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GRZEGORZ LESNIEROWSKI, ROBERT BOROWIAK

ZASTOSOWANIE REZORCYNY JAKO SRODKA OCHRONNEGO
LIZOZYMU PODCZAS JEGO WYSOKOTEMPERATUROWEJ
MODYFIKACJI

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byta ocena rezorcyny jako srodka chroniacego lizozym podczas jego wysoko-
temperaturowej modyfikacji. Analizowano wptyw dodatku tego $rodka na zmiang aktywnosci hydroli-
tycznej zmodyfikowanego enzymu oraz stopien jego oligomeryzacji. Modyfikacja wysokotemperaturowa
polegala na oligomeryzacji lizozymu w temperaturze 90 i 95 °C z udzialem substancji utleniajacej
w postaci H,O, lub odczynnika Reciclean®. Uzyskane po modyfikacji proby poddano badaniom anali-
tycznym obejmujacym oznaczenie aktywnosci hydrolitycznej enzymu oraz okreslenie stopnia jego oligo-
meryzacji.

Dzicki zastosowaniu rezorcyny, jako $rodka chronigcego lizozym podczas jego wysokotemperaturo-
wej modyfikacji, uzyskano efekt 75-procentowej ochrony aktywnosci hydrolitycznej enzymu. Ponadto
obserwowano zwickszony udziat oligomerycznych form lizozymu w preparatach uzyskanych po modyfi-
kacji.

Stowa kluczowe: lizozym, rezorcyna, modyfikacja, oligomery, aktywnos$¢ hydrolityczna

Wprowadzenie

Lizozym (N-acetylo-muramylohydrolaza E.C.3.2.1.17) jest niskoczasteczkowym
enzymem hydrolitycznym wykazujacym zdolno$¢ rozktadu specyficznych potgczen
polisacharydéw budujacych Sciang komorkowa bakterii. Jego dzialanie katalityczne
polega na dezintegracji wigzania [-1,4-glikozydowego pomigdzy kwasem
N-acetylomuraminowym a N-acetyloglukozoaming w strukturze kompleksu polisacha-
rydowo-peptydowego (peptydoglikanu) [4, 6, 10]. Lizozym w $wiecie istot zywych
wystepuje powszechnie 1 jest sktadnikiem wielu wydzielin, ptyndéw ustrojowych oraz
tkanek organizméw roslinnych oraz zwierzecych. Stwierdzono jego wystepowanie
w komorkach bakterii i czgstkach wiruséw. Podstawowe i1 bogate zrédto enzymu sta-
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nowi biatko jaja kurzego, w ktorym petni on funkcj¢ naturalnej ochrony dla tworzace-
go 1 rozwijajacego si¢ zarodka [10, 21, 23]. Wiasciwosci antybakteryjne lizozymu po-
wodujg znaczne zainteresowanie jego praktycznym wykorzystaniem.

Enzym izolowany z biatka jaja znajduje obecnie szerokie zastosowanie m.in.
w przemysle spozywczym jako biokonserwant produktow zywnosciowych, a takze
w medycynie i weterynarii, w terapii wielu chorob pochodzenia bakteryjnego i wiru-
sowego [2, 7,9, 14, 15].

Podstawowa forma wystgpowania lizozymu w przyrodzie jest monomer, ktory
antybakteryjne dzialanie wykazuje gtownie w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
[11]. Zaobserwowano, ze w okre§lonych warunkach §rodowiskowych enzym uzyskuje
zdolno$¢ do tworzenia dimeru i wyzszych oligomeréw, nabywajac przy tym nowych
cennych wiasciwosci [8, 16, 22]. W postaci oligomerycznej charakteryzuje si¢ zwigk-
szong aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa oraz rozszerzonym spektrum dziatania,
m.in. na bakterie Gram-ujemne i inne szczepy dotychczas oporne na monomer
[1, 3,5, 16]. Wlasciwosci te znaczaco zwigkszaja uzyteczno$¢ enzymu, stwarzajac
w ten sposOb mozliwos$¢ szerszego praktycznego jego wykorzystania.

