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Separacja lizozymu z biatka jaja kurzego
za pomoca chromatografii membranowej jonowymiennej

Wstep

Chromatografia membranowa jest technika rozdzialu, ktéra budzi
najwigksze zainteresowanie w kontekscie separacji biatek. W metodzie
tej fazg stacjonarna stanowi mikroporowata membrana, w ktdorej porach
immobilizowane sa ligandy posiadajace zdolnos¢ do selektywnego
i odwracalnego wiazania docelowych czasteczek z roztworu (Rys. 1).
Ligandy moga by¢ przytaczone do powierzchni membrany bezposrednio
lub za pomoca tzw. wysiggnikow dystansujacych (spacer arms), czyli
czasteczek umozliwiajacych swobodna rotacje ligandom. Powoduje to
zniesienie ograniczen sterycznych wiazania separowanej czasteczki do
ligandu, przez co ro$nie prawdopodobienstwo odpowiedniego ustawie-
nia sig czasteczki i ligandu wzgledem siebie i wystapienia oddziatywan
migdzy nimi [Pabby i in., 2009).
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Rys. 1. Schemat procesu separacji za pomoca chromatografii membranowe;j
[Pabby A. i in., 2009]

Adsorpcja separowanych czasteczek na adsorberach membranowych
nastgpuje poprzez oddziatywania elektrostatyczne, hydrofobowe, sity
van der Waalsa lub wigzania wodorowe. Najczgsciej w procesie ad-
sorpcji uczestnicza wszystkie wymienione zjawiska, a jedno z nich jest
dominujace.

Chromatografia membranowa wykazuje wiele zalet, dzigki ktorym
moze w przyszlosci zastapi¢ powszechnie stosowana w separacji biatek
chromatografi¢ kolumnowa. Naleza do nich: dominujacy konwekcyjny
transport masy, znacznie mniejszy spadek ci$nienia, krotszy czas trwa-
nia procesu, mniejsze zuzycie buforéw oraz liniowy charakter w po-
wigkszaniu skali [Saxena i in., 2009].

Chromatografia membranowa posiada rowniez pewne ograniczenia,
wsrod ktorych nalezy wymienié¢: problemy z jednolitym rozprowadze-
niem strumienia zasilajacego, uzyskaniem rownomiernych wielkos$ci
poréw oraz rownomiernych grubos$ci membrany, a takze niska wydaj-
no$¢ wiazania dla matych czasteczek [Ghosh, 2002]. Tym ogranicze-
niom mozna tatwo zaradzi¢ dobierajac membrany o odpowiedniej jako-
Sci 1 wlasciwosciach dla danego procesu.

Jednym z potencjalnych zastosowan chromatografii membranowej
do przemysltowej separacji biatek jest separacja lizozymu z biatka jaja
kurzego. Lizozym jest enzymem zdolnym do hydrolizy peptydoglika-
nu $ciany komoérkowej bakterii, glownie Gram-dodatnich. Enzym ten
znajduje zastosowanie w przemysle spozywczym jako naturalny i bez-
pieczny konserwant zywnosci (tzw. biokonserwant) [Golgb i in., 2005].
Coraz wigksze zainteresowanie lizozymem obserwuje si¢ w przemysle
farmaceutycznym. Stosowany jest jako lek w terapii wrzodow i infek-
cji, czynnik przeciwbakteryjny w preparatach okulistycznych, czynnik
wspomagajacy w terapiach antybiotykami, antyseptykami, kortykoste-
roidami i proteazami [Golqb i in., 2005].

Adsorpcje lizozymu z roztworéw zawierajacych mieszaning kilku
biatek wzorcowych na membranach jonowymiennych badano wielo-
krotnie. Badania nad separacja enzymu z bialka jaja kurzego metoda
chromatografii membranowej jonowymiennej maja charakter wstepny.

