2009
N auka Przyroda -I-echnologie Tom 3

Zeszyt 4

ISSN 1897-7820 http://www.npt.up-poznan.net
Dziat: Nauki o Zywnosci i Zywieniu
Copyright ©Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

GRZEGORZ LESNIEROWSKI

Katedra Zarzadzania Jako$cia Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

NOWE SPOSOBY FIZYKOCHEMICZNEJ MODYFIKACJI
LIZOZYMU

Streszczenie. Celem pracy bylo przedstawienie wiasnych metod modyfikacji lizozymu powodu-
jacych jego oligomeryzacj¢ oraz metod oceny wybranych wiasciwosci fizykochemicznych
i antybakteryjnych zmodyfikowanego lizozymu. Materialem badawczym byt lizozym wtasnej
produkcji, ktéry poddano modyfikacji metodami: termiczng, termiczno-chemiczng, chemiczng
1 membranowa. W zmodyfikowanych preparatach lizozymu badano stopien oligomeryzacji en-
zymu oraz jego aktywno$¢ hydrolityczna. Wykazano, ze kazde z prezentowanych rozwigzan
modyfikacji lizozymu moze by¢ stosowane do jego oligomeryzacji. Metodg termiczng oraz
termiczno-chemiczng uzyskano preparaty zawierajace w swym sktadzie okoto 57% oligomerow,
w tym 34-43% dimeru. Preparaty modyfikowane chemicznie zawieraly 60-80% oligomerow,
w tym ponad 40% dimeru. Dobry, 50-procentowy efekt oligomeryzacji enzymu uzyskano takze
w wyniku modyfikacji membranowych.

Stowa kluczowe: lizozym, termiczna, termiczno-chemiczna, chemiczna, membranowa modyfika-
cja lizozymu, aktywno$¢ antybakteryjna

Wstep

Lizozym (N-acetylo-muramylohydralaza E.C.3.2.1.17) to niskoczasteczkowy enzym
(14 400 Da) posiadajacy zdolnosci hydrolizy specyficznych polisacharydéw wchodza-
cych w sktad $ciany komorkowej bakterii. Stanowi on pierwotny, naturalny mechanizm
obronny wlasciwy ludziom, zwierzetom i roslinom, a jako skladnik biatka jaja ptakow
stanowi naturalng bariere ochronng treéci jaja przed drobnoustrojami. Dziatanie ochron-
ne lizozymu polega na niszczeniu bakterii poprzez rozerwanie wigzan B(1-4) migdzy
kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetyloglukozoaming kopolimeru polisacharydu
wystepujacego w Scianie komdrkowej wielu bakterii. Te naturalne wlasciwosci enzymu
dotycza jego monomeru, ktory jest podstawowg formg wystgpowania lizozymu w przy-
rodzie i coraz szerzej jest wykorzystywany w przemysle zywnosciowym, medycynie
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i weterynarii. Wielokrotnie wykazano, ze lizozym, jako sktadnik biatka jaj, w zalezno-
$ci od warunkow ich przechowywania moze wykazywaé tendencje do asocjacji, tracac
przy tym jednak czes$¢ swej aktywnoS$ci hydrolitycznej (JOLLES i JOLLES 1984). Podob-
ne zjawisko obserwowano takze, modyfikujac wyizolowany z biatka jaja enzym
(SOPHIANOPOULOS 1969, IBRAHIM i IN. 1996 a). Wykazano, ze utworzony dimer, po-
mimo utraty cz¢éci aktywnosci hydrolitycznej, nadal zachowywat antybakteryjng ak-
tywno$¢ monomeru, a nawet ja przewyzszal. Dalsze badania wykazaty, ze w wyniku
dimeryzacji pojawita si¢ nowa, ,,specyficzna” aktywnos¢, ktora rekompensowata utrate
aktywnosci hydrolitycznej. Cecha charakterystyczna tej nowej aktywnosci jest rozsze-
rzenie antybakteryjnego dzialania enzymu na bakterie Gram-ujemne, w tym liczne cho-
robotworcze bakterie patogenne (TOMIZAWA i IN. 1994, IBRAHIM i IN. 1996 b, KIJOWSKI
i1 IN. 2000, LESNIEROWSKI i K1JOwWSKI 2007, LESNIEROWSKI 2007). Nowa forma zmody-
fikowanego lizozymu czyni go atrakcyjnym $rodkiem antybakteryjnym majacym rozle-
gle mozliwosci praktycznego wykorzystania. Jednak dotad nie opracowano ani standar-
dowych metod modyfikacji enzymu, ani sposobu bezposredniego pomiaru nowo utwo-
rzonej specyficznej jego aktywnosci, cho¢ sg one przedmiotem wielu opracowan takze
monograficznych (IBRAHIM 1998, NOHARA i IN. 1999). Z analizy dostgpnej literatury
wynika, ze wigkszo$¢ badan nad metodami modyfikowania lizozymu jak na razie nie
wykracza poza skale laboratoryjna i koncentruje si¢ glownie na probie wyjasnienia
mechanizmoéw rzadzacych procesami jego modyfikacji oraz bedacych ich konsekwencja
zmianami strukturalnymi biatka (IBRAHIM 1998, 2003, NOHARA i IN. 1999).

Jako jedne z nielicznych badania nad modyfikacja lizozymu sg prowadzone w Kate-
drze Zarzadzania Jako$cig Zywnos$ci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Zakres
realizowanych tu prac dotyczy modyfikacji enzymu oraz antybakteryjnej aktywno$ci
otrzymanych preparatow i ich praktycznego wykorzystania. Celem niniejszego opraco-
wania byla prezentacja wynikow badan obejmujgcych aspekty wybranych fizykoche-
micznych metod modyfikacji enzymu.

Material i metody

Material badawczy stanowil lizozym wtasnej produkcji, separowany z biatka swie-
zych jaj kur niosek astra S, pochodzacych z fermy hodowlanej w Zakrzewie k. Poznania
(Oddziat Badawczy Drobiarstwa Instytutu Zootechniki w Krakowie). Jako wzorcowy
dimer lizozymu stosowano preparat (lek weterynaryjny) o nazwie Lydium KLP szwaj-
carsko-polskiej korporacji firm farmaceutycznych Nika Health Products i Finepharm.