Wsrod znanych metod modyfikacji enzymu dobry efekt oligomeryzacji uzyskano
w wyniku zastosowania opracowanej w Katedrze Zarzadzania Jako$cig Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu metody wysokotemperaturowej z uzyciem
srodka utleniajacego jako dodatkowego obok temperatury modyfikatora. Wykazano
jednak, ze modyfikacja ta powoduje znaczne obnizenie aktywnosci hydrolitycznej
enzymu w otrzymanych preparatach w porownaniu z jej wielkoscig w monomerze
niepoddanym procesowi [18].

Celem niniejszej pracy bylo zastosowanie rezorcyny jako srodka chronigcego li-
zozym podczas jego wysokotemperaturowej modyfikacji i ocena wptywu tego dodatku
na stopien oligomeryzacji enzymu i zmiany jego aktywnosci hydrolityczne;j.

Material i metody badan

Jako surowiec do badan stosowano monomer lizozymu izolowany z biatka jaja
kurzego w warunkach przemystowych przez firme¢ Belovo (Belgia) o aktywnos$ci hy-
drolitycznej wynoszacej 21252 U/mg.

Lizozym do modyfikacji przygotowano w postaci 5 % (m/v) wodnego roztworu,
ktérego pH ustalono na poziomie 4,0 + 0,2. Proby modyfikowano dodatkiem 0,03 %
(m/v) rezorcyny, 2 % (v/v) HyO, oraz 0,2 % (v/v) odczynnika RECICLEAN® holen-
derskiej firmy Kemira Chemicals BV, ktorego sktadnikiem aktywnym jest kwas nad-
mrowkowy. Probg odniesienia byta proba bez dodatku rezorcyny. Proces prowadzono
30 min w temp. 90 oraz 95 °C, wykorzystujgc reaktor analityczny Syncore Analyst
firmy Biichi (Szwajcaria). Po zakonczonej modyfikacji badane proby schtadzano do
temp. ok. 0 °C, zamrazano, a nast¢pnie suszono liofilizacyjnie przy uzyciu liofilizatora
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GT3 firmy LEYBOLD-HARAEUS. Otrzymane liofilizaty umieszczano w szczelnych
pojemnikach, a nastgpnie poddawano badaniom analitycznym.

Analize¢ elektroforetyczng prowadzono metoda z SDS-PAGE [9, 15] z wykorzy-
staniem aparatu SE-600 firmy Hoefer Scientific Instruments (USA). Elektroforezg
prowadzono w zelu poliakrylamidowym o stezeniu 6 % przy natezeniu pradu 60 mA
(zel zageszczajacy) oraz 12,5 % przy natgzeniu 90 mA (zel rozdzielajacy), na ktory
nanoszono 10 pl proby. Po zakonczonym rozdziale zel utrwalano przez 60 min w roz-
tworze utrwalajacym (kwas octowy, metanol, woda destylowana w stosunku 1 : 5 : 4),
a nastepnie barwiono przez 24 h w 10 % roztworze kwasu octowego z dodatkiem bte-
kitu Coomasie Brillant R-250. Wybarwione zele odbarwiano, wykorzystujac 10 %
kwas octowy. Odbarwione zele skanowano, a ich obrazy przechowywano jako pliki
komputerowe. Okreslenie ilo§ciowego udziatu poszczegolnych form oligomerycznych
lizozymu w badanych preparatach prowadzono densytometrycznie z wykorzystaniem
programu komputerowego TotalLab TL 100 firmy Nonlinear Dynamics Ltd (USA).

Aktywno$¢ hydrolityczng lizozymu oznaczano metoda spektrofotometryczng
z wykorzystaniem zjawiska zmniejszania zm¢tnienia zawiesiny bakteryjnej Micrococ-
cus lysodeikticus w wyniku dodania do niej enzymu [10]. W badaniach uzyto spektro-
fotometru Stv VSU-28 firmy Carl Zeiss Jena (Niemcy). Absorbancj¢ mierzono przy
dtugosci fali A =450 nm, w temp. 21 °C.

