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GRZEGORZ LESNIEROWSKI, ROBERT BOROWIAK

WPLYW WARUNKOW SRODOWISKOWYCH NA ZMIANE
WLASCIWOSCI LIZOZYMU W BIALKU JAJ KURZYCH

Streszczenie

Lizozym jest enzymem hydrolitycznym wykazujacym zdolnos¢ rozktadu $ciany komoérkowej bakterii.
Stanowi on mechanizm naturalnej pierwotnej ochrony dla rozwijajacego si¢ w jaju zarodka. Bogatym
zrodtem lizozymu jest biatko jaja kurzego, z ktorego enzym otrzymywany jest na skale przemystowa.

Celem pracy bylo okreslenie zmian wystgpujacych w lizozymie bialka jaja kurzego w wyniku prze-
trzymywania catych jaj surowych lub wyizolowanego biatka jaja w warunkach zblizonych do inkubacji jaj
podczas wylegu pisklat, tj. w temperaturze ok. 40 °C przez 20 dob.

Wykazano, ze przetrzymywanie jaj kurzych w takich warunkach powoduje zmiany jakosciowe i ilo-
sciowe lizozymu w biatku jaja. Efektem inkubacji enzymu byta czesciowa jego oligomeryzacja, w wyniku
ktorej tworzyla si¢ forma dimeryczna. Zjawisku temu towarzyszylo obnizenie aktywnos$ci hydrolitycznej
enzymu.

Stowa kluczowe: lizozym, oligomeryzacja, dimer, aktywnos$¢ hydrolityczna

Wprowadzenie

Lizozym (N-acetylo-muramylohydrolaza, E.C.3.2.1.17), zwany réwniez murami-
daza, jest niskoczasteczkowym enzymem (14,3-10° Da), ktorego tancuch polipeptydo-
wy tworzy 129 aminokwasow. Wystepuje prawie we wszystkich wydzielinach, ply-
nach ustrojowych oraz tkankach organizmu cztowieka i zwierzat. Zostat takze wyizo-
lowany z niektorych roslin, a nawet bakterii 1 bakteriofagow [14, 15]. Lizozym stanowi
okoto 3,5 % udzialu masowego wszystkich protein wystepujacych w biatku jaja kurze-
g0, bedac jednoczesnie jego bogatym i podstawowym zrodtem [7, 19]. Jako sktadnik
biatka jaja ptakoéw stanowi naturalng barier¢ ochronng tresci jaja przed drobnoustroja-
mi. Jego antybakteryjne dziatanie polega na hydrolizie wigzan B(1-4) glikozydowych
pomiedzy kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetyloglukozaming polisacharydu
budujacego sciane komorkowa bakterii [10].
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Antybakteryjna aktywno$¢ lizozymu dotyczy gldwnie bakterii Gram-dodatnich,
gdyz w tym przypadku tatwo dostepny dla lizozymu peptydoglikan — substrat enzymu
— jest bezposrednio narazony na jego dzialanie. Bakterie Gram-ujemne sg zabezpie-
czone przed dzialaniem lizozymu dzigki obecnosci w ich $cianie komorkowej dodat-
kowych sktadnikoéw, takich jak: polipeptydy, lipoproteidy i lipopolisacharydy, ktdre
tworza warstwe ochronng trudng do pokonania przez enzym [11, 14]. Wsrdd innych
waznych wlasciwosci lizozymu wymieni¢ mozna jego zdolnos¢ do inaktywacji wiru-
sOw przez wigzanie si¢ z ich DNA i tworzenie nierozpuszczalnych kompleksow czy
mozliwo$¢ unieczynniania toksyn, a takze inicjowanie formowania przeciwcial dzigki
trawieniu pozostatosci scian komdrkowych uszkodzonych bakterii [19].

