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BUDOWA I OGOLNA CHARAKTERYSTYKA LIZOZYMU
(MURAMIDAZY)

Streszczenie

W opracowaniu oméwiono wystgpowanie i budowe lizozymu (muramidazy) oraz przedstawiono je-
go strukturg pierwszorzgdows i przestrzenna. Podano witasciwosci fizykochemiczne oraz oméwiono czyn-
niki wplywajace na aktywno$¢ lizozymu. Enzym jest stabilny termicznie w $rodowisku kwasnym,
natomiast przy wyzszych wartosciach pH nastgpuje jego inaktywacja. Cukry, sole, poliole, niektore ami-
nokwasy i przyprawy stabilizujg jego aktywnos$¢. Lizozym natomiast traci czg$é swej aktywnosci na skutek
faczenia si¢ enzymu ze skladnikami zéttka i bialka jaja oraz kationami wiclowarto$ciowymi.

Wstep

W 1922 roku Fleming odkryt lityczne dziatanie biatka jaja kurzego w stosunku do
niektorych bakterii. Substancja antybakteryjna okazat sig sktadnik biatka jaja kurzego,
ktéry nazwat lizozymem (lizo — rozkiad, zyme — enzym), a bakteriom ktore szczegdl-
nie byly wrazliwe na jego dzialanie nadat nazwe Micrococcus lysodeikticus [28]. Li-
zozym (N-acetylo-muramylohydralaza E.C. 3.2.1.17) wystepuje prawie we wszystkich
wydzielinach, ptynach ustrojowych i tkankach organizmu cziowieka i zwierzat. Wy-
izolowany rowniez zostal z niektérych bakterii, bakteriofagdw i roélin [24]. Lizozym
jest enzymem zajmujacym szczegdlnie wazne miejsce w systemie odpornosciowym jaj
ptakéw. Jako sktadnik biatka jaja stanowi on naturalna barier¢ ochronng tresci jaja
przed drobnoustrojami. Dziatanie ochronne polega na niszczeniu bakterii poprzez ro-
zerwanie wigzan P(1-4) pomiedzy kwasem N-acetylomuraminowym a N-
acetyloglukozoaming [28]. Te naturalne wlasciwos$ci enzymu coraz szerzej wykorzy-
stywane sa praktycznie do celdw ochronnych, a w tym réwniez w przemysle spozyw-
czym.

Mgr inz. Grzegorz LeSnierowski, prof. dr hab. Jacek Kijowski, Katedra Technologii Produktéw Dro-
biarskich, Akademia Rolnicza w Poznaniu
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Charakterystyka lizozymu

