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ABSTRAKT

PopiSte enzym lysozym. Zante se na jeho chemickou strukturuirgzeny vyskyt a anti-

mikrobni vlastnosti. Dale charakterizujte enzymygat, v etn potravinaského hlediska.
Uve te dalSi latky s antimikrobnimi vlastnostmi a po@igjich inhibi ni U inky.

Zam te se na strukturu bty mikroorganism a mechanismy inhibice stu antimikrobi-

alnimi latkami.

Kli ova slova: enzym, lysozym, bakterie, antimikrotky

ABSTRACT

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

which caused food spoilage with emphasis on pakpéthogenic bacteria.

Keywords: enzym, lysozyme, bacterie, antimicrobigbstance
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UvoD

O innosti enzym existuji prvni zpravy ji z 18. stoleti. Enzymyojs biokatalyzéatory, kte-
ré katalyzuji vtSinu vyznamnych chemickych reakci probihajiciciviich organismech.
Jednd se o jednoduché slo ené bilkovinné makromolekuly s katalytickyrfunkcemi.
Enzymy jsou nepostradatelnéi pnetabolickych procesech. Nachazi se ve vSechchivy
systémech a pdpoklada se, e nejjednodussi ky obsahuji pes 3000 enzym Na in-
nosti enzym je zalo ena nejen veSkera existence ivota, alé&aupji se i jako initelé

m nici tvA Zem . D sledkem této innosti jsou nap obrovské vapencové utvary, zasoby
uhli, ropy, zemniho plynu a okolo 400 biliotun kysliku uvolnného rostlinami do zem-
ské atmosféry. Po druhé seveé véalce nastal obrovsky rozmach chemie biopotynidery

umo nil i rozvoj poznatk o enzymech a vznik samostatného oboru — enzynelogi

Enzymy se pro svou vysokou katalytickou aktivitunamo adnou specifinost vyu ivaji
v potravinaském prmyslu, kde umo uji za uritych podminek selektivnmodifikovat

ur itou slo ku potraviny, ani podstatjSim zp sobem zmni slo ky ostatni.

Z enzym ma v potravinastvi Siroké uplatmi lysozym, objeveny Alexandrem Flemingem.
Lysozym vykazuje velky antibakterialniiaek v i bakteriim, narusSuje vazby peptidogly-
kanu v bun né stn a zp sobuje lyzi bunk. Nachazi se v slzach, slinachlesnych tka-
nich, rostlinnych tkanich a ve velké koncentracislapi im bilku, kde chrani vejce ed

proniknutim r znych bakterii.

DalSimi latkami s antibakterialnim iakem, zp sobuijici inhibici bunk, jsou nap. antibio-
tika. V potravinaském prmyslu se ke konzervaci znych potravin vyu ivaji nkteré or-
ganické kyseliny — kyselina octova, citronova, mé sorbova atd. Pou ivaji se jako oky-
selujici prostedky v napojovém pmyslu, pi konzervacich rkterych surovin atd. Kon-
zervani prostedky maji hlavni kol zabranit rozvoji ne adoucikmifléry. Tyto latky se

timto stavaji sowasti potravin.
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1 ENZYMY

1.1 Obecna charakteristika enzym

Pro zajiStni pisunu energie a stavebniho materialu z okoli ahjejyu iti pro provoz or-
ganism a vystavbu jejich sodsti se vytvdly sloité sit chemickych dj . Na izeni

a koordinaci tohoto organizovaného a vysoce integiého souboru chemickych reakci
a s nim spojenych energetickych zimse podili pestréada biokatalyzator Jejich nejpo-
etn jSi a nejdle it jSi skupinu tvoi bilkovinné makromolekuly s katalytickymi funkcemi
Pokud urychluji chemické pm ny, nazyvaji se enzymy. Bilkovindm katalyzujicinoqe-
sy, pi nich nedochazi k chemickym zmam, ale jen nagklad ke zmnam konformace,
se ika kofaktory (nap inicia ni, elongani a terminani faktory pi proteosyntéze, hemo-

koagulani faktory apod.) [1].

Enzymy se nachazi ve vSech ivych systémech. NegddSsi buky obsahuji pes 3000
enzym , které idi rychlosti prakticky vSech reakci v nich prohibih. Poet enzym se
odhaduje na miliardy. Enzymy, podobjako jiné kategorie bilkovin, vykazuji druhovou
specificitu. Katalytickou funkci me vykonavat bu jednoducha nebo slo ena bilkovina.
Nebilkovinna ast enzym slo enych bilkovin se nazyva kofaktor. Enzymy urkgi reak-

ce, ani pitom ovliv uji slo eni rovnova né smnsi, nebo zvysuji rychlost reakce oma
smry. Smr pr b hu reakce neni ovlivm katalyzatorem, ale je dan energetickymi a kon-

centranimi pom ry v reagujicim systému [1, 19].
P irozené enzymy d i v mnoha snrech katalyzatory umé: [1, 3]

1. Jsou Uinn j§i. Jedind molekula enzymu je schopna za Emmit a 5 .10" molekul

substratu.

2. Vykazuji znanou specificitu katalyzované reakce (reaknebo uinkova specificita)

a také specifickou strukturugm ovanych substratu (substratové specificita).

3.  Pracuji vtSinou za mirnych podminek (teplota 20 a 40°Ckta1 MPa a pH
kolem 7).

4.  Jejich tinek Ize snadno regulovat.

5. Jsou netoxické.
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1.2 Enzymologie a jeji historie

O innosti biologickych katalyzatorexistuji prvni zpravy ji v 18. stoleti. O existgiren-
zym v d | ji J. Berzelius, ktery v roce 1834 napsal, eivo iSich a rostlinach probihaji
tisice katalyzovanych reakci. Tyto biokatalyzatoyly d ive nazyvany fermenty. Ozreni
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&imi pak slinna amylasa
a alude ni proteasa pepsin. Koncem minulého stoleti senaly formovat i prvni pedsta-
vy 0 mechanismu katalytického iku enzym. Kinetika jednosubstratovych reakci byla

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

Od roku 1926, kdy byla prokadzana bilkovinna povahaym, jsou tyto biokatalyzatory
studovany v ramci chemie bilkovin. Dodnes bylo @omspes 3000 rznych enzym. Po-
et enzym se znamou strukturou a znamym mechanismem jegdalykickych dink

neustale roste, a proto vznikl samostatny oborzyranlogie [1].
Enzymologie je samostatny studijni obor, jejichjchde it jSismrytvoi: [1, 3, 4]

- studium struktury enzymovych molekul a vykiafich funkce ve stereochemickych

pojmech,
- studium kinetiky enzymovych reakci,
- odvozeni detailnich realkich mechanismenzymovych reakci,
- studium forem vyskytu a lokalizace enzymivych systémech,
- studium vztahu enzynk patologii organism,
- pou ivani enzymk praktickym tel m,

- piprava a studium bioanalytickych latek s katalytigkunkci a konstrukce urych

enzym .

