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Wykorzystanie filtracji membranowej w separacji białek  
pochodzących z serwatki koziej oraz ich hydrolizatów 

 
Wstęp 

Serwatka jako produkt uboczny przemysłu jest zakwalifikowana, 
zgodnie z zarządzeniem Ministra Środowiska jako medium szczegól-
nie niebezpieczne. Współczynniki BOD oraz ChZT5 serwatki powin-
ny zostać obniżone do wartości 40 mg l-1 zgodnie z prawem [Rozpo-
rządzenie MŚ, 2006]. Równocześnie jednak serwatka stanowi źródło 
cennych białek i laktozy, które mogą zostać zagospodarowane, co 
spowoduje obniżenie BOD oraz ChZT5.  

Białka serwatkowe wykazują właściwości bioaktywne, więc wy-
korzystanie ich oraz ich hydrolizatów do suplementacji środków 
spożywczych, czy terapeutycznych przynosi korzystne efekty.  Bar-
dzo często białka serwatkowe są głównym komponentem produktów 
przeznaczonych dla sportowców. Laktoferyna – białko występujące 
w serwatce w najmniejszym stężeniu (Tab. 1),  a posiadające bardzo 
silne właściwości antybakteryjne, ma zastosowanie w produkcji 
kosmeceutyków, czy produktów do higieny jamy ustnej.  

Tab. 1 . Charakterystyka białek serwatkowych pochodzących z mleka koziego  
[Sanmartin i in. 2012] 

 
Masa  

cząsteczkowa [kDa] 
Stężenie ·103  

[kg·m-3] 
pI 

Immunoglobuliny (IM) 150÷1000 0,42 5,5÷8,3 

Laktoferyna (LF) 78 0,12 9,0 

Albumina (SA) 69 0,26÷0,3 4,7÷4,9 

β-laktoglobulina (LA) 18,3 1,8÷2,8 5,2 

α-laktoalbumina (LG) 14 0,6÷1,1 4,5÷4,8 

Glikomakropeptydy (GMP) 7 0,96 - 

Immunoglobuliny serwatkowe poprawiają natomiast właściwości 
immunomodulacyjne środków spożywczych przeznaczonych dla 
noworodków [Maubois i Ollivier, 1997].  Hydrolizaty białkowe 
stosuje się u noworodków z alergią. Peptydy pochodzenia serwatko-
wego posiadają również właściwości prozdrowotne, a np. zhydroli-
zowana α-laktoalbumina jest źródłem α-laktorfiny (fr. 50-53) czyli 
peptydu o działaniu opioidowym [Dziuba i Fornal, 2009].  

W celu separacji, zatężenia serwatki można wykorzystać ciśnie-
niowe techniki membranowe. Membrany mikrofiltracyjne stosowane 
są w przemyśle do sterylizacji mleka [Zander i Zander, 2004], jego 
zagęszczania [Mawson, 1994], czy separowania miceli kazeinowych 
[Caron, 1997]. Membrany ultrafiltracyjne, których rozmiary porów 
są z zakresu cząsteczkowego, testowane były pod kątem wymycia 
laktozy z serwatki [Erdem i in., 2006] oraz  produkcji koncentratów 
białkowych [Morr i Ha, 1993; Arunkumar i Etzel, 2015]. Membrany 
nanofiltracyjne badano także pod kątem odseparowania peptydów, 
będących efektem hydrolizy przemysłowej białek serwatkowych 
[Butylina, 2006]. 

Zintegrowanie ultra-, mikro- oraz nanofiltracji może doprowadzić 
do efektywnego zagospodarowania serwatki, pozyskania cennych, 
biologicznie aktywnych białek serwatkowych i peptydów pochodzą-
cych z ich hydrolizy.  

Celem niniejszej pracy było przedstawienie propozycji wielostop-
niowej separacji białek serwatkowych oraz peptydów.  

