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Rezumat

Lizozimul este o proteina biologic activa prezenta in albusul de ou, avand rol esential in apararea
imunitara a embrionului. Datorita proprietatilor sale antimicrobiene, acesta se extrage si se utilizeaza in
prepararea diferitelor produse cu rol de conservant si/ sau de ingredient bioactiv. Analiza calitativa si
cantitativa a acestuia poate fi efectuata prin variate metode de testare prezentate pe larg in literatura de
specialitate. Lucrarea de fata prezinta rezultatele obtinute in urma evaluarii continutului de lizozim din
solutii apoase derivate din albus de ou hiperimun si din produsele biologic active in care acesta a fost
inclus folosind tehnica ELISA sandwich.

Abstract

Lysozyme is a biologically active protein present in egg whites, having an essential role in the immune
defense of the embryo. Due to its antimicrobial properties, it is extracted and used in the composition of
various products as a preservative and/or a bioactive ingredient. Its qualitative and quantitative analysis
can be performed by various test methods widely presented in the literature. The present paper presents
the results obtained in assessing the lyzozyme content of aqueous solutions derived from hyperimmune
egg white and from biologically active products in which it was included by using the sandwich ELISA
technique.

Introducere De aceea, lizozimul este folosit drept
conservant in industria alimentara si in

Lizozimul (N-acetiimuramid produsele farmaceutice (Kerkaert si col.,
glicanhidrolaza sau muramidazd) este 0  5410) Cercetatorii au utilizat o serie de
enzima omniprezenta intr-o varietate de lichide metode de cuantificare a lizozimului, una
biologice si tesuturi atat la animale cat si la  gihyre ele avand la baza actiunea liticd a
plante. Acesta este considerat o proteina- acestei enzime asupra peretélui celular al

model IUt'“]fa_ta " n Stlfd”l 'm:mlog'ce’ Micrococcus lysodeikticus. Alte metode de
structura e, Tiziochimice, crista ograrce sl de cuantificare a lizozimului se bazeazi pe

evquFie (Yidal si col., 2005). Sursa principala evidentierea proteinei prin tehnici
de lizozim este albugul de ou, acesta electroforetice, cromatografice Si

reprezentand 3,4% din totalul proteinelor. De imunoenzimatice (MacKay si col., 1984).

altfel, lizozimul reprezintda un factor cheie al Tehnica ELISA. varianta sandwich. datorita
sistemului imunitar al embrionului, avand rol oo qinilitatii  si specificitatii  ridicate,  se
protectc_>r @potnva agresmnu_ bacteriene tijizeaz; pentru determinarea cantitativa a
(SChnelder Sl COI., 2010) Sunt binecunoscute IiZOZimUIUi, fiind apllcabllé pentru o gamé

pro_prleta’glle s_ale antlbac_t(-:‘_rlene, dar si cele | _.-ix de probe (ser, plasma, lapte, lizate
antivirale, antitumorale si imunomodulatoare.
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celulare, omogenate tisulare, produse
biologice care contin albus, alte lichide
biologice) (Kerkaert si col., 2010; MacKay si
col., 1984; Thonar si col., 1988).
Departamentul de Cercetare-Dezvoltare
al Companiei Romvac a demarat un
experiment care a vizat obtinerea de produse
terapeutice pe baza de lizozim, desfasurat in
mai multe etape: extractia acestuia din albus
de ou hiperimun, purificarea, caracterizarea si
fncorporarea in produse variate si evaluarea
acestora privind confinutul de lizozim.
Prezenta lucrare descrie experimentele in care
8 probe constand in solutii apoase de albus de
ou hiperimun si produse biologic active cu
continut variabil de lizozim sunt analizate
cantitativ prin tehnica ELISA sandwich.

1. Material si Metoda

Cuantificarea lizozimului a fost efectuata
prin tehnica ELISA sandwich utilizand kit-ul de
reagenti Chicken LYZ / Lysozyme ELISA Kit
(LifeSpan BioSciences, Inc.), descris in
Tabelul 1. Acesta presupune o detectie
colorimetrica la o lungime de unda de 450 nm,
substratul cromogenic utilizat find TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina).

Capacitatea de detectie a kit-ului este de
0,625-40 ng/mL, iar sensibilitatea este de
obicei pana la valoarea de 0,262 ng/mL.

Tabelul 1. Componentele kitului Chicken LYZ /
Lysozyme ELISA (Sandwich ELISA)

Componente Cantitate

Placa ELISA cu 96 stripuri

captusite 1 buc.

Standard liofilizat |2 flacoane

Diluant pentru probe |1 flacon cu 20 mL

Diluant de analiza A |1 flacon cu 12 mL

Diluant de analiza B |1 flacon cu 12 mL

Reagent de detectie A |1 flacon cu 120 pL

Reagent de detectie B |1 flacon cu 120 pL

Tampon de spalare (30x) |1 flacon cu 20 mL

Substrat TMB |1 flacon cu 9 mL

Solutie de spalare |1 flacon cu 6 mL

Folii adezive pentru placa |4 buc.