1.3 Nazvoslovi enzym

V prvnich letech studia byly enzymy pojmenovavanyidlnimi nazvy, vtSinou
s koncovkou —in. Nkteré z nich se pou ivaji dodnes (pepsin, trypsin). Poz{d byla

zvolena koncovka —asa a nazev byl &ropodle substratu, jeho gm nu enzym katalyzo-
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val nebo podle charakteru katalyzované reakce. faozg komise Mezinarodni unie bio-
chemie, z dvod stéle rostouciho ptu enzym, zavedla v roce 1961 vedle dopagnych
trivialnich nazv systémové (racionalni) rozéni a z nho vyplyvajici systémove nazvy
enzym, v nich je zahrnut substrat i typ katalyzované@kee. Nazvy vychazeji ze syste-
moveého rozdlieni enzym do 6 hlavnich id. Tyto tidy se dale rozduji na soustavu pod-
t id, skupin a podskupin podle povahy katalyzovarakae, co umo ni vytvoeni ty -
mistného iselného kédu pro oznani enzym. Posledni islo udava jeho padové islo

v podskupin [1, 4].

1.4 Klasifikace a rozd leni enzym

Z&kladem jednotné klasifikace a nomenklatury enzjarjejich rozdleni do Sesti hlavnich
t id podle typu katalyzované reakce na oxidoreduktaaypsferasy, hydrolasy, lyasy, iso-

merasy, ligasy [1, 3].

1.4.1 Oxidoreduktasy

Oxidoreduktasy katalyzuji intermolekulové oxida reduk ni p em ny. Je to nejpaetn jSi

t ida enzym typu slo enych bilkovin. Oxidoreduki d je realizuji bu p enosem atom
vodiku (pak se jimika transhydrogenasy nebo dehydrogenasy) neba@bekitranselek-
tronasy), pipadn vestavnim atomu kysliku do substratu (oxygenasy). Oxidok¢éasy se
d li na podtidy podle funknich skupin, které jsou donory vodiku nebo elektravaji
vyznamné postaveni v metabolismu, neBe podileji naetnych odbouravajicich proce-

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

1.4.2 Transferasy

Transferasy realizuji pnos skupin atom- radikal , nebo celé velkéasti molekul mezi

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

P enaSejici skupinou me byt methyl, aminoskupina, radikaly znych kyselin, radikaly
monosacharid mononukleoid a mnohé dalSi. Transferasy jsou @ma skupina enzym
typu slo enych bilkovin. Uastni se ady biosyntetickych d . Na podtidy se rozdluji

podle charakteru pnasenych skupin [1, 3].
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1.4.3 Hydrolasy

Hydrolasy katalyzuji hydrolyzu esterglykosid , amid , amin , peptid, bilkovin a nkte-
rych dalSich slowenin. Mechanismus jejich ink je penos radikalu z hydrolyzovaného

substratu na vodu [4].

Hydrolasy jsou enzymy typu jednoduchych bilkovipaaileji se na hydrolytickém rozkla-
du ivin. Velmi asto se ppravuji jako technické preparaty, nap zné hydrolasy mikro-
bialniho p vodu, jako plisové amylasy Spici Skrob, bakterialni proteasy, hydrolasy ivo-

iSnych organ a n které rostlinné hydrolasy [1, 4].

1.4.4 Lyasy

Lyasy katalyzuji energeticky nenar@ nehydrolytické Speni a vznik vazeb -GC, G O,
C- N, atd. Podstatou inku lyas je uvolovani (nebo naopak ke ovani) malych molekul,
jako je CQ, H,O, NH;, aldehydu, kyseliny apod. Tyto molekuly byvajiia&vany vazbou
na koenzym, nap CQO, se aktivuje vazbou na biotin, ktery je sasti karboxylas. Lyasy
jsou slo ené bilkoviny, tvd malo poetnou skupinu enzym V trivialnich ndzvech jsou

asto oznaovany jako syntasy. Lyasy se podileji na najrjSich metabolickych pocho-
dech jako je em na cukr, tuk nebo aminokyselin. Di se na skupiny podle typu §t
nych vazeb [1, 3, 4].

1.4.5 Isomerasy

Isomerasy katalyzuji zné intramolekularni psuny atom nebo skupin atom tedy vza-
jemné pem ny isomernich slowenin. Podle charakterudhto slouenin se dli na racema-
sy a epimerasygis-transisomerasy, intramolekularni oxidoreduktasy, intrékolarni
transferasy a dalSi. Tvonejmén po etnou tidu a jejich funkce spdva v udr ovani rov-

novahy mezi dvma isomery [1, 4].

Jedna se o skupinu enzym eva n jednoduchych bilkovin a jsou & ité v metabolismu

cukr . Pro realizaci svych funkci ts§inou nepoebuji kofaktor [1, 4].

1.4.6 Ligasy

Ligasy katalyzuji syntézu znych latek ze dvou molekul za sasného rozkladu jiné latky

uvol ujici energii. Poebna energie je obvykle dodavana rozkladem adeniésafiatu,
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ktery se hydrolyticky Spi bu na adenosindifosfat a fosfat nebo adenosinmordfosf
a difosfat. Ligasy jsou slo ené bilkoviny a v t@ich ndzvech se ozngi jako syntetasy
[1, 4].

1.5 Struktura a formy vyskytu enzym

1.5.1 Struktura molekul enzym

Enzymy pati mezi globularni bilkoviny, @Sinou jde o slo ené bilkoviny. Prvnim enzy-
mem, u nho byla ur ena kovalentni struktura, byla v roce 1960 riboaakh z howziho

pankreatu. Molekula této hydrolasy, @i fosfodiesterové vazby v molekuldch RNA, je
tvo ena jedinym holym polypeptidovymet zcem se 124 aminokyselinovymi zbytky

a ty mi disulfidovymi m stky [1].

Sou asti molekul povahy slo enych bilkovin jsou nizkdelalové neaminokyselinovée
struktury nazyvané kofaktory. Jejich funkce spé v penosu atom, jejich skupin nebo
elektron p i biochemickych reakcich, které enzymy katalyzdg-li kofaktor pevn vazan
na bilkovinnou slo ku enzymu, pova uje se za stab#ou ast molekuly a nazyva se pros-
teticka skupina. Pokud je kofaktor s bilkovinnoa lsbu vazan jen slaba m e se od ni
lehce oddlit (disociovat), nazyva se koenzym a dana bilkogirslo ka apoenzym. Cely

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

1.5.2 Struktura kofaktor

Struktura kofaktor byla objasnna mnohem dve ne struktura bilkovinnychasti enzy-
m . Jde o latky rzné chemické povahy, jejich molekuly vSakt§inou obsahuji heterocy-
klus, ktery tvoi bu reaktivni ast kofaktoru nebo ma funkci rozpoznavaciho prviku p
makromolekulu. Mnoho kofaktorobsahuiji jako podstatnou slo ku zbytek kyselinfées

re nych, asto vazanych v nukleotidu [1, 3].

Pro tid ni kofaktor je praktit jSi hledisko funkci ne jejich chemické strukturdj|
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1.5.2.1 Kofaktory oxidoreduktas

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

Obr. 1 Pyridinové kofaktory

Dale se zdeadi: [1, 3]

- flavinové nukleotidy, které maji strukturu flavinmenukleotidu (FMN)

a flavinadenindinukleotidu (FAD), jejich saoasti je vitamin B (riboflavin),

Obr. 2 Flavinové nukleotidy
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- biopterin,
- a-lipoat, ktery byl objeven jako stovy faktor pro urité mikroorganismy,

- benzochinony s isoprenoidnim postrannghzcem fungujici jako akceptory atom

vodiku,
- hem, jeho molekuly penaseji samotné elektrony,
- ionty eleza vdzané mo na bilkovinu,

- glutathion, ktery penaSi atomy vodiku vratnougm nou thiolové skupiny zbytku

cysteinu na disulfid.