Badania doświadczalne 
Materiały 

Do eksperymentów separacyjnych wykorzystywano serwatkę 
pochodzącą z firmy Sery Łomnickie - Kozia Łąka, Polska. Charakte-
ryzowała się ona lekko żółtą barwą, wykazywała lekkie zmętnienie, 
a jej lepkość (oznaczona wiskozymetrem Hoepplera) wynosiła 

0,950 mPa·s. Serwatkę przed podaniem na membranę poddawano 
klarowaniu wapniowo-termicznemu w celu zmniejszenia niekorzyst-
nego osadzania się białek na powierzchni membrany [Rinn i in., 
1990]. W pierwszym etapie stosowano wirowanie (przy 9508 G) 
przez 30 minut w 4˚C  a następnie dodawano 1,2 kg m-3 CaCl2 
w temperaturze 2÷5°C i 2M NaOH w celu doprowadzenia pH do 
wartości 7,3. Tak uzyskany roztwór termostatowano przez 8 minut w 
temperaturze 60˚C. Po ochłodzeniu ponownie wirowano w taki sam 
sposób, jak w etapie wstępnym. Uzyskane medium było  klarownym 
roztworem białek serwatkowych nie różniącym się od początkowego 
zarówno pod względem składu jakościowego jak i ilościowego białek.  

Aparatura i metodyka 

W badaniach wykorzystano trzy rodzaje membran ceramicznych 
(Tammi Industries, Nyons, Francja) o różnych wielkościach porów 
(współczynnikach odcięcia) i powierzchni separacyjnej (Tab. 2).  

Tab. 2. Parametry zastosowanych membran ceramicznych  
(Tammi Industries) 

Średnica porów  
(Wsp. odcięcia) 

Powierzchnia 
filtracyjna 

[m2] 

Liczba 
kanałów 

Materiał 
nośnika 

Materiał 
membrany 

0,14 [µm] 0,013 7 TiO2 TiO2 

150 [kDa] 0,013 7 TiO2 ZrO2/TiO2 

15 [kDa] 0,0045 1 TiO2 ZrO2/TiO2 

 
Strumień zasilający podawano do wnętrza rurek, w przepływie 

krzyżowym,  z szybkością 2 m s-1. Ciśnienie transmembranowe wy-
nosiło 0,5 bar dla MF i 2,0 bar dla UF oraz NF. 

Zmiany pH dokonywano poprzez odpowiednie rozcieńczenie 
0,1 M buforem fosforanowym o pH 5 lub pH 9. Natomiast siłę jono-
wą roztworu podwyższano za pomocą NaCl. Separacji poddawano  
serwatkę o 20-krotnym rozcieńczeniu. Stężenie początkowe białka 
było w zakresie od 9 do 14 kg m-3 (w zależności od dnia pozyskania 
serwatki od producenta).  

Zawartość białka w roztworach była prowadzona metodą 
Lowry’ego i in. [1951] bazując na krzywej standardowej na albuminę 
wołową o równaniu 

 C [kg m-3] = 0,396 Abs (750)  (1)  

Zawartość peptydów oznaczano przy długości fali λ = 280 (Shima-
dzu) korzystając z krzywej standardowej (również na albuminę wołową)  

C [kg m-3] =1,512. Abs (280)  (2) 

Analizy jakościowej roztworów białkowo-peptydowych dokonano 
wykorzystując chromatograf HPLC (Shimadzu), z  kolumnami do 
filtracji żelowej BioSep-SEC s2000 i Yarra SEC- 2000 (Phenomenex) 
połączonych w sposób szeregowy. Jako eluent stosowano 0,05M 
bufor fosforanowy o pH 6,8. Wyniki zostały opracowane na podsta-
wie krzywej standardowej: 

log(Mcząst) = -0,110 tret + 4,276   (3) 

Reakcję hydrolizy prowadzono z udziałem termolizyny (Calbio-
chem). Przed procesem hydrolizy serwatka (pH 7,3)  była inkubowa-
na przez 30 minut w temperaturze 60oC w celu rozfałdowania struk-
tury 3. rzędowej obecnych w niej białek. Reakcja prowadzona była 
w reaktorze mieszalnikowym zaopatrzonym w płaszcz grzejny, dzię-
ki któremu utrzymywana była temperatura 60oC optymalna dla dzia-
łania enzymu. Czas trwania reakcji hydrolizy wynosił 24 godziny. 
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Wyniki i dyskusja 

Przeprowadzone badania miały na celu uzyskanie odpowiedzi jak 
siła jonowa oraz pH wpływają na separację białek serwatkowych oraz 
ich hydrolizatów oraz czy dobrane na podstawie danych literaturo-
wych membrany są odpowiednimi do separacji białek serwatkowych. 