Probele testate au fost urmatoarele:

e P1 - Lizozim extras in solutie apoasa,

e P2 - Lizozim extras in solutie apoasa si
concentrat,
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e P3 - Proteine bioactive extrase din
galbenus si albus de ou hiperimun in
solutie apoasa,

e P4 - Lizozim liofilizat si reconstituit la
concentratia de 1 mg/ mL,

e P5 - Lizozim extras in solutie apoasa
din oua hiperimune recoltate de la
gaini  hiperimunizate cu antigenul
monovalent Staphylococcus aureus,

e P6 - Gel cu 46% solutie apoasa de
lizozim,

e P7 - Gel cu 40% solutie apoasa de
lizozim,

e P8 -Crema cu lizozim.

Proba 5 contine lizozim extras din oua
recoltate de la gaini hiperimunizate cu
antigenul Staphylococcus aureus; celelalte
probe contin lizozim extras din oua recoltate
de la gaini hiperimunizate cu antigen multiplu:

e Pseudomonas aeruginosa,

o Klebsiella pneumoniae,

e Salmonella spp.,

e FEscherichia coli,

e Enterococcus faecalis,

e Salmonella enteritidis,

e Salmonella typhimurium,

e Streptococcus mutans,

e Staphylococcus aureus,

e Streptococcus grup B,

e Proteus mirabilis,

e Acinetobacter baumannii,

e Helicobacter pylori,

e Clostridium difficile,

e Candida albicans,

e Candida glabrata,

e Candida krusei.

1.1. Prepararea probelor

Pentru a putea calcula concentratia de
lizozim din probe, valorile densitafii optice
(DO4s0nm) Obtinute in urma citiri  la
spectrofotometru trebuie sa se incadreze in
gama de valori DO obtinute pentru lizozimul
standard. In acest scop, probele sunt pregétite

in dilufi seriale, conform recomandarilor
producatorului  kitului, respectiv. urmarind
Tabelul 2.
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Tabelul 2. Prepararea de dilutii seriale
pentru probele testate
Tub |Dilutia| Preparare
Tub 1 1:1 250 L proba
. 225 L tampon dilutie +
Tub2 1 110 | o5 | solutie din Tub 1
. 225 L tampon dilutie +
Tub 3| 1:100 | 55" | solutie din Tub 2
403 | 225 pL tampon dilutie +
Tub4 | 1107 | o5 | solutie din Tub 3
.and | 225 pL tampon dilutie +
Tub 5 1 1107 | “o5" | solutie din Tub 4
405 | 225 pL tampon dilutie +
Tub6 | 1:10° | o5 | solutie din Tub 5
4n6 | 225 pL tampon dilutie +
Tub 7| 1107 | 55" 1 solutie din Tub 6
.an7 | 225 pL tampon dilutie +
Tub8 | 110" | o5 | solutie din Tub 7

1.2. Prepararea lizozimului standard

Se resuspenda lizozimul standard liofilizat
in 1 mL diluant pentru probe. Se obtine astfel o
solutie a acestuia de concentratie 80 ng/mL.
Solutia respectiva se prepara in dilutii seriale
(Tabelul 3), care se folosesc imediat pentru
testare.

Tabelul 3. Prepararea lizozimului standard
in dilutii seriale

Tub Dilutia Preparare

Tub 1| 40 ng/mL ﬁfost“; ;tjaapoon dilutie + 250
Tu2| 20ngmL | B e
b | 10ngimL | 250 R tameor diue ¢ 250
Tb4| sngmt | 250U fameon die 25
ubs | 25ngmL | 250 L tampen dfe + 250
Tub s | 125 ngmL | 220 L tempen dfe ¢ 250
ub 7| 0525 gt | 220 L tameen dte ¢ 250
Tub8| Ong/mL | 250 pL tampon dilutie

1.3. Prepararea reagentilor

Toti reagentii se aduc la temperatura
camerei inainte de utilizare.

Reagentii de detectie A si B. Se
pregatesc cantitati suficiente de reagenti
necesari testarii probelor.

Se dilueaza Reagentul de detectie A
intr-o dilutie de 1:100 utilizdnd Diluant de
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analiza A. Se dilueaza Reagentul de
detectie B intr-o dilutie de 1:100 utilizédnd
Diluant de analiza B.

Solutia de spalare. Se prepara 600 mL
Solutie de spalare prin diluarea a 20 mL
solutie concentrata de 30x cu 580 mL apa
deionizata.  Solutia de spalare se
depoziteaza apoi la 4°C.

Substratul TMB. Se extrage cantitatea
necesara utilizand materiale sterile.

