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Intensyfikacja wilasciwosci bakteriobojczych lizozymu
na drodze jego termicznej modyfikac;ji

Wstep

Lizozym jest bakteriobdjczym enzymem posiadajacym zdolnosé
hydrolizy peptydoglikanu budujacego $ciany komorkowe bakterii. Ze
wzgledu na swoje wlasciwosci oraz mozliwo$¢ pozyskiwania z taniego
surowca (biatko jaja kurzego) lizozym znajduje zastosowanie w prze-
mysle spozywcezym i farmaceutycznym [Chang i in., 2000].

Antybakteryjne dzialanie lizozymu nie wynika jedynie z aktywnosci
enzymatycznej. Wykazano, ze bakteriobodjczy jest rowniez zdenaturo-
wany enzym oraz niektore peptydy powstate w wyniku jego hydrolizy
[Pellegrini i in., 1997].

Na dziatanie lityczne lizozymu wrazliwe sa przede wszystkim bak-
terie Gram-dodatnie. Rozszerzenie jego antybakteryjnych wtasciwosci
takze w stosunku do bakterii Gram-ujemnych, do ktorych naleza liczne
bakterie patogenne, osiagna¢ mozna poprzez proces modyfikacji lizo-
zymu, ktory polega na konwersji natywnie wystgpujacych monomerow
enzymu w formy oligomeryczne [Borowiak i Lesnierowski, 2012].

Wsrod opracowanych technik modyfikacji lizozymu wyrézni¢ moz-
na metody: termiczne, termochemiczne, chemiczne i membranowe
[Cegielska-Radziejewska i in., 2008].

Celem niniejszej pracy jest dobér warunkow procesu termicznej
modyfikacji lizozymu (pH, temperatura, czas) pod katem zwigksze-
nia jego wihasciwosci bakteriobdjczych przeciwko bakteriom E. coli
(Gram-ujemne), przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim. Wptyw warunkoéw termicznej modyfikacji
lizozymu na jego aktywno$¢ byt co prawda dotychczas badany, jednak
poréwnanie otrzymanych wynikow jest trudne ze wzgledu na stosowa-
nie przez autorow odmiennych warunkow procesowych i/lub réznych
metod analizy wlasciwosci antybakteryjnych otrzymanych oligomeréw
przeciwko bakteriom Gram-ujemnym.

Materiaty i metody

Materiaty

Lizozym z biatka jaja kurzego (= 30 000 FIP-U/mg) zostat zakupiony
w firmie Merck (Niemcy). Szczepy bakterii Micrococcus luteus (PCM
525) i Escherichia coli [PCM 2561] uzyskano z Instytutu Immunolo-
gii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Bulion odzywczy,
agar wzbogacony oraz odczynniki do sporzadzenia buforow zakupiono
w firmie POCh (Polska).

Termiczna modyfikacja lizozymu

10 ml roztworu lizozymu o st¢zeniu 5 mg/ml w odpowiednim bu-
forze umieszczano w kolbach o objgtosci 50 ml i wytrzasano przy 140
obr/min w stalej temperaturze. Zaréwno sktad i odczyn pH buforu, jak
tez czas i temperatura prowadzenia procesu zalezaly od badanego wa-
riantu modyfikacji termicznej. Nastegpnie kolby chtodzono przez 10 min
w wodzie z lodem. W przypadku zaobserwowania mgtnosci roztwo-
roéw probki filtrowano na saczkach o $rednicy porow 0,2 pm. Lizozym
poddawano nastgpnie procesowi liofilizacji w urzadzeniu Alpha 1-4
(CHRIST, Niemcy). Tak otrzymany liofilizat wykorzystywano do ko-
lejnych oznaczen.

W celu doboru odczynu pH dla termicznej modyfikacji lizozymu,
proces przeprowadzono w warunkach najczesciej opisywanych w lite-
raturze. Jako srodowisko reakcji zastosowano mianowicie 10 mM bufor
fosforanowy o pH 7,20 lub 10 mM bufor octanowy o pH 4,40. Proces
prowadzono w temperaturze 80°C przez 20 min.