Podstawowym, niezwykle bogatym zrédlem lizozymu (muramidazy) jest biatko
jaja ptakdw. Stanowi on okoto 3.5 % czg¢sci bialkowej jaja kurzego, okoto 1.2 % bial-
ka jaja kaczego i okoto 0.6 % bialka jaja gesiego. Wyizolowany z bialka jaja kurzego
jest jednym z najlepiej poznanych enzymdw. Wystepuje jako pojedynczy tancuch po-
lipeptydowy skiadajacy si¢ ze 129 aminokwasow, w ktérym N-koncowym aminokwa-
sem jest zawsze lizyna, a C-koncowym — leucyna. Lizozym jest biatkiem o niskiej
masie czasteczkowe] okoto 14500 Da i wykazuje charakter zasadowy. Stopien zasa-
dowosci dla lizozyméw pochodzacych z réznych zrddet jest rézny zaleznie od liczby
zasadowych aminokwasoéw obecnych w czasteczce. Decyduje to o wartosci pH punk-
tow izoelektrycznych, ktoéra waha si¢ od 9.6 do 11.0. W czasteczce lizozymu wyste-
puja cztery wiazania poprzeczne w postaci mostkéw dwusiarczkowych, ktoére
powoduja jego duza stabilno$¢. Strukture pierwszorzedowa lizozymu jaja kurzego
przedstawiono na rys. 1. Podobng grupe pod wzgledem struktury pierwszorzedowej
stanowig muramidazy wyizolowane z tez, $liny, sledziony i mleka, natomiast odmien-
ng strukture wykazuje lizozym biatka gesiego oraz pochodzenia roslinnego, bakteryj-
nego i bakteriofagowego [21]. Przestrzenng strukture lizozymu przedstawil w 1965
roku Philips [23]. Czasteczka enzymu jest zwarta o ksztalcie zblizonym do elipsoidy, o
wymiarach 4.5x3.0x3.0 nm. Sposob jej pofaldowania jest bardzo ztozony (rys. 2), a
wiele fragmentéw tancucha polipeptydowego wystgpuje w konformacji rozwinietej. W
jednym z odcinkdéw tanicuch polipeptydowy ulega zagigciu, umozliwiajac rownolegte
ulozenie dwu czesci tego fancucha. Uktad stabilizowany jest wigzaniami wodorowymi
pomiedzy grupami peptydowymi i zblizony jest do regularnej struktury drugorzedo-
wej. Wnetrze lizozymu jest niemal catkowicie niepolarne. Podobnie jak w wigkszo$ci
biatek oddziatywania hydrofobowe spelniaja wazna role w procesie faldowania lizo-
zymu. Okreslenie szczegOlowej, przestrzennej struktury lizozymu nie bylo jedno-
znaczne z poznaniem jego mechanizmu katalitycznego. Nie mozna bylo bowiem
bezposrednio ustali¢ polozenia miejsca aktywnego, gdyz w przeciwienstwie do niektd-
rych innych biatek, lizozym nie zawiera grupy prostetycznej, ktéra umozliwia odr6z-
nienie miejsca aktywnego od reszty czasteczki. Dopiero badania rentgenograficzne
oddziatywan lizozymu z inhibitorami umozliwily identyfikacje¢ aktywnego centrum.
Okazalo sig, ze jedynymi, potozonymi blisko hydrolizowanego wigzania glikozowego
resztami, ktore mogg bra¢ czynny udzial w katalizie sa reszty kwasu asparaginowego
52 (Asp-52) i glutaminowego 35 (Glu-35). Reszta kwasu asparaginowego znajduje sig
po jednej stronie wiazania glikozydowego, a kwasu glutaminowego - po drugiej. Kwas
asparaginowy znajduje si¢ w otoczeniu Scisle polarnym i jest akceptorem wodoru,
natomiast kwas glutaminowy usytuowany jest w rejonie niepolarnym i jest donorem
wodoru. Szczegélowy mechanizm katalityczny lizozymu przedstawit Philips w 1966
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roku [23]. Autor wykazat rowniez, ze modyfikacja chemiczna wszystkich grup karbok-
sylowych z wyjatkiem Glu-35 i Asp-52 nie prowadzi do utraty aktywnosci enzyma-
tycznej lizozymu. Modyfikacja Asp-52 powoduje catkowita utrate aktywnosci
enzymatycznej lizozymu. Stanowi to jeszcze jeden dowod na umiejscowienie centrum
aktywnego enzymu.

Rys. 1. Struktura pierwszorzgdowa jaja kurzego wg Canfielda [4].

Rys. 2. Model struktury lizozymu jaja kurzego wg Philipsa [23].

Czymniki wplywajace na aktywnos$¢ lizozymu

Przeprowadzone badania wptywu réznych czynnikéw na wiasciwosci lizozymu
wykazaly, ze odczyn $rodowiska, w ktérym enzym jest rozpuszczony, temperatura,
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dodatek substancji chemicznych oraz zdolnos¢ lizozymu do tworzenia zwiazkéw kom-
pleksowych maja ogromny wplyw na jego aktywnos¢.

Matsuoka i wsp. [19] wykazali stabilno$¢ lizozymu w kwasnych roztworach (przy
pH 4.5 i w 100°C byt stabilny przez 3 minuty, a przy pH 5.3 i w 100°C — 30 minut).
Stosujac spadek enzymatycznej aktywnosci jako kryterium, Beychok i Warner [3]
wykazali, Zze stabilnos¢ enzymu byta maksymalna w zakresie temperatur 85-95°C przy
wartosci pH ok. 5.5. Przy zwigkszaniu pH powyzej 6,0 stabilnos¢ wyraznie spadata.
Gorini i Felix [16] ogrzewali lizozym w temperaturze 70°C w buforze boranowym o
pH 7.9 i po 30 minutach nastapit 25 % spadek jego aktywnosci. Badania Cunninghama
i Lineweavera [8] wykazaly, ze lizozym rozpuszczony w buforze fosforanowym o pH
6.2 i ogrzewany w temperaturze 62.5°C byt ponad 50-krotnie stabilniejszy niz lizozym
w biatku jaja (pH 9.0) ogrzewany w tej samej temperaturze. Inaktywacja lizozymu
zalezata od wartosci pH i wynosifa 10 % dla pH réwnego 7.0 i ponad 95 % dla pH 9.0.
Inaktywacja lizozymu nie wystgpowala w buforze fosforanowym w temperaturze
62.5°C nawet przy pH 9.0 ale w temperaturze 65°C przy tej samej wartosci pH inak-
tywacja nastapita juz po 10 minutach. W kolejnej pracy [9] ci sami autorzy wykazali,
ze spadek aktywnosci lizozymu byt wigkszy w biatku jaja w nizszych temperaturach
niz w buforze fosforanowym poniewaz grupy siarkowodorowe owoalbuminy reduko-
waly przynajmniej jedno polaczenie dwusiarczkowe w lizozymie. Przedstawione wy-
niki badan wskazuja, ze lizozym odporny jest na ogrzewanie w kwasnych roztworach,
osiagajac maksymalng stabilnos¢ przy pH okoto 5.5. Szybko jednak ulega inaktywacji
w $rodowisku zasadowym. Czynnikiem stymulujacym aktywno$¢ lizozymu przy wyz-
szych wartosciach pH jest bufor fosforanowy.