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono w pigciu powtorzeniach. Analize staty-
styczng wynikéw badan przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica PL v.8.0.
Wykonano podstawowe obliczenia statystyczne w przypadku kazdej zmiennej, wyzna-
czajac m.in. warto$¢ $rednig, odchylenie standardowe, btad standardowy i przedziat
ufnos$ci. Zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA). Testowanie pro-
wadzono na poziomie istotnosci nieprzekraczajagcym p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Opracowane w Katedrze Zarzadzania Jako$cig Zywnosci Uniwersytetu Przyrod-
niczego w Poznaniu metody modyfikacji lizozymu pozwalajg na uzyskanie enzymu
w postaci zoligomeryzowanej. W zalezno$ci od zastosowanej metody w otrzymanych
preparatach uzyskuje si¢ zmienng ilo$¢ poszczegdlnych oligomeréw. Lizozym zmody-
fikowany termicznie zawiera do 30 % dimeru [12, 13] a zmodyfikowany metoda ter-
miczno-chemiczng z nadtlenkiem wodoru — 35 - 40 % [15, 17]. Z kolei zastosowanie
metody wysokotemperaturowej (95 °C) z udziatem $rodka utleniajgcego jako substan-
cji wspomagajacej proces prowadzi do dalszej intensyfikacji zjawiska oligomeryzacji
1 w rezultacie mozna otrzymac preparaty zawierajace ponad 82 % spolimeryzowanego
enzymu, w tym ponad 30 % dimeru [18]. Przeprowadzone dotad badania wykazaty
jednak wystepowanie w zmodyfikowanych probach negatywnych zmian, bedacych
wynikiem dziatania wysokiej temperatury oraz czynnika utleniajacego. Obserwuje si¢
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znaczne obnizenie aktywnosci hydrolitycznej lizozymu nawet o 87 % w stosunku do
warto$ci poczatkowej oraz zjawisko trwatej, nieodwracalnej denaturacji czesci lizozy-
mu poddanego modyfikacji. Niezbedna staje si¢ wigc ochrona aktywnos$ci enzyma-
tycznej lizozymu oraz stabilizacja procesu jego oligomeryzacji. W niniejszej pracy
przedstawiono wyniki etapu badan dotyczacego zastosowania rezorcyny jako substan-
cji chroniacej enzym w drastycznych warunkach wysokotemperaturowej modyfikacji
lizozymu. W ostatnich latach wykazano, ze niektore zwiazki z grupy fenoli, a w szcze-
golnosci alkilohydroksybenzeny, do ktorych nalezy rezorcyna, sa dobrymi regulatora-
mi aktywnosci lizozymu. Wykazano, ze zwiazki te ze wzgledu na swoja chemiczng
strukture oraz rodzaj oddziatywania na czasteczke biatka, modyfikuja lizozym pocho-
dzacy z biatka jaja kurzego [19, 20]. Zmodyfikowany lizozym wykazuje zmiany kon-
formacyjne, obejmujace rowniez centrum aktywne, ktorym towarzysza zmiany wila-
sciwosci  fizykochemicznych enzymu. Stwierdzono, ze lizozym modyfikowany
z udziatem tego typu zwiazkow wykazuje wyzsza odporno$é na denaturacje termiczng
niz jego natywna forma, czego efektem jest ochrona aktywnosci hydrolitycznej [20].

Modyfikowano monomer lizozymu o aktywnosci 21252 U/mg, ktérego obraz
elektroforetyczny przedstawiono na rys. 1.

10°Da

45,0

28,6

14,3

Wzorzec  Lizozym (monomer)
Standard ~ Lysozyme (monomer)

Rys. 1.  Obraz elektroforetyczny monomeru lizozymu.
Fig. 1.  Electrophoretic image of lysozyme monomer.

Modyfikacje lizozymu przeprowadzono zgodnie z podang wcze$niej metodyka
i w jej efekcie otrzymano preparaty, ktore w zaleznosci od sposobu modyfikacji ozna-
czono symbolami P1, P2, P3 i P4. Analiza elektroforetyczna wykazata, ze preparaty te
zawieraly obok monomeru takze oligomery lizozymu w postaci dimeru, trimeru,
a takze tetrametru (rys. 2).
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P1 — proba zmodyfikowana bez udziatu substancji dodatkowych / sample modified without supplementary substances
added; P2 — proba zmodyfikowana z 0,03 % udziatem rezorcyny / sample modified with 0.03% of resorcin; P3 — proba
zmodyfikowana z 0,03 % udziatem rezorcyny i 2 % udziatem H,0,/ sample modified with 0.03% of resorcin and 2% of
H,0,; P4 —préba zmodyfikowana z 0,03 % udziatem rezorcyny i 0,2 % udzialem odczynnika Reciclean® / sample
modified with 0.03% of resorcin and 0.2% of Reciclean® reagent.

