6,11 5,76 9,08
Walina 5,59 5,66 3,90 4,88 6,80
Metionina 4,14 3,97 2,31 1,63 3,23
Izoleucyna ‘ 4,39 424 3,98 4,88 4,42
Leucyna 7,71 7,01 6,09 6,50 8,16
Tyrozyna 4,10 3,89 3,46 2,44 2,69
Fenyloalanina 5,26 4,82 3,39 2,44 4,53
Histydyna 2,63 2,46 2,09 0,81 1,78
Lizyna 4,26 5,69 5,54 4,88 6,72
Arginina 5,21 5,63 10,51 8,94 4,10

* Za Ahvenaineinem i in. (1979)

PLs — lizozym otrzymany przy uzyciu membran o “cut-off” 50 kDa
PL g0 — lizozym otrzymany przy uzyciu membran o “cut-off” 100 kDa
EW — biatko jaja kurzego

*Ahvenaineinem et al. (1979)

PLs — lysozyme obtained with membranes with “cut-off” of 50 kDa
PL g0~ lysozyme obtained with membranes with “cut-off” of 100 kDa
EW — native egg white
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warto$¢ stopnia oczyszczenia enzymu wzrastata wraz ze zwigkszaniem zakresu prze-
puszczalnosci membran (Tab. 2). Przy ,,cut-off” do 20 kDa jego warto$¢ byla bardzo
niska i wyniosta zaledwie 3,5. W miar¢ zwigkszania przepuszczalnosci do 30 kDa
wspolczynnik wzr6st ponad dwukrotnie (7,97), w przedziale 30-50 kDa ulegt kolejne-
mu podwojeniu (13,28), by ostatecznie osiagnaé wartos¢ 16,95 przy przepuszczalnosci
membran do 100kDa.

Stopien odzyskania lizozymu

Jednym z najistotniejszych kryteriow oceny praktycznej przydatnosci badanej
metody, obok aktywnoS$ci enzymatycznej otrzymanego preparatu, jest jej efektywnosé,
mierzona ilo$cig odzyskanego lizozymu z bialka jaja. Przy zastosowanych parametrach
prowadzenia procesu separacji okazato sig, Ze mimo licznych zabiegéw w celu osta-
bienia wzajemnych interakcji, oddzialywania lizozymu z pozostalymi biatkami pozo-
stawaly w dalszym ciagu bardzo silne. Zjawisko to znacznie utrudnialo izolowanie
enzymu. Efektem byla niewielka ilo§¢ otrzymanego preparatu zarowno wtedy gdy
rozcienczano surowiec, jak i wtedy gdy stosowano rdézne wartosci pH (Tab. 1). W naj-
korzystniejszych warunkach rozcienczenia i kwasowosci, tj. po dodaniu 75% wody
oraz przy pH 10,0, odzyskano okoto dwa procent enzymu zawartego w naturalnym
biatku jaja. Natomiast wyrazny wzrost efektywnosci odzysku, choé nadal pozostajacy
na niskim poziomie, obserwowano w przypadku zwigkszania sity jonowej. Przy mak-
symalnym stezeniu soli (0,85 mola/dm®) odzyskiwano niewiele ponad 6% ogélnej
ilo$ci lizozymu znajdujacego si¢ w naturalnym biatku jaja (EW). Analiza statystyczna
otrzymanych wynikow wykazata istotng zalezno$¢ ilosci odzyskanego enzymu od sity
Jonowej roztworu. Z przyczyn oméwionych w poprzednim punkcie (mozliwo$¢ wytra-
cania sig¢ lizozymu na memranach przy okre$lonym stezeniu soli) nie prowadzono ba-
dan powyzej gornej granicy stosowanego zakresu st¢zenia soli.