W celu doboru czasu termicznej modyfikacji lizozymu, proces pro-
wadzono przy pH 4,40 i w temperaturze 80°C przez czas 5, 10, 15, 20

lub 25 minut. W celu zbadania wptywu temperatury na termiczna mo-
dyfikacje lizozymu, proces prowadzono przez 15 min w pH 4,40, gdyz
w tych warunkach uzyskano najlepsze wyniki w poprzednich etapach
badan oraz w temperaturach 60, 70, 80, 90 lub 95°C.

Oznaczanie wiasciwosci przeciwbakteryjnych lizozymu -
posiew powierzchniowy

Inokulum bakterii E. coli (Gram-ujemne) i M. luteus (Gram-dodat-
nie) przygotowywano poprzez zaszczepienie 30 ml bulionu odzywcze-
go bakteriami ze skosu agarowego i inkubacjg przez 16 godzin w tem-
peraturze 37°C. Nastgpnie zawiesing bakterii rozcienczano z uzyciem
0,1% (w:v) roztworu NaCl w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7,0
tak, aby uzyska¢ zawiesiny bakterii o st¢zeniu z zakresu 3+5-1 0° CFU/
ml w przypadku E. coli i 1+2:10° CFU/ml dla M. luteus. W kolejnym
kroku 1 ml tak przygotowanej zawiesiny mieszano z 1 ml roztworu od-
powiednio zmodyfikowanego lizozymu w tym samym buforze i inku-
bowano przez 1 godzing w temperaturze 25°C lub 37°C z mieszaniem
co 10 minut. W przypadku inkubacji z E. coli stosowano st¢zenie lizo-
zymu rowne 5 mg/ml, natomiast w przypadku M. luteus badano st¢zenia
5; 1; 0,1 oraz 0,05 mg/ml. Jako probe kontrolng sporzadzono mieszani-
n¢ 1 ml zawiesiny bakterii i 1 ml buforu.

Po inkubacji wykonywano posiewy 0,1 ml poszczegdlnych probek
na szalkach Petriego z agarem odzywczym. Liczbg jednostek kolonio-
tworczych (CFU) zliczano po inkubacji szalek w temperaturze 37°C
przez 24 godziny. Wszystkie doswiadczenia zostaly wykonane w trzech
powtorzeniach. Wiasciwosci bakteriobdjcze lizozymu przeciwko bak-
teriom E. coli oznaczano dla kazdego badanego wariantu modyfika-
cji jako wyznacznik skutecznosci procesu. Aktywnos$¢ bakteriobodjcza
przeciwko M. luteus oznaczano jedynie dla wyznaczonych najlepszych
warunkow procesowych termicznej modyfikacji enzymu, w celu po-
twierdzenia zachowania dziatania litycznego zmodyfikowanego enzy-
mu w stosunku do bakterii Gram-dodatnich. Procent przezycia bakterii
wyznaczono na podstawie stosunku liczby CFU/ml badanej proby do
liczby CFU/ml dla proby kontrolne;j.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej lizozymu

Aktywno$¢ enzymatyczng lizozymu oznaczano stosujac metodg tur-
bidymetryczna zaproponowana przez Shugara [1952]. Metoda ta wy-
korzystuje spadek absorbancji w czasie przy dlugosci fali 450 nm na
skutek lizy bakterii M. luteus pod wptywem lizozymu. Jako jednostke
aktywnosci enzymatycznej (U) przyjeto ilo$¢ enzymu, ktora powoduje
spadek absorbancji przy dtugosci fali 450 nm o 0,001 w ciagu 1 minuty
w temperaturze pokojowe;j.

W celu wykonania oznaczen przygotowano zawiesing bakterii M. /u-
teus w 0,1% (w:v) NaCl w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7,00.
Uzyto takiej ilosci mikroorganizmoéw, aby absorbancja zawiesiny za-
wierata si¢ w przedziale 0,600+0,700 (jako probg Slepa zastosowano
czysty bufor).