1.2.1. Tehnica de lucru

Reagentii si probele se aduc Ila
temperatura camerei fara incalzire
suplimentara si se amesteca usor prin agitare,
evitind spumarea. Se prepara reagentii,
standardul si probele.

1. Se aplica cate 100 pL de lizozim standard,
martor negativ si probe in godeuri, se
acopera cu folie si se incubeaza 1 h la
37°C.

. Se aspira lichidul din fiecare godeu, nu se
spala.

. Se adauga 100 pL solutie de Reagent de
detectie A in fiecare godeu, se acopera cu
folie si se agita usor pentru amestec. Se
incubeaza 1 h la 37°C.

. Se aspira lichidul din fiecare godeu si se

spala de 3 ori. A se lasa fiecare spalare sa

stea 1-2 minute Tnainte de a fi aspirata
complet. Dupa ultima spalare, a se aspira
pentru indepartarea tamponului de spalare

ramas, apoi a se rasturna placa sa atinga o

hartie absorbanta curata.

Se adauga 100 pL solutie de Reagent de

detectie B in fiecare godeu si se acopera cu

0 alta folie. Se incubeaza 30 min la 37°C.

. Se aspira lichidul din fiecare godeu si se
spala de cate 5 ori Tn mod similar pasului 4.

. Se adauga 90 yL TMB, se acopera cu o
alta folie si se incubeaza 10-20 min la
37°C. A se feri de lumina si a se urmari
periodic virarea culorii.

. Se adauga 50 pL solutie de stopare in
fiecare godeu. Se adauga in aceeasi ordine
in care s-a adaugat TMB.

. Se citeste imediat densitatea optica (DOysg

nm)-
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2. Rezultate si Discutii

Lizozimul extras din albus de ou
hiperimun si cel integrat in produse biologice a
fost cuantificat prin metoda ELISA sandwich
utilizdnd kit-ul de reagenti Chicken LYZ/
Lysozyme ELISA Kit (LifeSpan BioSciences,
Inc.).

Lizozimul standard din kit (80 ng/mL)
aplicat in dilutii seriale (40 ng/mL; 20 ng/mL;
10 ng/mL; 5 ng/mL; 2,5 ng/mL; 1,25 ng/mL;
0,625 ng/mL) a fost utilizat pentru a realiza
curbe de calibrare (Figura 1 si Figura 2) pe
baza valorilor DOys,» masurate.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

y =0,0267x + 0,2358
R*=0,8976

10 15 20 25
Conc. lizozim (ng/mL)

0 5

Figura 1. Curba de calibrare utilizata pentru
determinarea cantitativa a lizozimului din probele P1-
P4, reprezentand solutii apoase

Pentru prima curba de calibrare s-a
obtinut ecuatia dreptei y = 0,0267x + 0,2358
cu un coeficient de corelatie R?*= 0,8976,
ilustrata in Figura 1.
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Utilizdnd aceasta ecuatie s-au calculat
concentratiile de lizozim din probele P1-P4.

1,200 -

1,000 -

D0450 nm

0,800 -
=0,0355x + 0,2932

R0 R?=0,9269
0,400 -
0200 **
0,000 ‘ : : ;
0 5 10 15 20 25

Conc. lizozim (ng/mL)

Figura 2. Curba de calibrare utilizata pentru
determinarea concentratiei de lizozim din probele P5-
P8 reprezentand produse biologice

Pentru a doua curba de calibrare s-a
obtinut ecuatia dreptei y = 0,0355x + 0,2932,
cu un coeficient de corelatie R? 0,9269,
ilustrata in Figura 2.

Utilizdnd aceasta ecuatie s-au calculat
concentratiile de lizozim din probele P5-P8,
reprezentand produse biologice.

Tindnd cont de tehnica de extractie a
lizozimului din albus si de modul de preparare
a produselor in care a fost incorporat, probele
P1, P2, P4 au fost diluate serial incepand cu
dilutia 1:10% P3 si P5 incepand cu dilutia
1:102; P6 si P7 diluate incepand cu 1:10, iar
P8 incepand cu dilutia 1:2 (Tabelele 4 si 5).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Figurile 3 si 4 si in Tabelele 6 si 7.

