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Wykorzystanie filtracji membranowej w separacji biatek
pochodzacych z serwatki koziej oraz ich hydrolizatow

Wstep

Serwatka jako produkt uboczny przemystu jest zakwalifikowana,
zgodnie z zarzadzeniem Ministra Srodowiska jako medium szczeg6l-
nie niebezpieczne. Wspétczynniki BOD oraz ChZT; serwatki powin-
ny zosta¢ obnizone do wartoéci 40 mg 1" zgodnie z prawem [Rozpo-
rzadzenie MS, 2006]. Réwnoczesnie jednak serwatka stanowi zrédto
cennych bialek i laktozy, ktére moga zosta¢ zagospodarowane, co
spowoduje obnizenie BOD oraz ChZTs.

Biatka serwatkowe wykazuja wlasciwosci bioaktywne, wigc wy-
korzystanie ich oraz ich hydrolizatéw do suplementacji $rodkéw
spozywczych, czy terapeutycznych przynosi korzystne efekty. Bar-
dzo czgsto biatka serwatkowe sa gtéwnym komponentem produktéw
przeznaczonych dla sportowcow. Laktoferyna — biatko wystgpujace
w serwatce w najmniejszym st¢zeniu (Tab. 1), a posiadajace bardzo
silne wtasciwosci antybakteryjne, ma zastosowanie w produkcji
kosmeceutykéw, czy produktéw do higieny jamy ustne;j.

Tab. 1 . Charakterystyka biatek serwatkowych pochodzacych z mleka koziego
[Sanmartin i in. 2012]

Masa Stezenie -10°

czasteczkowa [kDa] [kg~m’3] pl
Immunoglobuliny (IM) 1501000 0,42 5,5+8,3
Laktoferyna (LF) 78 0,12 9,0
Albumina (SA) 69 0,26+0,3 4,7+4,9
f-laktoglobulina (LA) 18,3 1,8+2,8 52
o-laktoalbumina (LG) 14 0,6+1,1 4,5+4,8
Glikomakropeptydy (GMP) 7 0,96

Immunoglobuliny serwatkowe poprawiaja natomiast wtasciwosci
immunomodulacyjne $rodkéw spozywczych przeznaczonych dla
noworodkéw [Maubois i Ollivier, 1997]. Hydrolizaty biatkowe
stosuje si¢ u noworodkéw z alergia. Peptydy pochodzenia serwatko-
wego posiadaja réwniez wlasciwosci prozdrowotne, a np. zhydroli-
zowana o-laktoalbumina jest Zzrédlem a-laktorfiny (fr. 50-53) czyli
peptydu o dziataniu opioidowym [Dziuba i Fornal, 2009].

W celu separacji, zatgzenia serwatki mozna wykorzystac ci$nie-
niowe techniki membranowe. Membrany mikrofiltracyjne stosowane
sa w przemysle do sterylizacji mleka [Zander i Zander, 2004], jego
zaggszezania [Mawson, 1994], czy separowania miceli kazeinowych
[Caron, 1997]. Membrany ultrafiltracyjne, ktérych rozmiary poréw
sa z zakresu czasteczkowego, testowane byty pod katem wymycia
laktozy z serwatki [Erdem i in., 2006] oraz produkcji koncentratéw
biatkowych [Morr i Ha, 1993; Arunkumar i Etzel, 2015]. Membrany
nanofiltracyjne badano takze pod katem odseparowania peptydéw,
bedacych efektem hydrolizy przemystowej bialek serwatkowych
[Butylina, 20006].

Zintegrowanie ultra-, mikro- oraz nanofiltracji moze doprowadzi¢
do efektywnego zagospodarowania serwatki, pozyskania cennych,
biologicznie aktywnych biatek serwatkowych i peptydéw pochodza-
cych z ich hydrolizy.

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie propozycji wielostop-
niowej separacji biatek serwatkowych oraz peptydow.

