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Zagospodarowanie odpadowej serwatki w kierunku aktywnych peptydéw

Wstep

Serwatka stanowi uboczny produkt podczas przetworstwa mleka,
przy uzyskiwaniu serow dojrzewajacych, podpuszczkowych jak i twa-
rogow. Jest to tzw. odciek, ktory pozostaje po reakcji stracania kazeiny.
W zalezno$ci od gatunku oraz pochodzenia mleko moze si¢ nieznacznie
rozni¢, gtdéwnie pod wzglgdem ilosciowym. Zawarto$¢ poszczegodlnych
sktadnikow w serwatce zmienia sig takze w zaleznosci od pory roku, jak
rowniez okresu laktacji zwierzecia [Zal, 1992].

Ze wzgledu na zawarte w serwatce biatka oraz laktozg uznaje sig
ja za warto$ciowy produkt uboczny, ale rownoczesnie zalicza si¢ do
odpadow uciazliwych ekologicznie. Wartosci wspolczynnikow BZT5
1 ChZT sa wysokie, wynosza odpowiednio 30 g O, dm” oraz 6080 g0,
dm”. Serwatka jest medium trudnym do utylizacji. Jednoczesnie skala
jej wytwarzania stale si¢ powigksza (szacuje sig, ze jej §wiatowa pro-
dukcja wynosi obecnie 145-10° Mg na rok), a wymagania legislacyjne
dotyczace ekologicznego aspektu gospodarki odpadami staja sig coraz
bardziej restrykcyjne.

Z wymienionych wyzej powodow rosnie zainteresowanie wielokie-
runkowym przetwarzaniem serwatki. Obecnie efektywnie zagospoda-
rowuje sig¢ ok. 50% serwatki, a z tej ilosci ok. 45% wykorzystuje si¢
bezposrednio jako serwatke ciekla, 30% jako sproszkowana, 15% to
odzyskana laktoza i bezlaktozowe produkty uboczne, a 10% stanowia
preparaty bialek serwatkowych [Bednarski, 2001].

Bialka serwatkowe sa mieszaning trzech gtéwnych sktadnikow, ktore
stanowig ok. 80% calkowitej frakcji biatkowej oraz 20% innych bia-
tek wystgpujacych w niewielkich ilosciach, wsrdd ktoérych znajduja
si¢ rowniez enzymy. Proteiny wchodzace w sktad glownej frakeji to:
a-laktoglobulina, B-laktoglobulina oraz immunoglobuliny.

Hydroliza bialek wykorzystujaca proteazy (enzymy hydrolizujace
biatka) ma t¢ przewage nad metoda chemiczna, ze w wyniku reakcji
powstaja roznej dtugosci peptydy o znanej sekwencji aminokwasow,
wynikajacej ze specyficznosci zastosowanego biokatalizatora.

W pracy zaprezentowano propozycj¢ alternatywnego zagospodaro-
wania serwatki. Dobierajac odpowiednio zar6wno enzym jak i parame-
try prowadzenia reakcji mozna uzyska¢ produkt o pozadanym sktadzie.
Mieszanina peptydow stanowi juz interesujacy produkt, moze by¢ tez
zrodtem zwiazkow o wyjatkowych wlasciwosciach leczniczych. Bioak-
tywne sekwencje to oligopeptydy poczawszy od dipeptydow. W rzad-
kich przypadkach aktywny produkt zawiera wigcej niz 10 aminokwa-
sow [Dziuba i Fornal, 2009].

Celem pracy bylo okre$lenie podatnosci biatek serwatkowych na
dziatanie dostgpnych handlowo proteaz. Badano szybko$¢ procesu hy-
drolizy oraz sktad mieszaniny reakcyjnej w czasie. Na tej podstawie
probowano rozpozna¢ mechanizm cigcia biatek przez dany biokatali-
zator. Okreslono rowniez catkowita wydajnos¢ procesu hydrolizy bia-
tek serwatkowych dla kazdej zastosowanej proteazy. Majac na uwadze
wykorzystanie produktow interesujace jest pozyskanie frakcji ponizej
1kDa (co odpowiada §rednio peptydom ztozonym z max 8-9 reszt ami-
nokwasowych).

Materialy i metody

Substrat stanowila serwatka po produkcji serow kozich firmy Ko-
zia Laka (Lomica k. Jeleniej Gory). W badaniach rozcieniczano ja do
uzyskania stgzenia biatka 15 g-l'l. Stezenie biatka oznaczano metoda
Lowry’ego [1951].

Enzymy: termolizyna (Cat#58656, Calbiochem), subtylizyna A
(P4860, Sigma Aldrich), trypsyna (T4799, Sigma-Aldrich).

Odczynniki: odcz. Lowry’ego (Sigma Aldrich), Na,HPO,, KH,PO,,
NaOH, CaCl,, odcz. Folina-Ciocalteau (POCh).

