Celem pracy pt. ,,Wielostopniowa separacja membranowa wybranych biatek
sprzezona z procesami bioreaktorowymi” bylo opracowanie zintegrowanego procesu
zagospodarowania serwatki przemystowej. Obiektem badan byt bogaty w biatko i laktoze
odciek z produkcji serow kozich o duzej metnosci, zawartosci tluszczu oraz zawierajacy

pozostatosci skrzepu kazeinowego.

Pierwszym etapem badan bylo opracowanie skutecznej techniki separacyjnej dla biatek
serwatkowych. Niektore z tych biatek (laktoferyna, albumina serum) charakteryzuja si¢

cennymi wlasciwosciami i s wykorzystywane gtownie w medycynie.

Proces ten okazal si¢ bardzo trudny w wykonaniu, poniewaz wyniki przeprowadzonych
badan nie pokrywaly si¢ z zalozeniami bazujacymi na teorii ci$nieniowych technik
separacyjnych, gldwnie sitowego mechanizmu separacji. Wspotczynnik odcigeia w przypadku
membran ultrafiltracyjnych oraz nominalna $rednica poréw dla membran mikrofiltracyjnych
wskazuje jakiej wielkosci czgstki powinny swobodnie przechodzi¢ przez pory membrany.
Transmisja czastek mniejszych niz wspoétczynnik odcigcia powinna by¢é swobodna, a ich
wspotczynnik zatrzymania powinien by¢ bliski zeru. Licznie przeprowadzone eksperymenty
ujawnily, ze separacja biatek serwatkowych nie stosuje si¢ do tej teorii. Biatka zdecydowanie
mniejsze niz wskazywata wielkos¢ poréw lub wspdlczynnik odcigcia byty w duzym stopniu
zatrzymywane przez membrang. Nie mozliwym jest wigc, wyizolowanie technikami
membranowymi jednej frakcji biatek serwatkowych oraz przewidzenia, bez wykonania serii

eksperymentow, zawartosci jakosciowej permeatu.

Zbyt wysoka retencj¢ ogélng biatka wg doniesien literaturowych moze niwelowaé
zwigkszaniem sily jonowej oraz modyfikacja pH roztworu. Dlatego tez sprawdzono wpltyw
obecnosci NaCl w roznym st¢zeniu oraz zmiany odczynu serwatki na jakos¢ 1 efektywnos¢
separacji mikro-, i ultrafiltracyjnej. Okre$lono rowniez wptyw stezenia biatek serwatkowych

na stopien retencji.

Podczas eksperymentow odnotowano znacznie wyzszg retencje anizeli oczekiwang z
warto$ci (podanej przez producenta) wielko$ci poréw lub wspotczynnika odciecia, co wynika
prawdopodobnie  z  wysokiego  ich  zrdznicowania, silnego  oddziatywania
miedzyczasteczkowego, na ktory wpltyw moga mie¢ rowniez inne sktadniki serwatki (duze

ilosci glikomakropeptydow, laktozy, soli mineralnych).



Drugim etapem badan byto opracowanie hydrolizy wybranego biatka serwatkowego —

albuminy serum, w celu pozyskiwania peptydéw aktywnych.

By stworzy¢ odpowiedni opis matematyczny reakcji proteolizy z wykorzystaniem enzymu
— termolizyny, przeprowadzano reakcje hydrolizy albuminy serum w systemie okresowym.
Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze reakcja bardzo szybko ulega
spowolnieniu, co byto nastepstwem powstawania inhibitora/-ow bedacego/-ych produktem/-
ami hydrolizy. W wyniku symulacji graficznej okreslono rodzaj wystepujacej inhibicji jako
produktowa — niekompetycyjna a reakcje proteolizy albuminy serum termolizyng opisano
modelem Michaelisa — Menten z nalozonag inhibicjag niekompetycyjng. W zakresie
stosowanych stezen substratu (do 25 [g l'l]) model uproszczono do reakcji pierwszego rze¢du.