Badania doswiadczalne
Materiaty
Do eksperymentéw separacyjnych wykorzystywano serwatke
pochodzaca z firmy Sery Lomnickie - Kozia tqka, Polska. Charakte-
ryzowala si¢ ona lekko z6ita barwa, wykazywata lekkie zmgtnienie,
ajej lepko$¢ (oznaczona wiskozymetrem Hoepplera) wynosita

0,950 mPa-s. Serwatkg przed podaniem na membrang poddawano
klarowaniu wapniowo-termicznemu w celu zmniejszenia niekorzyst-
nego osadzania si¢ bialek na powierzchni membrany [Rinn i in.,
1990]. W pierwszym etapie stosowano wirowanie (przy 9508 G)
przez 30 minut w 4°C a nastepnie dodawano 1,2 kg m™ CaCl,
w temperaturze 2+5°C i 2M NaOH w celu doprowadzenia pH do
warto$ci 7,3. Tak uzyskany roztwor termostatowano przez 8§ minut w
temperaturze 60°C. Po ochtodzeniu ponownie wirowano w taki sam
sposob, jak w etapie wstgpnym. Uzyskane medium bylo klarownym
roztworem bialek serwatkowych nie rézniacym si¢ od poczatkowego
zaréwno pod wzgledem sktadu jakosciowego jak i ilosciowego biatek.

Aparatura i metodyka

W badaniach wykorzystano trzy rodzaje membran ceramicznych
(Tammi Industries, Nyons, Francja) o r6znych wielkos$ciach poréw
(wspdiczynnikach odcigceia) i powierzchni separacyjnej (Tab. 2).

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

Srednica poréw POW1erzghn1a Liczba Materiat Materiat
. filtracyjna 3 o
(Wsp. odcigcia) (] kanatow no$nika membrany
0,14 [pum] 0,013 7 TiO, TiO,
150 [kDa] 0,013 7 TiO, Zr0,/TiO,
15 [kDa] 0,0045 1 TiO, Zr0,/TiO,

Strumien zasilajacy podawano do wngtrza rurek, w przeptywie
krzyzowym, z szybkoscia 2 m s'. Cisnienie transmembranowe wy-
nosito 0,5 bar dla MF i 2,0 bar dla UF oraz NF.

Zmiany pH dokonywano poprzez odpowiednie rozcienczenie
0,1 M buforem fosforanowym o pH 5 lub pH 9. Natomiast sit¢ jono-
wa roztworu podwyzszano za pomoca NaCl. Separacji poddawano
serwatke o 20-krotnym rozcienczeniu. St¢zenie poczatkowe biatka
byto w zakresie od 9 do 14 kg m™ (w zaleznosci od dnia pozyskania
serwatki od producenta).

Zawartos¢ biatka w roztworach byla prowadzona metoda
Lowry’ego i in. [1951] bazujac na krzywej standardowej na albuming
wolowg o réwnaniu

C kg m>] = 0,396 Abs (750) (1)

Zawartos¢ peptydow oznaczano przy dtugosci fali 4 = 280 (Shima-
dzu) korzystajac z krzywej standardowej (réwniez na albuming wotowa)

Clkg m™] =1,512" Abs (280) 2)

Analizy jako$ciowej roztworéw biatkowo-peptydowych dokonano
wykorzystujac chromatograt HPLC (Shimadzu), z kolumnami do
filtracji zelowej BioSep-SEC 52000 i Yarra SEC- 2000 (Phenomenex)
potaczonych w sposéb szeregowy. Jako eluent stosowano 0,05M
bufor fosforanowy o pH 6,8. Wyniki zostaly opracowane na podsta-
wie krzywej standardowe;j:

log(Mczqst) =-0,110 £, + 4,276 (3)

Reakcje hydrolizy prowadzono z udziatem termolizyny (Calbio-
chem). Przed procesem hydrolizy serwatka (pH 7,3) byla inkubowa-
na przez 30 minut w temperaturze 60°C w celu rozfaldowania struk-
tury 3. rzegdowej obecnych w niej bialek. Reakcja prowadzona byta
w reaktorze mieszalnikowym zaopatrzonym w plaszcz grzejny, dzig-
ki ktéremu utrzymywana byta temperatura 60°C optymalna dla dzia-
fania enzymu. Czas trwania reakcji hydrolizy wynosit 24 godziny.
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Wyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania mialty na celu uzyskanie odpowiedzi jak
sita jonowa oraz pH wptywaja na separacjg biatek serwatkowych oraz
ich hydrolizatéw oraz czy dobrane na podstawie danych literaturo-
wych membrany sa odpowiednimi do separacji biatek serwatkowych.

