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Abstract: Lucrarea este dedicata procesului de extragere si utilizare a lizozimei din albug de ou —
proteind cu proprietati antibiotice. La extragere se folosesc solutii de sare §i acizi cu diferite concentratii
pentru a asigura extragerea deplind a lizozimei §i elaborarea regimului optim de obtinere. Fractiile proteice
de lizozima sau utilizata la prepararea produselor lactate cu scopul de a inhiba activitatea
microorganismelor patogene in procesul de fermentare a branzeturilor de tip , Telemea”. Aceasta fractie
proteica (lizozima) se dizolva bine in lapte §i usor se asimileaza de organismul uman.
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1. Introducere

Lizozimul (E 1105) din albusul de ou se utilizeaza in industria branzeturilor, pentru impiedicarea
dezvoltarii bacteriilor sporulate apartinand genului Clostridium si in special Clostridium tirobutiricum, care
pot metaboliza acidul lactic pe care-1 transforma in acid butiric si cantitati importante de CO, si H,. In afara
de gustul neplacut produce si o balonare a acestora, cu formare de gauri mari neregulate, care pot conduce
chiar la “ruperea” branzei.

Prin adaos de lizozima se realizeaza liza celulei vegetative si deci se impiedicd dezvoltarea bacteriilor
butirice in lapte. Daca in lapte ajung spori de Cl. Tirobutiricum, acestia rezista la pasteurizare si raman in
coagul, deci provoaca balonarea tarzie a branzeturilor.

Lizozimul impiedica dezvoltarea lactobacililor si in special dezvoltarea bacteriilor Lb. helveticus,
folosite la fabricarea branzei Svaiter, astfel se impiedica acidifierea (maturarea) normald, lentd a laptelui.
Bacteriile propionice nu sunt inhibate de lizozime.

Lizozimul prezintd o globulind bazica (G;). Este relativ stabild la caldura, frig si alte conditii de
activitate, fiind instabila la actiunea alcaliilor. Are actiunea enzimatica ca depolimerizator al mucoproteinelor
si activitatea chitinazica.
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Fig. 1. Continutul proteinelor in albusul de ou, (%)

Activitatea lizozimei se manifestd prin perforarea peretelui celular al bacteriilor Gram pozitive,
distruge bacteriile odontogene implicate in formarea tartrului dentar. Lizozimele catalizeaza hidroliza
legaturilor B-1,4-glucozidice dintre acidul N-acetilmuramic si N-acetil-glucoz-amina, care se gasesc in
peretele celular ale anumitor microorganisme. Lizozima este utilizatd pentru hidroliza acestui perete
microbian cu eliberarea continutului celular.

Enzimele care poseda activitate lizozimica au fost identificate in bacterii, bacteriofagi si leucocite,
secretii nazale, saliva si lacrimi — toate exercitdndu-si activitatea impotriva bacteriilor Gram pozitive. Acest
efect antimicrobian a fost demonstrat si asupra populatiilor bacteriene patogene la nivelul cavitatiei bucale.
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Scopul acestei lucrari este studierea modului de obtinere a lizozimei din albus de ou si analiza
rezultatelor obtinute in urma inglobarii acestei fractii proteice in produse lactate - branza ”Telemea”.

2. Materii prime si metode de analiza

In cercetare au fost utilizate materiile prime: oua de gdind; solutie de NaOH 0,1N; solutie de NaOH
20 — 30 %; solutie de CuSO4 de 1 %; solutii de aminoacizi 0,1%; solutie de ninhidrind 0,2%; cationiti;
solutie de HC1 IN; saruri de Na2CO3 si NaCl cristaline, acid CH3-COOH lichid.

Compozitia oului integral variaza in functie de specie, in limite foarte restranse. Compozitia chimica a
oului de giina ca materie prima este prezentata in tabelul 1.