Badania dotyczace zmian denaturacyjnych lizozymu wykazaly, ze wptywaja one
w znacznym stopniu na obnizenie aktywnos$ci enzymu. Frasco i in. [13] zastosowali
spektroskopie w podczerwieni do zbadania mechanizmu cieplnej denaturacji lizozymu.
Zewnetrzne niepolarne reszty aminokwasowe nie odgrywaly powazniejszej roli w
zmianach denaturacyjnych, ale woda uwolniona z zewnetrznych polarnych reszt ami-
nokwasowych odgrywata decydujaca rolg w zainicjowaniu tych proceséw. Woda mi-
growata do wewnetrznych wigzan peptydowych powodujac pecznienie i odfaldowanie
biatka. Mechanizm zjawiska tlumaczono redukcjg krystalicznosci biatka i zwigksze-
niem jego catkowitej powierzchni. Wraz z dodawaniem wody do systemu nastgpowata
zmiana wigzah typu peptyd-peptyd na wiazania typu peptyd-woda, co byto przyczyna
dalszego pecznienia i odfaldowania biatka.

Chang i Carr [S] wykazali, ze lizozym jest nieaktywny w wodzie destylowane;j.
Przez diugi czas sadzono, ze po usuni¢ciu wody z roztworu, w ktérym rozpuszczono
lizozym zachodza w nim niewielkie badz nie zachodza zadne zmiany strukturalne.
Baker i in. [2] badali wtasciwosci lizozymu w trzech rodzajach préb: zliofilizowanych,
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catkowicie odwodnionych a potem nawodnionych w warunkach bardzo wysokiej wil-
gotnosci powietrza, poréwnujac je z whasciwosciami w roztworze wodnym. Wyniki
badan wskazuja, ze lizozym po zliofilizowaniu nie posiada tej samej konformacji co
lizozym znajdujacy si¢ w roztworze wodnym.

Badano réwniez wpltyw alkoholi na strukture i wiasciwos$ci lizozymu. Tribout
i Leonis [27] okreslajac oddzialywanie metanolu, etanolu i n-propanolu na enzym wy-
kazali, ze efektywnos¢ alkoholi jako denaturanta bialka wzrastata wraz ze wzrostem
dtugosci fancucha wodoroweglowego. Zjawisko wyjasniane jest w kategoriach hydro-
fobowego mechanizmu interakcji alkohol-biatko w tancuchu bocznym. Yashitake i
Shinchiro [29] badali aktywno$é¢ lizozymu w alkoholu i w 5 % wodnym roztworze
kwasu octowego. Lizozym o stezeniu 10-50 png/ml rozpuszczony w sake utrzymywat
100 % aktywnos¢ przez 20 tygodni w temperaturze 37°C, a w temperaturze 65°C przez
1"godzing. Natomiast w 5 % wodnym roztworze kwasu octowego, lizozym o stezeniu
10 pg/ml po dwoch tygodniach przechowywania stracit 60 % swej poczatkowej ak-
tywnosci, po 10 tygodniach — 95 %, a po 20 tygodniach wystapit catkowity brak ak-
tywnosci. Brak aktywnosci w tym roztworze obserwowano rowniez juz po jednej
godzinie ogrzewania w temperaturze 65°C.

