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STRESZCZENIE

Celem pracy bytfa ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej modyfikowanego lizozymu w stosunku do bakterii
Gram-ujemnych Pseudomonas fluorescens i Proteus mirabilis. Poréwnano antybakteryjne dziatanie monomeru
lizozymu i jego preparatu uzyskanego w wyniku modyfikacji termiczno-chemicznej. W otrzymanym preparacie
lizozymu oznaczono udziat form oligomerycznych, aktywnos¢ hydrolityczng i hydrofobowos¢.

Stwierdzono wzrost inhibitujgcego dziatania lizozymu po modyfikacji w poréwnaniu z monomerem lizozymu
i préba bez dodatku enzymu w stosunku do badanych bakterii. Wykazano, ze modyfikowany preparat lizo-
zymu wykazujgcy aktywnosé przeciwbakteryjng wobec bakterii gramujemnych, charakteryzuje sie wyzszym
udziatem form oligomerycznych jak réwniez wyzszg hydrofobowoscig powierzchniowa.

Antibacterial activity of modified lysozyme against bacteria Proteus mirabilis
and Pseudomonas fluorescens

ABSTRACT

The aim of the study was to assess the antibacterial activity of modified lysozyme in relation to Gram-negative
bacteria Pseudomonas fluorescens and Proteus mirabilis. Antibacterial action of lysozyme monomer and its
preparation produced as a result of thermo-chemical modification were compared. In the obtained lysozyme
preparation the proportion of oligomeric forms, hydrolytic activity and hydrophobicity were determined.
An increase was found in the inhibitory action of lysozyme after modification in comparison with lysozyme
monomer and the sample without an addition of the enzyme in relation to the analysed bacteria. It was shown
that the modified lysozyme preparation exhibiting antibacterial activity against Gram-negative bacteria is
characterised by a higher proportion of oligomeric forms, as well as higher surface hydrophobicity.
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1. WPROWADZENIE

Lizozym (N-acetylo-muramylohydrolaza E.C.
3.2.1.17) jest niskoczgsteczkowym enzymem (14400
Da), szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie.
Szczegdlnie bogate Zrédto lizozymu stanowi biatko
jaja kurzego, w ktérym stanowi on 3,5% udziatu
wszystkich wystepujgcych w nim biatek. Lizozym
charakteryzuje sie zdolnoscig hydrolizy wigzan
glikozydowych B (1-4), pomiedzy kwasem N- ace-
tylomuraminowym (NAM) i N-acetyloglukozoaming
(NAG) w warstwie peptydoglikanu, wchodzgcego w
sktad sciany komérkowej bakterii. Antybakteryjna
aktywnos$¢ monomeru lizozymu dotyczy przede
wszystkim bakterii gramdodatnich. W przypadku
bakterii gramujemnych dostep enzymu do war-
stwy peptydoglikanu jest utrudniony, ze wzgledu
na obecnos¢ w scianie komdrkowej polipeptyddw,
lipoproteidéw i lipopolisacharydoéw [1, 2, 3].
Lizozym bedacy naturalnym zwigzkiem o wtasciwo-
Sciach antybakteryjnych wykorzystywany jest jako
srodek utrwalajgcy mleko i jego przetwory, mieso,
produkty z miesa, ryby, owoce i warzywa [4, 5, 6].
Zastosowanie lizozymu w potaczeniu z innymi czyn-
nikami utrwalajgcymi, jak pakowanie w atmosferze
modyfikowanej, wysokie ci$nienie hydrostatyczne,
uzycie nizyny, mleczanu sodu, fosforanu tréjsodo-
wego czy EDTA pozwala przedtuzy¢ okres trwatosci
wielu produktéw [7, 8, 9].

Szersze wykorzystanie lizozymu mozliwe jest row-
niez poprzez zastosowanie modyfikacji, ktorych
efektem sg zmiany struktury czasteczki enzymu
i powstanie form oligomerycznych. Wzrost efek-
tywnosci antybakteryjnej lizozymu stwierdzono
zarowno w wyniku przeprowadzenia modyfikacji
membranowej, genetycznej jak réwniez termicznej
i chemicznej [10, 11, 12, 13].

Celem pracy byta ocena przeciwbakteryjnego dzia-
tania modyfikowanego lizozymu wobec bakterii
Gram-ujemnych Pseudomonas fluorescens i Proteus
mirabilis.

