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ABSTRAKT

PopiSte enzym lysozym. Zaiite se na jeho chemickou strukturtirgzeny vyskyt a anti-

mikrobni vlastnosti. Dale charakterizujte enzymygats, vcetre potravindského hlediska.
Uved'te dalSi latky s antimikrobnimi vlastnostmi a po@igjich inhibEni (ginky.

Zanxite se na strukturu filly mikroorganisnd a mechanismy inhibiceistu antimikrobi-

alnimi latkami.

Kli¢ova slova: enzym, lysozym, bakterie, antimikrolaky

ABSTRACT

The enzyme lysozym will be described with focusitsrchemical structure, natural occur-
rence and antimicrobial characteristics. In nextgw@ill be characterized microorganisms

which caused food spoilage with emphasis on pakpéthogenic bacteria.

Keywords: enzym, lysozyme, bacterie, antimicrobidbstance
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UvoD

O ¢innosti enzynd existuji prvni zpravy jiz z 18. stoleti. Enzymypisbiokatalyzatory, kte-
ré katalyzuji ¥tSinu vyznamnych chemickych reakci probihajicichiwch organismech.
Jednd se o jednoduclié sloZzené bilkovinné makromolekuly s katalytickyfonkcemi.
Enzymy jsou nepostradatelnéi pnetabolickych procesech. Nachazi se ve vSechchiivy
systémech afpdpoklada se, Ze nejjednodusshibuobsahuji pes 3000 enzyin Na ¢in-
nosti enzyn je zaloZzena nejen vesSkera existence Zivota, ditnui se i jakocinitelé
menici tvd Zeme. Dasledkem téta@&innosti jsou nap obrovské vapencové utvary, zasoby
uhli, ropy, zemniho plynu a okolo 400 biliotun kysliku uvolgného rostlinami do zem-
ské atmosféry. Po druhé&eveé véalce nastal obrovsky rozmach chemie biopohjigery

umoznil i rozvoj poznatk o enzymech a vznik samostatného oboru — enzynelogi

Enzymy se pro svou vysokou katalytickou aktivitumamoradnou specifinost vyuZivaji
v potravindském ptimyslu, kde umoiuji za utitych podminek selektivh modifikovat

uréitou sloZku potraviny, aniz podsta&jsim zpisobem zmini slozky ostatni.

Z enzymi ma v potravingstvi Siroké uplaténi lysozym, objeveny Alexandrem Flemingem.
Lysozym vykazuje velky antibakterialnéiaek vici bakteriim, narusSuje vazby peptidogly-
kanu v bug¢né stn¢ a zmisobuje lyzi busk. Nachazi se v slzach, slinaclesnych tka-
nich, rostlinnych tkanich a ve velké koncentracisleptim bilku, kde chrani vejceied

proniknutim fiznych bakterii.

DalSimi latkami s antibakterialnintinkem, zgisobujici inhibici buik, jsou nap. antibio-
tika. V potravindském pimyslu se ke konzervachznych potravin vyuzZivaji &které or-
ganické kyseliny — kyselina octova, citronova, ¢nk sorbova atd. PouZivaji se jako oky-
selujici prostedky v napojovém @myslu, @i konzervacich &kterych surovin atd. Kon-
zervani prostedky maji hlavni kol zabranit rozvoji nezadouckrafléry. Tyto latky se

timto stavaji sotasti potravin.
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1 ENZYMY

1.1 Obecna charakteristika enzymi

Pro zajiséni piisunu energie a stavebniho materialu z okoli ahjejyuziti pro provoz or-
ganisnii a vystavbu jejich satsti se vytvily slozité si€ chemickych dji. Na fizeni

a koordinaci tohoto organizovaného a vysoce integiého souboru chemickych reakci
a s nim spojenych energetickyché&mnse podili pestréada biokatalyzatér Jejich nejpo-
cetrgjSi a nejdlezit¢jSi skupinu tvéi bilkovinné makromolekuly s katalytickymi funkcemi
Pokud urychluji chemickéipmeny, nazyvaji se enzymy. Bilkovindm katalyzujicinoqe-
sy, @ nichz nedochazi k chemickym Zmam, ale jen nagklad ke zn¢tnam konformace,
seiika kofaktory (nap iniciacni, elongéni a terminani faktory ¥ proteosyntéze, hemo-

koagul&ni faktory apod.) [1].

Enzymy se nachazi ve vSech Zivych systémech. NejghaSSi bitky obsahuji pes 3000
enzymu, kteréfidi rychlosti prakticky vSech reakci v nich prohibih. P@&et enzyni se
odhaduje na miliardy. Enzymy, podabjako jiné kategorie bilkovin, vykazuji druhovou
specificitu. Katalytickou funkci rize vykonavat bdi jednoducha nebo sloZzena bilkovina.
Nebilkovinnac¢ast enzym slozenych bilkovin se nazyva kofaktor. Enzymy bty reak-

ce, aniz pitom ovliviwyji slozeni rovnovazné sisi, nebd zvysuji rychlost reakce ¢ma
smery. Sner pribéhu reakce neni ovlivm katalyzatorem, ale je dan energetickymi a kon-

centr&nimi ponery v reagujicim systému [1, 19].
Prirozené enzymyiedi v mnoha srérech katalyzatory ughé: [1, 3]

1.  Jsou @inngjsi. Jedina molekula enzymu je schopna za fesymit az 5 .16 molekul

substratu.

2. Vykazuji zn&nou specificitu katalyzované reakce (r&@knebo dinkova specificita)

a také specifickou strukturuagmmenovanych substratu (substratova specificita).

3. Pracuji ¥tSinou za mirnych podminek (teplota 20 az 40°Ck 0al MPa a pH
kolem 7).

4.  Jejich &inek Ize snadno regulovat.

5. Jsou netoxické.
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1.2 Enzymologie a jeji historie

O cinnosti biologickych katalyzaté@rexistuji prvni zpravy jiz v 18. stoleti. O existéen-
zyma védél jiz J. Berzelius, ktery v roce 1834 napsal, ZawociSich a rostlinach probihaji
tisice katalyzovanych reakci. Tyto biokatalyzatoyly diive nazyvany fermenty. Ozéeni
enzym, které je Zeckého slova en zyme neboli v kvasnicich, poché@zWb Kihneho
z roku 1878 [1, 3].

Prvni popsany enzym byla amylasa ze sladu roku ,18&Eimi pak slinna amylasa
a Zaludéni proteasa pepsin. Koncem minulého stoleti gsaby formovat i prvni fedsta-
vy 0 mechanismu katalytickéhainku enzyni.. Kinetika jednosubstratovych reakci byla

zpracovana E. Michaelisem a M. Mentenovou v rock3193].

Od roku 1926, kdy byla prokadzana bilkovinna povahaymi, jsou tyto biokatalyzatory
studovany v ramci chemie bilkovin. Dodnes bylo @omsfes 3000 iznych enzym. Po-
cet enzyni se znamou strukturou a znamym mechanismem jegthlykickych @inka

neustale roste, a proto vznikl samostatny oborzyranlogie [1].

Enzymologie je samostatny studijni obor, jejichjdikezitejSi snery tvori: [1, 3, 4]

- studium struktury enzymovych molekul a vykiafich funkce ve stereochemickych

pojmech,
- studium kinetiky enzymovych reakci,
- odvozeni detailnich reakich mechanisthenzymovych reakci,
- studium forem vyskytu a lokalizace engywvivych systémech,
- studium vztahu enzynk patologii organisrin,
- pouzivani enzyirk praktickym @elim,

- @iprava a studium bioanalytickych latek s katalytigkunkci a konstrukce ustych

enzymi.

1.3 Nazvoslovi enzyni

V prvnich letech studia byly enzymy pojmenovavanyidlnimi nazvy, ¥tSinou
s koncovkou —in. Bkteré z nich se pouzivaji dodned.(pepsin, trypsin). Poz{ byla

zvolena koncovka —asa a nazev bykéropodle substratu, jeho¥epenu enzym katalyzo-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 12

val nebo podle charakteru katalyzované reakce. faozg komise Mezinarodni unie bio-
chemie, z dvoda stéle rostouciho gtu enzynii, zavedla v roce 1961 vedle dopé&nych
trivialnich nazwi systémové (racionalni) roddni a z 8ho vyplyvajici systémove nazvy
enzymu, v nichZ je zahrnut substrat i typ katalyzovangkoe. Nazvy vychazeji ze syste-
moveého rozdleni enzyni do 6 hlavnichiid. Tyto ¥idy se dale rozduji na soustavu pod-
tiid, skupin a podskupin podle povahy katalyzovarakae, coZ umozni vytweni ¢tyi-
mistnéhociselného kédu pro ozvani enzyni. Poslednitislo udava jeho gadovécislo

v podskupig [1, 4].

1.4 Klasifikace a rozdéleni enzymi

Z&kladem jednotné klasifikace a nomenklatury enzjerjejich rozéleni do Sesti hlavnich
tiéid podle typu katalyzované reakce na oxidoreduktaaypsferasy, hydrolasy, lyasy, iso-

merasy, ligasy [1, 3].

1.4.1 Oxidoreduktasy

Oxidoreduktasy katalyzuji intermolekulové oxida redukéni premeny. Je to nejpéetrejsi
téida enzynd typu sloZzenych bilkovin. Oxidoredtiki d&je realizuji bd’ prenosem atoih
vodiku (pak se jintika transhydrogenasy nebo dehydrogenasy) neba@héktranselek-
tronasy), pipadré vestaénim atomu kysliku do substratu (oxygenasy). Oxidok¢éasy se
déli na podtidy podle funknich skupin, které jsou donory vodiku nebo elekirddaji
vyznamné postaveni v metabolismu, nebe podileji n&etnych odbouravajicich proce-

sech, na dychani organiséra produkci energie [1, 3, 4].