Bazujac na statych uzyskanych podczas analizy kinetyki reakcji katalizy w reaktorach
okresowych sprawdzono stosowalno$¢ mechanizmu reakcji z inhibicja niekompetycyjna —
pierwszego rzedu w reaktorach dziatajacych w trybie cigglym. Analiza btgdu dopasowania
robwnania kinetycznego na podstawie eksperymentow byla zadowalajaca, a opracowany
model moze z powodzeniem opisywac proces prowadzony przy rdéznych stezeniach substratu

oraz enzymu.

W celu odzysku peptydow aktywnych (w tym tez frakcji inhibitora/ow) z reakcji
proteolizy dokonano selekcji membrany z pogranicza nano- i ultrafiltracji. Przetestowano trzy
typy membran o wspotczynniku odciecia z zakresu 1-15 [kDa] i zbadano wptyw sity jonowej
oraz pH na wspolczynnik retencji oraz strumien permeatu. Najwiekszy wplyw na
selektywno$¢ separacji miat wspotczynnik odciecia membrany. Wplyw dodatku chlorku sodu
i zmiana pH na jako$¢ separacji peptydow byt pomijalny.

Do reaktora membranowego zostaly wybrane dwie, spo$rod badanych, membrany: ptaska
membrang polieterosulfonowg 0 wspotczynniku odciecia 1-3 [KDa] i rurkowa ceramiczng o
wspolczynniku odcigcia 15 [kDa]. Obie membrany zapewniatly calkowite zatrzymanie
enzymu w strefie reakcji, a odbior krotkich peptydow, wérod ktorych znajdujg sie peptydy
bedace inhibitorem niekompetycyjnym termolizyny skutkuje wzrostem stopnia hydrolizy

substratu.

Ostatnim etapem badan bylo opracowanie procesu biodegradacji strumieni powstajgcych

po separacji membranowej, czyli o obnizonej zawarto$ci biatka.



Badania rozpoczeto sprawdzeniem aktywnosci mikrobiologicznej rodzimych szczepdéw
serwatki, ktora byla bardzo niska. Nastgpnie dokonano wyboru szczepu do biodegradacji
serwatki i sposrod trzech wyselekcjonowanych na podstawie literatury i przebadanych
szczepoéw, wybrano bakteryjny — Bacillus licheniformis, ktoéry poza efektywnym
metabolizowaniem laktozy obecnej w serwatce, posiadal zdolnosci do oddychania

azotanowego, co skutkowato ubytkiem pozostatosci biatkowych.

Opracowano rownanie kinetyczne opisujace szybkos¢ wzrostu B.licheniformis na podtozu
serwatkowym. Powyzej stezenia laktozy 5.4 [g "] obserwowano bardzo dlugi czas trwania
lag-fazy. Kinetyk¢ wzrostu w hodowlach okresowych opisano réwnaniem Loung’a
uwzgledniajacym inhibicje substratowa. Uzyskane state wyniosty: K,;=6.03 [g 1], n=1.10, Ky,
=4.79 [g 1], pmax=229-107 [s7].

Ustalajac parametry procesowe biodegradacji ciaglej bazowano na wynikach uzyskanych
z hodowli okresowych na podlozu serwatkowym. Prowadzac proces ciggly, zgodnie z
oczekiwaniami  uzyskano punkty jedynie na ramieniu wznoszacym, stad do opisu
kinetycznego procesu zastosowano rownanie Monoda, uzyskujac wartosci statych Ky=0.45
[917"] i pmax= 8.52-10° [s™"]. Rownanie to ma zastosowanie do stezen laktozy mniejszych od

2.25[g 17].

Na podstawie parametréw rownania kinetycznego opracowano zalezno$¢ 0pisujaca
szybko$¢ przeksztalcania laktozy i bialek w odniesieniu do ich stezenia oraz stgzenia

biomasy.

W badaniach prowadzonych w systemie cigglym potwierdzono zdolno$¢ Szczepu
B.licheniformis do skutecznego obnizania st¢zenia laktozy oraz powolnego wykorzystania
zroédta azotu organicznego. Stosowanie czasOw przebywania powyzej 37 [h] skutkowalo
obnizeniem indeksu ChZT do warto$ci wymaganej przez Ministra Srodowiska. Obliczona na
podstawie stg¢zenia materii organicznej warto$¢ tego indeksu w medium opuszczajagcym

bioreaktor wynosita przy tym czasie przebywania 7.6 [mgO. I"'].