Wilasciwosci zwigzane z antybakteryjnym dziataniem lizozymu spowodowaty
znaczne zainteresowanie praktycznym jego wykorzystaniem. Obecnie enzym ten jest
uzytkowany w wielu branzach przemyshu zywnos$ciowego m.in. jako $rodek utrwalaja-
cy podczas przechowywania surowcow i produktow spozywcezych [12]. Wykorzysty-
wany jest rowniez w diagnostyce medycznej, farmakologii i weterynarii. Znalazt zasto-
sowanie w terapiach zakazen wirusowych i bakteryjnych, w leczeniu takich schorzen,
jak: choroby skorne, oczu, jamy ustnej, leukemia i choroby nowotworowe. Ponadto
jest srodkiem wspomagajacym dziatanie antybiotykow [6, 11 ,13]. Wiele badan wska-
zuje, ze w okreslonych warunkach lizozym moze wykazywac¢ znacznie wigcej cennych
wiasciwosci, ktore zwigkszaja zakres jego antybakteryjnego dziatania. Nowe wtasci-
wosci lizozymu ujawniajg si¢ w wyniku jego modyfikacji, ktore prowadza do zmiany
formy wystepowania enzymu z monomeru w dimer i wyzsze oligomery [11, 12].
W specyficznych warunkach, np. podczas wylegu pisklat, takie zmiany prawdopodob-
nie zachodzg takze w natywnym biatku w jego naturalnym srodowisku, tj. w jajach
w skorupach [5, 17].

Wykazano, ze zmieniony lizozym w swej nowej postaci traci cz¢$¢ hydrolitycznej
aktywnosci, a mimo to wykazuje jeszcze wyzsza aktywno$¢ antybakteryjna wobec
bakterii Gram-dodatnich, a dodatkowo rozszerza swoje dziatanie na bakterie Gram-
ujemne, w tym liczne chorobotworcze bakterie patogenne. Wykazano, ze w wyniku
dimeryzacji pojawia si¢ nowa aktywno$¢ kompensujgca utratg aktywnosci hydrolitycz-
nej 1 rozszerzajgca spektrum przeciwdrobnoustrojowego dziatania enzymu [4, 8, 12].
Ta nowa aktywno$¢ lizozymu jest efektem jego dimeryzacji i zwigzana jest z odstonie-
ciem obszaru hydrofobowego przez wyeksponowanie reszt tryptofanowych z wnetrza
czasteczki na zewnatrz, co skutkuje m.in. wigksza zdolno$cig przenikania enzymu
przez membrang, a w konsekwencji wyzszg jego skuteczno$cig dziatania wobec bakte-
rii Gram-ujemnych.

Celem uzyskania nowej — ,,specyficznej” aktywnosci lizozymu obecnie prowadzi
si¢ prace badawcze dotyczace sposobow jego modyfikacji [1, 3, 12]. Wynika z nich, ze
niezaleznie od zastosowanego sposobu modyfikacji lizozymu, otrzymane po modyfi-
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kacji preparaty charakteryzujg si¢ zwigkszong biologiczng aktywnoscig przeciwdrob-
noustrojowg oraz zwigkszonym spektrum antybakteryjnego dziatania. Stwarza to moz-
liwosci zdecydowanie lepszego wykorzystania enzymu w przemys$le spozywczym,
szczegolnie jako konserwanta zywno§ci.

Wszystkie dotychczasowe badania nad modyfikacjg lizozymu dotyczyly wyizo-
lowanego z biatka jaja enzymu. Interesujace wydaje si¢ zbadanie, czy enzym mozna
zmodyfikowa¢ takze w jego naturalnym Srodowisku, tj. w biatku jaja.

Celem ninigjszej pracy byla proba modyfikacji lizozymu i ocena podstawowych
wlasciwosci otrzymanego preparatu biatkowego.