1.4.2 Transferasy

Transferasy realizujitpnos skupin ato— radikah, nebo celé velkéasti molekul mezi

dvéma substraty, a to z donoru na akceptor [1, 4].

PrenasSejici skupinou e byt methyl, aminoskupina, radikél§znych kyselin, radikaly
monosacharii, mononukleoid a mnohé dalSi. Transferasy jsow@ma skupina enzyin
typu slozenych bilkovin. Eastni sefady biosyntetickych &t. Na podtidy se rozdluji

podle charakteruigpnasenych skupin [1, 3].
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1.4.3 Hydrolasy

Hydrolasy katalyzuji hydrolyzu esterglykosidi, amidi, amini, peptidi, bilkovin a rekte-
rych dalSich slotenin. Mechanismus jejichcinka je prenos radikalu z hydrolyzovaného

substratu na vodu [4].

Hydrolasy jsou enzymy typu jednoduchych bilkovipalileji se na hydrolytickém rozkla-
du Zivin. Velmicasto se fipravuji jako technické preparaty, fapizné hydrolasy mikro-
bialniho mivodu, jako pligové amylasy gpici Skrob, bakterialni proteasy, hydrolasy zivo-

¢iSnych organ a rekteré rostlinné hydrolasy [1, 4].

1.4.4 Lyasy

Lyasy katalyzuji energeticky nenér@ nehydrolytické 8peni a vznik vazeb €C, C-O,
C-N, atd. Podstatoucinku lyas je uvatovani (nebo naopakikenovani) malych molekul,
jako je CQ, H,O, NH;s, aldehydu, kyseliny apod. Tyto molekuly byvajiia&tany vazbou
na koenzym, nap CQO, se aktivuje vazbou na biotin, ktery je &asti karboxylas. Lyasy
jsou sloZzené bilkoviny, twd malo p@&etnou skupinu enzyin V trivialnich ndzvech jsou
casto oznéovany jako syntasy. Lyasy se podileji na imjSich metabolickych pocho-
dech jako je femena cukii, tuki nebo aminokyselin. &i se na skupiny podle typuégt
nych vazeb [1, 3, 4].

1.4.5 Isomerasy

Isomerasy katalyzujiitzné intramolekularnifigsuny atori nebo skupin atofh tedy vza-
jemné pemeny isomernich slatenin. Podle charakterddhto slogenin se dli na racema-
sy a epimerasygis-transisomerasy, intramolekularni oxidoreduktasy, intréekolarni
transferasy a dalSi. T¥ionejmér pocetnou tidu a jejich funkce sgidva v udrzovani rov-

novahy mezi déma isomery [1, 4].

Jedna se o skupinu enz§mpirevazrié jednoduchych bilkovin a jsouikkzité v metabolismu

cukni. Pro realizaci svych funkcitsinou nepdebuji kofaktor [1, 4].

1.4.6 Ligasy

Ligasy katalyzuji syntézuiznych latek ze dvou molekul za sasného rozkladu jiné latky

uvoliujici energii. Paebna energie je obvykle dodavana rozkladem adeamiésafiatu,
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ktery se hydrolyticky €pi bud’ na adenosindifosfat a fosfat nebo adenosinmonrdfosf
a difosfat. Ligasy jsou sloZené bilkoviny a v téiviich ndzvech se ozhgi jako syntetasy
[1, 4].

1.5 Struktura a formy vyskytu enzymi

1.5.1 Struktura molekul enzymi

Enzymy paiti mezi globularni bilkoviny, &sSinou jde o sloZené bilkoviny. Prvnim enzy-
mem, u 8hoZz byla u¢ena kovalentni struktura, byla v roce 1960 riboaakh z hosziho

pankreatu. Molekula této hydrolasy¢g@ici fosfodiesterové vazby v molekuldch RNA, je
tvorena jedinym holym polypeptidovyniettzcem se 124 aminokyselinovymi zbytky

actyfmi disulfidovymi mistky [1].

Souwasti molekul povahy sloZzenych bilkovin jsou nizkéekalové neaminokyselinové
struktury nazyvané kofaktory. Jejich funkce &pd v geenosu atori, jejich skupin nebo
elektroni pii biochemickych reakcich, které enzymy katalyzdg-li kofaktor peva vazan
na bilkovinnou sloZku enzymu, povazuje se za stabiduast molekuly a nazyva se pros-
teticka skupina. Pokud je kofaktor s bilkovinnoaz&lou vazan jen slgba mize se od ni
lehce oddlit (disociovat), nazyva se koenzym a dana bilkogirslozka apoenzym. Cely

komplex s apoenzymem a koenzymem je holoenzym|[1, 3

1.5.2 Struktura kofaktor u

Struktura kofaktakr byla objasina mnohem idve nez struktura bilkovinnyctasti enzy-
mu. Jde o latkyidzné chemické povahy, jejichz molekuly vSa#kSinou obsahuji heterocy-
klus, ktery tvdi bud’ reaktivnic¢ast kofaktoru nebo ma funkci rozpoznavaciho prviku p
makromolekulu. Mnoho kofaktdrobsahuji jako podstatnou slozku zbytek kyselirffdos
recnych,casto vazanych v nukleotidu [1, 3].

viN 7
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1.5.2.1 Kofaktory oxidoreduktas

Do téchto kofaktoh paki pyridinové (nikotinamidove) (di)nukleotidy, jsouo
nejdéle znamé kofaktory nikotinamidadenindinukig@ofNAD") a nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfat (NADP) [1, 3].

NH,
_~_CONH, 5 -
| H H I | )
st CH,—0~P—0— =
| N
OH HO o i
H o H

R=H — NAD'
R = PO —» NADP"

Obr. 1 Pyridinové kofaktory

Dale se zdéadi: [1, 3]
- flavinové nukleotidy, které maji strukturu flavinmenukleotidu (FMN)
a flavinadenindinukleotidu (FAD), jejich séasti je vitamin B (riboflavin),
H.C

H.C

3

-

r‘

.

Obr. 2 Flavinové nukleotidy
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- biopterin,
- a-lipoat, ktery byl objeven jakaistovy faktor pro utité mikroorganismy,

- benzochinony s isoprenoidnim postranrgtizcem fungujici jako akceptory atém

vodiku,
- hem, jehoZz molekulyiienaseji samotné elektrony,
- ionty Zeleza vazané&imo na bilkovinu,

- glutathion, ktery penasSi atomy vodiku vratnoudgmeénou thiolové skupiny zbytku

cysteinu na disulfid.

1.5.2.2 Kofaktory p*enasejici skupiny ato

Do této skupiny séadi adenosintrifosfat, kterygnasi za od&peni adenosindifosfatu fos-

forylovou skupinu —Pg" na hydroxylové skupiny alkohinl na acyly nebo skupiny guani-

dylove [1, 3].
NH,
N =5
N
/3
e
I $I) 1 <N I N/)

OPOPOPOCH, o
O 0 O AH
H
OH OH

Obr. 3 Adenosintrifosfat
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Dale se zdéadi: [1, 3]

- aktivni sulfat,

O=n=0

Obr. 4 Aktivni sulfat

- kofaktory gendasejici jednouhlikatéegly, mezi kter&adime adenosylmethionin ne-

boli aktivni methyl, tetrahydrofolaty, methyltetsatrofolat a biotin,
- kofaktory grenésejici dvouuhlikatécgty,
- kofaktory grenasejici aminoskupiny,

- kofaktory grenasejici rozsahlé struktury.

1.5.2.3 Kofaktory lyas

Na reakcich lyas se podili mnohé skupiny aktivowa®Ebou na kofaktor. @ezitou skupi-
nou lyas jsou dekarboxylasy. Na dekarboxylaci akyselin se podili pyridoxalfosfat, na

dekarboxylaci oxokyselin thiamindifosfat [1, 3].

1.5.2.4 Kofaktory isomeras

Isomerasy #tSinou nepatbuji kofaktory. B isomeraci sacharidjsou vSalkiasto nezbytné
uridindifosfat nebo pevnkovalentrg vazany NAD. P presmycich, fi nichz si atom vo-
diku vymenuje misto se skupinou na sousednim uhlikovéem atemuplaiuje jako kofak-
tor derivat vitaminu B, 5 -deoxyadenosylkobalamin.¢které isomerasy pouZzivaji jako

kofaktor tripeptid glutathion [1, 3].
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1.5.3 Aktivni centra enzymu

Enzymova reakce probiha v malé oblasti enzymovékady, které se nazyva aktivni cent-
rum nebo aktivni misto. Aktivni centrum obsahujéitér presré rozmistné funkéni sku-
piny, které jsou saiéisti postranichettzci aminokyselinovych zbytka svinutim do typic-
ké prostorové struktury se dostavaji do bezpedsi blizkosti, by by byly

v polypeptidovénietézci od sebe dosti vzdalené [1, 3].

Na prostorovém zformovani aktivnich center se pielvk zicastiuje rekolik typa skupin.
Jsou to: [1]

a) katalyticky aktivni skupiny, které tvbkatalytické centrum,
b)  skupiny, které specificky vaZzou substrat artw@azebné centrum,

c) tada skupin, jejichZz ukolem je vytkib vhodné chemické prastdi v centru a jeho

vhodnou prostorovou strukturu.

V piipact hydrolas existuji z hlediska prostorového zformmvaktivniho centrait za-
kladni typy: [1, 3]

1.  Aktivni centrum tvaru $trbiny (pukliny) — hydrolasy polysacharidové, polptido-
vé, polynukleotidové. Na vazbsubstratu s aktivnim centrem se podileji vodikoveé

mustky a hydrofobni interakce.

2. Aktivni centrum ve tvaru ®&ké povrchové prohlubn — jednotlivé vazby jsou

v aktivnim centru feruSovany fimo ve svazkudetzci, aniz by je enzym rozbaloval.

3.  Aktivni centrum ve tvaru jamky — gatzde enzymy od8pujici koncové struktury

biopolymefi.