Modyfikacje termiczne prowadzono, ogrzewajac wodne roztwory lizozymu o stg-
zeniu od 0,5 do 20 mg/ml (0,05-2,0%) w reaktorze analitycznym Synacore Analyst
firmy Biichi. Czas modyfikacji wynosit od 10 do 60 min, temperatura — 50-90°C, a pH
srodowiska zmieniano w zakresie od 4,0 do 8,0.

Termiczno-chemiczng modyfikacje lizozymu prowadzono dwustopniowo. Pierw-
szy stopien obejmowal modyfikacje¢ termiczng (wedtug procedury przedstawionej po-
wyzej), a drugi — utlenianie termicznie zmodyfikowanego enzymu.

Modyfikacja chemiczna w niskich temperaturach polegata na dziataniu silnego
utleniacza na monomer lizozymu w okreslonych warunkach pH, temperatury i czasu.
Do wodnych roztworéw enzymu o stezeniu 2% dodano taka ilo§¢ wodorotlenku sodu
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lub kwasu solnego (roztwory 1,5 M), aby ich pH wynosito odpowiednio 10,0 i 4,0.
Nastepnie do prob dodano utleniacz i pozostawiono je w temperaturze —25, —15, —10, 0,
5,10, 20, 30 1 40°C przez 24, 721 144 h (1, 31 6 dob).

Modyfikacji membranowej poddawano lizozym bezposrednio po jego wyizolowa-
niu z biatka jaja kurzego metoda ultrafiltracji. Modyfikacja polegata na prowadzeniu
diafiltracji roztworu lizozymu w pltytowym module ultrafiltracyjnym DDS 20-0,36 LAB
w okres§lonych warunkach cisnienia (15, 20 i 30 bar), temperatury (20, 35 i 50°C), pH
(7,0, 8,0, 9,0, 10,0) i czasu (1, 2 i 5 h). Scisle okreslong temperature procesu utrzymy-
wano za pomoca termostatu LW 102 firmy Auritronic.

Ogdlna charakterystyka fizykochemiczna badanych preparatow lizozymu obej-
mowata ustalenie zawartosci biatka (metoda Kjeldahla wedtug PN-75/A-04018 1975)
oraz zawartosci wody (metoda suszarkowa wedlug PN-73/A-82110 1973).

Analiza antybakteryjnych wladciwosci badanych preparatéw obejmowata ozna-
czenia:

— aktywnosci hydrolitycznej badanej metodg spektrofotometryczng (TRZISZKA 1 CLO-
STERMANN 1993, LESNIEROWSKI 2007),

— testu antybakteryjnego przeciwko bakteriom Gram-ujemnym opartego na pomia-
rze spektrofotometrycznym (LESNIEROWSKI 2007).

Analize elektroforetyczna preparatow prowadzono z uzyciem aparatu SE-600 fir-
my Hoefer Scientific Instruments metoda z SDS-PAGE (LESNIEROWSKI 2007).

Analiza statystyczna wynikéw obejmowata podstawowe opisowe obliczenia staty-
styczne dla kazdej zmiennej, jak warto$¢ $rednia, minimum i maksimum, odchylenie
standardowe, btad standardowy i przedziat ufnosci. W celu okreslenia istotnosci wyni-
kow w grupach przeprowadzono weryfikacje statystyczng testem Duncana i NIR. Za-
leznie od potrzeby stosowano jedno- (ANOVA) i wieloczynnikowg (MANOVA) anali-
z¢ wariancji lub metody korelacji i regresji. Za statystycznie istotne uznano zalezno$ci
na poziomie istotnosci nie przekraczajacym wartosci p = 0,05. Podstawowym narzedziem
stosowanym do obliczen statystycznych bylo oprogramowanie Statistica PL v. 7.0.

Wyniki i dyskusja

W ramach przeprowadzonych badan monomer lizozymu poddano modyfikacjom
obejmujacym trzy grupy oddzialywan fizykochemicznych. Pierwsza grupa metod doty-
czyla proceséw termicznych i chemicznych w zakresie temperatur bliskich obszarowi
denaturacji lizozymu (metoda termiczna i termiczno-chemiczna). Druga grupa metod to
niskotemperaturowa denaturacja enzymu z udzialem substancji utleniajacych (chemicz-
na modyfikacja lizozymu w niskich temperaturach). W jej ramach zbadano réowniez
efekt modyfikacji w temperaturze zamrazalniczej (do —25°C). W trzeciej grupie metod,
obejmujacych modyfikacje membranowa, wykorzystano zjawiska fizykochemiczne
zachodzace podczas procesow filtracyjnych (ultrafiltracja, diafiltracja). Wszystkie
przedstawione w pracy procedury modyfikacji enzymu to oryginalne, wiasne metody
opracowane w Katedrze Zarzadzania Jakoscia Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Podstawowym surowcem do§wiadczalnym byt monomer lizozymu wlasnej
produkcji o aktywnosci hydrolitycznej rownej 18 600 U/mg, zawartosci biatka ogdlnego
99,4% 1 100-procentowej rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym.



4

Lesnierowski G., 2009. Nowe sposoby fizykochemicznej modyfikacji lizozymu. Nauka Przyr. Technol. 3, 4, #130.