Material i metody badan

Surowcem do badan byly swieze jaja kurze zakupione w sieci handlowej. Przygo-
towano dwa warianty surowca badawczego. Pierwszy wariant (A) stanowily jaja
w skorupach, a drugi (B) — biatko jaja po rozdzieleniu tresci jaja. Zarowno jaja w sko-
rupach, jak i oddzielone biatko jaja umieszczano w pojemnikach i szczelnie zamykano.
Nastepnie pojemniki umieszczano w cieplarce i prowadzono inkubacj¢ w $cisle kontro-
lowanej temperaturze 40 £ 0,5 °C przez 20 dni. Proby do badan pobierano co 48 h,
w ktorych biatko suszono liofilizacyjnie z wykorzystaniem liofilizatora GT3 firmy
LEYBOLD HERAEUS. W odstepach 48-godzinnych prowadzono ocen¢ zmian formy
wystepowania lizozymu w badanych probach, jego aktywnosci hydrolitycznej oraz pH
podczas 20-dobowej inkubacji jaj w skorupach (wariant A doswiadczenia) oraz biatka
jaja (wariant B) w temp. 40 °C. Jako probe kontrolng zastosowano monomer lizozymu
belgijskiej firmy Belovo.

Analiza elektroforetyczna. Elektroforeze wykonywano za pomocg aparatu SE-600
firmy Hoefer Scientific Instruments (USA) wedlug metody Laemmli [9] 1 Le$nierow-
skiego [11].

Analiza densytometryczna. Okreslenie ilo$ciowego udziatu poszczegdlnych form
polimerycznych lizozymu w badanych preparatach prowadzono densytometrycznie
z wykorzystaniem programu komputerowego TotalLab TL 100 firmy Nonlinear
Dynamics Ltd, USA.

Aktywnosé hydrolityczng lizozymu oznaczano metoda spektrofotometryczng [11]
na podstawie pomiaru zmniejszania zmgtnienia zawiesiny bakteryjnej Micrococcus
lysodeikticus pod wptywem dodanego enzymu. Oznaczenie prowadzono przy uzyciu
spektrofotometru Stv VSU-28 firmy Carl Zeiss Jena.

Analiza statystyczna. Wszystkie oznaczenia wykonano w pigciu powtorzeniach.
Wyniki badan poddano analizie statystycznej, wykorzystujac pakiet Statistica Pl v.8.0.
Wykonano podstawowe obliczenia statystyczne, wyznaczajac m.in. warto$¢ $rednia,
minimum i maksimum, odchylenie standardowe, btad standardowy i przedziat ufnosci.
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Wyniki badan i dyskusja

Analiza otrzymanych w wyniku elektroforezy frakcji wykazala, ze w badanym
zakresie mas czasteczkowych, tj. (14 - 28)-10° Da, w biatku jaja (proba kontrolna) wy-
stepowaly dwa pasma: pierwsze odpowiadajace monomerowi lizozymu (14,3-10° Da)
oraz drugie odpowiadajace owomukoidowi, ktorego masa czasteczkowa jest zblizona
do m.cz. dimeru lizozymu (28-10° Da) (rys. 1).

10°Da
50| -
28,6 -

14,3 —

Wzorzec Lizozym (monomer)
Standard Lysozyme (monomer)

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny frakcji biatka jaja (proba kontrolna).
Fig. 1.  Electrophoretic separation of protein fractions in egg (control sample).

Zaktadajac statg zawarto§¢ owomukoidu w biatku, wykazywane podczas dalszych
badan zwickszanie si¢ udziatu frakcji o masie czasteczkowej 28-10° Da uznawano za
przyrost ilosci tworzacego si¢ dimeru lizozymu, a zmniejszanie si¢ frakcji o masie
czasteczkowej 14-10° Da jako ubytek monomeru.

Zmiany zachodzace podczas 20-dobowej inkubacji przedstawiono na rys. 2. i 3.
Przedstawiono na nich rozdziaty elektroforetyczne frakcji biatkowych kolejnych prob
pobieranych co 48 h.