1.5.4 Enzymova kinetika

Studiemc¢asového prbéhu enzymovych reakci zaznych podminek se zabyva enzymova
kinetika [1].

Enzymow katalyzované reakce probihajznou rychlosti a ta je zavisla na: [4]
a) koncentraci substratu,

b)  mnoZstvi enzymu,
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c) fyzikaln¢ chemickych vlastnostech proedi,

d) ptitomnosti efektar (modifikator).

P nejjednodussich enzymatickych reakcichijengnovan jediny substrat za vzniku jedi-
ného produktu. Tyto reakce se ozuajako jednosubstratové a je jich pénmé malo. Nej-
casgjSi jsou reakce dvousubstratovéi pichz enzym katalyzujeipnmenu dvou substrét
obvykle na dva produkty. Existuji i reakdéstibstratové, vyjimae i vice-substratové [1,
3].

1.5.4.1 Vliv koncentrace substratu a enzymu

Prvni kinetické miteni enzymové reakce provedli L. Michaelis a M. LerNenova roku
1913. MEiili rychlost hydrolytického &peni sacharosy na fruktosu a glukosiinkem
B-fruktofuranosidasy (invertasy) zaznych podminek. Odhalili @vskut&nosti vypovida-

jici o povaze enzymovych reakci [1, 3].

1. Byla-li pocateeni koncentrace sacharosy udrzovana konstantnindarse mnoZzstvi
enzymu, byla zavislost pateini rychlosti reakce na koncentraci katalyzatoredin
ni (obr. 5 a) [3, 4].

2. Ri pokusech, kdy byla naopak udrZzovana koncentrazgneu konstantni a &nilo se
mnozZstvi substratu, byla zavislost¢ateEni rychlost na koncentraci sacharosy hyper-
bolicka (obr. 5 b) [3, 4].
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Vo B
Vo I Y [Elo=konst. _
T [S]=konst.
VI ____
2 i
——=[E], Kn —[B]

a) b)

Obr. 5 a) Zavislost pateni rychlosti \y enzymové reakce na koncentraci enzymu,

[E]o, pii konstantni koncentrace substratu [S]

b) Zavislost y na koncentraci substratu [S}i onstantni koncentraci enzy-

mu, [Ep. Symbol V zna&i meznou rychlost a § Michaelisovu konstantu

Aby vyswtlili pozorované kinetické chovani, navrhli Micheeh Mentenova pro mecha-

nismus jednosubstratové enzymové reakce jednochldené schéma [3].
kl
E+Sf7 ES- E+P (1-1)
Schéma vychazi zipdstavy, Ze meziproduktem reakce je komplex enzgubstrat [ES],

ktery se pak rozpada na enzym [E] a produkt [P#]1,

Kiivka zavislosti psateini rychlosti na koncentraci substratti gonstantni koncentraci
enzymu (obr. 5 b) z hlediska schématu (1-1) sedski#e dvoltasti: i nizkych koncent-
raci substratu jsou molekuly enzymétdinou volné a jen mal&st je v komplexu, takze
plati [E] > [ES]. Ri vysoké koncentraci substratu je veSkery enzynamax komplexu ES
a plati [E]< [ES]. Nasyceni enzymu substratem je dosazeno mgehibdsti v = V. Kivka

zavislosti rychlosti enzymoveé reakce na koncentsmdistratu vyjailije syceni enzymu

substratem a nazyva se ji satmigkivka [1, 3, 4].
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Zavislost paéateeni rychlosti jednosubstratové reakce na koncensabsstratu vyjailije
vyraz

Vv[g]

YKy (8] 2

ktery se nazyva rovnice Michaelise a Mentenové, Kgie mezna rychlost a K Michaeli-

sova konstanta [1].

1.5.4.2 Vliv faktori vnéjSiho prostedi

Rychlost enzymovych reakci v&ta s rostouci teplotou. Sstem teploty vSak sdastré
dochézi k inaktivaci enzyinv disledku denaturace jeho bilkovinsésti a pipadre i od-
Stpeni kofaktodi. Vysledkem &chto dvou protichdnych &ju je vznik zavislosti s maxi-

mem, které se nazyva optimalni teplota enzymu @Hji3].

%

Teplotni optimum

Relativni aktivita

Obr. 6 Zavislost aktivity enzymu, vyjiehé péateini rychlosti

reakce v, na teplét
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Vlastnosti enzym jsou zavislé na pH prasdi. \EtSina enzym proto pisobi jen v ufité
oblasti pH, mimo ni jejich &innost kles&. Zavislost rychlosti enzymové reakagphl méa
tvar zvonové kvky. Jejimu maximu odpovida tzv. pH-optimum nebofitimalni pH,

v némz je aktivita enzymu nejvyssi. Optimalni pgkterych enzym ukazuje obr. 7 [1].

Pepsin Sacharasa Cholinesterasa

Trypsin

Relativni aktivita

I f T 1 1
2 4 6 8 10 pH

Obr. 7 Zavislost aktivity &olika enzyni na pH progedi

Aktivita enzymi miZe dale zaviset na redoxpotencialu peedit, na jeho iontové sile

a relativni permitivit [1].

1.5.5 Latky ovliv iiujici ¢innost enzymi

Katalytickou ¢innost enzym vyrazré ovliviiuje celarada latek, které se nazyvaji efektory
neboli modifikatory. Zvysuji-li aktivitu enzyin jde o positivni efektory neboli aktivatory
(pt. ionty kowi, organické latky). Latky, které snizujtibek enzyni, jsou negativni efekto-
ry neboli inhibitory (. ionty, organické i anorganické latky, nizkomoliekué

i vysokomolekulové latky). Efektory se&léina grirozené, které jsou normalni slozky kkn
(metabolity, koenzymy) a jsouikzité (¥ regulaci bugéného metabolismu a na ri@p-

zené efektory, které jsou modelové latky@ve [1, 3].
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1.5.5.1 Typy inhibitoriz a mechanismus jejich éinku

Inhibitory Ize clit podle tiznych hledisek. Podleigodu na pirozené a ur#lé, podle spe-
cificity u¢inku na specifické (fsobi jen na jeden neboskolik piibuznych enzyri)
a nespecifické (vyvolavaji inaktivaci mnohanych enzym) a podle mechanismwiaku

(vztahu k vazb substratu a k jehaienmené na produkt) [3, 4].
Inhibitory vyvolavajici nejbzngjSi typy inhibice jsou:

a) kompetitivni inhibitory — latky, které maji struku natolik podobnou substratu, Ze
je enzym nerozezna a vyfitomisto komplexu se substratem inaktivni komplex

s inhibitorem, ktery se négmenuje na produkt,

b) nekompetitivni inhibitory — neovliwji vazbu substratu na enzym, ale snizZuji rych-

lost premeny na produkt,

c) akompetitivni inhibitory — latky, které se mohouvéaat na enzym, az kdyz vazba
substratu vhodh pozneni jeho konformaci. Nereaguji s volnym enzymem, ate
s komplexem enzym-substrat. Vazbou na tento kompddxauji jeho geméné na

produkt a enzym.
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2 LYSOZYM

2.1 Historie vyzkumu lysozymu

Ucebnice bakteriologie, ktera pochazi z 19. stojitipopisuje kultivaci bakterii ve slepi-
¢ich vejcich. La&nko, profesor hygieny na univegzivt Tomsku, zkoumal v roce 1909
piistupnost vajec pro kultivaci mikroorganigna objevil néici (Cinky vajeiného bilku.
Zpozoroval, Ze obsah rozbitého sk#po vejce na nekryté skl&émé desce ip pokojové
teplot se vysusil bez hniti a vzniku pachnoucich plykonstatoval, Ze bakterie obsazené
ve vzdusném prachu nemaji pro mnozeni v bilku vBqabdminky. V dalSim experimentu
demonstroval inhil#ni ¢innost bilku naBacillus subtilis.Dokonce vysoka koncentrace
téchto bakterii byla usmrcena malym mnozstvim &agdo bilku. Ntici bakterialni sila
bilku byla prokazana i pr8acillus anthracisa dalSi bakterie. Laénko experimentain
vyloucil moznost usmrceni bakterii nasledkem hydrolyzpekunebo nedostataymi nu-
tricnimi podminkami a uved|, Ze véjgy bilek obsahuje enzymy proteolytického charakte-
ru. V dalSich letech také ostatriidei zpozorovali antibakterialginnosti vajéného bilku,

ale nepodalo se jim identifikovat mechanismusigobeni na bakterie [2].

Od roku 1900, &olik védci popsalo antibakterialnicinky slin a glesnych sekrét Blo-
omfield vySetoval usmrceni bakterii v hornich cestach dychadiiilem jeho prace bylo
ziskat vice informaci o dotykovych nakazéach a ththiSteni bakterii v dychacich ces-
tach. Pro usmrceni bakterii byl hlaviinek pisuzovan baktericidnimu efektu slinnych a
astnich sekrét[2].

Alexander Fleming, narozen v roce 1881 ve Skotskinil podobny objev roku 1921.
Tomuto objevu fedchazela nahoda. Fleming zrovnagltrpymou a kapka z jeho nosu
ukapla na agarovou plotnu, kde kultivoval baktefielem kapky se zaly kultury bakterii
rozpoustt a Fleming zjistil, Ze nosni sekrety obsahuji saivs zpisobujici lyzi bugk.

Tuto substanci pak nazval ,lysozym*“ [2].

Své pozorovani potvrdil jeSn¢kolika jednoduchymi, ale velmi vynalézavymi expegim
ty. Nag. v jednom pokusu, kapku nosnich slizednou se solnym roztokem namval
na agarovou jdu, ktera byla hustposetaMicrococcus lysodeikticusZa 24 hodin po in-

kubaci doSlo k pomnoZeni kbks vyjimkou casti, které byly pokryty nosnimi slizy.
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V dal§im experimentu ke kapceéedsného nosniho sekretuigal 1 cn? suspenze, ktera

obsahovalaMicrococcus lysodeikticus them rékolika minut koky zcela zmizely [2].

