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Streszczenie

Identyfikacja i ocena fizykochemiczna lizozymu po jego termicznej modyfikacji
promieniowaniem mikrofalowym w warunkach utleniajacych

Wystepujacy w przyrodzie lizozym natywny jest biatkiem enzymatycznym o charakterze
ochronnym obecnym w wigkszosci organizméw zywych. Jego biologiczna funkcja polega na
niszczeniu bakterii Gram-dodatnich wskutek  rozbicia wigzania glikozydowego p-1,4
wystepujagcego w blonie komodrkowej bakterii. Wysoka przeciwbakteryjna efektywnosé
dzialania enzymu przy jednoczesnym braku oddziatywan toksycznych sprawia, ze lizozym
wykazuje znaczny potencjat aplikacyjny, ktory juz znalazt szerokie praktyczne wykorzystanie.
Bakterie Gram-ujemne ze wzgledu na specyficzng budowe swej $ciany komérkowej nie sg az
tak wrazliwe jak Gram-dodatnie na dzialanie natywnego enzymu. Jednak mozna to zmieni¢ w
wyniku réznego rodzaju jego modyfikacji. Opracowane dotad metody modyfikujace enzym,
gléwnie chemiczne 1 fizykochemiczne, umozliwiaja zwickszenie skutecznos$ci jego
przeciwdrobnoustrojowego dziatania, ale potencjat lizozymu jest zdecydowanie wigkszy stad
nadal poszukuje si¢ nowych rozwigzan pozwalajacych na jego uwolnienie.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylto wykorzystanie promieniowania
mikrofalowego do opracowania nowej termicznej metody modyfikacji lizozymu w warunkach
utleniajacych oraz ocena wybranych wtasciwosci fizykochemicznych preparatow otrzymanych
po modyfikacji. Zalozono takze przeprowadzenie testow przeciwbakteryjnego dziatania
zmodyfikowanego enzymu.
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Publikacja (1) stanowi wprowadzenie do badan, natomiast artykuty (2), (3) i (4) to
publikacje przedstawiajace wyniki podstawowych etapow badan obejmujacych opracowanie
mikrofalowej modyfikacji enzymu oraz ocen¢ wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych
preparatdw, natomiast publikacja (5), przedstawia niekonwencjonalne zmiany jakie wystapity
w tych preparatach po ich dlugotrwatym przechowywaniu w warunkach chiodniczych.

Publikacja (1) zawiera podstawowe informacje o lizozymie. Dokonany przeglad literatury
przedmiotowej przedstawiony w formie dyskusji charakteryzuje enzym natywny i
zmodyfikowany, przedstawia jego strukturg, zrdédta wystepowania 1 mozliwosci produkcii,
omawia sposoby i skutki modyfikacji lizozymu oraz jego potencjatl aplikacyjny.

Pierwszy etap badan obejmowatl wstepne prace proceduralne dotyczace wykorzystania
promieniowania mikrofalowego jako nowego zrodta energii dla termicznej modyfikacji
lizozymu. Opracowano bazowe warunki takiej modyfikacji i oceniono ich wplyw na efekt
modyfikacji. Publikacja (2) przedstawia wyniki przeprowadzonych badan. Wykazano, ze
promieniowanie mikrofalowe skutecznie modyfikowalo enzym. Obserwowano tworzenie si¢
form oligomerycznych, gléwnie dimerycznej oraz zwigkszanie si¢ jego powierzchniowej
hydrofobowosci. Stwierdzono takze wysoka rozpuszczalno$¢ otrzymanych preparatow co byto
kolejnym pozytywnym efektem tej modyfikacji. Na uwage zastugiwaly takze inne zalety
metody, takie jak wysoka wydajnos$¢ i tatwos¢ prowadzenia procesu oraz krotki czas jego
trwania.

Wyniki tego etapu badan potwierdzity stusznos$¢ hipotezy zakladajacej mozliwosé
skutecznego wykorzystania potencjatu mikrofalowego do termicznej modyfikacji lizozymu.

Drugi etap badan, ktérego wyniki przedstawiono w publikacji (3), obejmowal rozwinigcie
rozpoczgtych w pierwszym etapie prac polegajace na wprowadzeniu do procedury
modyfikacyjnej procesu oksydacyjnego prowadzonego réwnolegle z  procesem
mikrofalowym. Oksydacj¢ skutecznie stosowano juz we wczesniejszych pracach
dotyczacych termicznej i termochemicznej modyfikacji enzymu. Badania prowadzone w
ramach tej pracy réwniez wykazaty, ze takie udoskonalenie procedury daje pozytywny efekt.

Otrzymane w rezultacie jej zastosowania preparaty charakteryzowaly si¢ zwigkszong



zawarto$cig zardbwno sumarycznej ilo$ci oligomerow (maksymalnie do 58,9%) jak i formy
dimerycznej lizozymu (do 38,5%) w poroéwnaniu do efektow otrzymanych po modyfikacji
stosowanej w pierwszym etapie badan. Zwigkszyta si¢ tez ich powierzchniowa hydrofobowos¢.
Pozostate parametry tj. rozpuszczalno$¢ preparatow jak i1 ich aktywnos$¢ hydrolityczna
pozostawaly nadal na bardzo wysokim poziomie co potwierdzito, ze zalozenie polegajace na
potaczeniu energii pola mikrofalowego z potencjatem oksydacyjnym byto stluszne, bowiem
uzyskano bardzo wysoka efektywno$¢ modyfikacji, a otrzymane preparaty charakteryzowatly
si¢ wyzszg jako$cig niz te otrzymane w pierwszym etapie badan.