1.5.2.2 Kofaktory p enasejici skupiny atom

Do této skupiny seadi adenosintrifosfat, ktery gnasi za od§peni adenosindifosfatu fos-
forylovou skupinu —Pg" na hydroxylové skupiny alkohqgl na acyly nebo skupiny guani-
dylove [1, 3].

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

- aktivni sulfat,

Obr. 4 Aktivni sulfat

- kofaktory pendasejici jednouhlikaté gly, mezi které adime adenosylmethionin ne-

boli aktivni methyl, tetrahydrofolaty, methyltetsatrofolat a biotin,
- kofaktory penésejici dvouuhlikaté §ty,
- kofaktory penaSejici aminoskupiny,

- kofaktory pendasejici rozsahlé struktury.

1.5.2.3 Kofaktory lyas

Na reakcich lyas se podili mnohé skupiny aktivowsa®bou na kofaktor. De itou skupi-
nou lyas jsou dekarboxylasy. Na dekarboxylaci akyselin se podili pyridoxalfosfat, na

dekarboxylaci oxokyselin thiamindifosfat [1, 3].

1.5.2.4 Kofaktory isomeras

Isomerasy vtSinou nepokbuji kofaktory. A isomeraci sacharidjsou vSak asto nezbytné
uridindifosfat nebo pevnkovalentn vazany NAD. Pi p esmycich, g nich si atom vo-
diku vym uje misto se skupinou na sousednim uhlikovém atemuplatuje jako kofak-
tor derivat vitaminu B, 5 -deoxyadenosylkobalamin. které isomerasy pou ivaji jako

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

Enzymova reakce probiha v malé oblasti enzymové&kady, které se nazyva aktivni cent-
rum nebo aktivni misto. Aktivni centrum obsahujeitér pesn rozmistné funk ni sku-
piny, které jsou sowsti postranichet zc aminokyselinovych zbytka svinutim do typic-
ké prostorové struktury se dostavaji do bezpedsi blizkosti, by by byly

v polypeptidovémet zci od sebe dosti vzdalené [1, 3].

Na prostorovém zformovani aktivnich center se pievi zU ast uje n kolik typ skupin.
Jsou to: [1]

a) katalyticky aktivni skupiny, které tvbkatalytické centrum,
b)  skupiny, které specificky va ou substrat a tveazebné centrum,

C) ada skupin, jejich ukolem je vytvit vhodné chemické prostdi v centru a jeho

vhodnou prostorovou strukturu.

V p ipad hydrolas existuji z hlediska prostorového zformmvaktivninho centra t za-
kladni typy: [1, 3]

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

m stky a hydrofobni interakce.

2. Aktivni centrum ve tvaru niké povrchové prohlubn — jednotlivé vazby jsou

v aktivnim centru peruSovany gmo ve svazkuet zc , ani by je enzym rozbaloval.

3.  Aktivni centrum ve tvaru jamky — patzde enzymy odSpujici koncové struktury

biopolymer .

1.5.4 Enzymova kinetika

Studiem asového prb hu enzymovych reakci zaznych podminek se zabyva enzymova
kinetika [1].

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

b)  mno stvi enzymu,
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c) fyzikaln chemickych vliastnostech prosii,

d) p itomnosti efektor (modifikator ).

P i nejjednodusSich enzymatickych reakcich jenp ovan jediny substrat za vzniku jedi-
ného produktu. Tyto reakce se ozmajako jednosubstratové a je jich pam malo. Nej-
ast jSi jsou reakce dvousubstratovél pich enzym katalyzuje m nu dvou substrat
obvykle na dva produkty. Existuji i reakcéstibstratové, vyjimen i vice-substratové [1,
3].

1.5.4.1 Vliv koncentrace substratu a enzymu

Prvni kinetické m eni enzymové reakce provedli L. Michaelis a M. LerNenova roku
1913. M ili rychlost hydrolytického Stpeni sacharosy na fruktosu a glukosinkem
b-fruktofuranosidasy (invertasy) zaznych podminek. Odhalili dvskute nosti vypovida-

jici o povaze enzymovych reakci [1, 3].

1. Byla-li po ate ni koncentrace sacharosy udr ovana konstantni milmse mno stvi
enzymu, byla zavislost pate ni rychlosti reakce na koncentraci katalyzatoredin
ni (obr. 5 a) [3, 4].

2. Pi pokusech, kdy byla naopak udr ovana koncentrazymu konstantni a milo se
mno stvi substratu, byla zavislost @e ni rychlost na koncentraci sacharosy hyper-
bolicka (obr. 5 b) [3, 4].
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Obr. 5 a) Zavislost pate ni rychlosti \y enzymové reakce na koncentraci enzymu,

[E]o, p i konstantni koncentrace substratu [S]

b) Zavislost y na koncentraci substratu [S], onstantni koncentraci enzy-

mu, [Ep. Symbol V znai meznou rychlost a § Michaelisovu konstantu

Aby vysv tlili pozorované kinetické chovani, navrhli Micheeh Mentenova pro mecha-

nismus jednosubstratové enzymové reakce jednochlené schéma [3].

Ky
E+ S<k< ES® E+P (1-1)

-1

Schéma vychazi z edstavy, e meziproduktem reakce je komplex enzysubstrat [ES],

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

K ivka zavislosti poate ni rychlosti na koncentraci substratu gonstantni koncentraci
enzymu (obr. 5 b) z hlediska schématu (1-1) sedski# dvou asti: pi nizkych koncent-
raci substratu jsou molekuly enzymusmou volné a jen malést je v komplexu, tak e
plati [E] > [ES]. Pi vysoké koncentraci substratu je veSkery enzynamax komplexu ES
a plati [E]< [ES]. Nasyceni enzymu substratem je dosa eno meatdosti v = V. Kivka

zavislosti rychlosti enzymoveé reakce na koncentmdistratu vyjadije syceni enzymu

substratem a nazyva se ji satmik ivka [1, 3, 4].
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Zavislost poate ni rychlosti jednosubstratové reakce na koncensabsstratu vyjadije
vyraz

Vv[g]

YTy 18 2

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

sova konstanta [1].

1.5.4.2 Vliv faktor vn jSiho prostedi

Rychlost enzymovych reakci vata s rostouci teplotou. Sstem teploty vSak soastn
dochézi k inaktivaci enzymv d sledku denaturace jeho bilkovinnésti a pipadn i od-
St peni kofaktor. Vysledkem tchto dvou protichdnych dj je vznik zavislosti s maxi-

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

Obr. 6 Zavislost aktivity enzymu, vyjahé poate ni rychlosti

reakce v, na teplot
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Vlastnosti enzym jsou zavislé na pH prosdi. V tSina enzym proto p sobi jen v urité
oblasti pH, mimo ni jejich Gnnost kles&. Zavislost rychlosti enzymové reakaegphl méa
tvar zvonové kvky. Jejimu maximu odpovida tzv. pH-optimum nebofitimalni pH,

v n m je aktivita enzymu nejvyssi. Optimalni pHkterych enzym ukazuje obr. 7 [1].

Obr. 7 Zavislost aktivity rkolika enzym na pH prosedi

Aktivita enzym m e déale zaviset na redoxpotencidlu presii, na jeho iontové sile

a relativni permitivit [1].