Wg doniesien literaturowych dodatek NaCl skutkuje zwigkszeniem
$rednicy biatka, co wynika z tworzenia si¢ wtérnej warstwy jonowej
[Zydney, 1998]. Natomiast zmiana pH powoduje zmiang fadunku
biatka, poniewaz posiada ono charakter obojgtny jedynie w jego punkcie
izoelektrycznym [Xu, 2000], co moze powodowa¢ agregowanie biatek
oraz zmiang powinowactwa biatek do materialu membrany.

Proces mikrofiltracji

Membrana o $rednicy poréw 0,14 pm teoretycznie powinna prze-
puszcza¢ wszystkie z biatek serwatkowych. Nawet immunoglobuliny,
ktérych masy czasteczkowe siggaja 1000 kDa [Sanmartin i in. 2012],
powinny swobodnie migrowa¢ przez membrang. W celu oszacowania
ich rozmiaréw mozna je poréwnaé¢ do zbadanego doktadnie ryboso-
mu, ktérego masa u Escherichia coli wynosi ok. 2700[kDa] a $redni-
ca ok. 20 nm [Berg i in., 2007]. Nasuwa si¢ zatem wniosek, ze trans-
port immunoglobulin o masie 3-krotnie mniejszej niz wspomniany
rybosom (czyli o $rednicy mniejszej niz 20 nm) powinien nastgpowac
bez ograniczen przez membrang o nominalnej $rednicy poréw 0,14
pm. W rzeczywistosci sytuacja rézni si¢ od przewidywan teoretycz-
nych, poniewaz biatka serwatkowe pomimo relatywnie duzych sred-
nic poréw membrany sa W znacznym stopniu przez nia zatrzymywa-
ne (Rys. 1), co moze §wiadczy¢ o ich silnej agregacji.
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Rys. 1. Wspétezynniki retencji w procesie mikrofiltracji
w zaleznosci od modyfikacji serwatki

Wspdtczynnik retencji zdefiniowany jako:
C,

R=1- @
R
w kazdym z przeprowadzonych eksperymentéw byl nieoczekiwanie
wysoki. Dla serwatki niemodyfikowanej wynosit 0,8, za$ najnizsza
warto$¢ réwna 0,55 miat dla serwatki o duzej sile jonowej (0,5M).
Analizujac retencj¢ poszczeg6lnych frakcji (Rys. 2) biatka o po-
dobnej masie potaczono w grupy a ich wspétczynnik retencji wyra-
zono odpowiednio jako pole powierzchni odpowiadajace tej grupie
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R o1 Auric_r Q)
AHPLC_R
1 - - OGMP
- - - .

_ g-z 2 I g g  B0LAiBLG
= o x
= 08 ‘ 2 é ; ? ESA iLF

8 7
E.j 0.6 - ; ; é g é Blm
2 M7 v T 1) 7z
2 05 &7 7 7 7 2
g o 87 7 7 7 7

4 87 7 7 7 ]
g 87 ZMR 87 ZHE &7
s 03 87 z ﬁ 4 2
z 87 Z Z 7 Z
2 02 &7 Z % z %
3 87 2 % z Z
2o A G LT {1 [

o (LREA 1RE TR [Red R LRE

PHS pH7.3 pHO 0.01M 0.IM 0.5M

pH
NaCl NaCl NaCl
Rodzaj procesu
Rys. 2. Wspétczynniki retencji poszczegdlnych frakceji
biatek serwatkowych w procesie mikrofiltracji

Jak si¢ spodziewano stopien zatrzymania biatka malatl wraz ze
spadkiem jego masy. Do$¢ nieoczekiwane byto, ze biatka o masie 14
kDa, tzn. a-LA byty réwniez w duzym stopniu zatrzymywane na
membranie.