Tabelul 4.
Configurarea placii ELISA nr. 1
Standard | Standard| Probe Probe | Probe Probe

1 2 3 4 5 6 8| 9| 10| 11| 12
A Stdil1 | Stdil1 [P11:10° |P11:10° |[P3 1:10°| P3 1:10° A
B Stdil2 | Stdil2 |P11:10° [P11:10% |P3 1:10°| P3 1:10° B
C Stdil3 | Stdil3 [P11:10°|P11:10° |P3 1:10%| P3 1:10" C
D Stdil4 | Stdil4 [P11:10° [P11:10°|P3 1:10°| P3 1:10° D
E| Stdi5 | Stdil5 |[P21:10° |P21:10° |P4 1:10°| P4 1:10° E
F Stdiie | Stdie |P21:10* P2 1:10* |P4 1:10*| P4 1:10* F
G Stdil7 | Stdil7 |P21:10° |P21:10° |P4 1:10°| P4 1:10° G
H Blank Blank |[P21:10° |P2 1:10° |P4 1:10°| P4 1:10° H

1 2 3 4 5 6 8| 9| 10| 11| 12
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Figura 3. Imaginea placii ELISA nr. 1

Tabelul 5.
Valorile densitatilor optice obfinute pentru lizozimul standard si Probele testate P1-P4

Standard | Standard | Probe | Probe | Probe | Probe

Se remarca valori medii ale DO x=1,171 ridicate decat valoarea medie a DO pentru
pentru proba P1 si X=1,216 pentru P2 mai lizozimul standard (X=0,840) la aceeasi dilutie.

Tabelul 6.
Configurarea placii ELISA nr. 2

Standard Standard| Probe Probe | Probe Probe

St dil 1 Stdil 1
Stdil2 | Stdil2
Stdil3 | Stdil3
Stdil4 | Stdil4
Stdil5 | Stdilb
Stdil6 | Stdil6
Stdil7 | Stdil7
Blank

|

Figura 4. Imaginea placii ELISA nr. 2
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Tabelul 7.
Valorile densitatilor optice obtinute pentru lizozimul standard si Probele testate P5-P8
Standard | Standard | Probe | Probe | Probe | Probe
1 2 3 4 6 78 |9 |10 | 11 | 12
A 1.053 1.053 1.366 | 1.334 | 1.440 | 1.390 A
B 0.976 0.916 1.242 | 1.352 | 0.960 | 0.966 B
C 0.759 0.691 1.561 | 1.503 | 0.305 | 0.382 C
D 0.560 0.551 1.075 | 1.234 | 0.202 | 0.284 D
E 0.471 0.364 1.428 | 1.405 | 1.523 | 1.211 E
F 0.283 0.246 1.217 | 1.246 | 1.030 | 1.119 F
G 0.274 0.226 0.917 | 0.825 | 0.474 | 0.626 G
H 0.199 0.181 0.294 | 0.289 | 0.204 | 0.558 H
1 2 3 4 6 7 89|10 | 11 | 12

Se remarca faptul ca valoarea medie a
DO pentru proba P5 este de 1,350 mai mare
comparativ cu valoarea medie a DO pentru
standard (X=1,053) la aceeasi dilutie.

In Tabelul 7 si Figurile 5 si 6 sunt
prezentate concentratile de lizozim obtinute
pentru probele analizate.

Se remarca o valoare ridicata a lizozimului
in proba concentrata (1674,906 mg/100 mL)
pentru P2 si o valoare scazuta (0,397 mg/100
mL) in proba P4 liofilizatd si ajustatad la 1 mg
pulbere liofilizatd/ mL. In produse, concentratia
lizozimului variazé in functie de procentul de
lizozim adaugat.

Tabel 8.
Rezultatele concentratiei in lizozim din probele P1-P8 obtinute prin testul ELISA sandwich
Concentratie
Proba lizozim
(mg/ 100 mL)
P1 | Lizozim extras in solutie apoasa 42,547
P2 | Lizozim extras in solutie apoasa si concentrat 1674,906
P3 | Proteine bioactive extrase din galbenus si albug din ou hiperimun in solutie apoasa 0,182
P4 | Lizozim extras liofilizat reconstituit la concentratia de 1 mg/mL 0,397
Lizozim purificat extras din oua hiperimune recoltate de la gaini hiperimunizate cu
P5 ; 386,856
antigenul Staphylococcus aureus
P6 | Gel cu 46 % solutie apoasa de lizozim 1,628
P7 | Gel cu 40 % solutie apoasa de lizozim 0,141
P8 | Crema cu lizozim 0,072
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Figura 5. Valorile densitatilor optice ale probelor P1-P4 obtinute prin testul ELISA sandwich
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Figura 6. Valorile densitatilor optice ale probelor P5-P8 obtinute prin testul ELISA sandwich

3. Concluzii

Metoda ELISA sandwich a fost utilizata
pentru determinarea concentratiei de
lizozim extras din albus de ou hiperimun din
diferite probe constand in solutii apoase si
produse biologic active.

Rezultatele au relevat valori ale
concentratiei de lizozim extras variabile n
functie de probele testate. in produsele
biologice, concentratia lizozimului a avut
valori mai mici comparativ cu solutjile
apoase din care au fost preparate.

Metoda s-a dovedit a fi sensibila si
specifica, putand fi utilizata in mod curent in
cuantificarea lizozimului prezent in diferite
produse.
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