Rys. 2. Obraz elektroforetyczny preparatéw lizozymu otrzymanych w wyniku jego modyfikacji z zasto-
sowaniem rezorcyny w temperaturze 90 °C (a) i 95 °C (b).

Fig. 2.  Electrophoretic image of lysozyme samples produced as a result its modification with the use of
resorcin at a temperature of 90 °C (a) and 95 °C (b).
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Analiza densytometryczna umozliwita okreslenie $redniego udziatu poszczego6l-
nych form lizozymu w badanych preparatach. Wyniki analizy przedstawiono w tab. 1.
2.

Na ilo$¢ otrzymanych oligomerow najwigkszy wplyw miata temperatura, w ktorej
prowadzono proces modyfikacji enzymu. Stwierdzono, ze bez udziatu dodatkow che-
micznych uzyskano ponad 63 % oligomeréw w temp.e 90 °C i okoto 67,5 % w temp.
95 °C. Zastosowanie chemicznych substancji wspomagajacych zwiekszylo wydajnosé
procesu o 2 - 3 % w przypadku samej rezorcyny oraz nawet o 13 % w przypadku jed-
noczesnego zastosowania rezorcyny i preparatu Reciclean® (proba P4, temp. 95 °C).
W tej probie uzyskano takze najwicksza ilos¢ dimeru (33,7 %), ktory stanowit gtowna
formg¢ oligomeryczng wszystkich preparatéw zmodyfikowanego lizozymu (tab. 1 1 2).
Jego udziat wynosit w nich od 27 do 33 % (rys. 3).
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Rys. 3. Udzial dimeru lizozymu w preparatach otrzymanych w okre§lonych warunkach modyfikacji.
Fig. 3. Content of lysozyme dimer in preparations produced under specific conditions of modification
process.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze wtasnie forma dimeryczna zmodyfikowa-
nego lizozymu decyduje o nowym, zdecydowanie skuteczniejszym przeciwdrobnou-
strojowym dziataniu [2, 5, 6, 14, 17]. Przedstawiony w pracy sposob modyfikaciji lizo-
zymu pozwolit zatem na uzyskanie preparatow zawierajgcych znaczng ilo$¢ oligome-
row, ktorych wigkszo$¢ stanowit bardzo pozadany i cenny dimer.

Obok stopnia oligomeryzacji bardzo wazng cecha zmodyfikowanego lizozymu
jest wielkos¢ jego aktywnosci hydrolitycznej. W wyniku zastosowania wszystkich
dotad znanych modyfikacji lizozymu w otrzymanych preparatach zawsze obserwowa-
no obnizenie, czasami nawet znaczne, jego aktywnos$ci hydrolitycznej [3, 12, 13, 18].
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Pomimo utraty tej aktywnosci zmodyfikowany enzym nadal dziata na bakterie Gram-
dodatnie, a dodatkowo wykazuje aktywno$¢ antybakteryjng wobec bakterii Gram-
ujemnych. Aktywno$¢ te przypisuje si¢ nowym wiasciwosciom zmodyfikowanego
lizozymu, odmiennym od jego hydrolitycznego dziatania. Zjawisko to nie jest jeszcze
do konca poznane i obecnie prowadzi si¢ szereg badan dotyczacych wyjasnienia me-
chanizmu dziatania zmodyfikowanego lizozymu i1 pojawienia si¢ ,,nowej” przeciw-
drobnoustrojowej jego aktywnosci [3, 15, 16, 17, 18].

Tabela 3

Srednia aktywnos¢ hydrolityczna lizozymu zmodyfikowanego w temperaturze 90 °C.
Average hydrolytic activity of lysozyme modified at a temperature of 90 °C.