Weczesniejsze badania dotyczace mechanizmu termicznej denaturacji lizozymu wy-
kazaty, ze rozfaldowanie biatka powodowato m.in. niszczenie wigzan dwusiarczko-
wych, pojawienie si¢ wolnych grup sulfohydrolowych oraz wyeksponowanie na po-
wierzchni¢ czasteczki reszt tryptofanowych, co prowadzito do zwigkszenia powierzch-
niowej hydrofobowosci enzymu, jego oligomeryzacji oraz w konsekwencji do pojawie-
nia si¢ nowej aktywnosci antybakteryjnej (odmiennej od hydrolitycznej) skierowanej
glownie przeciwko bakteriom Gram-ujemnym (IBRAHIM i IN. 1991, TOMIZAWA i IN.
1994, YOUNG i IN. 1994). Proby wykorzystania termicznej denaturacji lizozymu do
pozyskania tej nowej jego aktywnos$ci (nazwanej roboczo ,,specyficzng”) przeprowa-
dzone przez IBRAHIMA i IN. (1996 a, b) dobry efekt przyniosly jednak tylko dla niewiel-
kich objetosciowo prob (1 ml roztworu) o maksymalnym st¢zeniu lizozymu wynosza-
cym 0,05%. W prezentowanej pracy w celu uzyskania lizozymu w postaci spolimery-
zowanej metoda termiczng modyfikacj¢ enzymu prowadzono na zdecydowanie wick-
szych objetosciowo probach (do 250 ml) w $cisle okreslonych warunkach stgzenia en-
zymu, kwasowosci $rodowiska, temperatury i czasu trwania modyfikacji. Wyniki
wplywu tych czynnikéw na stopien dimeryzacji enzymu, jego rozpuszczalnos¢ oraz
aktywnos$¢ hydrolityczng przedstawiono w tabeli 1. Badania potwierdzily, ze stgzenie
enzymu bardzo istotnie wptywato na ilo$¢ utworzonego dimeru, ale wazny byl takze
wplyw pH roztworu oraz temperatura i czas trwania procesu. Z rozdziatléw elektrofore-
tycznych na zelu SDS-PAGE (rys. 1) uzyskano obraz zmian zachodzacych w lizozymie

Tabela 1. Charakterystyka preparatow lizozymu zmodyfikowanych termicznie w okreslonych
warunkach st¢zenia enzymu, kwasowosci srodowiska, temperatury i czasu trwania modyfikacji
Table 1. Characteristics of preparations of thermally modified lysozyme at specific enzyme con-
centration, acidity of the medium, temperature and modification time

Lp. Stezenie lizozymu Udziat monomeru Udziat dimeru Aktywnos¢ hydrolityczna
(%) (%) (%) (U/mg)
1 2 3 4 5
Stezenie enzymu
1 0,05 66,5 33,4° 6610°
2 0,10 67,8° 32,0¢ 7005°
3 0,50 70,1° 29.8° 7120°
4 1,00 75,3¢ 24,6 9 520°
5 2,00 77,2¢ 22,3 10 630°
Kwasowo$¢ srodowiska
1 4,0 68,5° 31,3° 8 150°
2 5,0 66,1° 33,8 8 960°
3 6,0 66,3 33,4° 6610°
4 7,0 76,5 23 4° 6 480°
5 8,0 88,9¢ 11,2¢ 3 595°
Temperatura

1 50 77,2° 22,6 11 860°
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Tabela 1 —cd. / Table 1 — cont.

1 2 3 4 5

2 60 71,1¢ 28,8° 10 320¢
3 70 65,5 34,3¢ 8 520°
4 80 68,7° 31,1° 7 870°
5 90 66,4 23,5° 1625°

Czas trwania modyfikacji

1 10 66,5 33,4° 9 040°
2 20 65,4 34,1° 8 895°
3 40 67,2% 32,6™ 5840°
4 60 68,1° 31,7 4750°

Rozne litery w kolumnach oznaczaja roznicg istotng dla wartosci srednich przy p < 0,05.
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Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat frakcji lizozymu w preparatach modyfi-
kowanych termicznie: a) st¢zenie lizozymu w modyfikowanym preparacie:
1-0,05%, 2 - 0,1%, 3 — 0,5%, 4 — 1,0%, 5 — 2,0%, b) pH $rodowiska: 1 —
4,0,2-5,0,3-6,0,4-17,0,5 - 8,0, ¢) temperatura modyfikacji: 1 — 50°C,
2 - 60°C, 3 — 70°C, 4 — 80°C, 5 — 90°C, d) czas modyfikacji: 1 — 10 min,
2 —20 min, 3 — 40 min, 4 — 60 min

Fig. 1. Electrophoretic separation of lysozyme fractions in thermally modi-
fied preparations: a) lysozyme concentration in modified preparation: 1 —
0.05%, 2 — 0.1%, 3 — 0.5%, 4 — 1.0%, 5 — 2.0%, b) pH of medium: 1 — 4.0,
2-50,3-6.0,4-7.0,5 - 8.0, ¢c) modification temperature: 1 — 50°C,
2 —60°C, 3 —70°C, 4 — 80°C, 5 — 90°C, d) modification time: 1 — 10 min,
2 — 20 min, 3 — 40 min, 4 — 60 min




Lesnierowski G., 2009. Nowe sposoby fizykochemicznej modyfikacji lizozymu. Nauka Przyr. Technol. 3, 4, #130.