Badania nad separacja lizozymu z bialka jaja kurzego moga ponadto
zosta¢ wykorzystane do realizacji czystej technologii w ktorej petno-
warto$ciowy produkt powstaje ze $ciekow. W tym wypadku wydajna
i tania produkcja enzymu o najwyzszej czysto$ci moze by¢ potaczona
z robwnoczesnym oczyszczaniem $ciekow powstajacych w zaktadach
produkujacych jaja w proszku.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano membrany kationowymienne Mustang®
S Coin (polieterosulfon, pory 0,8 um) firmy PALL. Jako surowiec wyko-
rzystano jaja kurze pochodzace z chowu klatkowego. Do sporzadzenia
roztworéw buforowych wykorzystano odczynniki o czystosci cz.d.a.
firmy POCH oraz wodg dejonizowana. Wszystkie roztwory podawane
na membrang kationowymienna zostaly uprzednio poddane filtracji na
module mikrofiltracyjnym Vivaflow 50 (polieterosulfon, pory 0,2 um)
firmy Sartorius Stedim Biotech. Do wyznaczania aktywnosci lizozymu
wykorzystano bakterie Micrococcus luteus dostarczone przez Zaktad
Biologii Wydzialu Inzynierii Srodowiska Politechniki Warszawskiej. Do
elektroforezy biatek w Zelu poliakrylamidowym w warunkach denatu-
rujacych (SDS-PAGE) wykorzystano aparat Mini-PROTEAN II Elec-
trophoresis Cell oraz odczynniki firmy Bio-Rad. Jako wzorzec zastoso-
wano lizozym z biatka jaja kurzego (> 30 000 FIP-U/mg) firmy Merck.

Obrébka wstepna surowca

Biatko jaja kurzego oddzielono rgcznie od zoéttka i skorupki, a na-
stepnie rozcienczono 10-krotnie w 50 mM buforze fosforanowym o pH
8,00. W zastosowanym buforze lizozym (p/ 10,7; 14,3 kDa) i awidyna
(pI 10,0; 68,3 kDa) miaty wypadkowy tadunek dodatni, podczas gdy
wypadkowy tadunek pozostatych protein biatka jaja kurzego byt ujem-
ny. Lizozym i awidyna stanowia odpowiednio 3,50 i 0,05% zawarto-
sci wszystkich protein w biatku jaja kurzego [Patent PL/EP 1746898,
2007].

200 ml rozcienczonego biatka umieszczono w szklanej zlewce obto-
zonej lodem, po czym roztwor poddano homogenizacji przez 30 sekund,
a nastgpnie wirowaniu w celu oddzielenia osadu. Po rozcienczeniu i ho-
mogenizacji roztwor zostal poddany wirowaniu w celu oddzielenia osa-
du (5000 obr./min, 15 minut). Supernatant po wirowaniu zostal poddany
procesowi chromatografii membranowe;j.

Separacja lizozymu na membranie jonowymiennej

Separacja lizozymu z roztworu po obrobce wstgpnej przebiegata
w 3 etapach. W 1 etapie przez membrang przepuszczono 20 ml roz-
tworu biatka jaja kurzego w buforze fosforanowym. Etap 2 polegat
na przeplukaniu membrany 20 ml buforu fosforanowego. W etapie 3
przeprowadzono elucjg lizozymu z membrany za pomoca 20 ml 50 mM
buforu fosforanowego o pH 8,00 zawierajacego 0,5 M NaCl. Proces ten
przeprowadzono w temperaturze 25°C, przy przeptywie przez membra-
n¢ wynoszacym 3,2 ml/min. Réznica ci$nien na membranie wynosita
5 PSI. Zbadano skuteczno$é¢ separacji lizozymu dla trzech wariantow
recyrkulacji strumieni przechodzacych przez membrang: bez recyrku-
lacji — proces I, z dwukrotna recyrkulacja — proces II, z czterokrotng
recyrkulacja — proces III.