Fleming ve svém prvnim zaznamu o lysozymu popisige,dany enzym jeifitomen
v lidskych €lesnych sekretech jako jsou slzy, nosni slizy,ystirtaké vé&lesnych tkanich,
zvlasg chrupavce. Lysozym byl téz nalezen veieeich a rostlinnych tkanich a ve velmi

vysoké koncentraci ve vajeém bilku [2].

Lysozym obsazeny v tkanich a sekretech ukazal Irozdihibicni (€inek k tiznym mikro-
organisniim. Fleming poukézal na to, Ze lysozym je aktivnfadu nepatogennich bakterii

k ¢loveéku a téZ k skterym patogennim bakteriim [2].

Kromé jeho vyznamné prace ve vyzkumu lysozymu byl nejeyargjSim objevem sira
Alexandra Fleminga a jeho spolupracovni&bjev penicilinu a jeho &&vého &inku
v riznych infeknich onemocénich, za ktery byly v roce 1945 ocem Nobelovou cenou
[2, 28, 29, 30].

Obr. 8 Alexander Fleming

2.2 Definice a tidéni lysozymu

Bakterie obsahuji pevnou btimou stnu, ktera jim poskytuje mechanickou ochranu.
Chréani je ped prasknutim kii jejich vysokému vnithimu osmotickému tlaku. Bedna

sténa bakterii je struktura rozmanité stavbyianého stup# slozitosti u fiznych bakterii.
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Zakladni sloZzkou busgné stny je linearni polysacharid s peptidickymi postriamintetézci

zvany peptidoglykan [2, 5, 6].

Lysozym je glykosidasa, kterd ma baktericidéinky a je schopna &bit polysacharidové
vazby mezi N-acetylglukosaminovymi jednotkami a tkhyN-acetylmuramové kyseliny
v burgéné sEné grampozitivnich bakterii. Gramnegativni bakteriejsou nachylné
k enzymatickému jsobeni lysozymu, protoze peptidoglykanova vrstvehgréna vrejsi

membranou [2, 5, 6].

Lysozym je Siroce zastoupen u vSech orgafijsod bakterii a bakteriofég pres houby,
rostliny, az k obratloviom [2].

Na zaklad uréeni aminokyselinového sloZeni a katalytické akfgilze struktura lysozymu

rozclit do ¢tyi raiznych tid endo-N-acetylmuramidasy. Modeéghto tid jsou: [2]
- lysozym slepiiho bilku (HEWL),

- lysozym husiho bilku (GEWL),

- lysozym bakteriofagu T4 (T4L),

- Ch - lysozym.

V 90. letech 20. stoleti byla ustanovena klasifikgtykosyl-hydrolagazenych do skupin
podle aminokyselinové podobnosti, posledni datalotgala 91 skupin. Totditdeni bylo
navrzené k tomu, aby mohly byt sjednoceny rozddysirukturni arovni enzymatického

mechanismu a evatai vztahy &chto enzyn [2].

2.3 Struktura lysozymu

Od Flemingova objevu slouzil lysozym jako model pnaoho studii, a to zejména lyso-
zym ze slegiiho bilku (HEWL). V roce 1963 byla zignéna primarni struktura HEWL a
jen o dva roky poziji byla urcena i trojrozrdrna struktura. Lysozym ze sléfih vajec je
tvoren jedinym polypeptidovynettzcem se 129 aminokyselinovymi zbytky a byl prvnim

enzymem, ktery obsahoval vSech obvyklych 20 amisely [2, 3].

Molekula lysozymu je zhruba kulovitého tvaru s népoi vnitni ¢asti, ktera ma podélnou

Sterbinu tvaici rozséhlé aktivni centrum. Aktivni centrum sertd napic celou molekulou
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a vejde se dodp Sest zbytk aminocukiéi. Sekundarni molekula lysozymu je feaa poly-
peptidovymietézcem, ktery je slozen 2 oddlenych kratkycho-helikalnich¢asti a jed-
noho useku s antiparalelfiistrukturou. Tato doména byla prvni struktufskladaného
listu, ktera byla popséana i u globularnich praiei@statnicastifettzce nejsou pravidedn
uspdadane [2, 3].

Lysozym ze slegiho bilku byl prvni enzym, pro ktery byl navrhnutdilni mechanismus
¢innosti zaloZzené na modelovych stavebnich studii@dmei 100 let vyzkumu udal

z lysozymu jednu z nejlépe prostudovanych skupiyen, ale i fresto Aistava pedmétem
rozsahlych pokraujicich studii [2, 31].

Obr.9 Prostorovy model lysozymu

2.4 Mechanismus misobeni lysozymu

Hydrolyza [-1,4-glykosidické vazby mezi N-acetylmuramovou HKysmi (NAM)
a N-acetylglukosaminem (NAG) ie probihat déma vyznamgjSimi mechanismy, které

maji za nasledek lducelkové zadrZzeni nebo obraceni konfigurace anof2eg].

HEWL slouzi jako modelovy enzym pro studie katalk#iho mechanismglykosyl-

hydrolas. Na zakladstrukturnich dat byl prelEWL navrZzen mechanismus, ktery zobrazu-
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je obrazek 10. Enzym ma Sest vaznych mistemz kazda ze Sesti jednotek amino@ukr
(ABCDEF) je v aktivnim centru vazana vodikovymi ami. U zbytku D doché&zi ze ste-
rickych divodi ke zhrouceni Zidtkové konformace hexosového kruhu na poloZidit
vou. Ozndeni F je pro navazani glykosidicle@notky ze substratu. &mné vazby (hydro-
lyza 3-1,4-glykosidické vazby C1-O) jsou umisé mezi misty D a E a navazani substratu
v mist D je mozné jen tehdy, jestli glykosid je zformovaitypolozZidlekové konformace.
Kvili této konformaci se z&mi anomer uhliku (C1) na stejnou polohu jako C2, C8 a
pyranosovéhdysliku. Redpokladany sledeii pii katalytickém Stpeni glykosidické vaz-
by C1-O je nasledujici. Glutamat 35, ktery je vai@mim okoli, je proto ip pH 5 proto-
novan a funguje jako obecny kysely katalysatorddieorem protonu, ktery ségsune na
kyslikovy atom glykosidické vazby a vyvola tak jpieruseni. Tim dojde ke vzniku klad-
ného naboje na atomu C1, ¢hoz Sépna vazba vychazela. Vznik tohoto karboniového
iontu CT je usnadin distorsi hexosového kruhu zbytku D. Aspartat &2 polargjsim
okoli nez glutamat 35 a je v pH 5 zapbmabit a niZe proto stabilizovat karboniovy iont

elektrostatickou interakci [2, 3].
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Obr. 10 Rovinna projekce zjednoduseného modelu kxadysozymu
ze sleptich vajec se substratem. Krouzkyisly zn&i jednotlivé ami-
nokyselinové zbytky &ary je spojujici jsou peptidové vazbysbina,
tvorici aktivni centrum, se tadhne horizontamolekulou. Substrat, kte-
ry ji vypliuje je vyznéen tiné. Je to synteticky hexasacharid, jehoz
glukopyranosové kruhy stavebnich jednotek jsoutemapismeny A az
F. Stpna glykosidicka vazba (mezi zbytkem D a E) je agena Sip-

kou.

Obrazek l1l1zobrazuje reaki sekvenci ustanovenou pro glykosyl-hydrolasy.al§dicke
mechanismydchto enzyni zahrnuji dva karboxylovietzce. Glykosidicky kyslik substra-
tu je donorem protonu kyseliny karboxylove, to je& 35 v HEWL, ktery ma za nasledek

rozSepeni vazby. Takto vznikly oxokarboniovy iont ihnegvari kovalentni esterové pou-
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to s druhym karboxylovynitettzcem, a to s Asp 52 v HEWL. Ester je pak hydrolyov
molekulou vody #3-strany anomeru uhliku. Tato reakce vede k vznikove konfigurace

anomeru [2].
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Obr. 11 Reakce sekvence glykosyl-hyhdrolasy meai35la Asp 52

Lysozym z fiznych organisrin se liSi nejen v jejich celkové strukéy ale také v regkich
mechanismech. ZatimddEWL je enzym, zachovavajici konfiguradysozym z husiho
bilku (GEWL) a lysozym bakteriofagu (T4L) hydrolyzsubstrat obracenim us@gaanim.
Substratové vazani a aktivacieyracejicich se enzyimje velmi podobna s enzymy typu
HEWL [2].

Mrivrw s

lentni prostedni. Glykosidicka vazba seigt kvili protonu kyseliny karboxyloveé (Glu 73
v GEWL, Glu 11 v T4L). Molekula vody, zadrZzovangpmostorovém sousedstvi anomeru

atomu uhliku, je aktivovana vodikovou vazbou kebkaylové skupis, ktera slouzi jako
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katalyticky zaklad. Voda atakuje anomer uhlika-strany, coz ma pak za nasledek obra-

ceni usptadani, viz obr. 12 [2].
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Obr. 12 Reakce sekvence invertugbikosyl-hydrolasy

GEWL postrada zjevnou analogiiAsp 52 v HEWL nebdsp 20 v T4L. Proto bylo na-
vrhnuté, Ze reaktivni skupiny ze substratu, to kesboxylové skupiny z peptidového kom-

ponenta, se stabilizuji nafgzhodny stav [2].

Lysozym, hydrolyzuje vazbu peptidoglykanu &p$tiej na disacharidové jednotky. Spolu-
vytvari prirozenou odolnost zivasnych tkani proti bakterialnim infekcim, nebbuiky
bakterii zbavené peptidoglykanu snadno praskai@ildiky osmotickémuietlaku a jsou

snadno fagocytovany [5, 8].