Przeprowadzone badania dotyczace wplywu sity jonowej roztworu biatka jaja ku-
rzego na skuteczno$¢ separacji z niego lizozymu technika UF wykazaty wigc, Ze para-
metr ten odgrywat bardzo wazna role i nalezy go zawsze uwzglednia¢ przy projekto-
waniu i programowaniu badan dotyczacych tego problemu. W najkorzystniejszych
warunkach prowadzenia procesu omawianego etapu badan, tj. przy rozcienczeniu 1+3,
pH 10,0 i przy sile jonowej wynoszacej 0,85 M, ilo$é odzyskanego lizozymu wyniosta
6,23%, jego aktywno$¢ — 7408 U/mg, a stopien oczyszczenia wzrdst do poziomu 9,75.
Nie obserwowano natomiast wyraznego wplywu odcukrzania i sonikowania surowca
na ilo$¢ uzyskanego preparatu (Tab. 2). Z biatka odcukrzonego przed ultrafiltracja
odzyskano 6,85% lizozymu, z biatka poddanego sonikowaniu - 6,94%, a z naturalnego
bialka jaj przy zachowaniu podobnych warunkéw separacji enzymu osiagnigto 6,72%
skuteczno$¢ procesu. Brak widocznego wzrostu odzysku lizozymu wskazywat wigc na
dalsze utrzymywanie si¢ enzymu w formie makroczasteczek, ktore zatrzymywane byly
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przez membrany. Dopiero zastosowanie membran o wigkszej przepuszczalnosci cza-
stek, podobnie jak w przypadku aktywno$ci, zdecydowanie wplynglo na poziom uzy-
skanych wynikow (Tab. 2). Efektywno$¢ izolowania enzymu wzrosta z 1,2% przy
wcut-off” 20 kDa do ok. 20% przy zastosowaniu membran o ,,cut-off” 100 kDa. Jednak
w tym przypadku, jak juz wczeéniej sygnalizowano, nie wykluczono zanieczyszczenia
preparatu innymi biatkami. Uznano wigc, Ze zastosowanie membran o jeszcze wyz-
szym ,,cut-off” mijaloby si¢ z celem, gdyz czysto§¢ chemiczna otrzymanego preparatu
bylaby zbyt niska. Mimo wigc, ze aktywno$¢ otrzymanego preparatu byla wysoka,
ilo$¢ odzyskanego biatka, zwlaszcza w poréwnaniu do klasycznej metody krystalizacji
enzymu (odzysk 60-80%), czy chromatograficznych metod jego pozyskiwania (odzysk
80-90%) pozostawata nadal na stosunkowo niskim poziomie. Wydaje si¢ jednak, zZe
zaklady jajczarskie posiadajace i wykorzystujace linie ultrafiltracyjne do zaggszczania
biatka jaja przed jego dalszym przetwarzaniem moglyby z powodzeniem, przy nie-
wielkich zmianach technologicznych, pozyskiwaé takze lizozym. W takim przypadku,
nawet przy niskim poziomie separowania enzymu (15-20%), jego pozyskiwanie meto-
da UF mogloby mie¢ uzasadnienie ekonomiczne.

Whioski

1. Rozcienczanie biatka jaja przed ultrafiltracyjnym izolowaniem z niego lizozymu
wplywalo na wzrost odzysku i aktywnos$¢ otrzymanego preparatu. Za najkorzyst-
niejsze uznano rozcienczenie, w ktorym woda stanowita 75% roztworu.

2. Badajac wpltyw kwasowosci srodowiska w ktérym prowadzono separacjg stwier-
dzono, ze lizozym uzyskuje maksymalna aktywnosé¢ przy pH 10,0.

3. Najbardziej znaczacy wzrost aktywnosci lizozymu obserwowano, gdy zwigkszono
site jonowa roztworu do wartosci 0,85M.

4. Nie obserwowano wpltywu odcukrzania i sonikowania biatka jaja na wzrost aktyw-
nosci i stopien odzysku enzymu.

5. Czynnikiem determinujacym odzysk enzymu z biatka jaja i jego aktywno$¢ oka-
zala sig wielko$¢ czastek przepuszczanych przez membrany (,cut-off” membran).
Najwyzszy efekt uzyskano przy ,,cut-off” 100 kDa, dla ktérego odzyskano prawie
20% lizozymu zawartego w biatku jaja o aktywnosci ponad 12 tys. U/mg.

Praca finansowana ze srodkow KBN — IG 5P06G01410.
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SEPARATION OF LYSOZYME FROM CHICKEN EGG WHITE BY DIRECT
ULTRAFILTRATION METHOD

Summary

The aim of this work was to use ultrafiltration (UF) to isolate lysozyme directly from chicken egg
white. It was concluded that the specific activity of lysozyme, degree of its purification and enzyme re-
covery depended significantly on the dilution of egg white solution, its pH and ionic strength. A signifi-
cant rise in lysozyme activity and efficiency of the enzyme separation was observed after the isolation
was carried out with the use of membranes with increasing cut-off. Under the best separation conditions
the enzyme activity was 12.400 U/mg, coefficient of purification degree (the ratio of enzyme specific
activity in the preparation, to the initial enzyme activity in raw material before isolation) received level 17
and the recovery of lysozyme was about 20%.