Oznaczanie aktywnosci lizozymu

Aktywno$¢ enzymatyczng lizozymu mierzono metoda turbidyme-
tryczng [Noh i in., 2005]. Gram-dodatnie bakterie Micrococcus luteus
zostaty zawieszone w 67 mM buforze fosforanowym o pH 6,24. 110s¢
uzytego buforu byla dobierana tak, Zeby absorbancja zawiesiny przy
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dlugosci fali 450 nm zawierata si¢ w przedziale 0,6+0,7. Za jednostke
aktywnosci enzymu (U) przyjgto taka ilos¢ lizozymu, ktéra powoduje
spadek absorbancji przy 4 = 450 nm o 0,001 w ciagu jednej minuty
w temperaturze 25 “C.W celu wyznaczenia aktywnosci lizozymu do
2,98 ml zawiesiny Micrococcus luteus dodawano 20 ul badanej probki
i mierzono absorbancj¢ co 15 sekund przez jedna minutg. Aktywnosc
enzymatyczna (AE) na 1 ml probki obliczano ze wzoru:

— 4AA450

AE=5,001-0,02ml @
gdzie:

AE —aktywnos¢ enzymatyczna lizozymu [U/ml],

AA s, —spadek warto$ci absorbancji przy 4 = 450 nm w ciagu
15 sekund.

Aktywno$¢ catkowita obliczano mnozac aktywno$¢ enzymatyczna
przez objgtos¢ badanego roztworu lizozymu, natomiast procent odzy-
sku (%R) enzymu obliczano ze wzoru:

%R = %- 100% 2)

gdzie:

Ay — aktywno$¢ catkowita lizozymu w roztworze na danym etapie
procesu,

A, — aktywno$¢ catkowita lizozymu przed obrobka wstgpna surowca.

Elektroforeza (SDS-PAGE)

Rozdzial elektroforetyczny przeprowadzono opierajac si¢ na me-
todzie Laemmli’ego [1970]. Kanapka zelowa sktadata si¢ z zelu za-
geszezajacego 1 rozdzielajacego o stezeniu akrylamidu odpowiednio
41 12%. Elektroforeza prowadzona byta w buforze elektrodowym Tris/
Glicyna/SDS, przy statym napigciu 200 V i poczatkowym natg¢zeniu
60 mA. Po skonczonym rozdziale zZele byly barwione w roztworze bar-
wiacym: 0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250, 40% (v/v) metanol, 10%
(v/v) kwas octowy, a nast¢pnie odbarwiane w roztworze odbarwiaja-
cym: 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) kwas octowy.

Wyniki i dyskusja

W tab. 1 przedstawiono uzyskane wartosci procentu odzysku enzymu
w badanych wariantach prowadzenia procesu.

Tab. 1. Uzyskany %R lizozymu w poszczegdlnych procesach separacji z biatka jaja
kurzego na membranie jonowymiennej

Proces Recyrkulacja %R
Obrobka wstepna surowca - 87,5%
1 brak 76,6%
I 2x 87,5%
111 4x 87,5%

Jak mozna zauwazy¢ zastosowana metoda obrobki wstepnej surowca
spowodowata powstanie strat aktywnosci lizozymu na poziomie 12,5%.
Przyczyna moze by¢ blokowanie czasteczek lizozymu wewnatrz struk-
tury tworzacego si¢ podczas rozcienczania surowca osadu owomucyny
lub adsorpcja enzymu na powierzchni tego osadu. Mozliwa jest rowniez
utrata czgsci aktywno$ci lizozymu podczas wirowania.