Po inkubacji przez 10 minut w temperaturze pokojowej, 2,98 ml za-
wiesiny bakterii umieszczano w kuwecie pomiarowej. Do kuwety do-
dawano nastgpnie 0,02 ml odpowiednio rozcienczonego roztworu lizo-
zymu. Za pomoca spektrofotometru GENESYS™ 20 (Thermo Scientific,
USA) mierzono spadek absorbancji (A) co 15 sekund przez 1 minutg.

Aktywno$¢ wzgledna wyznaczono jako wyrazony w procentach sto-
sunek aktywnosci lizozymu modyfikowanego do aktywnosci lizozymu
niemodyfikowanego. Wszystkie pomiary wykonano w 5 powtdrzeniach.
Aktywno$¢ lizozymu na 1 ml probki obliczono wedtug wzoru:
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poréwnania dwoch najczesciej stosowanych w tym celu bufordéw, roéz- & Rys. 1. Wplyw czasu termicz-
niacych sie odezynem pH. Modyfikacje w buforze o pH 4,401 7,20 (T £ w0 | nej - modyfikacji ~ lizozymu
= 80 °C, t = 20 min) poréwnano pod katem zwigkszenia wtasciwosci (pH, 4.’40’, r= SOOC).na,J.ego
C g . . . wlasciwosci  bakteriobojcze
bakteriobdjczych enzymu przeciwko Gram-ujemnym bakteriom E. 5 . . . i . przeciwko E. coli
coli oraz spadku jego aktywnoS$ci enzymatycznej. Uzyskane wyniki 0 5 10 15 20 25 30
zamieszczono w tab. 1. Podczas modyfikacji enzymu w buforze o pH Czas [min]
rownym 7,20 zaobserwowano wytracanie si¢ duzej ilosci biatka. o
Tab. 1. Wplyw pH buforu stosowanego do modyfikacji termicznej lizozymu na
jego whasciwosci antybakteryjne przeciwko E. coli oraz na jego aktywno$¢ enzymatyczna %01
% przezycia bakterii 3 1
pH - - Aktywno$¢ © g0 4
buforu Inkubacja Inkubacja wzgledna [%] ﬁ
w 25°C w 37°C S 60 4
brak modyfikacji 832+1,9 752+32 100 § 50 4
5 Rys. 2. Wplyw temperatury
4,40 29.0+89 385+ 117 83,7 F 40 termicznej modyfikacji lizo-
7,20 282+32 63,9+34 0 zymu (pH 4,40, ¢ = 15 min)
30 1 na jego wlasciwosci bakterio-
Zastosowanie lizozymu poddanego termicznej modyfikacji w obu 20 . . i . bojcze przeciwko E. coli
badanych buforach spowodowato spadek % przezycia bakterii E. coli 55 65 75 85 95
w pordwnaniu do lizozymu niemodyfikowanego. W przypadku inkuba- Tral

cji zawiesiny bakterii i lizozymu prowadzonej w temperaturze 25°C, pH
buforu uzytego do modyfikacji praktycznie nie ma wptywu na uzyskany
wynik — % przezycia bakterii wyniost 29,0 1 28,2 odpowiednio dla bufo-
ru o pH 4,40 1 7,20. Gdy jednak inkubacja przebiegata w temperaturze
37°C modyfikacja w buforze octanowym o pH 4,40 okazala si¢ znacz-
nie skuteczniejsza niz modyfikacja w buforze fosforanowym o pH 7,20
(uzyskano odpowiednio 38,5 1 63,9% przezycia). Znaczenie temperatu-
ry inkubacji na dziatanie lityczne lizozymu prawdopodobnie zwigzane
jest z jednoczesnym wpltywem dwoch czynnikow: najwigkszej aktyw-
nosci enzymatycznej lizozymu w temperaturze 37°C oraz najwigkszej
efektywnos$ci metabolizmu bakterii £. coli rtowniez w tej temperaturze.
Lizozym niemodyfikowany wykazal lepsze wtasciwosci antybakteryjne
w temperaturze 37°C. W przypadku, gdy modyfikacja powoduje spadek
aktywnosci enzymatycznej, wigkszego znaczenia nabiera czynnik zwia-
zany z efektywnos$cia metabolizmu bakterii. Stad enzym modyfikowany
wykazuje mniejsze dziatanie lityczne w temperaturze 37°C niz 25°C.
Najwigksza roznicg w % przezycia bakterii w zaleznosci od temperatu-
ry inkubacji zaobserwowano w przypadku lizozymu modyfikowanego
przy pH 7,20 (uzyskano odpowiednio 28,2 1 63,9% przezycia), gdy utra-
cit on calkowicie aktywno$¢ enzymatyczna.