2.5 Chaloropsis — typ lysozymu (Ch — lysozym)

Skupina Ch — lysozymu byla pojmenovana po prvnistugi, ktery byl popsany a to ly-
sozymu z houbyChalaropsis Tento houbovity enzym byl prvni mikrobialni lysoaz,

u kterého byla wiena aminokyselinova sekvence [2].

Jako ostatni typy lysozymu, lysozynChalaropsishydrolyzuje3-1,4-glykosidické vazby
mukopeptidu ve ghé burek [2].
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Katalyticky mechanismus Ch — type lysozymu je dojloseznamy, zaloZzeny na chemické
modifikaci experimentu, katalyticka aktivi@halaropsislysozymu je pinejmenSimc¢as-
tecné prisuzovana zbytkm Asp 6 a Glu 33 [2].

Funkce bakterialniho lysozymmeni plré vyswtlena. Tento enzym je nejspiSe spojeny s re-
gulaci peptidoglykanové syntézy. Diky schopnostépsit specifické vazby v peptido-
glykanovych kulovitych vécich, dovoli novynpeptidoglykanovym jednotkam, které maji
byt zalenény do burcné sény, zneny tvaru a plochy povrchu. Zipob, jakym bakterie
ovlada tyto potenciatnsebevrazedné enzymy je jestci diskuse. Bylo navrzené, Ze regu-
lace bakterialniho lysozymu je vzajetnpropojena s ostatnimi metabolickymi drahami

buiky jako odezva kontroly tepelného Sokuikwy [2].

2.6 Vyuziti lysozymu v praxi

Enzymy diky svym specifickym éinkim nachazeji uplatmi v nejizr¢jSich oblastech,
z nichz mnohé nemaji nic spofeho s biochemii ani jinouwdou o zZivych organismech.
Nap. analyticka chemie uziva stéle vice eniyjako specifickychtinidel pro stanoveni
raznych latek. Enzymy maiji vyuZitifipuréovani struktury molekul, v preparativni organic-
ké chemii, kde umaitlji pripravucéetnych latek ve velkéistote, v Iékastvi. Nejwtsi za-
jem o technické enzymovéipravky ma chemicky a potravifsky ptimysl (masny, peka

sky, mlékarensky @mysl) [4].

V dnesni dob se stale vice lidé vraci kippzenym potravingkym vyrobkim. Proto se
také zvysil zajem o potravitgky piimysl na pouziti antimikrobidlnich ochrannych pro-
stredki, které jsou firozené. OvSem mnohaipzenych antimikrobialnich latek ma ome-
zené spektrum aktivity a jsowiiné jen ve velmi vysokych koncentracideseni tohoto
problému je v pouziti kombinacéanych latek, naip nisinu, produktu &terych G bakte-
rii a lysozymu. DalSimi latkami vyuZitelnymi v komnlaci s lysozymem mohou byt mono-

acylglyceroly [23].

Lysozym katalyzuje hydrolyzu peptidoglykanu v Bémych sénach bakterii. Jeho aktivita
je omezena jen na grampozitivni bakteri¢ingk na gramnegativni bakterie je nizky, pro-
toZze bugcné sény jsou chra#né vrgjSi blanou, ktera poskytuje tice ochranu. Etylendi-
aminotetraoctova kyselina (EDTA) je chelatacinidlo, které se pouziva viznych potra-

vinarskych vyrobcich. Redchazi oxidaci a dalSim zhorSujicim se reakcimtdlé antimi-
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krobialni aktivitu a je schopna zvysit aktivitu bakostatik a antibiotik. Je¢inna zvlast
proti gramnegativnim mikroorganismm. EDTA zwtSuje aktivitu lysozymu, jenz diky ni
muze hydrolyzovat i tyto Gmikroorganismy, které bylyti&i nému odolné. Lysozym se

zvySenou aktivitou fisobi i proti Escherichia coliaListeria monocytogene@3].

Enzymy se vyuZivaji pro dekontaminadidy, dodavky vody, osobniho a nemagrnho
vybaveni, které bylo vystavenégpbenim bakteriim, toxérm nebo vitim. Pro dekontami-
naci tiznych povrch byl pouzit zapouzgny enzym v obracenych micelach, jmendvit
lysozym. Pouziti zapouteného enzymu ma vyhody oproti pouziti volného enzy@bra-
cené micely slouzi jako Apob jak z¥tSit koncentraciysozymu a snizit mnozstvi vody.
Velké mnoZstvi vody 1ive zpisobit korozi povrch, kde se zn&Sténi bude s velkou prav-
dépodobnosti vyskytovat. Lysozym zapoigy v obracenych micelach, je efekéwyu-
Zity pro dekontaminaci povrérz riznych struktur, které byly kontaminované &G bak-
teriemi. Vhodnymi podminkami, se Zhiaz 98% bakterii. Dezintegrace a rozpad ¢kya

sice u pouziti zapouteného enzymu pomalejsi, ale komptgin[24].

DalSi vyuziti lysozymu je jeho umésti na povrchu Sig) coZz ma vyznam pro vyrobu bil-
kovinnéhobiogipu, které jsou navrzené k tomu, aby zachytily baktz pufru nebo vody.
Diky lysozymu umisiného na tomto povrchisou absorbovany patogenni bakteriejsap
bujici otravy potravinami. Mezi bakteriemi zachygenm lysozymem jsou Gbakterie

Escherichia colia G Listeria monocytegendg5].
Lysozym spolu s polymyxinem B, polyhistidinem, galstaminem, polylysinem a histidi-
nem se uZzivaji jakocinné prostedky pro zachyceni bakterialnich endotdixinoz jecast

bakterieEscherichia colivykazujici utitou toxicitu [26].
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3 BAKTERIE

3.1 Obecna charakteristika bakterii

Nejmensi stavebni jednotkou organismu jé&lay ktera je dale nélitelnd a schopna sa-
mostatného vykonu Zivotnich funkci. fy tvorici organismy jsou dvojiho konstrérkiho

typu — prokaryoticka hika (prokaryota) a eukaryoticka itka (eukaryota). NejdezitéjSi
rozdil mezi oBma typy bugk je strukturni organizace jejich jadra. Do prokdradime

bakterie, sinice a archea, do eukaryot vSechnyrosieganismy [5].
Pro prokaryotické hiky plati ti charakteristiky, které je odliSuji od eukaryégich bu-
nek: [5, 9]

a) organizace buftného jadra — jadro prokaryot je temo jedinou, dlouhou, sloit
poskladanou a do kruhu uzawou dvojSroubovicovou molekulou DNA, na niz ne-

jsou Zadné histony ani bilkoviny,

b) nepitomnost bua¢nych organel — v prokaryotické fite nejsou mitochondrie, chlo-
roplasty, ani jiné organely obklopené membranowijedzuje obr. 13. Jedinou mem-

branou je cytoplazmaticka membrana na povrchu tyzopy,

c) velikost ribozoni.

Bakterie jsou haploidni a mnozi s&igpym rozalenim buiky nésledujicim po zdvojeni

jaderného materialu [5, 9].
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Obr. 13 Bakterialni hika

3.2 Taxonomie bakterii

Z&kladnimi taxony v bakteriologii jsou rod a drihptipads bakterii se jegtjako vedlejSi
taxonomicka kategorie pouziva taxon nizSi nez dnaklayvany kmen. VysSi taxony se pou-
Zivaji mélo. RozliSeny byly jen taxorife Procaryotae ktera byla roz8iena na d¥ odck-

leni, Cyanobacterigsinice) aBacteria[5, 7].

3.3 Bunééna stna bakterii

Bunécna stna je lokalizovana nad cytoplazmatickou membraraktdrialni buiky. Jedna
se o jediny pevny Utvar v bakterialnifime. Udtluje buice tvar, mechanicky ji ochiigje
pied vrejSim prostedim, zvySuje jeji chemickou odolnost, odolnostiprgschnuti, zéeni
a nepiznivym osmotickym podminkam. B&na stna neobsahuje enzymy a jagtupna

pro molekuly [5, 8].

Sttnu bakterialni biikky 1ze rozruSit nap pasobenim lysozymu, ktery ji hydrolyzujéi

penicilinu, ktery blokuje jeji syntézu. Timto sekaji obnazené liky s cytoplazmatickou
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membranou na povrchu — protoplasty (@pkbaveny bu&né sény) u grampozitivnich

a sferoplasty (obsahuiji zbytky hidné sény na povrchu) u gramnegativnich bakterii. Tyto
Gtvary jsou kulovitého tvaru a musi byt v piesti o vysokém osmotickém tlaku, aby ne-
praskly. Buiky mohou v progedi o vhodném osmotickém tlakiegivat, fist a mnozit se
[5, 6, 12].

Bunécnd stna bakterii je struktura rozmanité stavbyianeho stupd slozitosti u iznych
bakterii. Zakladni sloZzkou b&&né stny je linearni polysacharid s peptidickymi postran-
nimi retizky zvany peptidoglykan. Bakterialni inou sénu Ize rozlisit na dva typy: bu-
nécnou sénu grampozitivnich bakterii, ktera obsahuje jentigeglykan a teichoové kyse-
liny a buréénou s&nu gramnegativnich bakterii, ktera je slggit a obsahuje vysoké
mnozZstvi lipidi. V zavislosti na fitomnosti lipidi se bakterie barvi podle Grama. Gram-
negativni bakterie ((gse odbarvi podle Gramova postupu proto, Ze mgyuSeny lipidy a
postup® porudena integrita &ty. Kdezto u grampozitivnich bakterii {iGnedochazi

k odbarveni, protoZze neobsahuiji lipidy a jejictstiuvrstva peptidoglykanu se stansg
benim organického rozpoéta jeSt méreé propustna pro molekuly barviva, neeg tim

[5, 6].