w wyniku termicznej jego modyfikacji, ktory wykorzystano do wyznaczenia procento-
wej zawarto$ci monomeru i dimeru w badanych probach. Analiza statystyczna (rys. 2)
wykazata, ze wystepowata bardzo silna korelacja (r = 0,9548) pomiedzy iloscig uzyska-
nego dimeru a st¢zeniem lizozymu w modyfikowanych probach, a dobry efekt dimery-
zacji uzyskano nie tylko dla bardzo stabego jego stezenia, tak jak to bylo u IBRAHIMA
i IN. (1996 a, b), lecz takze dla silniejszych, dochodzacych nawet do 2%, stgzen enzy-
mu. Stwierdzono ponadto, ze na wynik dimeryzacji w sposob istotny wplywato pH
srodowiska oraz temperatura prowadzenia procesu. W zaleznosci od warunkéw prowa-
dzenia procesu termicznego zmodyfikowany lizozym zawierat od 11 do 34% dimeru.
Najwiegcej dimeru powstawato w poczatkowym okresie ogrzewania enzymu i proby
o najwigkszym jego udziale juz po 10 min zawieraty go ponad 30%. W kolejnym in-
terwale czasowym (20 min) wzrost ilo$ci dimeru byt nieznaczny, a w nastepnych (40
i 60 min) jego udziat wrecz si¢ zmniejszal, czego glowna przyczyng byla postepujaca
i nieodwracalna denaturacja lizozymu. Zwigkszeniu skuteczno$ci dimeryzacji sprzyjato
lekko kwasne $rodowisko (pH réwne 5,0-6,0) i prowadzenie procesu w temperaturze
70°C. W wyniku modyfikacji enzymu w takich warunkach otrzymano preparat, w kto-
rym udzial dimeru przekraczat 34%. Nastepnie podjeto probe zwigkszenia tego udziatu,
poddajac termicznie zmodyfikowany lizozym dalszej modyfikacji na drodze chemiczne;.
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Rys. 2. Statystyczne zalezno$ci pomigdzy iloscia dimeru a warunkami prowadzenia ter-
micznej modyfikacji lizozymu: a — stgzenie lizozymu, b — pH srodowiska, ¢ — temperatura,
d — czas procesu
Fig. 2. Statistical relationships between the amount of dimer and conditions of thermal
lysozyme modification: a — lysozyme concentration, b — pH of medium, ¢ — temperature,
d — process time
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Z literatury przedmiotowej wynikalo, ze niektore substancje chemiczne, takie jak np.
silne utleniacze, zastosowane w odpowiednich warunkach moga taki efekt wywotac.
Miedzy innymi THOMAS i IN. (1998) wykazali, ze na drodze utleniania mozna dopro-
wadzi¢ do dimeryzacji lizozymu. W szeregu wlasnych prac laboratoryjnych z uzyciem
lizozymu obserwowano podobne zjawiska. Zauwazono niejednokrotnie, ze kiedy
w $srodowisku kwasnym dodano nadtlenek wodoru do roztworu zawierajacego mono-
mer lizozymu, wystgpowato tgczenie si¢ czasteczek w wigksze aglomeracje, a kiedy
w podobnych warunkach dodano go do wczesniej zmodyfikowanego enzymu, proces
ten stawat si¢ bardziej intensywny. Informacje te byly inspiracja opracowania nowego
sposobu modyfikowania enzymu, ktéry zaktadal dwustopniowe otrzymywanie jego
dimeru. W pierwszym etapie lizozym modyfikowano metoda termiczna, a w drugiej
fazie zmodyfikowany termicznie enzym poddawano dzialaniu silnego utleniacza przez
okres od 15 min do 24 h. Z danych prezentowanych w tabeli 2 wynika, Ze zastosowane
warunki modyfikacji przyniosty wymierne efekty, gdyz w pierwszym okresie trwania
reakcji nastepowalo zwiekszenie udzialu dimeru w preparatach. Po jednogodzinnym
utlenianiu termicznie zmodyfikowanego enzymu ilo$¢ dimeru w probie przekroczyta
40%, ale dalsze prowadzenie reakcji nie poprawiato juz uzyskanego efektu. Nowym
jakosciowo zjawiskiem obserwowanym podczas drugiej fazy modyfikacji byta zamiana
procesu dimeryzacji enzymu, charakterystycznej dla modyfikacji termicznej, na proces
jego oligomeryzacji. Efektem tej zmiany bylo pojawienie si¢ obok dimeru dodatkowej
frakcji odpowiadajacej formie trimerycznej lizozymu, co w sumie zwigkszato taczng ich
ilo§¢ do poziomu ponad 50%. Proces oligomeryzacji intensyfikowal si¢ w miar¢ trwania
reakcji utleniania lizozymu, co ilustruje rysunek 3 przedstawiajacy elektroforetyczny
i densytometryczny obraz enzymu po okre§lonym czasie jego modyfikacji. Na pierw-
szym i drugim diagramie obrazujacym efekt procesu po 15 i 30 min jego trwania (rys. 3
a, b) obserwujemy ilosciowa przewage monomeru i dimeru oraz pojawienie si¢ $lado-
wych ilosci dodatkowej frakcji (trimeru). Dla prob modyfikowanych ponad 1 h (ryc. 3
c-f) charakterystycznym zjawiskiem byto zmniejszanie si¢ zawartosci dimeru wraz
z jednoczesnym wzrostem ilo$ci trimeru i to w taki sposob, Zze suma oligomerow

Tabela 2. Charakterystyka preparatéw lizozymu zmodyfikowanych chemicznie w czasie od 0,25
do24h
Table 2. Characteristics of lysozyme preparations modified chemically for 15 mins to 24 h

L Czas modyfikacji | Udzial monomeru | Udziat dimeru | Udziat oligomeréw | Aktywno$¢ hydrolityczna
P (h) (%) (%) (%) (U/mg)
1 0,25 65,5¢ 34,2° 35,7° 9610°
2 0,5 65,0¢ 34,5° 39,5° 9 520°
3 1,0 45,6° 40,6" 52,5° 9230¢
4 2,5 45,0 37,7° 54,24 8 920¢
5 5,0 44,9° 36,34 53,94 7950°
6 24 44,5 29,9 52,9¢ 6 850"

Rozne litery w kolumnach oznaczaja roznice istotng dla wartosci $rednich przy p < 0,05.
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Rys. 3. Obraz tworzenia si¢ form oligomerycznych w lizozymie podczas jego ter-
miczno-chemicznej modyfikacji: M — monomer, D — dimer, T — trimer, a-f — wielko$¢
pikow D i T na kolejnych diagramach okresla ilo§¢ utworzonego dimeru i trimeru
w danej temperaturze modyfikacji

Fig. 3. The image of the formation of oligomeric forms in lysozyme during its
thermo-chemical modification: M — monomer, D — dimer, T — trimer, a-f — the heights
of D and T peaks on the diagrams illustrate the amounts of dimer and trimer obtained
at specific temperatures of modification

niezaleznie od czasu trwania procesu utrzymywata si¢ na podobnym poziome okoto
52-54%. Najwigksza ilo$¢ dimeru uzyskano w wyniku reakcji utleniania trwajacej 1 h.
Tak otrzymany preparat zawieral ponad 40% dimeru i 12% trimeru. Dalsze wydluzanie
okresu utleniania wptywalo na wzrost udziatu trimeru w probach z jednoczesnym
zmniejszeniem udziatu w nich dimeru (tab. 2), ale nawet w tym przypadku catkowity
efekt oligomeryzacji byt lepszy od tego, ktory osiggnigto w wyniku samej modyfikacji
termicznej.