Na podstawie analizy densytometrycznej rozdziatow elektroforetycznych stwier-
dzono, ze w obu wariantach do§wiadczenia nastgpowat staty przyrost frakcji dime-
rycznej z jednoczesnym zmniejszaniem si¢ udzialu monomeru po kazdej 48-godzinnej
inkubacji (tab. 1). Zmiany udzialu dimeru w badanych probach przedstawiono na
rys. 4.15.
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Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny frakcji biatkowych w biatku inkubowanym w jajach w skorupach
(wariant Fig. 2. Electrophoretic separation of protein fractions in egg white incubated in egg
shells (variant A).
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Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny frakcji biatkowych w biatku jaja inkubowanym po wybiciu i rozdzie-
leniu tresci jaja (wariant B)
Fig. 3. Electrophoretic separation of protein fractions in egg whites incubated after breaking egg and

separating yolk (variant B)

Analiza wynikow wykazata, ze zwigkszenie udziatu formy dimerycznej lizozymu
byto wprost proporcjonalne do ubytku monomeru w biatku. Postgp tych zmian zalezat
od czasu inkubowania proby i wariantu doswiadczenia. Najwigksze przyrosty dimeru
zaobserwowano w poczatkowym okresie inkubacji biatka bez skorupy (2,5 %/48 h)
(rys. 6). Po 20 dobach w biatku inkubowanym w jajach w skorupach oznaczono udziat
formy dimerycznej na poziomie 10 %, natomiast w biatku inkubowanym bez skorup —
12 %. Koncowa zawarto$¢ dimeru lizozymu oraz szybkos$¢ jego tworzenia byla wigk-
sza w biatku inkubowanym bez skorup niz w biatku w catym jaju ze skorupa. Taki
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Tabela 1l

Srednie warto$ci udziatu monomeru, dimeru oraz aktywnosci hydrolitycznej i pH w probach inkubowane-
go biatka jaja; w uktadzie doswiadczenia: wariant A1 B;n=15.
Mean values of contents of lysozyme monomer and dimmer in, hydrolytic activity and pH of samples of
incubated egg white; experiment plan: variants A and B;n=15.

Rys. 4.
Fig. 4.

Udzial monomeru Szacowany udziat dimeru pH Aktywnoisc
: . . hydrolityczna lizozymu
lizozymu [%] lizozymu [%] biatka [U/mg]
Doba :
by | Conmoltmome | Eimacdamenicf | pHofes | i iy o
? ysozy ? white lysozyme [U/mg]
wariant A | wariant B | wariant A | wariantB [ w. A | w.B | wariant A | wariant B

0 100,0+0,1 | 100,0£0,1 | 0,0+0,1 0,0=£0,1 9,3 9,3 733+ 6 733+ 6
2 98,9+0,2 | 97,5+0,1 1,1+£0,2 2,5+0,1 9,2 9,3 710+ 4 689 +4
4 979+0,2 | 96,3+0,2 | 2,1+0,2 3,7£0,2 9,2 9,3 690+5 677+4
6 96,8 +0,2 | 94,5+0,2 | 3,2+0,2 5,5+0,2 9,1 9,3 662 +5 642+ 6
8 96,0+£0,2 | 93,7+0,1 4,0+0,2 6,3+0,2 8,9 9,2 634+5 613+4
10 95,1+£0,2 | 92,2+0,1 4,9+0,2 7,8+0,1 8,8 9,2 605+5 579+ 4
12 942+0,2 | 91,3+0,2 | 58=+0,2 8,7+0,2 8,7 9,2 557+6 537+5
14 92,8 +£0,2 | 90,1 £0,1 7,2+0,2 9,9+0,1 8,6 9,0 524 +4 489+ 6
16 92,0+0,2 | 89,2+0,1 8,0+0,2 10,8 0,1 8,5 9,0 502+5 445+ 4
18 90,7+0,2 | 89,0+0,1 9,3+£0,2 11,0£0,1 8,5 8,9 482+ 4 405+5
20 89,9+0,2 | 88,1+0,1 | 10,1+0,2 | 11,9+0,1 8,4 8,8 467+5 383+5
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Zmiany zawartosci dimeru lizozymu w biatku inkubowanym w jajach w skorupach (wariant A).
Changes in content of lysozyme dimer in egg white incubated in egg shells (variant A).
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Rys. 5. Zmiany zawartosci dimeru lizozymu w biatku inkubowanym bez skorup (wariant B).
Fig. 5. Changes in content of lysozyme dimer in egg white incubated without egg shells (variant B).
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Rys. 6. Przyrosty dimeru lizozymu w czasie inkubacji biatka.
Fig. 6. Increase in lysozyme dimer during incubation of egg white.