3.3.1 Peptidoglykan

Peptidoglykan, zvany téZ mukopeptid nebo mureirsgecificka latka pro prokaryotické
organismy. Je to linearni polymer dvotiddjicich se aminocukr N-acetylglukosaminu
a N-acetylmuramové kyseliny spojenygfi,4 vazbou. Na karboxyl kyseliny muramové je
navazan peptidickou vazbdatizekctyi aminokyselin. Tento tetrapeptid je tea amino-
kyselinami L-alaninem, D-glutamovou kyselinou, RDbaalaninem. R- v tomtdetzci je
jedna z aminokyselin: L-lysin, L-glycin, L-treonib;ornitin, L,L-diaminopimelova kyseli-
na (DAP). DAP se specificky vyskytuje pouze v peptjlykanu, proto nap penicilinova
antibiotika, misobici na syntézu peptidoglykanu, jsou gtoxicka oproti jinym antibioti-
kam. Spojenim linearnictetzci se vytvdi pevné gloviny v nékolika vrstvach, které jsou

pevrejSi u G bakterii dikycasgjsimu propojeni. [5, 8, 27].

Peptidoglykan je zakladni séasti bugcné stny bakterii a je zodp@dny za jeji mecha-

nickou pevnost [5, 8].
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Biosyntéza peptidoglykanu je rozloZena miahlavni etapy. Nejprve jsou v cytoplazm
piitomnymi rozpustnymi enzymy syntetizovany prekuyzady jsou dale rozpustnynigna-
Se&em greneseny skrze membranu v tucich a poslégmjeny k peptidoglykanu tam, kde

probiha fist burgéné stny [5].

Syntézu peptidoglykanu inhibujekolik antibiotik, z nichZ nejznasi je penicilin. Tato
antibiotika jsou terapeuticky velmi cenna, ngEou pro makroorganismy zcela netoxicka.
Je to dano tim, Ze se peptidoglykan vyskytuje pauzakterialni btice a nikoliv v btice
eukaryotické. Penicilin inhibuje tvorbuipnych vazeb mezi peptidovynietizky peptido-
glykanu. Peptidoglykan vznikajici wippmnosti penicilinu je mechanicky nedostake
odolny [5, 6].

Antiobiotika neovlivauji klidovou, nerostouci bakterialni #ku, protoZe v ni neprobiha
syntéza peptidoglykanu. Jestlize vSakiftgmnosti rkterého antibiotik bakterie roste,
dojde k jeji lyzi, nebt) syntéza nového peptidoglykanu je blokovana. Jezlvém meédiu,
kde je gitomen penicilin, dostate¢ zvySen osmoticky tlak, n&psacharosou, liky nely-

zuji, ale Astavaji zivé a funkni [5, 6].
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Obr. 14 Schéma struktury peptidogtykbakterialni siny,

G — N-acetylglukosantih;- N-acetylmuramova kyselina
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3.3.2 Bunééna stna grampozitivnich bakterii

U grampozitivnich bakterii je bgdna stna tvdena peptidoglykanem a teichoovymi kyse-
linami. Peptidoglykan tvid 15 az 20 nm tlusty homogenni obal slozeny z miiolearnich
vrstev, navzajem propojenydetzci. Skrze tuto vrstvu az na povrch pronikaji linearni
fetézce teichoovych kyselin a kotvi ji k cytoplazmaticknembra& Strukturu buicné

stény grampozitivnich bakterii ukazuje obr. 15 [5, 8].

Teichoové kyseliny jsou ve védozpustné linearni polymery glycerolfosfatu netimtol-
fosfatu s glykosidicky vazanymi cukry. Jsou kovaheénvazany k muramoveé kyseéirpep-
tidoglykanu. Teichoové kyseliny jsou hlavnim powefim antigenem grampozitivnich
bakterii, ale jejich antigenni aktivita j&tgi pocast&ném odtraveni peptidoglykanu. Ne-
podili se na pevnosti b&né sény. Jejich hlavni Gloha je vazba katidbit burgéné seéne a
udrzovani vysoké koncentrace v sousedstvi cytotizké membrany. Buidna stna

grampozitivnich bakterii neobsahuije lipidy a bilkogv[5, 6, 8].
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Obr.15 Schéma bgtné sény grampozitivni bakterie
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3.3.3 Bunééna sna gramnegativnich bakterii

Sttna gramnegativni bakterialni itky je odliSnd od grampozitivni. Je téhméré hmotna

a slozitjsi, nebd je tvarena tenkou vrstvou peptidoglykanu. Nad touto vnstj@ mem-
brana slozena z dvojvrstvy fosfoliic bilkovin vdzanych po obou stranach této dvojvrst
vy a nazyva se \#Bi membrana. VSi membrana je kotvena k peptidoglykanu moleku-
lami lipoproteinu a obsahuje lipopolysacharidylugici bakterii antigenni specificitu jak

ukazuje obr. 16 [5, 6].

K peptidoglykanu jsou kovalentrvazany molekuly specifického lipoproteinucwyvajici

ven sngrem Kk vrEjSi membraa [5].

Vn¢jSi membrana poskytuje tice protichemickou ochranu. Propousti ziviny a chiéi-

ku pied Iytickymi GEinky Zlucovych kyselin, enzytn lysozymu, penicilinuCini gramne-
gativni buiku chemicky odol§Si nez buku grampozitivni. Poskytuje i ochranu proti
imunitni odpo¥di hostitele. V&jSi membrana je také nositelem interakcékyu Jsou v ni

specifické receptory pro fagy a koliciny [5, 8].
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Obr. 16 Schéma bedné sény gramnegativni bakterie
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4 ENZYMY V POTRAVINACH

V Zivych rostlinnych pletivech a Zi¢@gnych tk&nich, stefnjako v mikroorganismech, se

vyskytuji enzymy, které Zisobuji nezadouci biochemické procesy [13].

V konzervarenstvi se podléyodu vyskytuji ti druhy enzynd — enzymy fivodu rostlin-
ného, zivaisného a mikrobialniho. Nejfrekventovgi jsou enzymy rostlinnéCinnost
enzymi umoziuje vyvoj, zrani a rozklad plad NejaktivrejSi jsou enzymy ghem zrani,

kdy probiha v plodech nejvice biochemickych a fghik-chemickych proces[13].

Enzymy Ziv@iSného fivodu jsou pedevSim v mase a nevykazuji takovou aktivitu jako
rostlinné. Nejvyznam#)Si jsou enzymy gpici tuky a zfisobujici chtiové acichové zava-

dy v mase [13].

Pasobeni mikrobialnich enzyimse negativé projevuje Bi mikrobialnich bombazich kon-
zerv. Ri biologické konzervaci (alkoholické, n#éé kvaseni) je naopalknnost enzym

Zadouci [13].

4.1 Distribuce enzymi

Enzymy jsou pitomny v tkanich i subcelularnich organelach. Tskot&nost je pro potra-
vinarsky pimysl velmi dilezitq, nebé rada zrén pri zrani ovoce a zeleniny nebo zrani
masa jetizena biochemickymi reakcemi, resp. enzymy obsatemgchto materialech.
Téchto reakci je mozné vhodnymi podminkami vyuZivatBviiovat tak vznik potraviny
s lepSimi nutdnimi i organoleptickymi viastnostmi (napdozravani ovoce kizené atmo-

sfée, zrani masa v kontrolovanych teplotnich podmihkgxod.) [10].

4.2 Enzymové hrédnuti potravin

RVERY

V potravinach rostlinného a Ziwidného fivodu dochazi k reakcim enzymovéhadmuti
pii poSkozeni bukk. Reakce se projevuji vznikem da€ho zbarveni, jehoz nositeli jsou
pigmenty melaninového typu. Byvaji zpravidla nea&dmi reakcemi v fipadech, kdy
vedou k hidnuti @i zpracovani potravin a skladovani &dnuti jablk, brambor).
V n¢kterych gipadech jsou tyto reakce v jistém rozsahu Zadmeba vedou k tvork
charakteristické barvy a aroma produktii {prmentacicaje, kakaovych bah zranicerve-
nych vin) [11].
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5 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobni latky jsou latky antibakterialni, amtiové, antimykotika, antiprotozoalni a
dokonce i antihelmintika. Pojem chemoterapie §Swmou vyhrazen pro pouZziti proti-

nadorovych latek [14].

Termin antibiotikum v Uzkém slova smyslu se vztahkprirozenym produkim jednoho
organismu, ktery inhibujeiast jinych. Podle této definice by chemické skeniny, jakou
jsou sulfonamidy, chinolony, nitrofurany a imidagoinély byt ozn&ovany jako chemote-
rapeutické latky. ProtoZe se vSalkiera antibiotika fipravuji synteticky a jind chemickou
zmeénou firozere se vyskytujicich antibiotik (semisysteticka artiika), je rozdil po&
kud nezetelny a m& pochybny vyznam. Antimikrobni latky, jeou tak toxické, Ze se mo-
hou pouZzivat jen ze¥nnebo pro dekontaminaci préstli, ozndujeme jako antiseptika

nebo dezinficiencia [14].

V potravindském piimyslu mezi nejbzrejSi klasické konzervmi latky pati slabé orga-
nické kyseliny, nab kyselina octova, mtia, benzoova a sorbova. Pouzivaji se jako oky-
selujici prostedky v napojovém @dmyslu, @i vyrobé bonbori a uplatiuji se i konzerva-

ci nekterych potravin (zeleniny, hub aj.). MolekuBchto kyselin inhibuji #ist burgk bak-
terii i plisni a kyselit sorbové je fipisovan i &inek proti germinaci atstu bakterialnich
spor. V roztoku existuje pro organické kyselinymovaha zavisla na hodnotach pH mezi
nedisociovanym a disociovanym stavem. Tyto konzgriviatky maji optimalni inhikini
efekt @i nizkych hodnotach pH, které podporuje nedisoagigvaetav molekuly. V tomto
piipadt je molekula vold permeabilni fes plazmatickou membranu a je takto schopna
vstupu do biiky. Nasled# v disledku styku s vy3Si hodnotou pH uvritinky molekula
disociuje. Vznikaji aniony a protony, které nemohmwjit plazmatickou membranou a
hromadi se v hice. Inhibice bakterialnihaistu zgisobena &inkem organickych kyselin

je zagicinéna potl&enim zakladnich metabolickych reakci, akumulacictgxch aniori a

z&€Zi na intracelularni homeostazu pH [16, 32].