Dodatek Stezenie . . ® Aktywno$é Obnizenie aktywnosci
St¢zenie Reciclean . . -
, rezorcyny H,0, ) hydrolityczna hydrolitycznej
Proba . Concentration of . . .
Sampl Added concentration Reciclean® Hydrolytic Decrease in hydrolytic
ample|  Resorcin of H,0, % activity activity*
[%) [%] el [U/mg] [%)
Pl 0,00 0,0 0,0 7741 63,6¢
P2 0,03 0,0 0,0 15908¢ 25,1%
P3 0,03 2,0 0,0 10287 51,6°
P4 0,03 0,0 0,2 11432° 46,2¢

Objasnienia: / Explanatory notes:
*w stosunku do monomeru lizozymu (21252 U/mg) / in relation to lysozyme monomer (21252 U/mg);
a-c — wartoséci $rednie oznaczone w kolumnach réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05 / mean values in the columns and denoted by different letters differ statistically significantly at

p <0.05.
Tabela 4
Srednia aktywno$é hydrolityczna lizozymu zmodyfikowanego w temperaturze 95 °C.
Mean hydrolytic activity of lysozyme modified at a temperature of 95 °C.
Dodatek Stezenie Stezenie Reciclean®™ Akty\ynosc Obmzemg aktywposm
i i hydrolityczna hydrolitycznej*
Proba rezorcyny H,0, Concentration of vt i hvdrolvti
S le | Added resorcin | concentration Reciclean® Hydr.o.ytlc Decrease l.n. ydro ytic
amp o, , o, activity activity*
[%] of H,O, [%] [%] [U/mg] [%]
Pl 0,00 0,0 0,0 4956° 76,7%
P2 0,03 0,0 0,0 146039 31,3%
P3 0,03 2,0 0,0 9691° 54,4°
P4 0,03 0,0 0,2 10180° 52,1°

Objasnienia jak pod tab. 3. / Explanatory note as in Tab. 3.
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W przypadku przedstawionych w pracy modyfikacji rowniez obserwowano
znaczne obnizenie aktywnos$ci hydrolitycznej enzymu w otrzymanych preparatach.
Srednig jej warto$¢ oraz procentowe zmniejszenie w stosunku do niezmodyfikowanego
monomeru zestawiono w tab. 3. i 4. W wyniku przeprowadzonych modyfikacji nasta-
pito znaczne obnizenie swoistej aktywnosci enzymu, w poréwnaniu z aktywnoscig
monomeru. Efekt ten wywotany byt przede wszystkim dziataniem radykalnych czyn-
nikow modyfikujacych tj. wysokiej temperatury oraz substancji utleniajacych, ktore
powodowaty znaczne zmiany w strukturze tancucha polipeptydowego enzymu. Wcze-
$niej wykazano, ze zachodzace podczas modyfikacji procesy powoduja rozfaldowanie
biatka, zwigkszenie jego powierzchni hydrofobowej i w efekcie niszczenie centrum
aktywnego enzymu [5, 12, 17]. Zmiany wielko$ci aktywnosci hydrolitycznej lizozymu
spowodowane warunkami modyfikacji enzymu przedstawiono na rys. 4.
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Rys. 4. Aktywno$¢ hydrolityczna lizozymu w preparatach otrzymanych w okreslonych warunkach
modyfikacji.
Fig. 4. Hydrolytic activity of lysozyme in preparations produced under specific conditions of modifica-
tion process.

Zastosowanie temp. 90 i 95 °C spowodowato obnizenie badanej aktywnos$ci od-
powiednio o 64 i 77 %. Stwierdzono jednak, ze dodatek rezorcyny, jako substancji
chronigcej enzym, wplynat stabilizujaco na proces jego wysokotemperaturowej mody-
fikacji. Okazato si¢ rOwniez, ze obecnos¢ tego sktadnika hamowata obnizanie si¢ ak-
tywnosci hydrolitycznej w zmodyfikowanym enzymie. Wykazano, ze w probach, ktore
modyfikowano w temp. 90 i 95 °C, do ktérych dodano rezorcyne, aktywnos$¢ hydroli-
tyczna zmniejszyla si¢ tylko o 25 - 31 %. Ochronne dzialanie rezorcyny byto takze
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bardzo wyrazne w probach, do ktorych podczas modyfikacji dodano substancje wspo-
magajace oligomeryzacj¢ enzymu, tj. nadtlenek wodoru lub preparat Reciclean®. Jed-
nak silnie destrukcyjne dziatanie modyfikatorow utleniajacych w potaczeniu z wysoka
temperaturg warunkowalo jedynie 50-procentowa ochrong aktywnosci hydrolitycznej
enzymu. Stwierdzono zatem, ze proces modyfikacji lizozymu korzystniej jest prowa-
dzi¢ w temperaturze 90 °C z dodatkiem 0,03 % rezorcyny i bez udziatu modyfikatorow
utleniajacych, bowiem otrzymane w tych warunkach preparaty zawieraty 66 % oligo-
merow, w tym 31 % dimeru, a ich aktywno$¢ hydrolityczna chroniona byta az w 75 %.
Natomiast podwyzszenie temp. modyfikacji do 95 °C prowadzito juz do tak znacznych
zmian konformacyjnych w obrebie centrum aktywnego lizozymu, ze otrzymane prepa-
raty wykazywaly zdecydowanie nizsza katalityczng aktywnos$¢ przeciwbakteryjna,
mimo zastosowania $rodka ochronnego.