2. MATERIAL | METODY

2.1. Modyfikacja lizozymu

Lizozym otrzymano z biatka $wiezych jaj kur niosek
ASTRA S metoda chromatograficzng z uzyciem wy-
mieniacza jonowego [14] a nastepnie poddano mody-
fikacji termiczno-chemicznej. Roztwor lizozymu o pH
4,0 ogrzewano przez 15 minut w temperaturze 70°C
w fazni wodnej (typ 1083 by Gesellschaft fur Labor-
technik). Po schtodzeniu dodano takg ilo$¢ H,0,, zeby
w roztworze uzyskac jego stezenie na poziomie 2%
i przechowywano w warunkach chtodniczych w tem-
peraturze 8+2°C przez okres 6 dni. Preparat uzyskany
na drodze modyfikacji termiczno-chemicznej oznaczo-
no jako LTC. Po modyfikacji preparat lizozymu podda-
no liofilizacji przy wykorzystaniu liofilizatora GT3 firmy
Leybold-Heraeus. W otrzymanym preparacie oceniono
aktywnosé hydrolityczng i udziat form polimerycznych.
Oznaczono réwniez hydrofobowos¢ powierzchniowa
monomeru i modyfikowanego lizozymu. Parametry
lizozymu po modyfikacji przedstawiono w Tabeli 1.

2.2. Oznaczenie aktywnosci hydrolitycznej

Aktywnosé hydrolityczng lizozymu wykonano metoda
spektrofotometryczng, polegajgcg na wykorzystaniu
zjawisku lizy scian komorkowych bakterii Micrococ-
cus lysodeicticus bacteria. Aktywnos$¢ hydrolityczna
okreslono przez monitorowanie spadku zmetnienia
zawiesiny komérek bakterii Micrococcus lysodeikticus
przy dtugosci fali 450 nm [15].

2.3. Okreslenie ilosciowego udziatu form lizozymu

Analize elektroforetyczng przeprowadzono z wyko-
rzystaniem aparatu SE-600 (Hoefer Scientific Instru-
ments) metodg z SDS-PAGE [14, 16]. Zastosowano zel
poliakrylamidowy o stezeniu 6% (zel zageszczajacy)
i 12,5% (zel rozdzielajacy). Jako standard mas cza-
steczkowych stosowano lizozym 14,6 kDa (Sigma),
Lydium KLP 28 kDa (Nika Health Product) i albumine
jaja kurzego 45 kDa (Sigma). llosciowy udziat poszcze-
gblnych form lizozymu okreslono densytometrycznie
z zastosowaniem programu TotalLab firmy Nonlinear
Dynamics Ltd.

Tabela 1. Charakterystyka modyfikowanego preparatu lizozymu

Aktywnos¢ . . Udziat Udziat Udziat
Preparat . Powierzchniowa L i
lizozvmu hydrolityczna hvdrofobowosé monomeru dimeru trimeru
Y (U/mg) | (%) (%) (%)
Monomer 17730° 877" 100°
LTC 1060° 40520° 30,6 36,2° 33,2°
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2.4. Oznaczenie hydrofobowosci powierzchniowej

Oznaczenie hydrofobowosci powierzchniowej wyko-
nano przy uzyciu ANS (kwas 8- anilino 1-naftaleno-
sulfonowy) Sigma stosujgc Luminoscence Spectro-
meter LS 55 (Perkin Elmer), przy dtugosci fali wyjscia
A=390 nm i fali emitera A=470. Roztwory lizozymu
(0.01%) i jego rozcienczenia przygotowano w buforze
fosforanowym o pH 6,0. Z kazdego z rozcienczen
pobrano 3 ml i dodano 15 pl ANS rozpuszczonego
w metanolu. Po uptywie 15 s mierzono intensywnosé
fluorescencji. Wartos¢ oznaczonej hydrofobowosci
powierzchniowej jest rowna wspodtczynnikowi na-
chylenia prostej wyrazajgcej zaleznos¢ intensywnosci
fluorescencji od stezenia biatka.

2.5. Oznaczenie aktywnosci przeciwbakteryjnej
lizozymu

W badaniach mikrobiologicznych zastosowano
bakterie Gram-ujemne, Pseudomonas fluorescens
PCM 2123 /NCTC 3756/ i Proteus mirabilis PCM 543
/NTCT/ pochodzace z Instytutu Immunologii i Tera-
pii Doswiadczalnej we Wroctawiu. Z 24 godzinnej
hodowli bulionowej przygotowano zawiesine bak-
terii w NaCl 0,85% Medium (Biomérieux), o gestosci
0,5 w skali McFarlanda przy zastosowaniu aparatu
Densimat (Biomérieux). Roztwory lizozymu 5 mg/mL
przygotowano w sterylnej wodzie. Do probdwek
zawierajacych 4 ml bulionu i 5 ml roztworéw mo-
nomeru lub modyfikowanych preparatéw lizozymu
dodano 1ml rozciericzenia zawiesiny bakteryjnej
tak, ze wyjsciowa liczba bakterii wynosita 10% jtk/ml.
Préby inkubowano w temperaturze 30°Ci 37°C przez
okres 48 godzin. Podczas inkubacji, w wyznaczo-
nych odstepach czasowych

3. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

W badaniach poréwnano efektywnosé przeciw-
bakteryjnego dziatania monomeru lizozymu i jego
preparatu uzyskanego w wyniku modyfikacji ter-
miczno-chemicznej w stosunku do bakterii gramu-
jemnych. Charakterystyke modyfikowanego enzymu
przedstawiono w Tabeli 1, gdzie podano aktywnos¢
hydrolityczng, hydrofobowos¢ powierzchniowg oraz
udziat form oligomerycznych.