Publikacja (4) przedstawia wyniki trzeciego etapu badan dotyczacego prac nad
udoskonaleniem procesu modyfikacyjnego. Badano wptyw warunkéw srodowiskowych, czasu
trwania procesu oraz wykorzystania jako surowca wyjsciowego cieklego koncentratu lizozymu
(LLC) zamiast stosowanego wcze$niej wysuszonego, na efektywno$¢ modyfikacji 1 jakos¢
otrzymywanych preparatow. Wykazano, ze nowe zoptymalizowane warunki modyfikacji
korzystnie wplynely na prowadzony proces. Otrzymano bardzo dobrze rozpuszczalne preparaty
o wigkszej niz to bylo wczesniej iloSci oligomeréw oraz korzystniejszych zmianach w
hydrofobowosci i1 aktywnos$ci hydrolitycznej. Ponadto w wyniku zastosowania plynnego
koncentratu LLC jako surowca do modytikacji proces zostat jeszcze bardziej uproszczony a
czas jego trwania skrocony. Ten etap badan potwierdzil, ze proponowana metoda
wykorzystujagca promieniowanie mikrofalowe moze by¢ nowym atrakcyjnym sposobem
otrzymywania  zmodyfikowanego lizozymu alternatywnym do dotychczas stosowanych
technik.

W ostatniej czesci dysertacji przedstawiono wyniki dodatkowych, nie planowanych
wczesniej badan bedacych efektem obserwacji dokonanych w trakcie realizacji trzech
pierwszych etapow pracy. Okazalo si¢, ze w preparatach otrzymanych z surowca ptynnego i
pozostawionych w takiej postaci wraz z czasem przechowywania zaczegly uwidaczniaé si¢
istotne zmiany, przede wszystkim nastepowato ich ciemnienie z tendencja do poglebiania si¢
ciemniejszego odcienia barwy wraz z czasem trwania ich przetrzymywania. Obserwacje te byty
na tyle interesujace, ze postanowiono zbada¢ to zjawisko stawiajac hipoteze, ze proces
modyfikacyjny nie zostal zahamowany wraz z zakofczeniem mikrofalowej modyfikacji lecz
nadal trwal w innej formie i prowadzit do dalszych zmian w juz wcze$niej zmodyfikowanym
enzymie. Zaplanowano zatem dodatkowe badania, ktorych celem bylo tak jak uprzednio,
przeprowadzenie oceny zachodzacych zmian dla wybranych wilasciwosci fizykochemicznych
preparatow mikrofalowo zmodyfikowanego lizozymu i przechowywanego przez rok w

warunkach chlodniczych, a takze przeprowadzenie testu ich przeciwdrobnoustrojowego



dziatania. Wyniki badan przedstawiono w publikacji (5).

Badania potwierdzity, ze w trakcie przechowywania prob lizozym ulegal dalszej
modyfikacji. Oprocz widocznej zmiany barwy systematycznie wzrastala zaréwno ilos¢
oligomerow jak i1 sukcesywnie zwickszala si¢ powierzchniowa hydrofobowo$¢ enzymu.
Najwicksze zmiany stwierdzono po 12 miesigcach przechowywania prob kiedy to uzyskano
najwyzszg sumaryczng zawarto$¢ oligomerdw wynoszaca 66,4%, a powierzchniowa
hydrofobowo$¢ wzrosta do 72%. Ponadto testy aktywnosci przeciwbakteryjnej wykazaly
znaczace zwigkszenie hamujacego dziatania preparatow zaréwno przeciwko Gram-dodatnim
jak 1 Gram-ujemnym bakteriom.

Przedstawione w niniejszej dysertacji wyniki badan obejmujgcych obszar termicznych
modyfikacji lizozymu oprocz wartosci naukowej wykazujg takze walory aplikacyjne. Badania
wykazaty, ze zastosowanie promieniowania mikrofalowego w procesie modyfikacyjnym byto
bardzo dobrym rozwigzaniem. Proponowana metoda modyfikacji enzymu cechuje si¢ bardzo
dobrg efektywnos$cig procesu. Otrzymane preparaty zawierajg wysokg ilo$¢ oligomerow
lizozymu, w tym przede wszystkim dimeru, ktory uwazany jest jak gtowny czynnik ksztaltujacy
specyficzng aktywno$¢ lizozymu skierowang przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, ktorej
pozbawiony jest lizozym natywny. Drugim czynnikiem istotnie wzmacniajgcym te specyficzng
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng jest powierzchniowa hydrofobowos¢ enzymu, ktéra w wyniku
mikrofalowej jego modyfikacji bardzo znaczaco si¢ zwigkszyla. Przeprowadzone testy
mikrobiologiczne potwierdzily rozszerzenie spektrum przeciwbakteryjnego dzialania
otrzymanych preparatow na bakterie Gram-ujemne przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci
przeciwko Gram-dodatnim bakteriom.

Bardzo wysoka jako$¢ zmodyfikowanego lizozymu bedacego efektem przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy modyfikacji, tatwos¢ prowadzenia procesu modyfikacyjnego i krotki
czas jego trwania oraz nowy znacznie poszerzony potencjat aplikacyjny, istotny przede
wszystkim dla przemystu spozywczego i1 farmaceutycznego oraz medycyny i weterynarii,
dowodzi, Ze zastosowanie promieniowania mikrofalowego do termicznej modyfikacji
lizozymu byto bardzo interesujaca i stuszng ideg. Otrzymane wyniki badan stanowig takze

bardzo wazny 1 inspiracyjny materiat do dalszych studiow nad enzymem 1 jego modyfikacjami.
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