1.5.5 Latky ovliv ujici innost enzym

Katalytickou innost enzym vyrazn ovliv uje celd ada latek, které se nazyvaji efektory
neboli modifikatory. Zvysuji-li aktivitu enzym jde o positivni efektory neboli aktivatory
(p . ionty kov , organické latky). Latky, které sni uji inek enzym, jsou negativni efekto-
ry neboli inhibitory (p. ionty, organické i anorganické latky, nizkomolieskué

i vysokomolekulové latky). Efektory seléina pirozené, které jsou normalni slo ky bun
(metabolity, koenzymy) a jsou kb ité p i regulaci bun ného metabolismu a na nap-

zené efektory, které jsou modelové latky avé [1, 3].
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1.5.5.1 Typy inhibitor a mechanismus jejich Gnku

Inhibitory Ize dlit podle r znych hledisek. Podle godu na pirozené a umé, podle spe-
cificity 0 inku na specifické (psobi jen na jeden nebo kolik p ibuznych enzym)
a nespecifické (vyvolavaji inaktivaci mnohanych enzym) a podle mechanismu ilku

(vztahu k vazb substratu a k jeho @m n na produkt) [3, 4].
Inhibitory vyvolavajici nejb n jSi typy inhibice jsou:

a) kompetitivni inhibitory — latky, které maji struktu natolik podobnou substratu, e
je enzym nerozezna a vytvomisto komplexu se substratem inaktivni komplex

s inhibitorem, ktery se nepm uje na produkt,

b) nekompetitivni inhibitory — neovliwiji vazbu substratu na enzym, ale sni uji rych-

lost pem ny na produkt,

c) akompetitivni inhibitory — latky, které se mohouwéaat na enzym, a kdy vazba
substratu vhodnpozm ni jeho konformaci. Nereaguji s volnym enzymem, ale
s komplexem enzym-substrat. Vazbou na tento kompddxauji jeho pemn na

produkt a enzym.
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2 LYSOZYM

2.1 Historie vyzkumu lysozymu

U ebnice bakteriologie, ktera pochazi z 19. stojetpopisuje kultivaci bakterii ve slepi-
ich vejcich. Lagnko, profesor hygieny na univerzivt Tomsku, zkoumal v roce 1909
p istupnost vajec pro kultivaci mikroorganisna objevil niici G inky vaje ného bilku.
Zpozoroval, e obsah rozbitého slefiio vejce na nekryté sklemé desce p pokojové
teplot se vysusil bez hniti a vzniku pachnoucich plykonstatoval, e bakterie obsa ené
ve vzdusném prachu nemaji pro mno eni v bilku viegadminky. V dalSim experimentu
demonstroval inhibni innost bilku naBacillus subtilis.Dokonce vysoka koncentrace
t chto bakterii byla usmrcena malym mno stvim vajgho bilku. Niici bakterialni sila
bilku byla prokazana i pr8acillus anthracisa dalSi bakterie. Laénko experimentaln
vylou il mo nost usmrceni bakterii nasledkem hydrolyzynbunebo nedostataymi nu-
tri nimi podminkami a uved|, e vajay bilek obsahuje enzymy proteolytického charakte-
ru. V dalSich letech také ostatnidei zpozorovali antibakterialninnosti vajeného bilku,

ale nepodalo se jim identifikovat mechanismus gobeni na bakterie [2].

Od roku 1900, rkolik v dc popsalo antibakterialni inky slin a tlesnych sekret Blo-
omfield vySetoval usmrceni bakterii v hornich cestach dychadiilem jeho prace bylo
ziskat vice informaci o dotykovych nakazach a ththiSieni bakterii v dychacich ces-
tach. Pro usmrceni bakterii byl hlavninek pisuzovan baktericidnimu efektu slinnych a

astnich sekret[2].

Alexander Fleming, narozen v roce 1881 ve Skotskinil podobny objev roku 1921.
Tomuto objevu mpedchéazela nahoda. Fleming zrovna ltrpymou a kapka z jeho nosu
ukapla na agarovou plotnu, kde kultivoval baktefielem kapky se zaly kultury bakterii
rozpoustt a Fleming zjistil, e nosni sekrety obsahuji sialnsi zp sobujici lyzi bunk.

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

Své pozorovani potvrdil jeSn kolika jednoduchymi, ale velmi vynalézavymi expegim
ty. Nap. v jednom pokusu, kapku nosnich slized nou se solnym roztokem ndmval
na agarovou mu, ktera byla hustposetaMicrococcus lysodeikticusZa 24 hodin po in-

kubaci doSlo k pomno eni kok s vyjimkou asti, které byly pokryty nosnimi slizy.
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V dal§im experimentu ke kapceed ného nosniho sekretuigal 1 cn? suspenze, ktera

obsahovalaMicrococcus lysodeikticus b hem nkolika minut koky zcela zmizely [2].

Fleming ve svém prvnim zaznamu o lysozymu popisigedany enzym je ptomen
v lidskych tlesnych sekretech jako jsou slzy, nosni slizyyséirtaké v tlesnych tkanich,
zvlast chrupavce. Lysozym byl té nalezen ve mdgich a rostlinnych tkanich a ve velmi

vysoké koncentraci ve vajeém bilku [2].

Lysozym obsa eny v tkanich a sekretech ukazal togdnhibi ni U inek k r znym mikro-
organismm. Fleming poukazal na to, e lysozym je aktivni adu nepatogennich bakterii

k lov ku a té k nkterym patogennim bakteriim [2].

Krom jeho vyznamné prace ve vyzkumu lysozymu byl nepayan jSim objevem sira
Alexandra Fleminga a jeho spolupracovnikbjev penicilinu a jeho lévého Uinku
v r znych infeknich onemocmich, za ktery byly v roce 1945 ocem Nobelovou cenou
[2, 28, 29, 30].

Obr. 8 Alexander Fleming

2.2 Definice atid nilysozymu

Bakterie obsahuji pevnou bumou stnu, ktera jim poskytuje mechanickou ochranu.
Chrani je ped prasknutim ki jejich vysokému vnitnimu osmotickému tlaku. Bunna

st na bakterii je struktura rozmanité stavby aneho stupnslo itosti u r znych bakterii.
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Zakladni slo kou bun né stny je linearni polysacharid s peptidickymi postrianin et zci

zvany peptidoglykan [2, 5, 6].

Lysozym je glykosidasa, ktera ma baktericidninky a je schopna it polysacharidové
vazby mezi N-acetylglukosaminovymi jednotkami a tkhyN-acetylmuramové kyseliny
vbun né stn grampozitivnich bakterii. Gramnegativni bakteriejsou nachylné
k enzymatickému psobeni lysozymu, proto e peptidoglykanova vrstvalganna vn jsi

membranou [2, 5, 6].

Lysozym je Siroce zastoupen u vSech organjsod bakterii a bakteriofag p es houby,

rostliny, a k obratlovem [2].

Na z&klad ur eni aminokyselinového slo eni a katalytické akgnite struktura lysozymu

rozd litdo ty r znych tid endo-N-acetylmuramidasy. Modelhto 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-hydrolasazenych do skupin
podle aminokyselinové podobnosti, posledni datalotgala 91 skupin. Totoitl ni bylo
navr ené k tomu, aby mohly byt sjednoceny rozdity strukturni Urovni enzymatického

mechanismu a evoluai vztahy tchto enzym [2].