W przypadku separacji lizozymu na membranie jonowymiennej bez
recyrkulacji strumieni (proces I) zaobserwowano dalsze straty aktyw-
nosci enzymu. Wystapily one na 1 etapie procesu, co oznacza, ze nie-
catkowita ilo$¢ lizozymu podawanego na membrang zostala zwiazana
w porach. Stosujac dwukrotng i czterokrotna recyrkulacjg (procesy 11
i IIT) zaobserwowano catkowita adsorpcj¢ enzymu podanego na mem-
brang, na co wskazuja uzyskane wartosci procentu odzysku lizozymu
réwne %R po etapie obrobki wstgpnej surowca. W kazdym z przepro-
wadzonych procesow zaobserwowano catkowite wymycie lizozymu
w etapie 3 (dane nie przedstawione w artykule). Oznacza to, ze nie jest
wymagana recyrkulacja etapu elucji enzymu.

Czysto$¢ lizozymu otrzymanego w badanym procesie separacji oce-
niono na podstawie przeprowadzonej elektroforezy w zelu poliakryla-
midowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE). Na rys. 2 przed-
stawiono elektroforogram uzyskany dla procesu II.

1 - surowiec,
2-po abrébee wstepnej,
3 - po 1 etapie,

4 - po 2 etapie,
L Rys. 2. Elektroforogram

roztwordw po poszcze-
gblnych etapach proce-
su separacji lizozymu
z biatka jaja kurzego
na membranie jonowy-
miennej w procesie 11

5 - po 3 etapie,

6 - wzorzec lizozymu.

Jak mozna zauwazy¢ dla probki uzyskanej po trzech etapach separa-
cji (probka 5) zaobserwowano wystapienie tylko jednego prazka, ktore-
go potozenie odpowiada wzorcowi lizozymu (probka 6). Oznacza to, ze
w procesie uzyskano lizozym o wysokiej czystosci.

Brak obecnosci na elektroforogramie prazka odpowiadajacego lizo-
zymowi w probce uzyskanej po 1 etapie procesu (probka 3) oznacza,
ze przy zastosowaniu dwukrotnej recyrkulacji strumienia (proces II)
catkowita ilo$¢ enzymu zostala zwigzana na membranie. Prazek ten
nie wystepuje rowniez w probcee 4, co oznacza, ze enzym nie jest wy-
mywany z por6w membrany podczas przemywania buforem (etap 2).
Obserwacje te potwierdzaja wyniki dotyczace zmian aktywnosci lizo-
zymu w roztworach po 1 i 2 etapie procesu separacji (nie przedstawione
w artykule).

Z porownania elektroforogramu dla probek surowca przed i po ob-
robce wstegpnej (odpowiednio probki 1 1 2) wynika, ze niektore biatka
sa usuwane w catosci lub czg$ciowo juz na etapie obrobki wstepnej.
Chociaz w obu tych probkach obecne sa takze prazki dla lizozymu, to
wyznaczone warto$ci %R enzymu (Tab. 1) wskazuja, ze na etapie ob-
robki wstepnej mozliwa jest utrata pewnej ilosci lizozymu.

W prébee koncowego produktu (probka 5) nie zaobserwowano spo-
dziewanego prazka odpowiadajacego awidynie. Moze to oznaczaé, ze
biatko to zostato usunigte na etapie obrobki wstepne;j.

Whioski

Chromatografia membranowa jonowymienna jest metoda skuteczng
w przypadku separacji lizozymu z biatka jaja kurzego i moze zosta¢
potencjalnie wykorzystana do przemystowej produkcji tego enzymu.

Badania wykazaly, ze przy zastosowaniu dwukrotnej recyrkulacji
roztworu przez membrang adsorpcji ulega catkowita ilo$¢ zawartego
w nim lizozymu.

Wyniki elektroforezy wskazuja, ze otrzymany ta metoda lizozym cha-
rakteryzuje si¢ wysoka czystos$cia, jednak doktadne okreslenie czystosci
otrzymanego produktu wymaga przeprowadzenia dalszych badan.

Z uwagi na zaobserwowane straty aktywnos$ci lizozymu na etapie
obrobki wstepnej surowca powinna ona zosta¢ zmodyfikowana w celu
optymalizacji catego procesu.
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