Back i wsp. [1] badali wplyw cukréw i polioléow (alkoholi wielowodorotleno-
wych) na stabilnos$¢ lizozymu. Roztwory biatka ogrzewano ze stala szybkoscia az do
osiagniecia temperatury denaturacji enzymu. Dodatek cukrow i poliolow podnosit
temperatur¢ denaturacji lizozymu, a wielko$¢ efektu zalezala od whasciwosci cukrow
lub polioléw. W 50 % roztworze sorbitolu przy pH 3.0 temperatura denaturacji lizo-
zymu wzrosta o 18.5°C. Autorzy sugeruja, ze zjawisko powodowane bylo efektami
hydrofobowymi interakcji cukrow i polioléw, ktére zmniejszaty tendencje do calko-
witego przejscia grup hydrofobowych ze srodowiska polarnego do niepolarnego. Yas-
hitake 1 Shinchiro [29] rowniez wykazali wzrost cieplnej stabilnosci lizozymu
w roztworach cukréw. Aktywno$¢ enzymu o stgzeniu 20 pg/ml w 60 % roztworze
cukréw wzrosta nawet przy obniZeniu wartosci pH roztworu z 6.0 do 3.2. Wyniki te
potwierdzone zostaly przez Proctora i Cunninghama [25]. Autorzy wykazali, ze ak-
tywnos¢é lizozymu o stezeniu 200 pg/ml w 40 % roztworze glukozy wzrosta do 110 %
jego aktywnosci poczatkowej, a w 20 % syropie kukurydzianym do 105 %. Autorzy
przetestowali rowniez wplyw 22 aminokwasow oraz 13 przypraw na aktywno$¢ lizo-
zymu. Stwierdzono, ze sposrod aminokwaséw najwyzszy wzrost wystapit w 5 % roz-
tworach histydyny (114 % jego poczatkowej aktywnosci) i lizyny (112 %). Powyzej
100 % poczatkowej aktywnos$ci uzyskano réwniez dla glicyny (107 %), cysteiny (106
%), treoniny (104 %), seryny-(103 %) i argininy (102 %). Najwigksze obnizenie ak-
tywnosci wystapito dla tryptofanu do 83 % aktywno$ci poczatkowej. Sposrod przy-
praw ponad 100 % aktywnos$¢ uzyskano dla pieprzu (105 %), musztardy (101.3 %) i
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sosu sojowego (100 %), a ponizej 100 % dla chili (96 %), papryki (93.5 %) i cynamo-
nu (84 %).

W wielu przeprowadzonych badaniach wykazano wptyw chlorku sodu na aktyw-
nos¢ lizozymu. Stwierdzono, ze enzym aktywowany jest przy matym dodatku NaCl i
inaktywowany przy duzym. Kravchenko i wsp. [18] wykazali, ze sol jest niezbgdna dla
enzymatycznego dziatania lizozymu, a optymalne jej stgzenie waha sie¢ w granicach
0.05-0.10 mola. Chang i Carr [5] stosujac dodatki chlorku sodu, fosforanu potasu i
Tris-u wykazali, ze aktywacja lizozymu w niskich st¢zeniach soli najbardziej skorelo-
wana byla z niespecyficznym efektem sily jonowej, a inaktywacja przy wyzszych ste-
Zeniach soli zalezata od stezenia kationéw. Przy danej sile jonowej wiclowartosciowe
kationy byly silniejszymi inhibitorami niz kationy jednowarto$ciowe. Efekt zmian
kationowych zalezatl od zmian wartosci pH w taki sposéb, ze optimum kationowej
koncentracji zmniejszato si¢ wraz ze wzrostem wartosci pH. Dla roztworu o stezeniu
50 nM jednowarto$ciowe kationy osiagaty maksimum dziatania przy wartosci pH 7.0,
ale przy pH 9.0 byly one bardzo silnymi inhibitorami. Lizozym tworzy ukfady kom-
pleksowe z réznymi substancjami czgsto tracac przy tym swa aktywnosé. Waznym
odkryciem dotyczacym zdolnosci lizozymu do tworzenia zwiazkéw kompleksowych
bylo stwierdzenie, ze nawet nieznaczna ilos¢ zo6itka zmieszana z biatkiem jaja dra-
stycznie obniza pienisto$¢ biatka. Przyczyny zjawiska byly niejasne az do czasu prze-
prowadzenia licznych prac badawczych dotyczacych biatek jaja. Juz Fleming 1
Allison [12] stwierdzili, ze zmieszanie biatka jaja z taka sama iloscia zottka obnizato
jego antybakteryjne dziatanie. Cunningham i Cotterill [7] wykazali, ze skladniki zottka
jaja, a zwlaszcza lipowitelina inaktywuja lizozym rozpuszczony w buforze fosforano-
wym o pH 6,2. Zastosowanie techniki chromatografii jonowyminnej do badania biatka
jaja zanieczyszczonego zottkiem dostarczylo nowych informacji o zachodzacych w
nim zmianach. Na chromatogramach czystego biatka jaja zarejestrowane byty trzy piki
lizozymu, a dla biatka jaja zanieczyszczonego zottkiem obserwowano tytko dwa piki
lizozymu. Natomiast catkowity brak lizozymu w rozdziale chromatograficznym zanie-
czyszczonego zoltkiem biatka stwierdzit Parkinson [22]. Galyean i wsp. [15] przepro-
wadzili szereg testow, ktore potwierdzily, ze zéttko juz w ilosci 10 % catkowicie
inaktywuje lizozym w pierwszych minutach reakcji, ale po dluzszym czasie reakcji
liza komorek nadal miata miejsce. Przy nizszych wartosciach pH odwirowanie biatka
zanieczyszczonego zottkiem zwigkszato aktywnos¢ lizozymu. Czesciowe uaktywnienie
lizozymu nastgpowato rowniez po dodaniu chlorku sodu i mocznika. Wskazuje to, ze
mechanizm obnizania aktywnosci lizozymu powodowany jest elektrostatycznymi od-
dziatywaniami pomigdzy enzymem a sktadnikami zéitka. Polaczenie polimerowe B(1-
4) N-acetylo-glukozoaminowe jest substratem lizozymu. Polisacharydowe pentamery i
wyzszorzgdowe polimery sa fatwo rozszczepiane przez lizozym, lecz monomery, dime-
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ry, trimery i tetramery sg inhibitorami dla lizozymu [24]. [nne substancje inaktywizu-
Jace lizozym, z ktérymi enzym tatwo tworzy zwiazki kompleksowe nawet w $rodowi-
sku naturalnym to biatka jaja takie jak owomucyna [6], konalbumina [10],
owoalbumina [9].