Kolejny sposéb modyfikacji lizozymu to metoda oparta na chemicznej jego modyfi-
kacji z uzyciem silnego utleniacza, w ktorym zastosowano znaczne obnizenie tempera-
tury w stosunku do stosowanej uprzednio w metodach termicznej i termiczno-chemicz-
nej z jednoczesnym znacznym wydtuzeniem czasu jej trwania (do 144 h). Z dokonane-
go przegladu piSmiennictwa przedmiotowego wynikato, ze w podobny sposob jak dotad
lizozymu nie modyfikowano, ale do§wiadczenia wlasne dawaty uzasadnione podstawy
do przeprowadzenia takich badan i rokowaly osiagnigcie zatozonego celu, tj. otrzyma-
nie preparatu zawierajacego spolimeryzowany enzym. Gtéwne zatozenia proponowanej
procedury obejmowaly modyfikowanie lizozymu w $rodowisku kwasnym (pH 4,0)
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i alkalicznym (pH 10,0) w zakresie temperatury od -25°C do 40°C przez czas od 24 h
(1 doba) do 144 h (6 dob) (tab. 3). Taki sposob modyfikowania enzymu znacznie
zwiekszyt efektywno$¢ jego polimeryzacji 1 otrzymano preparaty zawierajace w swym
sktadzie od 60 do 80% sumy oligomerdéw, a wigc znacznie wigcej niz w efekcie mody-
fikacji termicznej i termiczno-chemicznej. Gtéwnym czynnikiem powodujacym two-
rzenie oligomerow byl niewatpliwie czynnik chemiczny (utleniacz), jednakze efektyw-
no$¢ jego dziatania zalezala od warunkéw prowadzenia procesu modyfikacji. W wyniku
analizy matematycznej otrzymanych wynikéw oceniono wptyw kwasowos$ci srodowi-
ska, temperatury i czasu trwania procesu na skutecznos¢ polimeryzacji enzymu. Wyka-
zano, ze jednym z gtéwnych czynnikéw decydujacych o skutecznos$ci modyfikacji byta
kwasowos¢ srodowiska, ktéra w sposob istotny wptywata na ilo§¢ uzyskiwanych oli-
gomerow. Znaczaco wigcej otrzymywano ich w warunkach zasadowych niz kwasnych
(rys. 4). Srednia ilo$¢ uzyskana przy pH 4 wynosita ponad 60%, w tym okoto 32%
dimeru, a w §rodowisku zasadowym (pH 10) — 75%, w tym 36% dimeru. Niewatpliwy
wplyw na efektywnos¢ modyfikacji miata takze temperatura procesu.

Tabela 3. Charakterystyka preparatow lizozymu zmodyfikowanych chemicznie w okreslonych
warunkach kwasowosci srodowiska, temperatury i czasu trwania modyfikacji

Table 3. Characteristics of lysozyme preparations chemically modified at specific acidity of the
medium, temperature and modification time

Czas Udziatl monomeru Udziat dimeru Suma oligomerow | Aktywnos$¢ hydrolityczna
(doba) (%) (%) (%) (U/mg)
1 2 3 4 5
pH 4,0
Temperatura —25°C
1 35,0+0,2 33,3+0,1 64,8+0,1 3 813+144
3 34,4+0,1 33,5+0,2 65,7+0,1 2 605+137
34,3+0,2 33,8+0,2 65,6+0,3 2 168+129
Temperatura —10°C
1 33,5+0,2 33,7+0,2 66,7+0,2 4306£125
3 32,9+0,1 33,6+0,2 67,2+0,1 3905+127
32,5+0,1 33,9+0,2 67,6+0,1 2 600+114
Temperatura 10°C
1 31,4+0,1 35,3+0,2 68,6+0,2 5 060+136
3 30,8+0,1 35,5+0,3 69,3+0,4 4 803+140
30,6+0,2 35,7+0,1 69,5+0,2 3404+122
Temperatura 30°C
1 29,9+03 33,2+0,2 70,0+0,2 4001£129
3 29,8+0,3 32,9+0,1 70,1+0,1 3503+118
29,5+0,3 31,3+0,1 70,4+0,2 2 005+120
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Tabela 3 — cd. / Table 3 — cont.

1] 2 3 4 5
Temperatura 40°C
1 29,3+0,4 32,0+0,3 70,6+0,3 503+24
29,0+0,2 31,6+0,2 70,9+0,2 200£15
pH 10,0
Temperatura —25°C
31,3+0,2 33,5+0,1 68,6+0,2 5301131
3 26,6+0,1 34,9+0,2 73,3+0,3 4338+124
25,0+0,2 35,7+0,1 74,9+0,3 3 850+126
Temperatura —10°C
1 29,140,1 34,1+0,2 70,6+0,2 5002+141
26,9+0,2 34,7+0,1 72,940,2 4 035+125
24,7+0,1 35,6+0,1 75,1+0,3 3616+133
Temperatura 10°C
1 27,5+0,2 36,0+0,1 75,5+0,3 3993+160
3 24,1x0,1 37,1x0,2 78,3+0,3 3095+134
21,5+0,2 38,2+0,2 72,9+0,2 2 197+147
Temperatura 30°C
1 26,340,1 35,4+0,2 73,240,3 2 410+133
23,5+0,2 35,7+0,2 76,5+0,3 1 647+139
23,2+0,1 35,9+0,1 79,6+0,1 947+102
Temperatura 40°C
1 20,1+0,1 35,2+0,2 75,8+0,1 960+95
3 23,9+0,1 35,3+0,2 78,7+0,2 959+57
21,5+0,1 35,7+0,2 80,2+0,2 481£27