Tabelul 1
Compozitia chimicd a oului integral (melanj), albus si galbenus. [4]

Componentul Oul integru, % Albus, % Galbenus, %
Apa 75 88 48
Proteine 13,3 10,5 16
Lipide 11,6 0,03 34
Glucide 0,8 0,8 0,9
Cenusa 0,9 0,7 0,6

La determinarea indicilor de calitate si mediului de extragere a lizozimei sau utilizat urmatoarele
metode de analiza:

Metoda cromatografica. Esenta metodei consta in trecerea albusului de ou nediluat, prin coloana
cromatografica de cationiti, in care are loc absorbtia maxima a lizozimei pe suprafata cationitilor, dupa care
lizozima este extrasa de pe suprafata cu ajutorul solutiei de carbonat de amoniu cu pH 9 .

Metoda fizico-chimica. Esenta metodei consta in tratare termica a albusului de ou si separarea fractiei
proteice de lizozima prin actiunea acizilor alimentari (exemplu: CH3-COOH).

Determinarea alcalinititii. Aceastd metoda este utilizatd pentru determinarea aciditatii produselor
lactate cu adaus de lizozima.

Reactia Biuret. Identificarea proteinelor din produsele alimentare. Aceasta reactie este utilizata pentru
determinarea concentratiei de proteine, in solutii puternic alcaline.

Reactia cu ninhidrina. Identificarea aminoaciziilor. Aceasta reactie fiind foarte sensibila este utilizata
in metode de identificare si dozare ale aminoacizilor, datoritd actiunii ninhidrinei cu pH 4 — 8, reprezentand o
reactie calitativa de determinare a lizozimei.

3. Analiza si discutii

Prospetimea ouilelor. La extragerea lizozimei se recomanda de a folosi numai oud proaspete. In acest
scop sa determinat prospetimea cu ajutorul ovoscoplui, fig. 2, a. Oudle proaspete au o camera de aer foarte
mica. Pe masura invechirii, camera de aer se mareste si devine mobila. Interiourul oualor proaspete este
limpede, galbenusul este intreg, agezat in centru si apare o umbra fara contur determinat. Pe masura alterarii,
galbenusul devine vizibil, este mobil sau poate fi fixat pe coaja, fig. 2, b.

La ouale infectate se pot observa colonii de mucegai sau bacterii pe membranele cochilifere, sub
forma de pete de culoare inchisa sau chiar negre. Aceste ouad sunt scoase din circuitul economic, deoarece
reprezentd un real pericol de infectare a organismului uman, inclusiv a mediului.

In urama desfasurarii proceselor de respiratie sau degradare componentii chimici sunt hidrolizati sau
chiar oxidati. Din aceste motive, camera de aer creste, iar ouale i-si reduc densitatea In functie de prospetime
si ca urmare, ocupa pozitii diferite intr-un vas cu apa rece sau in solutie de sare la diferite concentratii, fig. 2,
C.

Proteinele oului includ un sir de fractii, care se caracterizeaza cu diferite puncte izoelectrice, care se
ating la anumite valori ale pH-lui. Aceasta caracteristica da posibilitatea de a separa fiecare fractie si de a
determina cantitatea ei.

In figura 3 sunt prezentate fractiile proteice ale oului si valorile pH-lui, la care pot fi selectate si
determinate, pentru a aprecia confinutul acestor proteine. Pentru fractia de lizozima punctul izoelectric optim
se atinge la valoarea pH = 10,7.
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PROBA DENSITATII IN APA DE ROBINET
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Fig.2. Analiza prospetiemei oudlelor
a — ovoscop unitar ; b — ovoscop multiplu ; ¢ — rezervor cu apa.
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Fig. 3. Punctele izoelectrice ale fractiilor proteice la valorile optime ale pH-lui

Obtinerea fractiei de lizozima, prezinta un proces tehnologic, care include diferite operatiuni de tratare
cu solutii alimentare pentru o extragere mai complexa si totodata selectarea ei din albusul de ou. Schema
tehnologica de tratare a albusului de ou cu obtinerera lizozimei este prezentata in fig. 4.
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Fig. 4. Schema generala de separare a fractiilor proteice de lizozima din albusul de ou