2.3 Struktura lysozymu

Od Flemingova objevu slou il lysozym jako model prinoho studii, a to zejména lyso-
zym ze slepiiho bilku (HEWL). V roce 1963 byla zwgn na primarni struktura HEWL a
jen o dva roky pozdi byla ur ena i trojrozmrna struktura. Lysozym ze slefih vajec je
tvo en jedinym polypeptidovymet zcem 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

St rbinu tvoici rozsahlé aktivni centrum. Aktivni centrum sertd napi  celou molekulou
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a vejde se do mSest zbytk aminocukr. Sekundarni molekula lysozymu je teaa poly-
peptidovym et zcem, ktery je slo en z pi odd lenych kratkycha-helikalnich asti a jed-
noho Useku s antiparalelbistrukturou. Tato doména byla prvni struktutpgkladaného

listu, ktera byla popséana i u globularnich protei@statni 4sti et zce nejsou pravideln
uspoadaneé [2, 3].

Lysozym ze slepiho bilku byl prvni enzym, pro ktery byl navrhnugtdilni mechanismus
innosti zalo ené na modelovych stavebnich studiitém 100 let vyzkumu udal

z lysozymu jednu z nejlépe prostudovanych skupiryen, ale i pesto z stava pedm tem
rozsahlych pokraujicich studii [2, 31].

Obr.9 Prostorovy model lysozymu

2.4 Mechanismus p sobeni lysozymu

Hydrolyza b-1,4-glykosidické vazby mezi N-acetylmuramovou HKysmi (NAM)
a N-acetylglukosaminem (NAG) me probihat dvma vyznamnjSimi mechanismy, které

maji za nasledek bucelkové zadr eni nebo obraceni konfigurace anorfara].

HEWL sloui jako modelovy enzym pro studie kataththo mechanismuglykosyl-

hydrolas. Na zakladstrukturnich dat byl prelEWL navr en mechanismus, ktery zobrazu-
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je obrazek 10. Enzym ma Sest vaznych mistem ka da ze Sesti jednotek aminocukr
(ABCDEF) je v aktivnim centru vazana vodikovymi ami. U zbytku D doché&zi ze ste-
rickych d vod ke zhrouceni idlikové konformace hexosového kruhu na polo ikiti-
vou. Oznaeni F je pro navazani glykosidicle@notky ze substratu. $mné vazby (hydro-
lyza b-1,4-glykosidické vazby C1-O) jsou umisé mezi misty D a E a navazani substratu
v mist D je mo né jen tehdy, jestli glykosid je zformovadg polo idli kové konformace.
Kv li této konformaci se zmmi anomer uhliku (C1) na stejnou polohu jako C2, C8 a
pyranosovéhdysliku. Pedpokladany sled @ p i katalytickém Stpeni glykosidické vaz-
by C1-O je nasledujici. Glutamat 35, ktery je vai@mim okoli, je proto p pH 5 proto-
novan a funguje jako obecny kysely katalysatorddieorem protonu, ktery segsune na
kyslikovy atom glykosidické vazby a vyvola tak jpjeruseni. Tim dojde ke vzniku klad-
ného naboje na atomu C1, zw St pna vazba vychazela. Vznik tohoto karboniového
iontu CT je usnadm distorsi hexosového kruhu zbytku D. Aspartat &2 polarnjsim
okoli ne glutaméat 35 a je v pH 5 zapornabit a m e proto stabilizovat karboniovy iont

elektrostatickou interakci [2, 3].
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Obr. 10 Rovinna projekce zjednoduseného modelu kexadysozymu
ze slepiich vajec se substratem. Krou ky isly znai jednotlivé ami-
nokyselinové zbytky aary je spojujici jsou peptidové vazby. Bina,
tvo ici aktivni centrum, se tdhne horizontamolekulou. Substrat, kte-
ry ji vypl uje je vyznaen tun . Je to synteticky hexasacharid, jeho
glukopyranosové kruhy stavebnich jednotek jsou emapismeny A a
F. Stpné glykosidicka vazba (mezi zbytkem D a E) je waena Sip-

kou.

Obrazek l1l1zobrazuje reakni sekvenci ustanovenou pro glykosyl-hydrolasy.al§dicke
mechanismy thto enzym zahrnuji dva karboxylovéet zce. Glykosidicky kyslik substra-
tu je donorem protonu kyseliny karboxylove, to jeé 35 v HEWL, ktery méa za nasledek

rozst peni vazby. Takto vznikly oxokarboniovy iont ihnegtva i kovalentni esterové pou-
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to s druhym karboxylovymet zcem, a to s Asp 52 v HEWL. Ester je pak hydrolymov
molekulou vody Z-strany anomeru uhliku. Tato reakce vede k vznikove konfigurace

anomeru [2].

Obr. 11 Reakce sekvence glykosyl-hyhdrolasy meai35la Asp 52

Lysozym z r znych organism se liSi nejen v jejich celkové strukéy ale také v reakich
mechanismech. ZatimddEWL je enzym, zachovavajici konfiguradysozym z husiho
bilku (GEWL) a lysozym bakteriofagu (T4L) hydrolyzsubstrat obracenim usgaanim.
Substratové vazani a aktivaceeyracejicich se enzynje velmi podobna s enzymy typu
HEWL [2].

Reak ni mechanismus lysozymu je velmizny, a co je nejde it jSi, nezahrnuje kova-
lentni prostedni. Glykosidicka vazba se gt kv li protonu kyseliny karboxyloveé (Glu 73
v GEWL, Glu 11 v T4L). Molekula vody, zadr ovanapvostorovém sousedstvi anomeru

atomu uhliku, je aktivovana vodikovou vazbou kebkawlove skupin, ktera slou i jako
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katalyticky zaklad. Voda atakuje anomer uhlika-strany, co méa pak za nasledek obra-

ceni uspaadani, viz obr. 12 [2].

Obr. 12 Reakce sekvence invertugbikosyl-hydrolasy

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

ponenta, se stabilizuji na gghodny stav [2].

Lysozym, hydrolyzuje vazbu peptidoglykanu ap$tiej na disacharidové jednotky. Spolu-
vytvai pirozenou odolnost ivoisSnych tkani proti bakterialnim infekcim, nebbu ky
bakterii zbavené peptidoglykanu snadno praskagildiky osmotickému etlaku 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 uena aminokyselinova sekvence [2].

Jako ostatni typy lysozymu, lysozynChalaropsishydrolyzujeb-1,4-glykosidické vazby
mukopeptidu ve st bun k [2].
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Katalyticky mechanismus Ch — type lysozymu je doyposeznamy, zalo eny na chemickeé
modifikaci experimentu, katalyticka aktivi@halaropsislysozymu je pinejmensim as-
te n pisuzovana zbytkm Asp 6 a Glu 33 [2].

Funkce bakterialniho lysozymeni pln vysv tlena. Tento enzym je nejspiSe spojeny s re-
gulaci peptidoglykanové syntézy. Diky schopnostipgit specifické vazby v peptido-
glykanovych kulovitych vécich, dovoli novynpeptidoglykanovym jednotkam, které maji
byt zalen ny do bun né stny, zmny tvaru a plochy povrchu. Zpob, jakym bakterie
ovlada tyto potencialnsebevra edné enzymy je jest ci diskuse. Bylo navr ené, e regu-
lace bakterialniho lysozymu je vzajempropojena s ostatnimi metabolickymi drahami

bu ky jako odezva kontroly tepelného Soku kwy [2].