Alkaliczna modyfikacja enzymu (pH 10,0) dla kazdej badanej temperatury dawata
staly, statystycznie istotny wzrost ilosci oligomeréw w preparatach otrzymanych po
okreslonym czasie procesu, tj. po 1, 3 i 6 dobach jego trwania. Dla dimeru zalezno$¢ ta
byta stabsza, jednak tendencja wzrostowa byta zachowana prawie dla wszystkich inter-
waléw temperaturowych. Oceniajac wpltyw temperatury modyfikacji na efektywnosc¢
oligomeryzacji, wykazano wzrost ilo§ci dimeru w zakresie temperatury od —25°C do
10°C (maksimum), a w kolejnym zakresie temperaturowym (20-40°C) stopniowe, cho¢
bardzo nieznaczne, zmniejszanie si¢ jego zawarto§ci w preparacie. Zaleznosci te inten-
syfikowaly si¢ w miar¢ stosowania dtuzszego czasu reakcji i maksymalna ilo§¢ formy
dimerycznej dla 10°C wynosita wowczas 36% po 1 dobie, 37,1% po 3 dobach i 38,2%
po 6 dobach modyfikacji. Jednocze$nie obserwowano staly wzrost sumy oligomeréw,
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Rys. 4. Srednia zawartos¢ form oligomerycznych w preparatach lizozymu
zmodyfikowanego w niskich temperaturach przy pH rownym 4,0 i 10,0
Fig. 4. Mean contents of oligomeric forms in lysozyme preparations modi-
fied at low temperatures at pH of 4.0 and 10.0

ktorych $rednia ilo§¢ w preparacie wynosita 68, 72 1 75% po 1 dobie, 73, 75 i 78% po
3 dobach oraz 75, 78 i 80% po 6 dobach modyfikowania odpowiednio w temperaturze
—25,10140°C.

W przypadku modyfikacji lizozymu w $rodowisku kwasnym, podobnie jak w $ro-
dowisku zasadowym, w zakresie temperatur od —25 do 10°C obserwowano powolny
wzrost ilosci oligomerow. Zalezno$¢ ta byta zachowana dla kazdego okresu modyfika-
cji, tj. dla 24, 72 i 144 h prowadzenia procesu. Tu takze maksymalng ilo$¢ dimeru
(35,7%) uzyskano w temperaturze 10°C po 6-dobowej modyfikacji enzymu. Po prze-
kroczeniu temperatury 10°C skutecznos$¢ oligomeryzacji si¢ zmniejszata i w 20°C ilo$¢
dimeru byta mniejsza o 1,2% od wartosci maksymalnej, a w temperaturze 30°C —
o kolejne 3,2%.

Ekstremalne zmiany wystapity w wyniku podniesienia temperatury procesu do
40°C. W przypadku modyfikacji alkalicznej, pomimo bardzo duzej zawarto$ci oligome-
réw w preparatach otrzymanych po 6 dobach jej prowadzenia, catkowita ilo$¢ lizozymu
wyraznie si¢ zmniejszata, o czym §wiadcza zanikajace pasma biatkowe na rozdziatach
elektroforetycznych (rys. 5 b). Takie warunki modyfikacji powodowaty bowiem rozpo-
czgcie procesu hydrolizy biatka prowadzacego w efekcie do jego zniszczenia. Dla mo-
dyfikacji kwasnej natomiast (pH 4,0), w preparatach po 1 i 3 dobach trwania procesu
nadal obserwowano tworzenie si¢ oligomerdw, ale juz po 144 h modyfikowania enzymu
preparaty nie zawieraly zadnej z jego form. Okazato sig, ze dlugotrwate dziatanie sto-
sowanej temperatury wywotywato tym razem kwasng hydroliz¢ biatka. Jej efekty do-
brze sa widoczne na rozdziatach elektroforetycznych (rys. 5 ¢), na ktérych obserwujemy
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Rys. 5. Rozdziaty elektroforetyczne i densytogramy wybranych preparatow chemicz-
nie zmodyfikowanego lizozymu w temperaturze: a) —10°C, pH 4,0, b) 40°C, pH 10,0,
¢) 40°C, pH 4,0; T — trimer, D — dimer, M — monomer

Fig. 5. Electrophoretic separations and densitograms of selected preparations of ly-
sozyme modified at specific temperatures: a) —10°C, pH 4.0, b) 40°C, pH 10.0, ¢)
40°C, pH 4.0; T — trimer, D — dimer, M — monomer

kolejne etapy degradacji enzymu. Po 24 h modyfikacji wystepowaly trzy piki odpowia-
dajace monomerowi, dimerowi i trimerowi lizozymu, po 3 dobach modyfikacji wyso-
ko$¢ pikdw znacznie si¢ obnizyla, a po 6 dobach nastagpito catkowite wyptaszczenie
krzywej. Przeprowadzone doswiadczenie wykazato wigc, ze w okre§lonych warunkach
oddziatywanie na lizozym silnego utleniacza moze go inaktywowac, a nawet doprowa-
dzi¢ do catkowitej jego degradacji. Dla badanych warunkéw procesu wykazano, ze po
6 dobach prowadzenia modyfikacji w temperaturze 40°C nastepowata catkowita hy-
droliza biatka w srodowisku kwasnym oraz czgsciowa w §rodowisku zasadowym. Bez-
piecznie zatem mozna ja prowadzi¢ jedynie w temperaturze do 30°C. Dalsze podwyz-
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szanie temperatury prowadzito bowiem do ponad 50-procentowej denaturacji biatka
w $rodowisku alkalicznym i catkowitej jego hydrolizy w §rodowisku kwasnym.