Conform schemei fig. 4, oudle se sterg cu alcool pentru dezinfectare, apoi se separd albusul de
celelalte componente. Albusul in cantitate de 0,5 kg se supune malaxarii pentru a obtine o masa omogena.

intr-o colba de 3 1 se toarnd 1 1 de H20 distilat, se adauga acid acetic pentru a obtine aciditatea activa
de pH 3,5, dupa care se adauga 20 g NaCl si se supune incalzirii. Extragerea lizozimei se face prin incalzire
la o temperaturd constanti de 60 — 100 °C, cu intervalul de 10 °C. In procesul de incilzire solutia acida se
amesteci lent. In solutia incilzita la o temperatura constanta se adaugi 0,5 kg albus, se mentine timp de 1 — 2
min. Suspensia obtinutd se riceste, se filtreaza. In fractia filtratdi se adaugd CaCO3, pentru a majora
aciditatea activa pana la pH = 7, la care are loc sedimentarea cretei, iar solutia lichidd cu continut de
lizozima se filtreaza de 2 ori. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 2.
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Tabelul 2.
Extragerea lizozimei la diferite temperaturi

Temperatura, Consistenta masei la extragere Continutul de lizozima,
°C %
60 Masa gelatinoasd, filtrare slaba 18
70 Masa gelatinoasd urmarit de formarea fulgilor 28
80 Depunerea masei fibrilare restului de proteine 43
90 Depunerea masei fibrilare restului de proteine 69
100 epunerea masei fibrilare restului de proteine 48

Analizand datele tabelului 2 se poate concluziona, ca temperatura optima de separare este 85+90°C. La
o temperaturd mai joasa de 60 °C, are loc denaturarea lenta a proteinelor ceea ce duce la separarea neefectiva
a lizozimei. Cea mai mare cantitate de lizozima (69%), se obtine la temperatura de 90 °C.

Lizozima obtinuta s-a utilizat la fabricarea branzei de vaci “Telemea”. In laptele normalizat s-a
adaugat cantitatea necesara de lizozima, dupa care s-a efectuat fermentarea cu obtinerea branzei respective.
Compozitia branzei “Telemea” este prezentata in tabelul 3.

Tabelul 3.
Compozitia chimica si valoarea energetica a branzei "Telemea”
Denumirea produsului Proteine Lipide Carbohidrati Valoarea energetica,
kcal/100 g
Branza ,,Telemea” 15 24 0,7 279

Branza ”Telemea” cu continut de lizozima a fost supusa pastrarii la temperatura 0...+4 °C, timp de 15
zile. Pe parcursul pastrarii peste fiecare 2 — 3 zile s-a determinat continutul si tipul de microorganisme. S-a
constat, ca procesul de dezvoltare a mucegaiului apare la a 12 zi. S-a observat ca cu cat continutul de
lizozima in produs este mai mare cu atat durata de pastrare este mai avansata.

Concluzii:

1. Lizozima este o proteina din ou, care poate fi extrasi in solutii bazice sau acide. in lucrarea dati s-a
folosit metoda acida, in care solutia a fost adusé la pH = 3,5 apoi prin neutralizare - majorata pand la pH
=7,0.

2. S-a studiat influenta temperaturii asupra procesului de extragere a lizozimei in intervalul 60 — 100
°C, cu frecventa de 10 °C. S-a constatat, ca cea mai mare cantitate de lizozima se obtine la temperatura 90
°C.

3. In scopul majoririi duratei de pastrare, lizozima obtinuti din albusul de ou, s-a utilizat la fabricarea
branzei “Telemea”. S-a stabilit, cd lizozima este un protector-antibiotic natural, care asigurd majorarea
duratei de pastrare a branzei de 2-3 ori fata de durata de pastrare indicata in documentatia tehnica.
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