Wg doniesień literaturowych dodatek NaCl skutkuje zwiększeniem 
średnicy białka, co wynika z tworzenia się wtórnej warstwy jonowej 
[Zydney, 1998]. Natomiast zmiana pH powoduje zmianę ładunku 
białka, ponieważ posiada ono charakter obojętny jedynie w jego punkcie 
izoelektrycznym [Xu, 2000], co może powodować agregowanie białek 
oraz  zmianę powinowactwa białek do materiału membrany.  

Proces mikrofiltracji 

Membrana o średnicy porów 0,14 µm teoretycznie powinna prze-
puszczać wszystkie z białek serwatkowych. Nawet immunoglobuliny, 
których masy cząsteczkowe sięgają 1000 kDa [Sanmartin i in. 2012], 
powinny swobodnie migrować przez membranę. W celu oszacowania 
ich rozmiarów można je porównać do zbadanego dokładnie ryboso-
mu, którego masa u Escherichia coli wynosi ok. 2700[kDa] a średni-
ca ok. 20 nm [Berg i in., 2007]. Nasuwa się zatem wniosek, że trans-
port immunoglobulin o masie 3-krotnie mniejszej niż wspomniany 
rybosom (czyli o średnicy mniejszej niż 20 nm) powinien następować 
bez ograniczeń przez membranę o nominalnej średnicy porów 0,14 
µm. W rzeczywistości sytuacja różni się od przewidywań teoretycz-
nych, ponieważ białka serwatkowe pomimo relatywnie dużych śred-
nic porów membrany są w znacznym stopniu przez  nią zatrzymywa-
ne (Rys. 1), co może świadczyć o ich silnej agregacji.  

              

Rys. 1. Współczynniki retencji w procesie mikrofiltracji  
w zależności od modyfikacji serwatki 

Współczynnik retencji zdefiniowany jako: 

R

P

C

C
R −= 1    (4) 

w każdym z przeprowadzonych eksperymentów był nieoczekiwanie 
wysoki. Dla serwatki niemodyfikowanej wynosił 0,8, zaś najniższą 
wartość równą 0,55 miał dla serwatki o dużej sile jonowej (0,5M).  

Analizując retencję poszczególnych frakcji (Rys. 2) białka o po-
dobnej masie połączono w grupy a ich współczynnik retencji wyra-
żono odpowiednio jako pole powierzchni odpowiadające tej grupie 
w permeacie i retentacie: 

RHPLC

PHPLC

A

A
R

_

_1−=
         (5) 

 
Rys. 2. Współczynniki retencji poszczególnych  frakcji  

białek serwatkowych w procesie mikrofiltracji 

Jak się spodziewano stopień zatrzymania białka malał wraz ze 
spadkiem jego masy. Dość nieoczekiwane było, że białka o masie 14 
kDa, tzn. α-LA były również w dużym stopniu zatrzymywane na 
membranie.  

Proces ultrafiltracji 

Retencja membrany ultrafiltracyjnej (Rys. 3) jest wyższa od i tak 
już wysokiej retencji w procesie mikrofiltracyjnym; współczynnik 
retencji wynosi blisko 0,9. Wskazuje to na zastosowanie takiej mem-
brany do uzyskiwania koncentratów białkowych, nie zaś do ich se-
kwencjonowania. Analogicznie jak dla membrany ultrafiltracyjnej 
wysokie pH oraz zwiększona siła jonowa powodują obniżenie ogól-
nej retencji za sprawą usprawnienia transportu najmniejszych z białek 
(Rys. 4). 

 

Rys. 3. Współczynniki retencji w procesie ultrafiltracji  
w zależności od modyfikacji serwatki. 