Preparat uzyskany w wyniku modyfikacji termiczno
-chemicznej charakteryzowat sie znacznie nizszg
aktywnoscig hydrolityczng w poréwnaniu z monome-
rem lizozymu. Obnizenie aktywnosci hydrolitycznej
lizozymu obserwowano réwniez w badaniach do-
tyczacych modyfikacji termicznej i membranowej
enzymu [10, 17, 18]. Przeprowadzona elektroforeza
wykazata udziat w modyfikowanym preparacie
lizozymu form oligomerycznych, w tym dimeru lizo-
zymu (36,2%). Stanowi to potwierdzenie rezultatéw
wczesniejszych badan, wskazujgcych na powstawanie
form oligomerycznych, w wyniku przeprowadzonych
modyfikacji enzymu. W badaniach dotyczgcych mo-
dyfikacji termicznej lizozymu wykazano, ze udziat for-
my dimerycznej w modyfikowanym enzymie zalezna
jest zaréwno od warunkéw modyfikacji, takich jak pH
i temperatura jak i koncentracji enzymu [17].
Wynikiem przeprowadzonej modyfikacji termicz-
no-chemicznej byta rowniez zmiana wtasciwosci
hydrofobowych enzymu. Ibrahim i in. [10] podaje,
ze w czasie modyfikacji termicznej nastepuje zmia-
na struktury czasteczki enzymu, rozpad wigzan
dwusiarczkowych, pojawienie sie wolnych grup
sulfhydrylowych i wyeksponowanie na zewnatrz

(wyjéciowo — 0, 1, 6, 24 | 48 12
godzinach) oznaczono liczbe

badanych bakterii klasyczng 10

metodga zalewowg na podto-
zu Pseudomonas Agar Base
i McConkey (Oxoid). Wyniki 8

LTC

podano w jtk/ml. Kontrole
stanowity préby pozbawione

log jtk/ml

roztworéw lizozymu.

2.6. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano
analizie statystycznej przy
wykorzystaniu programu

STATISTICA PL v. 7,0. Zasto-

[

sowano analize wariancji
ANOVA.

0

1 6 24 48
czas inkubacji (godziny)

Rysunek 1. Wptyw lizozymu i czasu inkubacji na wzrost bakterii Pseudomonas fluorescens
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czasteczki reszt tryptofanowych a w efekcie wzrost
hydrofobowosci powierzchniowe;j.

W przeprowadzonych badaniach wykazano zréz-
nicowane dziatanie monomeru i modyfikowanego
lizozymu wobec bakterii Pseudomonas fluorescens
(Rys. 1). Nie obserwowano efektywnego przeciwbak-
teryjnego dziatania monomeru lizozymu w stosunku
do badanego szczepu Pseudomonas fluorescens.
Zaréwno w proébie z dodatkiem monomeru lizozymu,
jak réwniez proébie bez dodatku enzymu w czasie
inkubacji obserwowano stopniowy wzrost bakterii
z poziomu 10* jtk/ml do 10 jtk/ml. W badanym
okresie nie stwierdzono rdznic istotnych statystycz-
nie pomiedzy liczbg komoérek bakterii w prébie
z dodatkiem monomeru lizozymu i prébie kontrolnej
(Tab. 2). W prébie z dodatkiem modyfikowanego
lizozymu w poczatkowym okresie inkubacji stwier-
dzono obnizenie liczby bakterii do poziomu 102 jtk/ml

a nastepnie obserwowano istotny wzrost liczby
bakterii. Po 6 godzinach inkubacji liczba bakterii w
prébie z dodatkiem modyfikowanego enzymu byta
0 3,4 cyklu logarytmicznego nizsza w poréwnaniu
z liczbg bakterii w probie kontrolnej (Tab. 2).