2.6 Vyu iti lysozymu v praxi

Enzymy diky svym specifickym ink m nachazeji uplatmi v nejr zn jSich oblastech,
z nich mnohé nemaji nic spoleého s biochemii ani jinou gou o ivych organismech.
Nap . analyticka chemie u iva stale vice enzyjako specifickych inidel pro stanoveni

r znych latek. Enzymy maiji vyu iti pur ovani struktury molekul, v preparativni organic-
ké chemii, kde umo uji p ipravu etnych latek ve velkéistot , v Iékastvi. Nejv tSi za-
jem o technické enzymovéipravky ma chemicky a potravirsky pr mysl (masny, peka

sky, mlékarensky pmysl) [4].

V dnesni dob se stale vice lidé vraci kippzenym potraving&kym vyrobk m. Proto se
také zvysil zajem o potravirgky pr mysl na pou iti antimikrobialnich ochrannych pro-
stedk , které jsou grozené. OvSem mnohoipzenych antimikrobialnich latek ma ome-
zené spektrum aktivity a jsouidné jen ve velmi vysokych koncentracicheSeni tohoto
problému je v pou iti kombinace znych latek, nap nisinu, produktu rkterych G bakte-
rii a lysozymu. DalSimi latkami vyu itelnymi v konitaci s lysozymem mohou byt mono-

acylglyceroly [23].

Lysozym katalyzuje hydrolyzu peptidoglykanu v bumych stnach bakterii. Jeho aktivita
je omezena jen na grampozitivni bakterieingk na gramnegativni bakterie je nizky, pro-
to e bun né stny jsou chranné vnjSi blanou, kterd poskytuje bce ochranu. Etylendi-
aminotetraoctova kyselina (EDTA) je chelata inidlo, které se pou iva v znych potra-

vina skych vyrobcich. Rdchazi 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 zv tSuje aktivitu lysozymu, jen diky ni
m e hydrolyzovat i tyto G mikroorganismy, které byly vi n mu odolné. Lysozym se

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

Enzymy se vyu ivaji pro dekontaminaci ¢y, dodavky vody, osobniho a nemoerho
vybaveni, které bylo vystavenégobenim bakteriim, toxirm nebo virm. Pro dekontami-
naci r znych povrch byl pou it zapouzdeny enzym v obracenych micelach, jmenovit
lysozym. Pou iti zapouz&ného enzymu ma vyhody oproti pou iti volného enay@bra-
cené micely slou i jako zpsob jak zvtSit koncentraciysozymu a sni it mno stvi vody.
Velké mno stvi vody m e zp sobit korozi povrch, kde se znaSt ni bude s velkou prav-
d podobnosti vyskytovat. Lysozym zapoudy v obracenych micelach, je efektiwyu-
ity pro dekontaminaci povrchz r znych struktur, které byly kontaminované &G bak-
teriemi. Vhodnymi podminkami, se zhia 98% bakterii. Dezintegrace a rozpad Huje

sice u pou iti zapouz@ného enzymu pomalejsi, ale komplgh[24].

DalSi vyu iti lysozymu je jeho umishi na povrchu Si@ co ma vyznam pro vyrobu bil-
kovinnéhobio ipu, které jsou navr ené k tomu, aby zachytily keale z pufru nebo vody.
Diky lysozymu umistného na tomto povrchigsou absorbovany patogenni bakterie,sap
bujici otravy potravinami. Mezi bakteriemi zachygenm lysozymem jsou Gbakterie

Escherichia colia G Listeria monocytegendg5].
Lysozym spolu s polymyxinem B, polyhistidinem, gataminem, polylysinem a histidi-
nem se u ivaji jako unné prostedky pro zachyceni bakterialnich endotoxino je ast

bakterieEscherichia colivykazujici uritou toxicitu [26].
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3 BAKTERIE

3.1 Obecna charakteristika bakterii

NejmensSi stavebni jednotkou organismu jelay ktera je dale netitelnd a schopna sa-
mostatného vykonu ivotnich funkci. Bly tvo ici organismy jsou dvojiho konstrukiho
typu — prokaryoticka bika (prokaryota) a eukaryoticka tka (eukaryota). Nejde it |Si
rozdil mezi obma typy bunk je strukturni organizace jejich jadra. Do prokdnadime

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

a) organizace bunného jadra — jadro prokaryot je temo jedinou, dlouhou, slo it
poskladanou a do kruhu uzawou dvojSroubovicovou molekulou DNA, na ni ne-

jsou adné histony ani bilkoviny,

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

branou je cytoplazmaticka membrana na povrchu tyzopy,

c) velikost ribozom.

Bakterie jsou haploidni a mno i seipnym rozdlenim bu ky nésledujicim po zdvojeni

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

3.2 Taxonomie bakterii

Z&kladnimi taxony v bakteriologii jsou rod a drihp ipad bakterii se jeStjako vedlejSi
taxonomickéa kategorie pou iva taxon ni Si ne drutgzyvany kmen. VySSi taxony se pou-
ivaji mélo. RozliSeny byly jen taxonyiSe Procaryotae ktera byla rozdena na dv odd -

leni, Cyanobacterigsinice) aBacteria[5, 7].

3.3 Bun na st na bakterii

Bun na stna je lokalizovana nad cytoplazmatickou membraraktdrsialni buky. Jedna
se o jediny pevny Utvar v bakterialni fme. Ud luje bu ce tvar, mechanicky ji ochraje
p ed vn jSim prostedim, zvySuje jeji chemickou odolnost, odolnostiprgschnuti, zéeni
a nepiznivym osmotickym podminkam. Buma stna neobsahuje enzymy a jeégtupna

pro molekuly [5, 8].

St nu bakterialni buky Ize rozruSit nap p sobenim lysozymu, ktery ji hydrolyzujei

penicilinu, ktery blokuje jeji syntézu. Timto sekaji obna ené biky s cytoplazmatickou
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membranou na povrchu — protoplasty (Upkbaveny bun né stny) u grampozitivnich

a sferoplasty (obsahuji zbytky buné stny na povrchu) u gramnegativnich bakterii. Tyto
Gtvary jsou kulovitého tvaru a musi byt v presti o vysokém osmotickém tlaku, aby ne-
praskly. Buky mohou v prostdi o vhodném osmotickém tlakuegvat, r st a mno it se
[5, 6, 12].

Bun né stna bakterii je struktura rozmanité stavby aneho stupnslo itosti u r znych
bakterii. Zakladni slo kou bunné stny je linearni polysacharid s peptidickymi postran-
nimi etizky zvany peptidoglykan. Bakterialni bunou stnu Ize rozlisit na dva typy: bu-
n nou stnu grampozitivnich bakterii, ktera obsahuje jentideglykan a teichoové kyse-
liny a bun nou stnu gramnegativnich bakterii, ktera je slg# a obsahuje vysoké
mno stvi lipid . V zavislosti na gtomnosti lipid se bakterie barvi podle Grama. Gram-
negativni bakterie ((gse odbarvi podle Gramova postupu proto, e bgiruseny lipidy a
postupn porudena integrita sty. Kdeto u grampozitivnich bakterii (¢ nedochazi
k odbarveni, proto e neobsahuiji lipidy a jejichstlé vrstva peptidoglykanu se stanesg@
benim organického rozpoudta jeSt mén propustna pro molekuly barviva, ne gal tim

[5, 6].