Przedstawione wyniki badan dowodza, ze zastosowanie rezorcyny, jako $rodka
chronigcego lizozym podczas jego wysokotemperaturowej modyfikacji, w znacznym
stopniu zabezpieczylo enzym przed niekorzystnymi zmianami wynikajagcymi z warun-
kow procesu. Przeprowadzone badania wykazaly, ze rezorcyna wplyneta na zwigksze-
nie stopnia oligomeryzacji lizozymu, zapewniajac jednocze$nie wyrazng ochrong jego
aktywnosci hydrolitycznej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze decydujacy wplyw na stopien
oligomeryzacji enzymu oraz udziat poszczeg6lnych jego form w uzyskanych prepara-
tach miata temperatura procesu, a nastgpnie dodatek substancji utleniajacych. Zasto-
sowanie rezorcyny tylko nieznacznie polepszyto oligomeryzacje lizozymu, natomiast
istotnie wptyneto na ochrong aktywnosci hydrolitycznej enzymu. W preparatach mody-
fikowanych w temp. 90 °C bez udziatu modyfikatorow utleniajacych aktywnos¢ enzy-
matyczna lizozymu chroniona byla w 75%, uzyskujac ostatecznie warto$¢
15908 U/mg. Podobnego efektu nie udato si¢ uzyska¢ we wezesniejszych badaniach.

Whioski

1. Wykazano, ze wysokotemperaturowa modyfikacja lizozymu z wykorzystaniem
0,03-procentowego dodatku rezorcyny jest skutecznym sposobem oligomeryzacji
enzymu.

2. Rownoczesne dziatanie rezorcyny i stosowanych modyfikatorow w postaci nad-
tlenku wodoru i odczynnika Reciclean” powodowato zwickszenie sumarycznej
ilosci oligomeréw w otrzymanych preparatach do 70 %.

3. Wykazano, ze rezorcyna silnie chronita aktywnos$¢ hydrolityczng lizozymu mody-
fikowanego w temperaturze 90 °C. W preparatach modyfikowanych z jej udziatem
aktywnos$¢ ta obnizyta si¢ o 30 %, podczas gdy w modyfikacji bez jej udziatu ob-
nizyla si¢ o ponad 75 %.
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4. Poziom ochrony i stopien oligomeryzacji enzymu w sposéb statystycznie istotny

[14]
[15]
[16]
[17]
[18]

[19]

zalezaly od warunkow modyfikacji, tj. dodatku rezorcyny, rodzaju zastosowanego
czynnika utleniajgcego, a w szczegdlnosci temperatury procesu.
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APPLYING RESORCIN AS LYSOZYME-PROTECTIVE AGENT IN THE COURSE
OF ITS HIGH-TEMPERATURE MODIFICATION

Summary

The objective of the study was to assess the resorcin as an agent to protect lysozyme in the course of
its high-temperature modification process. The impact of the added agent was analyzed on the change in
the hydrolytic activity of the modified enzyme as was the level of its oligomerisation degree. The high-
temperature modification process consisted in the oligomerisation of lysozyme at a temperature of 90 and
95 °C with either H,0, or Reciclean® reagent added as an oxidizing substance. The samples produced
during the modification process were analyzed; the analysis comprised the determination of the enzyme’s
hydrolytic activity and the assessment of its oligomerisation level.

The result of applying the resorcin as an agent to protect the lysozyme in the course of its high-
temperature modification process was a 75 % protection level of the enzyme’s hydrolytic activity. In
addition, it was found that the number of lysozyme oligomeric forms increased in the samples produced
during the modification process.

Key words: lysozyme, resorcin, modification, oligomers, hydrolytic activity
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