Mikrobialni rezistence na slabé organické kyseln§ze zahrnovatadu mechanisin
U bakterii jsou k dispoziciddomosti tykajici se jejich vriiti neindukovatelné rezistence
na tyto slodeniny. Grampozitivni bakterie nemaji &&i membranu, a proto organicke
kyseliny mohou snadno vstupovat do nitra dugrampozitivnich bakterii a jejich viiti

rezistence je relativnnizka. Gramnegativni bakterie maji diky slgBgit stavig buns¢ne
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sttny komplikovarjSi rezistesini mechanismy. V&kterych gipadech jsou mikroorga-

nismy schopné degradovat konzemidatky specifickymi enzymy [32].

5.1 Inhibice syntézy burgééné sény

Bakterie maji na rozdil od Zi¢@nych bugk silnou bugcnou sténu, ktera je primarnim
cilovym mistem selektivni toxicity, schopnosti ibbvat mikroba nebo ho usmrtit, aniz by
byl poSkozen hostitel. Bakterialniéan vSak mize zabraovat gistupu latek, jez by

v buice jinak @&inkovaly. Komplex vgjSiho obalu gramnegativnich bakterii je nepropust-

ny pro velké hydrofilni molekuly, a tak jim zalitge dosazeni citlivé cilové struktury [14].

Inhibitory syntézy bakterialni &y zasahuji P tvorbé peptidoglykanové vrstvy. Bakterie,

které nemaji peptidoglykan jsotinpzere k témto latkam citlivé [14].

Bunécna stna bakterialni biiky je pro zZivot bakterii velmiiezita. &tSina z jejich struk-
tur se nevyskytuje v organisntlovéka, a proto tvii idealni cil pro mikrobialni inaktivaci.
Inhibice syntézy buitné stny je hlavnim mechanismentioku celétady komeénich

antibiotik. Byly identifikovany gkteré proteiny se schopnosti vazat penicilin [32].

5.1.1 Inhibi éni G¢inky lysozymu

Ke konzervaci potravin se pouZzivaji enzymy, ktee§rdduji budénou sénu z vrgjSku.
Tuto schopnost splije lysozym. Lysozym hydrolyzujeB-1,4-glykosidické vazby
v peptidoglykanu. Inhikni aktivita tohoto enzymu je nejséj§i proti grampozitivnim bak-
teriim, kterym chybi v&Si membrana. Kombinacaigobeni lysozymu, jenz hydrolyzuje
burg¢nou s&nu, nisinu, jenz narusuje membranu, a citratu fatkkenim &inkem je vel-
mi ¢inna proti grampozitivnim bakteriim. Gramnegatitakterie mohou byt vystaveny
pusobeni lysozymu teprve po poskozeni nebo odsifamgjSi membrany, nap pasobe-
nim EDTA. Tato latka se vyziaje chelatizanim (Einkem, vaze vapenaté ionty a tim na-

ruSi stabilitu lipopolysachanid[32].

5.1.2 Inhibi éni G¢inky B-laktamovych antibiotik

Do B-laktami pati latky, které maji v molekulB-laktamovy kruh. P&t sem nap penici-
liny, cefalosporiny, bacitracin a dalSi. VSechntptiatky se vazou na bilkoviny, které jsou

na rozhrani butné sény a membrany. Tyto bilkoviny vazajici penicilinBP - penicilin
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binding proteins) sedastni stavby buitné sény a tvorby zkizenych vazeb peptidoglyka-

novychietzcl, jez zpeviuji s€nu [14].

5.1.2.1 Peniciliny a cefalosporiny

Peniciliny a cefalosporiny zasahuji do tvorby &tné stny prostednictvim inhibice vle-
novani kyseliny glutamoveé, ktera umge vznik sfovité struktury bu&éné sény
a ovliviwuje jeji pevnost. Jsou také schopny aktivovat gtitdlé enzymy, které katalyticky
obmenuji peptidoglykan. Bikka pak nasledkem toho lyzujeidek chto antibiotik je
pouze na bakterie ve stadiistu, a ta¢im rychlejSi je jejichist, tim lepsi je jejich dinek

a naopak. U nemnozicich se Blife pisobeni antibiotik tégf nulove [17].

Benzylpenicilin (penicilin G) ma na stafylokoky resptokoky, spirochety ackteré dalSi
bakterie dinek nesrovnatelny s jinymi antibiotiky. Rezistengaisobendf3-laktamazou

(penicilindza) oslabuje jeha@mnost proti stafylokokm [17].

Cefalosporiny jsouiflbuzné peniciliim. Maji wtSi odolnost k penicilinaze, SirSi spektrum

acinnosti, mensi alergizai (inek a jsou nefinné k enterokokm [17].

5.1.2.2 Proteiny s vazbou k penicilinu (PBP — penicilin kiing proteins)

Zé&sah &chto -laktamovych antibiotik se projevuje v kame fazi syntézy bugné stny,
kdy se do hry dostavaji enzymy, které umg? zpevréni mureinu picnymi vazbami. Jeli-
koZz maji schopnost vazat penicilin a ostfiriaktamy, oznauji se jako PBP — penicilin
binding proteins. Schopnost vazby je dana podobrsistktury B-laktamového kruhu
a dipeptidu mureinuB-laktam se vaZze na PBP a dochazi k acylaci a weaiti buika se
necli a hyne [17].

5.1.3 DalSi antibiotika naruSujici bunéénou s€nu bakterii

5.1.3.1 Vankomycin a teikoplanin

Mezi dalSi antibiotika sdinkem na bu&nou stnu bakterii fadime vankomycin

a teikoplanin. Pat mezi glykopeptidova antibiotika, ktera maji omezespektrum na
grampozitivni bakterie. U citlivych mikrdirezistence &sSinou nevznika, s vyjimkou ente-
rokokii. Obe antibiotika se s Ugghem pouZzivaji f» infekcich zgisobenych multirezistent-
nimi stafylokoky [14, 17].
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5.1.3.2 Bacitracin

Toto antibiotikum je @inné proti grampozitivnim bakteriim, aléi gystémovém uZiti je

piiliS toxické. Je obsazeno vipravcich pro zevni pouZziti [14].

5.2 Konzervace organickymi kyselinami

Konzervujicimi organickymi kyselinami se rozginkyseliny obsazené ve z&r&jSim
mnoZstvi v ovoci nebo ziskavané ve velkétktarymi biologickymi procesy — tedy kyseli-
na citronova, vinna, jabted octova a mia. Temito kyselinami Ize chranit potraviny
pied rozkladem pouze zacditych okolnosti a zpravidla na omezesiouhou dobu. Je nut-
né rozliSovat o jakou potravinu se jedna a jakéragikganismy v ni nebo na ni mohou ve-

getovat [18].

VétSina bakterii nesnasi pH nizsi nez 4,0 az 4,3thd®zvoj kvasinek, plisni akterych
acidofilnich bakterii zastavuje teprve sjii az velmi silné okyselenifiBom jsou organic-
ké kyselinycéasto ohroZeny dgkterymi mikroorganismy, které je utilizuji a takgstedi
postupr odkyseluji. K potlaeni rekterych mikroorganistin tedy stéi prostedi okyselit,
ato k pH asi 4,0, nebo i vy3Simu [18].

Podle schopnosti potlavat ¢innost @zné acidofilni mikroflory, Ize nejobvyklejSi orga&ni
ké kyseliny sgadit takto: kyselina octova, kyselina @é, kyselina citronova, kyselina

vinna a jabléna (pdadi plati, pokud jde o pH i koncentraci kyselini3].

5.2.1 Kyselina octova

NejiinngjSi organickou kyselinou je kyselina octova, ktpadlatuje mikroorganismy jed-
nak tim, Ze reaguje s plasmatickou membranou, feting Ze konkuruje v enzymovych
reakcich zpracovavanym aminokyselinam. S klesajfneji (tinnost roste. VysSi nez 4
aZz 6% koncentrace kyseliny octoviispbi natetné vegetativni formy bakterii letélrSpo-

ry vSak snaseji i 6% koncentraci kyseliny octovienvellouho [18].

Antimikrobialni &inky kyseliny octové byly testovany ri@rstvém mase a masnych vy-
robcich. Dekontaminaci jateého ho¥ziho masa zkoumali uzitim 1 % kyseliny octove.
Tato kyselina byla aplikovana ve foénspreje v intervalu 61 tydnve dvou provoznich

zavodech. Tato koncentrace nganvliv na redukci patogeénvyskytujicich se na mase.

Zanedbatelny bakteriostaticky efekglantaké 1,5% kyselina octova, spolu s citronovou a
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mlénou na vefpvém mase. Studie zabyvajici se vlivem kyselinpwe&tna pitomné pa-
togeny i oSetovani povrchu masa, uvgdpouze uéitou redukci fistu, ale inhibini kon-
centrace zjisa nebyla [20, 21, 22].

5.2.2 Kyselina ml&n&

Kyselina ml€éna je girodni organicka kyselina, kyselé chuti, lehce stpa ve vod
Vznika ml&nym kvaSenim cuky, nagiklad v mléce, syrech, kyselém zeli [15].

s

Kyselina mléna je nejdlezit¢jSim zastupcem monokarboxylovych hydroxykyselin. Ma
jeden asymetricky uhlikovy atom, aige se tedy vyskytovat ve dvou opticky aktivnich
formach L(+) a D(-). L-mléna kyselina je pravotiva a byva pitomna v mase a viiitos-
tech, kde vznikéiptélesné ndmaze z glykogenu. Fvee také p mlécném kvaseni cuky

nagiklad mikroorganismerhactobacillus bulgaricu$l0].