3.3.1 Peptidoglykan

Peptidoglykan, zvany t¢ mukopeptid nebo mureinspecificka latka pro prokaryoticke
organismy. Je to linearni polymer dvouiddjicich se aminocukr N-acetylglukosaminu
a N-acetylmuramové kyseliny spojenylofi,4 vazbou. Na karboxyl kyseliny muramoveé je
navazan peptidickou vazboatizek ty aminokyselin. Tento tetrapeptid je tea amino-
kyselinami L-alaninem, D-glutamovou kyselinou, RDBaalaninem. R- v tomtoet zci je
jedna z aminokyselin: L-lysin, L-glycin, L-treonib;ornitin, L,L-diaminopimelova kyseli-
na (DAP). DAP se specificky vyskytuje pouze v pepgjlykanu, proto nap penicilinova
antibiotika, p sobici na syntézu peptidoglykanu, jsou mtaxicka oproti jinym antibioti-

k m. Spojenim linearnictet zc se vytvai pevné sioviny v n kolika vrstvach, které jsou

pevn j3i u G bakterii diky ast jSimu propojeni. [5, 8, 27].

Peptidoglykan je zékladni sasti bun né stny bakterii a je zodpodny za jeji mecha-

nickou pevnost [5, 8].
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Biosyntéza peptidoglykanu je rozlo ena na lilavni etapy. Nejprve jsou v cytoplazm
p itomnymi rozpustnymi enzymy syntetizovany prekuyzay jsou dale rozpustnym ¢na-
Se em peneseny skrze membranu v tucich a poslégmjeny k peptidoglykanu tam, kde

probiha rst bun né stny [5].

Syntézu peptidoglykanu inhibuje kolik antibiotik, z nich nejznamjsi je penicilin. Tato
antibiotika jsou terapeuticky velmi cenna, nefgou pro makroorganismy zcela netoxicka.
Je to dano tim, e se peptidoglykan vyskytuje poudakterialni buce a nikoliv v buce
eukaryotické. Penicilin inhibuje tvorbuipnych vazeb mezi peptidovymetizky peptido-
glykanu. Peptidoglykan vznikajici vippmnosti penicilinu je mechanicky nedostate
odolny [5, 6].

Antiobiotika neovliv uji klidovou, nerostouci bakterialni bku, proto e v ni neprobiha
syntéza peptidoglykanu. Jestli e vSak vVtpmnosti nkterého antibiotik bakterie roste,
dojde k jeji lyzi, nebo syntéza nového peptidoglykanu je blokovana. Je#iém meédiu,
kde je pitomen penicilin, dostata zvySen osmoticky tlak, napsacharosou, by nely-

zuji, ale zstavaji ivé a funkni [5, 6].

Obr. 14 Schéma struktury peptidogtykbakterialni stny,

G — N-acetylglukosaniih;- N-acetylmuramova kyselina
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3.3.2 Bun na st na grampozitivnich bakterii

U grampozitivnich bakterii je bunna stna tvoena peptidoglykanem a teichoovymi kyse-
linami. Peptidoglykan tvé 15 a 20 nm tlusty homogenni obal slo eny z mndihaarnich
vrstev, navzajem propojenyclet zc . Skrze tuto vrstvu a na povrch pronikaji linearni
et zce teichoovych kyselin a kotvi ji k cytoplazmatcknembran. Strukturu bun né

st ny grampozitivnich bakterii ukazuje obr. 15 [5, 8].

Teichoové kyseliny jsou ve vodozpustné linearni polymery glycerolfosfatu neltitol-
fosfatu s glykosidicky vazanymi cukry. Jsou kovatervdzany k muramové kyselirpep-
tidoglykanu. Teichoové kyseliny jsou hlavnim powefim antigenem grampozitivnich
bakterii, ale jejich antigenni aktivita jet8i po asteném odtraveni peptidoglykanu. Ne-
podili se na pevnosti bumé stny. Jejich hlavni Gloha je vazba katiomtbun né stn a
udr ovani vysoké koncentrace v sousedstvi cytopktimké membrany. Bunna stna

grampozitivnich bakterii neobsahuje lipidy a bilkogv[5, 6, 8.

Obr.15 Schéma bunné stny grampozitivni bakterie
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3.3.3 Bun na st na gramnegativnich bakterii

St na gramnegativni bakterialni by je odliSnd od grampozitivni. Je ténmén hmotna

a slo it jSi, nebo je tvoena tenkou vrstvou peptidoglykanu. Nad touto vnstje® mem-
brana slo en& z dvojvrstvy fosfolipida bilkovin vdzanych po obou stranédch této dvojvrst
Vy a nazyva se visi membrana. Visi membrana je kotvena k peptidoglykanu moleku-
lami lipoproteinu a obsahuje lipopolysacharidy lugici bakterii antigenni specificitu jak
ukazuje obr. 16 [5, 6].

K peptidoglykanu jsou kovalentrvazany molekuly specifického lipoproteinu wvajici

ven smrem k vn jSi membran [5].

Vn jSi membréana poskytuje bce protichemickou ochranu. Propousti iviny a chirddn -
ku p ed lytickymi Ginky lu ovych kyselin, enzym lysozymu, penicilinu. ini gramne-
gativni buku chemicky odolnSi ne bu ku grampozitivni. Poskytuje i ochranu proti
imunitni odpovdi hostitele. VnjSi membrana je také nositelem interakcelyuJsou v ni

specifické receptory pro fagy a koliciny [5, 8].

Obr. 16 Schéma bumé stny gramnegativni bakterie
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4 ENZYMY V POTRAVINACH

V ivych rostlinnych pletivech a ivoiSnych tk&nich, stejnjako v mikroorganismech, se

vyskytuji enzymy, které zsobuji ne adouci biochemické procesy [13].

V konzervarenstvi se podle yodu vyskytuji ti druhy enzym — enzymy pvodu rostlin-
ného, ivo iSného a mikrobialniho. Nejfrekventovgsi jsou enzymy rostlinné. innost
enzym umo uje vyvoj, zrani a rozklad plod Nejaktivn jSi jsou enzymy them zrani,

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

Enzymy ivo iSného pvodu jsou pedevSim v mase a nevykazuji takovou aktivitu jako
rostlinné. Nejvyznamnsi jsou enzymy Spici tuky a zpsobujici chuové a ichové zava-

dy v mase [13].

P sobeni mikrobialnich enzymse negativn projevuje pi mikrobialnich bomba ich kon-
zerv. Pi biologické konzervaci (alkoholické, miéé kvaSeni) je naopaknnost enzym
adouci [13].

4.1 Distribuce enzym

Enzymy jsou pitomny v tkanich i subcelularnich organelach. Tskote nost je pro potra-
vina sky pr mysl velmi d le itad, nebo ada zmn pi zrani ovoce a zeleniny nebo zrani
masa je izena biochemickymi reakcemi, resp. enzymy obsaknyt chto materialech.
T chto reakci je mo né vhodnymi podminkami vyu ivabaliv ovat tak vznik potraviny
s lepSimi nutrinimi i organoleptickymi vlastnostmi (napdozravani ovoce \zené atmo-

sfé e, zrani masa v kontrolovanych teplotnich podmihkgzod.) [10].