sposob tworzenia si¢ dimeru zwiagzany byt zapewne ze zmianami pH w przechowywa-
nym biatku. Dotychczasowe prace dotyczace modyfikacji lizozymu wykazaty bowiem,
ze intensywno$¢ powstawania dimeru wzrastala wraz ze wzrostem pH $rodowiska
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1 najwigksza byta w poblizu punktu izoelektrycznego enzymu [11, 12]. Najwyzsze pH
biatka (9,3) zmierzono w surowcu przed inkubacjg (tab. 1). Takie srodowisko najbar-
dziej sprzyjato tworzeniu si¢ dimeru lizozymu. W miar¢ przechowywania surowca pH
biatka jaja obnizato si¢ i proces ten byt szybszy w jajach w skorupach. Obnizanie si¢
pH biatka spowalniato oligomeryzacj¢ enzymu. W jajach w skorupach ilo$¢ powstaja-
cego dimeru byta mniejsza niz w bialku oddzielonym od reszty jaja, gdyz w tym ostat-
nim pH $rodowiska osiggneto wyzsza warto$¢. Obserwowane podczas doswiadczenia
wystepowanie zjawiska obnizania si¢ pH biatka podczas jego przechowywania, od-
wrotnie niz jest to podczas naturalnego starzenia si¢ jaj, zwigzane byto ze sposobem
przetrzymywania surowca podczas jego inkubacji. Zgodnie z metodyka badan, w celu
uniemozliwienia odparowania wody jaja w skorupach i biatko jaja umieszczano
w szczelnie zamknigtych pojemnikach. W pojemnikach tych wraz z wydtuzaniem cza-
su trwania inkubacji tworzyla si¢ specyficzna atmosfera wzbogacona w uwalniajacy si¢
z jaj dwutlenek wegla (CO,), ktora nie tylko zahamowata wzrost pH biatka, a wrecz
przeciwnie — spowodowata jego obnizenie. Jak podaje Plotka [16], zjawisko takie za-
chodzi wtedy, gdy jaja o zaawansowanych zmianach przechowalniczych umiesci si¢
w atmosferze wzbogaconej w CO,. Wowczas pH biatka moze obnizy¢ si¢ nawet do
poziomu ok. 8,0. Taka wtasnie sytuacja zaistniala w przypadku badanych prob, przy
czym w catych jajach w skorupach ilo§¢ wydzielonego dwutlenku wegla byla wigksza,
stad pH biatka obnizato si¢ szybciej 1 do nizszej wartosci.