Tato kyselina se pouziva v pékevi, pivovarnictvi, koZeluzstvi, kiprav limonad a p
barveni a zuSledbvani textilii. Pro své antiseptické vlastnostitaleé pouziva v mastech,

ustnich vodéach a jako prostiek k oSé¢bvani viag [15].

Slaké cukerné roztoky a polotekuté hmoty mohou za vholdrgodminek miéné zkvasit.
Bakterie mléného kvaSeni vyt¢éz cukru kyselinu mi&nou, jeZz chrani hmotuied ostat-
nimi mikroorganismy, které nesnaseji kyselé pemlt Kyselina mléna by sama o séb
v konzervaci, jakou mohou produkovat bakterie aného kvasSeni, jeShnestaila konzer-
vovat. Nutnym pedpokladem jeji praktickécinnosti je vznik ukitého mnozstvi kyseliny

octové, etanolu a antibiotik [18].

Pti konzervaci mlénym kvaSenim nejde pouze o tvorbu jediného hlaviR@mzervujiciho
¢inidla, ale o produkci a uchovanékolika latek, které se upkatji v anaerobnim pros-
dim [18].

5.2.3 Aplikace metody v praxi

Mlécného kvaSeni se vyuziva ke konzervaci krouhanéimglehlavre zeli, které se dusa
s prisadou jedlé soli a keni do vhodnych jimek, kde kvasi pod vlastfdvé®u. Dale ke
konzervaci celych plad— okurek, které kvasi pod zvtégripravenym solnym nalevem. Je
roz8teno i ml€né prokvasSovani krajenych fazolovych laskjiné zeleniny, kukki¢nych

klasi a hub. V teplejSich oblastech je vyznamna kvasmaérvace olivovych plad[18].
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Bézre kyselé ovoce mi¢ nekvasi, protoZe podléha etanolovému kvaseni.dhedevaci
masa a jinych bilkovinnych a malo cukernatych surae mléné kvasSeni nepouziva.

V zemedéIstvi je ml&né kvaseni zakladem rozséahlé vyroby silazovychkfds].

Zelenina konzervovana ndléym kvasenim je jen podnéim® UdrZzna. Pokud se potravina
skladuje, musi byt neustale kontrolovany a udrzgy@dminky, které zabezgienalezitou
kyselost a teplotu. Krouhanou zeleninu je protagdm rychle spogébovat nebo ji zgnit

dophujicimi zakroky na trvalou konzervu. Bezhto opaiteni je jen polokonzervou [18].
5.2.4 MIlééné kvaSeni a jeho podminky

5.2.4.1 Chemismus mléného kvaSeni

VétSina mi€nych bakterii zpracovava vsechn§zhé cukry nap hexosy, pentosy, mono-
sacharidy, disacharidy, glycerol apod. Skrob, oslala jiné nerozpustné sacharidy jsou

vaci béznym formam miéného kvaseni odolné [18].

RozliSujeme typickédfsté, homofermentativni) kvaSeni, kde je kyselinaéma jedinym
hlavnim produktem a kvaSeni smiSené (heteroferremin pii némz vznika i kyselina

octova, oxid uhliity, etanol a gkteré dalSi, nefjemn zapachajici latky [18].

KvaSeni zeleniny zahajuje nejprve smiSeny prodesy postups piejde do hluboce oky-

selujiciho homofermentativniho kvaseni [18].

Mezi vedlejSi produkty mimého kvaSeni zeleniny patkyselina octova, ktera se o

v prvnim obdobi kvasného procesu. Jeji produkaeujaym gedpokladem usiEné kon-
zervace. Dale se tyiokyselina mraveti, jantarova, propionova, valerova, kapronova. Po-
kud vznikne velké mnozstvéthto kyselin, dojde k chievym porucham nebo vadam aro-
matu. DalSi z vedlejSich produkikvaSeni je etanol. Podili se na tvodstetl, jez dophuji
aroma vyrobku. Z plyinma vyznam oxid uhtity, ktery pomaha udrZovat v kvasici hriot

a na jejim povrchu anaerobni podminky [18].

5.2.4.2 Bakterie ml&ného kvaseni

Mlé¢né bakterie jsou skupinou bakterii, kterou spojojorfologické, metabolické
a fyziologické vlastnosti. Jsou to nesporulujicijkmmaerofilni koky nebo @inky

s kyselinou mlénou jako hlavnim kor@ym produktem fermentace sachérida zaklad
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skupiny se povaZzuji rodiactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Stremioes Ne-
davné taxonomické revize izaily do skupiny mlé&nych bakterii je&t rody Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Tetrageocus a Vagococcudliidéni
mlénych bakterii do tznych rodi je zaloZzeno hlavhna morfologickych vlastnostech,
zpasobu kvaSeni glukosyastu @i riznych teplotach, prostorové konfiguraci gmé kyse-
liny (D, L nebo ol formy), schopnostitistu v gitomnosti vysoké koncentrace soli a na

zaklad posouzeni tolerance ke kyselémibazickému prosedi [33].
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ZAVER
Cilem mé préace bylo popsat enzym lysozym, jeho atleu strukturu, firozeny vyskyt

a antimikrobni vlastnosti. Dale se z&th na latky s inhibinimi (¢inky na potravingsky

vyznamné mikroorganismy.

Lysozym byl objeven jiz kolem roku 190@dci, ktei zkoumali gistupnost vajec pro kul-
tivaci mikroorganism. Zpozorovali inhibini ¢cinnost bilku na bakterigizného charakteru.
Lysozym byl prvni enzym ué&noz byla na atomické Urovni stanovena trojrémm struk-
tura. Molekula je zhruba kulového tvaru s nepold&mitini ¢asti, kterd ma podélnoust
binu tvaici rozsahlé aktivni centrum. Lysozym je typickytikfadem enzyr s aktivnim

mistem tvaru $tbiny.

Na zéklad urceni aminokyselinového slozeni a katalytické akginge struktura enzymu
lysozymu rozdlila do ¢tyt trid: lysozym slegiiho bilku, husiho bilku, lysozym bakteriofa-

gu a Ch-lysozym (z houb@halaropsis.

Znalost struktury a aktivitlysozymu dala #dcaim pohled k porozugmi struktury a chova-

ni proteirh obecr. Ténti 100 let vyzkumu udal z lysozymu nejlépe prostudovanou sku-
pinu enzyni. DnesslouZi jako pedloha pro bilkovinné inZenyrstvi. Lysozym nabidalSi
vyhody. Je v hojné e zastoupen ve slgpch vejcich, ktera jsou levna, ve vSech orga-

nismech, od bakterii ips houby, rostliny, az k obratlovo.

DalSi enzymy se vyuZivaji v potraviis&ém ptimyslu @i konzervaci potravin, nelfode-
graduji bugénou sténu z vrEjSku. Lysozym ma schopnost hydrolyzovat glykosiéiclkaz-

by v peptidoglykanu a &it jej na disacharidové jednotky.

Nejen lysozym se vykazuje antibakteriatiminosti. DalSi latky s inhibni ¢innosti jsou
antibiotika. V konzervarenskemumnyslu pati mezi nejdzrejsi klasické konzervani lat-
ky slabé organické kyseliny, nagkyselina octova, mtéa, benzoova. Molekulygthto

kyselin inhibuji fist burgk bakterii i plisni.

VyuZziti lysozymu v potravindtvi je fiznorodé a rozmanitériddva se nap do masovych
vyrobki, kvali svému baktericidnimu dinku, kterym chrani potravinur@d kontaminaci
bakteriemi. Nejvice se vyuZziva u vyskytu grampenitth bakteriich, nelfodegraduje je-
jich buré¢nou sénu, narusi membranu aiky lyzuji. U gramnegativnich této hydrolyze

zabrauje vrejSi membrana, ktera hoe poskytuje protichemickou ochranu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
NAD"  nikotinamidadenindinukleotid

NADP" nikotinamidadenindinukleotidfostat

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

HEWL lysozym slegiiho bilku

GEWL lysozym husiho bilku

T4L lysozym bakteriofagu

NAM N-acetylmuramova kyselina

NAG N-acetylglukosamin

DAP L,L-diaminopimelova kyselina
Asp aspartat

Glu glutamat

G grampozitivni bakterie

G gramnegativni bakterie
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SEZNAM OBRAZK U
[1] Pyridinové kofaktory
[2] Flavinové nukleotidy
[3] Adenosintrifosfat
[4] Aktivni sulfat

[5] a) Zavislost psateini rychlosti y enzymové reakce na koncentraci enzymug, [E]

pii konstantni koncentrace substratu [S]

b) Zavislost y na koncentraci substratu [S}i ronstantni koncentraci enzymu, {E]

Symbol V zn&i meznou rychlost a ) Michaelisovu konstantu
[6] Zavislost aktivity enzymu, vyj@dné pdatesni rychlosti reakce v, na tepot
[7] Zavislost aktivity gkolika enzynii na pH progedi
[8] Alexander Fleming
[9] Prostorovy model lysozymu

[10] Rovinna projekce zjednoduSeného modelu komplexoziysu ze slegich vajec se

substratem
[11] Reakce sekvence glykosyl-hyhdrolasy mezi Glu 35p 32
[12] Reakce sekvence invertujigliykosyl-hydrolasy
[13] Bakterialni buika

[14] Schéma struktury peptidoglykarpakterialni stny, G — N-acetylglukosamin, M — N

acetylmuramova kyselina
[15] Schéma buené stny grampozitivni bakterie

[16] Schéma buitné stny gramnegativni bakterie