Innym rozwigzaniem stosowanym zamiast termicznych i chemicznych sposobdw
modyfikowania lizozymu jest metoda, w ktorej wykorzystuje si¢ procesy membranowe.
Podstawg jej opracowania byly obserwacje dokonane podczas wczesniejszych prac nad
lizozymem, kiedy to zauwazono, ze w czasie jego izolowania z biatka jaja kurzego
technikami membranowymi w sprzyjajacych warunkach tworzyly si¢ niewielkie ilosci
spolimeryzowanego enzymu (LESNIEROWSKI 1997, LESNIEROWSKI i KIJOwsKI 2000,
CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA 1 IN. 2003). W metodzie tej wykorzystano zjawiska fizyko-
chemiczne zachodzace podczas procesu membranowego prowadzonego w okreslonych
warunkach ci$nienia (15-30 bar), temperatury (20-50°C) i kwasowosci srodowiska (pH
7-10). Pomimo duzego zréznicowania, zwlaszcza w ilosciach uzyskanego dimeru, wy-
niki zestawione w tabeli 4 potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystania technik membrano-
wych do oligomeryzacji lizozymu. Analiza statystyczna wykazata, ze najwigkszego
udziatlu oligomeréw nalezy si¢ spodziewa¢ w wyniku modyfikacji prowadzonej przez
okres od 3,0 do 4,5 h przy ci$nieniu od 22 do 26 bar.

Tabela 4. Charakterystyka preparatow lizozymu uzyskanych z zastosowaniem technik membra-
nowych
Table 4. Characteristics of lysozyme preparations modified by membrane method

e Udziat Udziat Suma Aktywnosc
. Ci$nienie Temp. Czas . . X .
Proba | pH (bar) ©C) (h) monomeru | dimeru |oligomerow | hydrolityczna

(%) (%) (%) (U/mg)
1 7,0 15 20 1,0 74,1 16,5° 26,0° 11 440°
2 7,0 15 20 2,0 73,0m 16,6 27,1° 10 050"
3 7,0 15 20 5,0 72,1! 17,6 27,9° 6 840'
4 7,0 20 20 1,0 69,2 17,5° 30,9¢ 7920™
5 7,0 20 20 2,0 67,9" 17,8 32,1° 7 090°
6 7,0 20 20 5,0 67,5" 18,1¢ 32,68 6 1208
7 7,0 30 20 1,0 69,0 17,2° 31,3¢ 6 950"
8 7,0 30 20 2,0 68,2 17,5% 31,7° 6 060¢
9 7,0 30 20 5,0 67,7" 17,7° 32,3% 5910°
10 7,0 20 35 2,0 58,1¢ 23,08 41,7 6 960
11 8,0 20 35 2,0 59,3¢ 22,78 40,4* 6 730"
12 9,0 20 35 2,0 60,8" 22,0 39,11 5 465¢
13 10,0 20 35 2,0 61,5¢ 21,1° 38,5" 4 550°
14 7,0 20 50 2,0 46,7 33,2 53,3P 5940"
15 8,0 20 50 2,0 48,9° 31,3 51,1° 5770°
16 9,0 20 50 2,0 54,9¢ 29,41 48,0" 4 995°
17 10,0 20 50 2,0 54,7 27,5 453 4095

Rozne litery w kolumnach oznaczaja réznicg istotng dla wartosci $rednich przy p < 0,05.
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Na efektywno$¢ procesu w sposob istotny wptywatly takze temperatura i kwasowos$¢
srodowiska. Fakt ten potwierdzaja rozdzialy elektroforetyczne zmodyfikowanego lizo-
zymu, na ktorych intensywno$¢ pasm biatkowych odpowiadajaca dimerowi zmieniata
sie¢ w zaleznosci od wielkosci tych parametréw (rys. 6). Podwyzszeniu temperatury
modyfikacji z 20 do 50°C towarzyszyt wzrost udziatu formy dimerycznej o ponad 80%.
Symultaniczne prognozowanie wynikow wskazuje, ze dalsze podwyzszenie temperatury
do poziomu 70-80°C jeszcze korzystniej wplyngtoby na efekt modyfikacji. Jednak wy-
soko$¢ stosowanej temperatury ograniczona byla warunkami prowadzenia proceséw
filtracyjnych. Dla uzytego modutu ultrafiltracyjnego i stosowanych membran przekro-
czenie temperatury 50°C powodowato nasilenie wystepowania niekorzystnych zjawisk,
takich jak wzrost polaryzacji st¢zeniowej czy oporow transportu, co w rezultacie pro-
wadzitlo do zmniejszenia wydajnos$ci procesu membranowego i ostatecznie do jego
catkowitego zahamowania. Zjawiska te dodatkowo poglebiata alkalizacja srodowiska.
Prowadzenie modyfikacji przy duzych wartosciach pH, zblizonych do wartosci punktu
izoelektrycznego enzymu, zmniejszato nie tylko efektywnos$¢ jego oligomeryzacji, ale
takze zdecydowanie wydajno$¢ procesu w wyniku szybkiego wzrostu polaryzacji steze-
niowej i zapychania membran. Prezentowane wyniki wskazuja, ze przy doborze warun-
kow modyfikacji lizozymu metoda membranowg nalezy zatem, oprocz czasu i ci$nienia,
zawsze uwzglednia¢ czynnik termiczny 1 kwasowos$¢ Srodowiska i w miar¢ mozliwosci
stosowac jak najwyzsza temperature (ale nie przekraczajaca 50°C), a pH roztwordw
utrzymywac na poziomie okoto 7,0 (tab. 4).

kDa 20°C 35°C 50°C

45,0 I_ o

286 | —_— -

14,3 . - “UP‘

Standard 7,0 7,0 10,0 7,0 10,0
pH

Rys. 6. Przyklady rozdziatow elektroforetycznych zmodyfi-
kowanego lizozymu w wybranych warunkach pH i temperatu-
ry prowadzenia procesu membranowego (jako standardy uzyto
lizozym (14,3 kDa) i albuming z jaja kurzego (45,0 kDa) fir-
my Sigma oraz Lydium KLP (28,6 kDa) firmy Nika)

Fig. 6. Examples of electrophoretic separations of modified
lysozyme at selected pH values and temperatures of the mem-
brane process (standards used: lysozyme (14.3 kDa) and hen-
egg albumin (45.0 kDa) by Sigma, and Lydium KLP (28.6
kDa) by Nika)
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Podsumowanie

W $wietle przedstawionych wynikéow badan mozna stwierdzi¢, ze prezentowane
w pracy metody modyfikowania lizozymu daja mozliwo$¢ jego efektywnej polimeryza-
cji. Srednia zawarto$¢ oligomeréw w preparatach otrzymanych w wyniku zastosowania
tych metod wynosita od 29 do 69% (tab. 5).