Przygotowanie substratu i roztworéw enzymow

W celu usunigceia z skrzepow kazeinowych roztworu, ktore obecne sa
w serwatce jako pozostatos$¢ (zanieczyszczenie) po produkcji sera, ser-
watke wirowano przez 30 min. przy 9000 obr./min w temperaturze 4°C.
Wytracony osad oddzielano od supernatantu filtrujac uktad na saczku
celulozowym. Ttuszcz wystepujacy w serwatce usuwano zgodnie z pro-
cedura opisang w pracy Almecija i in., [2007]. Dodano CaCl,, tak aby
jego stezenie wynosito 1,2 g-dm'3. Roztwor doprowadzano nastgpnie do
pH 7,3 za pomoca 6M NaOH. Serwatke podgrzewano do 55°C i utrzy-
mywano t¢ temperaturg przez 8 min. Po ostudzeniu wirowano ponow-
nie przez 30 min. w temperaturze 4°C przy obrotach 9000 obr./min.
Supernatant zlewano znad wytraconego osadu. Zawarte w nim biatka
rozfatdowywano inkubujac przez 30 min. w temperaturze 60°C.

Roztwory enzymow przygotowywano w 0,1 M buforze fosforano-
wym o pH 7,0.

Przebieg procesu

Reakcjg hydrolizy prowadzono w okresowym reaktorze mieszalni-
kowym wyposazonym w plaszcz grzewczy. Temperatura procesu od-
powiadala optymalnej dla danego biokatalizatora: 60°C dla termolizy-
ny, 40°C dla subtylolizyny A i 25°C dla trypsyny. Objeto$¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20,0 ml (18,0 ml serwatki + 2,0 ml roztworu en-
zymu). Probki do analizy pobierano w okreslonych odstgpach czasu:
przez pierwsze 2 min. co 15 s, nastgpnie w 5, 10, 15, 30 min. i w 1, 2,
51 24 godzinie. Zatrzymanie reakcji nastgpowato poprzez gwattowne
ochtodzenie roztworu w tazni lodowej, do temperatury 4 °C. W celu
zahamowania ewentualnego wzrostu mikroorganizmoéw do reaktora do-
dawano 5 mg NaNj.

Analiza chromatograficzna

Aparatura. Do rozdzialu chromatograficznego poszczegdlnych
sktadnikow reakcji hydrolizy serwatki wykorzystywano zestaw wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej HPLC (High-Performance Liqu-
id Chromatography) z detektorem UV firmy Shimadzu oraz kolumnami
do filtracji zelowej potaczonymi szeregowo BioSep-SEC 52000 i Yarra
SEC- 2000 (Phenomenex).

Rozdzial prowadzono w nastgpujacych warunkach: eluent — 0,1 M
bufor fosforanowy o pH 6,8; przeptyw — 0,6 ml'min’; dlugosc fali—214
nm; temperatura — 25 °C; czas analizy — 50 min.

Masy czqsteczkowe poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny reakcyj-
nej wyznaczano na podstawie krzywej standardowej wykonanej dla roz-
twordéw zwiazkow o znanych masach czasteczkowych (albumina serum
— 66 kDa; owoalbumina — 44,3 kDa; anhydraza weglanowa — 29 kDa;
o-laktalbumina — 14,2 kDa; cytochrom ¢ — 12,4 kDa; aprotonina — 6,5
kDa; witamina B, — 1,3 kDa).

Obraz chromatogramu dla serwatki przed hydroliza przedstawiono
na rys. 1. Na podstawie uzyskanych chromatograméw uktad reakcyjny
podzielono na frakcjg ograniczone zakresem mas czasteczkowych i wy-
znaczono udziatl masowy tych frakcji w mieszaninie. Jako reprezentanta
danej frakcji przyjeto oligomer o masie czasteczkowej odpowiadaja-
cej warto$ci potozenia wierzchotka piku. Przyjmujac usredniona maseg
molowa jednego aminokwasu jako 113 Da wyznaczono liczbg wiazan,
rowng liczbie aminokwasow w lancuchu reprezentanta frakcji pomniej-
szonej o 1. Z kolei wykorzystujac stgzenie molowe danej frakcji wyzna-
czano liczbg zawartych w niej wiazan. Poréwnujac liczbg wiazan wy-
stepujacych we wszystkich frakcjach z liczba wiazan zawartych w su-
rowcu uzyskuje si¢ warto$¢ stopnia hydrolizy danego biatka. Frakcje o
najnizszych zakresach mas czasteczkowych rozdzielono dodatkowo na
wezsze zakresy: 5+10, 3+5, 2+3, 1+2, 0,5+1 oraz < 0,5 kDa.
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Rys. 1. Chromatogram obrazujacy sktad biatek
w serwatce stosowanej w badaniach
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Rys. 2. Sktad frakcyjny serwatki hydrolizowanej

przez termolizyng o st¢zeniu 1 g‘dm's. Czas reakcji

24 h. Substrat — biate stupki, produkt koficowy — szare
stupki

Wyniki i ich oméwienie
Stosujac poszczegdlne proteazy analizowano szybkos$é¢ hydrolizy
(poprzez analiz¢ wyznaczonego chwilowego stopnia hydrolizy) prze-

bieg zawartosci poszczegolnych frakcji oligomerow/peptydow w mie-
szaninie reakcyjnej, sktad produktu koncowego.