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazujg réwniez
na zréznicowany wptyw poszczegdlnych form lizozy-
mu na wzrost bakterii Proteus mirabilis. W badanym
okresie inkubacji we wszystkich prébach stwierdzono
wzrost liczby bakterii, najszybszy w probie bez dodat-
ku enzymu (Rys. 2). W prébie z dodatkiem modyfiko-
wanego enzymu, po 1 godzinie inkubacji stwierdzono
obnizenie liczby bakterii z poziomu 10° jtk/ml do 10*
jtk/ml. Po 24 godzinnej inkubacji proby zawiesiny
bakterii zdodatkiem modyfikowanego enzymu, licz-
ba komodrek bakterii wynosita 10® jtk/ml i byta nizsza
0 1,03 cyklu logarytmicznego w poréwnaniu z liczbg
bakterii w prébie kontrolnej. W badanym okresie in-

Tabela 2. Wptyw dziatania monomeru i modyfikowanego lizozymu na wzrost Pseudomonas fluorescens

i Proteus mirabilis

Log jtk/ml £SD
Préba 0 godz. 1 godz. 6 godz. 24 godz. 48 godz.
K 4,49°A | +0,21 | 4,62PA | +0,09 | 5,768 | +0,18 | 10,18 | +0,45 | 10,18 | +0,39
M 4,49°A | +0,21 | 454" | +0,30 | 5,738 | +0,03 | 9,15°¢ | +0,26 | 10,55°° | +0,30
LTC 4,49%A | +0,21 | 3,298 | +0,38 | 2,422¢ | +0,20 | 6,662° | +0,21 | 9,95 | +0,10
K 4,68°A | +0,13 | 4,898 | +0,17 | 7,08C | +0,08 | 9,91°° | +0,04 | 10,37°F | +0,32
M 4,68~ | +0,13 | 4,87°8 | +0,13 | 6,95°€ | +0,05 | 9,88°° | +0,03 | 10,37°F | +0,20
LTC 468 | +0,13 | 418" | +0,26 | 6,58€ | +0,19 | 8,730 | +0,29 | 9,76%F | +0,39
a-c, A-E rozne litery oznaczaja rdznice istotne statystycznie dla wartosci Srednich przy p<0.05
12
&
8
€
>
w 6
°
4 1
2 : : : :
0 1 6 24 48

czas inkubacji (godziny)

Rysunek 2. Wptyw lizozymu i czasu inkubacji na wzrost bakterii Proteus mirabilis
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kubacji nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie
pomiedzy liczbg bakterii w prébie kontrolnej i prébie
z dodatkiem monomeru lizozymu. Mozna stwierdzié,
ze wrazliwos¢ badanego szczepu Proteus mirabilis na
dziatanie modyfikowanego enzymu jest nizsza, anizeli
Pseudomonas fluorescens.

Uzyskane wyniki potwierdzajg ograniczone inhibitu-
jace dziatanie antybakteryjne monomeru lizozymu
na wzrost bakterii gramujemnych. Aktywnos¢ anty-
bakteryjna natywnej formy lizozymu zwigzana jest
z aktywnoscig enzymatyczng i skierowana przede
wszystkim w stosunku do bakterii gramdodatnich
[3, 7]. Przeprowadzone badania wskazuja, ze pomi-
mo znacznego obnizenia aktywnosci hydrolitycznej
enzym po modyfikacji, w poréwnaniu z monome-
rem lizozymu, wykazuje efektywniejsze dziatanie
przeciwbakteryjne wobec bakterii gramujemnych.
Woczedniejsze badania wskazujg, ze wzrost aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej w stosunku do bakterii
gramujemnych nie jest zwigzany ze spadkiem ak-
tywnosci wobec bakterii gramdodatnich [10]. Mozna
stwierdzi¢, ze antybakteryjne dziatanie lizozymu
oparte jest na zréznicowanych mechanizmach, za-
lezne nie tylko od aktywnosci hydrolitycznej, ale

rowniez wtasciwosci hydrofobowych i kationowych
enzymu [10, 11, 12]. Zastosowana modyfikacja
pozwala rozszerzy¢ dziatanie lizozymu na bakterie
gramujemne. Taki efekt dziatania enzymu uzyskano
rowniez w badaniach dotyczacych wptywu mody-
fikacji membranowej, termicznej i chemicznej na
dziatanie lizozymu [11, 19].

4. WNIOSKI

1. Efektem przeprowadzonej modyfikacji termiczno-
chemicznej lizozymu jest obnizenie aktywnosci
hydrolitycznej enzymu, wzrost hydrofobowosci
powierzchniowej i powstanie form oligomerycz-
nych.

2. W wyniku modyfikacji uzyskano wzrost anty-
bakteryjnego oddziatywania enzymu w stosunku
do badanych szczepdw bakterii gramujemnych:
Proteus mirabilis i Pseudomonas fluorescens.

3. Zmiana struktury i wtasciwosci czgsteczki wptywa
na przeciwbakteryjne dziatanie enzymu wobec
bakterii gramujemnych: Proteus mirabilis i Pseu-
domonas fluorescens.
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