Wielu autoréw badalo réwniez wplyw kationdw na aktywnos¢ lizozymu. Stwier-
dzono, ze wielowartosciowe kationy znajdujace si¢ w roztworze, takie jak dwuwarto-
Sciowy kobalt [20], magnez [14], rte¢ [26] i miedz [11] obnizaja enzymatycznag
aktywnos¢ lizozymu ale tylko w relatywnie wysokich stezeniach (10°~10? M), nato-
miast jod juz w malych stg¢zeniach nieodwracalnie inaktywuje lizozym w kwasnym lub
neutralnym srodowisku [24]. Wedtug McDonalda i Philipsa [20] jony metali prawdo-
podobnie tacza si¢ z grupami karboksylowymi Glu-35 i Asp-52 inaktywujac w ten
sposob centrum aktywne lizozymu.

Podsumowanie

Ostatnie lata przyniosty wiele informacji o lizozymie, jego budowie i metodach
oznaczania. Wyjasniono jego sklad aminokwasowy i strukture przestrzenna. Dzialania
te spowodowaty wzrost zainteresowania praktycznym wykorzystaniem enzymu. W
pracy dokonano przegladu informacji dotyczacych budowy lizozymu oraz jego aktyw-
nosci. Enzym charakteryzuje si¢ duza stabilnoscia w srodowisku kwasnym, lecz szyb-
ko ulega inaktywacji w $rodowisku zasadowym. Alkohole nie powoduja denaturacji
enzymu, natomiast stabilizuja go cukry, poliole i chlorek sodu. Niektdre aminokwasy
jak histydyna i lizyna wptywaja na wzrost aktywnosci lizozymu. Podobne dziatanie
wykazuja rowniez niektdre przyprawy jak np. pieprz. Natomiast kompleksy lizozymu z
niektorymi substancjami takimi jak sktadniki zottka i biatka jaja obnizaja aktywnosé
enzymu. Substancjami obnizajacymi aktywno$¢ lizozymu sa rowniez polisacharydowe
monomery, dimery, trimery i tetramery oraz wielowartosciowe kationy.
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STRUCTURE AND CHARACTERISTIC OF LYSOZYME (MURAMIDASE)

Summary

In the paper the structure of lysozyme (muramidase) and factors affecting lysozyme activity

(temperature, chemicals and complexes) were reviewed. Lysozyme has been found to be heat stable in
acidic solutions, but to be inactivated quickly in alkaline conditions. Sugar, salt, polyols, some amino
acids and spices stabilized lysozyme. Enzyme complexes with egg yolk and some eeg-white components
and polyvalent cations inactivated lysozyme.