Tabela 5. Poréwnawcza ocena §rednich zawartosci oligomeréw w preparatach lizozymu otrzyma-
nych z wykorzystaniem stosowanych w pracy metod modyfikacji enzymu

Table 5. Comparative analysis of mean oligomer contents in lysozyme preparations modified by
analysed methods

Metoda modyfikacji Udzie}i/:i)imeru Suma og(i)/%;)meréw
Termiczna 29,1 29,1
Termiczno-chemiczna 36,4 48,3
Chemiczna 34,5 69,6
Membranowa 24,6 42,3

Wykorzystujac metode¢ termiczna, uzyskiwano preparaty zawierajace w swym skta-
dzie $rednio 30% formy dimerycznej enzymu. Najwigksza ilo$¢ dimeru wystepowala
w preparatach pochodzacych z modyfikacji termiczno-chemicznej, ale dodatkowo pre-
paraty te zawieraly w swym sktadzie trimer. Z kolei efektem modyfikacji chemicznej
w niskich temperaturach byt najwigkszy udziat sumy oligomeré6w w otrzymanych pro-
bach. Mimo Ze najmniej oligomeréw (zaréwno dimeru, jak i sumy dimeru i trimeru)
zawieraly preparaty modyfikowane metoda membranowa, to ten sposob modyfikacji
lizozymu wydaje si¢ interesujaca alternatywa dla metod termicznych i chemicznych.
Metoda ta moze by¢ szczegdlnie uzyteczng w produkcji zmodyfikowanego lizozymu
w przetworniach, ktore w swej praktyce produkcyjnej wykorzystuja techniki membra-
nowe do innych celow, np. do zaggszczania bialka jaja badz izolowania z niego uzy-
tecznych sktadnikow. W takim przypadku niewielka modernizacja linii technologicz-
nych umozliwitaby prowadzenie bezposredniej produkcji preparatu lizozymu o zwigk-
szonym udziale form oligomerycznych.

Whioski

1. Wykazano, ze prezentowane metody modyfikowania lizozymu okazaly si¢ sku-
tecznym sposobem jego polimeryzacji, w wyniku ktorej uzyskano preparaty zawieraja-
ce, oprocz pozostato§ci monomeru, takze znaczne ilo$ci dimeru badz mieszaniny dime-
ru i trimeru.

2. Czynnikami determinujagcymi skuteczno$¢ dimeryzacji metoda termiczng byly:
stezenie lizozymu, pH roztworu oraz temperatura i czas trwania procesu. W optymal-
nych warunkach prowadzenia modyfikacji otrzymano preparaty zawierajace w swym
sktadzie ponad 34% dimeru.
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3. Chemiczna modyfikacja preparatow uzyskanych metoda termiczng (modyfikacja
termiczno-chemiczna) zwigkszata efekt oligomeryzacji enzymu. Otrzymane preparaty
zawieraly w sumie ponad 57% oligomerow, w tym okoto 42,5% dimeru.

4. Wykazano, ze niskotemperaturowe chemiczne modyfikowanie monomeru lizo-
zymu z udziatem H,0, w zakresie temperatur od —25° do +40°C w przedtuzonym do
144 h procesie spowodowalo zmiany strukturalne enzymu, w ktorych efekcie otrzyma-
no preparaty zawierajagce w swym skladzie od 60 do 80% oligomerow.

5. Udowodniono zasadno$¢ zastosowania techniki diafiltracji do niskoci$nieniowej,
membranowej modyfikacji lizozymu, w ktoérej wyniku uzyskano preparaty zawierajace
ponad 53% spolimeryzowanego enzymu, w tym okoto 33% dimeru.
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NEW WAYS OF PHYSICO-CHEMICAL MODIFICATION OF LYSOZYME

Summary. Lysozyme (E.C.3.2.1.17) is an enzymatic protein, found commonly in nature, exhibit-
ing a number of highly useful properties, the most important one being its ability to hydrolyze
specific polysaccharides making up the cell wall of bacteria. Modified from the monomeric to
dimeric form, the enzyme has additional, valuable properties, including its enhanced bactericidal
activity against Gram-negative bacteria, including numerous important pathogenic bacteria. Mod-
ified lysozyme is therefore of much interest not only for the food industry, where it is used for
food presentation, but also for medicine, veterinary medicine, and pharmacology, where it is used
for combating a variety of infections, as a natural antibiotic, and an immune stimulant. Thus, the
incorporation of lysozyme modification methods in further studies on this enzyme is highly ad-
visable, and as such — urgent, since the effects of these investigations are awaited by both science
and practice. In this study the undertaken investigations aimed at developing methods (ways) of
physico-chemical lysozyme modification causing its oligomerization, increasing the antibacterial
activity of this enzyme. Out of the four original solutions of lysozyme modification, each may be
successfully applied to generate its oligomerization. It was shown that using the thermal and
thermo-chemical methods it was possible to produce preparations containing approximately 57%
of oligomers, including 34-43% of dimer. The application of low temperatures during chemical
modification of the enzyme at the simultaneous considerable prolongation of the process resulted
in producing preparations which contained 60-80% of oligomers, including over 40% of dimer.
Another solution yielding a good effect of enzyme polymerization was to apply membrane
processes. As a result of such a modification run under appropriate pressure, temperature and
acidity conditions, the preparations contained over 50% of oligomers. Upon slight adaptation of
process lines, this method of enzyme modification could be successfully applied in plants using
membrane systems in egg processing.

Key words: lysozyme, thermal, thermo-chemical, chemical modification of lysozyme, membrane
processes, bactericidal activity
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