Wraz ze zmianami formy wystgpowania lizozymu w badanych probach obser-
wowano takze zmiany aktywnosci hydrolitycznej enzymu (rys. 7).
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Rys. 7. Zmiany aktywnosci hydrolitycznej lizozymu w czasie inkubacji prob.
Fig. 7.  Changes in hydrolytic activity of lysozyme during incubation of analysed samples.
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W czasie inkubacji bialka jaja nastgpowato obnizenie aktywnosci hydrolitycznej
lizozymu. Poszczegolne powtdrzenia nie rdznity si¢ przy tym istotnie migdzy soba.
W obu wariantach do$wiadczenia obnizenie to bylo znaczne. W chwili zakonczenia
inkubacji, tj. po 20 dobach, aktywno$¢ hydrolityczna lizozymu stanowila ok. 64 % jej
wartosci poczatkowej (467 U/mg) w przypadku biatka inkubowanego w skorupach
itylko 52 % (383 U/mg) w przypadku biatka inkubowanego bez skorup. Obnizenie
aktywnosci hydrolitycznej byto niewatpliwie nast¢pstwem zachodzacych proceséw
starzenia si¢ jaja oraz tworzenia si¢ formy dimerycznej enzymu. Liczne badania wyka-
zaty, ze lizozym, mimo wysokiej stabilno$ci w swoim naturalnym $rodowisku, stosun-
kowo tatwo traci aktywno$¢ podczas przechowywania jaj [12, 18 ,19]. Natomiast ba-
dania dotyczace modyfikacji lizozymu jednoznacznie dowodza, ze po modyfikacji
enzym traci cze$¢ swej aktywnos$ci hydrolitycznej, ale jednoczesnie w wyniku oligo-
meryzacji wykazuje nowa aktywno$¢ rozszerzajacg znacznie spektrum antybakteryjne-
go dzialania [2]. Z innych badan dotyczacych modyfikacji lizozymu [3, 11, 15] wyni-
ka, ze enzym w postaci dimerycznej wykazuje znacznie szerszy zakres antybakteryjne-
go dziatania, obejmujacy takze bakterie Gram-ujemne i szczepy dotychczas odporne na
dziatanie monomeru.

Podsumowanie

W pracy wykazano, ze w okreslonych warunkach lizozym znajdujacy si¢ w na-
tywnym biatku jaja kurzego wykazuje zdolno$¢ do asocjacji i tworzenia dimeru.
Otrzymane wyniki sg zbiezne z rezultatami badan Jolles i Jolles [5], ktorzy wykazali
mozliwo$¢ tworzenia si¢ w specyficznych warunkach nieodwracalnego dimeru lizo-
zymu w biatku jaja kurzego. W pracy udowodniono, ze inkubujgc jaja w skorupach
badz samo biatko jaja w temperaturze podwyzszonej do 40 °C mozna doprowadzi¢ do
oligomeryzacji lizozymu. Wykazano, ze w taki sposdb mozna otrzymac preparat biatka
jaja wzbogacony o 10 - 12 % niezwykle cennego dimeru lizozymu. Przedstawiona
W niniejszej pracy prosta metoda modyfikacji sktadu biatkowego biatka jaja wskazuje
nowe kierunki modyfikacji lizozymu umozliwiajace uzyskanie warto§ciowego prepara-
tu biatkowego, ktory moze znalez¢ zastosowanie jako dodatek do zywnosci, nie tylko
zwicgkszajacy jej warto$¢ odzywcza, ale takze naturalnie jg konserwujacy.
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EFFECT OF ENVIRONMENTAL CONDITIONS ON CHANGE IN PROPERTIES
OF LYSOZYME IN HEN EGG WHITE

Summary

Lysozyme is a hydrolytic enzyme having the capacity to decompose bacterial cell walls. It constitutes
a mechanism of natural, primary protection for the embryo developing in the egg. The egg white is a rich
source of lysozyme used to produce the enzyme on an industrial scale.

The objective of this study was to determine the changes in the lysozyme of a native egg white result-
ing from storing either the raw whole eggs or the separated egg whites under the conditions similar to
those of the egg incubation during hatching i.e. approximately at 40 °C for 20 days.
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It was proved that when chicken eggs were kept under the above conditions, qualitative and quantita-
tive changes in the lysozyme present in the egg white occurred. The incubation of enzyme caused its
partial oligomerisation, which resulted in the formation of a dimeric form. This phenomenon was accom-

panied by a decrease in the hydrolytic activity of the enzyme.

Key words: lysozyme, oligomerization, dimer, hydrolytic activity
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