 
Bilansując proces w każdym z przypadków, masa osadzonego 

białka nie różniła się znacząco i wynosiła od 10 do 20%. Sytuacja 
taka ma miejsce również podczas separacji MF. 

               
Rys. 4. Współczynniki retencji poszczególnych  

frakcji białek serwatkowych-UF 

Analizując zatrzymanie poszczególnych frakcji w przypadku UF, 
obserwowano obniżenie retencji glikomakropeptydów przy pH 9 oraz 
przy stężeniu soli CNaCl = 0,5·103 mol m-3 odpowiednio o ok. 57% 
i 41% w stosunku do serwatki niemodyfikowanej. 

Separacja nanofiltracyjna 

Separacja nanofiltracyjna peptydów powstałych w wyniku enzy-
matycznej hydrolizy białek serwatkowych, z wykorzystaniem mem-
brany z pogranicza nano- i ultrafiltracyjnej (uf-fine), pozwoliła na 
rozdzielenie poszczególnych hydrolizatów. Separacja przebiegała 
zgodnie z podanym przez producenta współczynnikiem odcięcia (15 
kDa). Peptydy o masie poniżej 15 kDa były zatrzymywane jedynie 
w 20% (Rys. 5).  

Zastosowanie diafiltracji umożliwiło całkowite ich wymycie. 
W przypadku, gdy strukturami separowanymi są peptydy, będące 
sekwencją aminokwasów i jednocześnie fragmentami białek wpływ 
siły jonowej czy pH nie jest istotny, ponieważ rozfałdowane oraz 
pofragmentowane białko traci swój punkt izoelektryczny a brak 
struktury trzeciorzędowej nie sprzyja tworzeniu dodatkowej chmury 
jonowej (NaCl) dookoła peptydów. Uzyskane wyniki potwierdziły tę 
prawidłowość.  
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Rys. 5. Współczynniki retencji poszczególnych  

grup peptydów pochodzenia serwatkowego 

Wnioski 

Wykorzystanie technik membranowych do zagospodarowania ser-

watki może skutecznie doprowadzić do obniżenia ładunku biologicz-

nego, poprzez odzysk białek. Na rys 6. przedstawiono proponowany 

schemat odzysku cennych białek serwatkowych oraz peptydów ak-

tywnych biologicznie powstałych z ich hydrolizy z zastosowaniem 

membran od mikro po ultrafiltracyjne.  

 

Rys. 6. Schemat zagospodarowania białek  

serwatkowych 

 

Zastosowana membrana MF może posłużyć do odzysku α-LA, β-

LG oraz GMP, które w odczynie zasadowym oraz przy wysokiej sile 

jonowej intensywnie przechodzą do permeatu. Ich transmisja 

Tr = CP/CR   (6) 

wynosi:      Trα-LA β-LG  = 62%    oraz    TrGMP = 58%  

w roztworze zawierającym 0,5·103 mol·m-3 NaCl. W tych samych 

warunkach transmisja innych białek serwatkowych jest mniejsza niż 
35%. Natomiast uzyskany retentat będący zatężonym roztworem 

wszystkich białek serwatkowych poddany hydrolizie enzymatycznej 

prowadzi do powstania peptydów funkcjonalnych, które skutecznie 

mogą zostać rozfrakcjonowane stosując membranę NF-15 kDa. 
Membrana UF-150 kDa, wspomagana metodą diafiltracji, może 

posłużyć do skutecznego zatężenia serwatki, przy jednoczesnym 

oczyszczeniu z GMP, które dość swobodnie przez nią migrują przy 

pH 9 oraz przy zwiększonej  sile jonowej. 

OZNACZENIA 

AHPLC_P/R        – pole powierzchni pod chromatogramem permeatu/retentatu, [V s-1] 

C    –  stężenie, [kg m-3]  

CP/CR  – stężenie białka w permeacie/retentacie, [kg m-3] 

R  –  współczynnik retencji, [-] 

Tr  – transmisja, [-] 

tret    –  czas retencji, s 

λ  –  długość fali świetlnej, [nm] 

MF, UF, NF – odpowiednio mikro-, ultra- lub nanofiltracja 
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