Do dalszych badan, tj. wyznaczenia najlepszych parametréw procesu
termicznej modyfikacji lizozymu, stosowano bufor octanowy o pH 4,40
oraz inkubacj¢ zawiesiny bakterii i roztwordw lizozymu w temperatu-
rze 37°C. Wyniki oznaczen wlasciwosci antybakteryjnych przeciwko
E. coli w zaleznosci od czasu i temperatury procesu przedstawiono na
rys. 112.

Najmniejszy % przezycia bakterii zaobserwowano w przypadku uzy-
cia enzymu poddanego termicznej modyfikacji trwajacej 15 minut. Dla
poréownania, w literaturze najlepsze wyniki uzyskiwano dla 20 minu-
towej modyfikacji [Borowiak, 2012]. W pordéwnaniu do innych prac,
w ramach niniejszych badan proces prowadzono na wytrzasarce co po-
wodowato lepsza wymiang ciepla i szybsze osiagnigcie najlepszych
wilasciwosci modyfikowanego enzymu niz w przypadku inkubacji pro-
bek bez mieszania.

Na podstawie otrzymanych danych do§wiadczalnych mozna takze
zauwazy¢, ze najlepsza temperatura dla prowadzenia procesu termicz-
nej modyfikacji wynosi 80°C. Wynik ten jest zgodny z doniesieniami
literaturowymi. Warty odnotowania jest rowniez fakt, ze lizozym mo-
dyfikowany w 60 i 70°C charakteryzowat si¢ jeszcze stabszymi whasci-
wosciami antybakteryjnymi przeciwko bakteriom E. coli niz lizozym
niemodyfikowany.

W ostatnim etapie badan sprawdzono, czy termiczna modyfikacja
lizozymu w ustalonych warunkach nie wplywa negatywnie na wilasci-
wosci antybakteryjne enzymu przeciwko bakteriom M. luteus (Gram-
dodatnie). Okazalo sig, ze w badanych warunkach (stezenie bakterii
1+2:10° CFU/ml, inkubacja w 37°C) % przezycia bakterii wynosit 0
nawet dla najnizszego badanego st¢zenia lizozymu wynoszacego 0,05
mg/ml.

Whioski

Termiczna modyfikacja lizozymu skutecznie zwigksza wiasciwosci
bakteriobdjcze enzymu przeciwko Gram-ujemnym bakteriom E. coli.
Ze wzgledu na lepsze wlasciwosci antybakteryjne i zdecydowanie
mniejszy spadek aktywno$ci enzymatycznej modyfikowanego enzymu,
jako srodowisko prowadzenia procesu modyfikacji wybrano bufor octa-
nowy o pH 4,40. Dodatkowo modyfikacja w tych warunkach nie gene-
rowala strat produktu ze wzgledu na wytracanie si¢ biatka. Najlepsze
wyniki uzyskano dla modyfikacji w czasie rOwnym 15 minut i tempera-
turze wynoszacej 80°C.

Wykazano réwniez, ze zwigkszenie wlasciwosci bakteriobdjczych
przeciwko bakteriom E. coli nie spowodowato utraty wlasciwosci anty-
bakteryjnych przeciwko bakteriom M. luteus (Gram-dodatnim).

Planowane jest kontynuowanie badan w kierunku wykorzystania ter-
micznie modyfikowanego lizozymu do wytworzenia antybakteryjnych
materialdow do zastosowan biomedycznych.
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