Termolizyna

Termolizyna jest enzymem o $redniej specyficznosci. Wg bazy BIO-
PEP jest zdolna do glgbokiego pocigcia bialek. W efekcie uzyskiwac
powinno si¢ frakcje maksymalnie zawierajace kilkanascie podjedno-
stek, czyli mniejsze od 3 kDA.

Badania prowadzono w szerokim zakresie st¢zen enzymu od 0,1
mg~dm'3 do 1 g-dm‘3. Dla niskich stgzen obserwowano szybka inhibicjg
produktowg catkowicie zahamowujaca reakcj¢ juz przy DH mniejszym
od 2%. W zakresie stgzen od 3 mg‘dm'3 do 0,1 g-dm'3 uzyskano niemal
identyczne koncowe przereagowanie na poziomie 14+15%. W tych eks-
perymentach w koncowym stadium reakcji w uktadzie praktycznie nie
ma bialek (tylko poli- i oligopeptydy) (Rys. 2). Niemniej w trakcie hy-
drolizy, biatka o duzej masie czasteczkowej utrzymywaly si¢ stosunko-
wo dtugo, stad mozna domniemywac, ze w czasteczce wystgpuje wiele
wiazan o wysokiej reaktywnosci.

Subtylolizyna A

Subtylolizyna A, podobnie jak termolizyna jest enzymem o $redniej
specyficznosci. Niemniej miejsca preferowanego cigcia roztozone sa
przy innych aminokwasach, stad jako$ciowo produkty powinny by¢
czg$ciowo inne, anizeli w przypadku termolizyny.

Badania prowadzono dla zakresu st¢zenia enzymu 0,0134 do 1,345
g~dm’3. Dla stgzen powyzej 0,27 g-dm'3, uzyskuje si¢ maksymalny
stopien hydrolizy na poziomie 12% juz po czasie 1 h. Enzym atakuje
przede wszystkim duze czasteczki. Po kilkudziesigciu sekundach re-
akcji w roztworze praktycznie nie ma bialek, a gtowna frakcje (ponad
80%) stanowi frakcja 1+10 kDa, wérod ktorej dominuja polipeptydy
3+5 kDa. Udzial mniejszych frakcji zalezy od stgzenia enzymu, nie-
mniej ich przyrost jest juz bardzo powolny. Rozktad frakcji po jednej
dobie trwania reakcji przedstawiono na rys. 3. Koncowy rozktad frakcji
jest bliski oczekiwanemu. Praktycznie wystepuja tylko peptydy zawie-
rajace od kilku do kilkudziesigciu peptydow.
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Rys. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej po hydrolizie ser-

watki przez subtylolizyne A o stezeniu 1,345 g-dm”.

Czas reakcji 24 h. Substrat — biate stupki, produkt
koncowy — szare stupki
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Rys. 4. Skiad frakcyjny hydrolizatu serwatki po dzia-

taniu trypsyny o stezeniu 10 g-dm”. Czas reakcji

24 h. Substrat — biate stupki, produkt koncowy — szare
stupki

Trypsyna

Trypsyna jest enzymem wysoce specyficznym, poniewaz hydrolizuje
wiazanie zawierajace w pozycji P1 reszt¢ argininy lub lizyny. Miejsca
cigcia sg wigc tatwo przewidywalne. Mechanizm cigcia z udziatem tryp-
syny jest analogiczny jak w przypadku subtylolizyny A. Bardzo szybko
rozcinane sa duze biatka.

Po kilkunastu sekundach reakcji, zaréwno przy st¢zeniu enzymu 10
g-dm'3, jaki0,1 g-dm'3, biatka powyzej 20 kDa wystgpuja w niewielkiej
ilo$ci (<4%). Sktad koncowe;j frakcji (Rys. 4) reprezentowany jest przez
peptydy ponizej 10 kDa, z dominacja frakcji od 0,5+3 kDa. Catkowity
stopien hydrolizy jest na poziomie 8%.

Whioski

Na przyktadzie trzech dostgpnych handlowo proteaz pokazano, ze
z serwatki mozna w tatwy, szybki sposob pozyskac peptydy o masach
czasteczkowych od 0,5 do 10 kDa. Szczegdlnie mocne pocigcie tych
biatek uzyskuje sig dla trypsyny (40% stanowia peptydy <1 kDa). Wérod
tych peptydéw znajduja si¢ biatka o wtasciwosciach leczniczych.

W celu niedopuszczenia do dalszego przereagowania pozadanych
peptydow korzystne jest zintegrowanie bioreaktora enzymatycznego dla
procesu hydrolizy z wegzlem separacji membranowej (nanofiltracja).
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