Proces ultrafiltraciji

Retencja membrany ultrafiltracyjnej (Rys. 3) jest wyzsza od i tak
juz wysokiej retencji w procesie mikrofiltracyjnym; wspétczynnik
retencji wynosi blisko 0,9. Wskazuje to na zastosowanie takiej mem-
brany do uzyskiwania koncentratéw biatkowych, nie za$ do ich se-
kwencjonowania. Analogicznie jak dla membrany ultrafiltracyjne;j
wysokie pH oraz zwigkszona sita jonowa powoduja obnizenie ogdl-
nej retencji za sprawa usprawnienia transportu najmniejszych z biatek
(Rys. 4).
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Rys. 3. Wspétezynniki retencji w procesie ultrafiltracji
w zaleznosci od modyfikacji serwatki.

Bilansujac proces w kazdym z przypadkéw, masa osadzonego
biatka nie réznifa si¢ znaczaco i wynosita od 10 do 20%. Sytuacja
taka ma miejsce réwniez podczas separacji MF.
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Rys. 4. Wspdétezynniki retencji poszczegdlnych
frakcji biatek serwatkowych-UF
Analizujac zatrzymanie poszczegélnych frakcji w przypadku UF,
obserwowano obnizenie retencji glikomakropeptydéw przy pH 9 oraz
przy stgzeniu soli Cyycp = 0,5-10° mol m™ odpowiednio o ok. 57%
i41% w stosunku do serwatki niemodyfikowane;.

Separacja nanofiltracyjna

Separacja nanofiltracyjna peptydéw powstalych w wyniku enzy-
matyczne]j hydrolizy bialek serwatkowych, z wykorzystaniem mem-
brany z pogranicza nano- i ultrafiltracyjnej (uf-fine), pozwolita na
rozdzielenie poszczegdlnych hydrolizatéw. Separacja przebiegata
zgodnie z podanym przez producenta wspétczynnikiem odcigcia (15
kDa). Peptydy o masie ponizej 15 kDa byly zatrzymywane jedynie
w 20% (Rys. 5).

Zastosowanie diafiltracji umozliwito catkowite ich wymycie.
W przypadku, gdy strukturami separowanymi sa peptydy, bedace
sekwencja aminokwaséw i jednoczesnie fragmentami biatek wplyw
sity jonowej czy pH nie jest istotny, poniewaz rozfaldowane oraz
pofragmentowane biatko traci swdj punkt izoelektryczny a brak
struktury trzeciorzgdowej nie sprzyja tworzeniu dodatkowej chmury
jonowej (NaCl) dookota peptydéw. Uzyskane wyniki potwierdzity tg
prawidlowose¢.
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Rys. 5. Wspdétezynniki retencji poszczegdlnych
grup peptydéw pochodzenia serwatkowego

Whnioski

Wykorzystanie technik membranowych do zagospodarowania ser-
watki moze skutecznie doprowadzi¢ do obnizenia tfadunku biologicz-
nego, poprzez odzysk bialek. Na rys 6. przedstawiono proponowany
schemat odzysku cennych biatek serwatkowych oraz peptydéw ak-
tywnych biologicznie powstatych z ich hydrolizy z zastosowaniem
membran od mikro po ultrafiltracyjne.
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Rys. 6. Schemat zagospodarowania biatek
serwatkowych

Zastosowana membrana MF moze postuzy¢ do odzysku a-LA, B-
LG oraz GMP, ktére w odczynie zasadowym oraz przy wysokiej sile
jonowej intensywnie przechodza do permeatu. Ich transmisja

T, = Cp/Cy (6)

wynosi:  Trypaprg =62% oraz  Trgyp=58%

w roztworze zawierajacym 0,5-10° mol-m> NaCl. W tych samych
warunkach transmisja innych bialek serwatkowych jest mniejsza niz
35%. Natomiast uzyskany retentat bedacy zatgzonym roztworem
wszystkich biatek serwatkowych poddany hydrolizie enzymatycznej
prowadzi do powstania peptydow funkcjonalnych, ktére skutecznie
moga zosta¢ rozfrakcjonowane stosujac membrang NF-15 kDa.

Membrana UF-150 kDa, wspomagana metoda diafiltracji, moze
postuzy¢ do skutecznego zatgzenia serwatki, przy jednoczesnym
oczyszczeniu z GMP, ktére dos¢ swobodnie przez nia migruja przy
PH 9 oraz przy zwigkszonej sile jonowej.
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