4.2 Enzymové hn dnuti potravin

V potravinach rostlinného a ivaného pvodu dochazi k reakcim enzymového dmuti

p i poSkozeni burk. Reakce se projevuji vznikem hieho zbarveni, jeho nositeli jsou
pigmenty melaninového typu. Byvaji zpravidla ne adimi reakcemi v ppadech, kdy
vedou k hndnuti pi zpracovani potravin a skladovani (dnuti jablk, brambor).
V n kterych pipadech jsou tyto reakce v jisttm rozsahu adooeho vedou k tvorb
charakteristické barvy a aroma produktu {prmentaci aje, kakaovych bobh zrani erve-
nych vin) [11].
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5 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobni latky jsou latky antibakterialni, antiové, antimykotika, antiprotozoalni a
dokonce i antihelmintika. Pojem chemoterapie jéSmou vyhrazen pro pou iti proti-

nadorovych latek [14].

Termin antibiotikum v Uzkém slova smyslu se vztahupirozenym produktm jednoho
organismu, ktery inhibuje st jinych. Podle této definice by chemické slkeniny, jakou
jsou sulfonamidy, chinolony, nitrofurany a imidagom ly byt oznaovany jako chemote-
rapeutické latky. Proto e se vSakktera antibiotika gpravuji synteticky a jind chemickou
Zm nou pirozen se vyskytujicich antibiotik (semisysteticka artiika), je rozdil pon
kud nezetelny a m& pochybny vyznam. Antimikrobni latky,jgou tak toxické, e se mo-
hou pou ivat jen zevn nebo pro dekontaminaci prostli, oznaujeme jako antiseptika

nebo dezinficiencia [14].

V potravinaském prmyslu mezi nejbn jSi klasické konzervani latky pati slabé orga-
nické kyseliny, nap kyselina octova, mléa, benzoova a sorbova. Pou ivaji se jako oky-
selujici prostedky v napojovém pmyslu, pi vyrob bonbon a uplat uji se pi konzerva-

ci n kterych potravin (zeleniny, hub aj.). Molekulychto kyselin inhibuji rst bunk bak-
terii i plisni a kyselin sorbové je ppisovan i tinek proti germinaci a istu bakterialnich
spor. V roztoku existuje pro organické kyselinymovaha zavisla na hodnotach pH mezi
nedisociovanym a disociovanym stavem. Tyto konzeriviatky maji optimalni inhibini
efekt pi nizkych hodnotach pH, které podporuje nedisoagigvatav molekuly. V tomto

p ipad je molekula voln permeabilni pes plazmatickou membranu a je takto schopna
vstupu do buky. Nasledn v d sledku styku s vy3Si hodnotou pH uvriiu ky molekula
disociuje. Vznikaji aniony a protony, které nemohmwjit plazmatickou membranou a
hromadi se v bice. Inhibice bakterialniho stu zp sobena tinkem organickych kyselin
je zapi in na potlaenim zakladnich metabolickych reakci, akumulacictgxch anion a

zat i na intracelularni homeostazu pH [16, 32].

Mikrobialni rezistence na slabé organické kyselnye zahrnovat adu mechanism
U bakterii jsou k dispozici \domosti tykajici se jejich vniti neindukovatelné rezistence
kyseliny mohou snadno vstupovat do nitra Bugrampozitivnich bakterii a jejich vniti

rezistence je relativnnizka. Gramnegativni bakterie maji diky slgsi stavb bun né
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st ny komplikovanjSi rezistenni mechanismy. V rkterych pipadech jsou mikroorga-

nismy schopné degradovat konzemidatky specifickymi enzymy [32].

5.1 Inhibice syntézy bun né st ny

Bakterie maji na rozdil od ivaSnych bunk silnou bun nou stnu, ktera je primarnim
cilovym mistem selektivni toxicity, schopnosti inbvat mikroba nebo ho usmrtit, ani by
byl poSkozen hostitel. Bakterialni s vSak m e zabraovat pistupu latek, je by

v bu ce jinak uinkovaly. Komplex vnjSiho obalu gramnegativnich bakterii je nepropust-

ny pro velké hydrofilni molekuly, a tak jim zabrge dosa eni citlivé cilové struktury [14].

Inhibitory syntézy bakterialni sty zasahuji p tvorb peptidoglykanové vrstvy. Bakterie,

které nemaji peptidoglykan jsouiqpzen kt mto latkam citlivé [14].

Bun na stna bakterialni buky je pro ivot bakterii velmi dle ita. V tSina z jejich struk-
tur se nevyskytuje v organismiov ka, a proto tvd idealni cil pro mikrobialni inaktivaci.
Inhibice syntézy bunné stny je hlavhim mechanismem igku celé ady komernich

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

5.1.1 Inhibi ni U inky lysozymu

Ke konzervaci potravin se pou ivaji enzymy, kte@gdhaduji bun nou stnu z vnjsku.
Tuto schopnost splije lysozym. Lysozym hydrolyzujeb-1,4-glykosidické vazby
v peptidoglykanu. Inhibni aktivita tohoto enzymu je nejsilj§i proti grampozitivnim bak-
teriim, kterym chybi vnsSi membrana. Kombinace gobeni lysozymu, jen hydrolyzuje
bun nou stnu, nisinu, jen naruSuje membranu, a citratu datima nim U inkem je vel-
mi U inna proti grampozitivnim bakteriim. Gramnegatitrakterie mohou byt vystaveny
p sobeni lysozymu teprve po poSkozeni nebo odsifam jSi membrany, napp sobe-
nim EDTA. Tato latka se vyznaje chelatizanim U inkem, va e vapenate ionty a tim na-

ruSi stabilitu lipopolysacharid32].

5.1.2 Inhibi ni 0 inky b-laktamovych antibiotik

Do b-laktam pati latky, které maji v molekulb-laktamovy kruh. Pat sem nap penici-
liny, cefalosporiny, bacitracin a dalSi. VSechniptlatky se va ou na bilkoviny, které jsou

na rozhrani bunné stny a membrany. Tyto bilkoviny vazajici penicilinBP - penicilin
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binding proteins) se @astni stavby bunné stny a tvorby zki enych vazeb peptidoglyka-

novych et zc , je zpev uji st nu [14].

5.1.2.1 Peniciliny a cefalosporiny

Peniciliny a cefalosporiny zasahuji do tvorby buré stny prostednictvim inhibice vie-
ovani kyseliny glutamové, kterd umaije vznik siovité struktury bun né stny
a ovliv uje jeji pevnost. Jsou také schopny aktivovat gtitkdé enzymy, které katalyticky
obm uji peptidoglykan. Buka pak nasledkem toho lyzuje. idek t chto antibiotik je

pouze na bakterie ve stadilstu, a to im rychlejSi je jejich rst, tim lepSi je jejich anek

a naopak. U nemno icich se blnje p sobeni antibiotik tém nulové [17].

Benzylpenicilin (penicilin G) ma na stafylokoky resptokoky, spirochety a které dalSi
bakterie Uinek nesrovnatelny s jinymi antibiotiky. Rezistenge sobenéb-laktamazou

(penicilindza) oslabuje jeho inost proti stafylokokm [17].

Cefalosporiny jsou fbuzné penicilinm. Maji v tSi odolnost k penicilinaze, SirSi spektrum

0 innosti, mensSi alergizai U inek a jsou netnné k enterokokm [17].

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

Zé&sah tchto b-laktamovych antibiotik se projevuje v kome fazi syntézy bunné stny,
kdy se do hry dostavaji enzymy, které umgi zpevnni mureinu pi nymi vazbami. Jeli-
ko maji schopnost vazat penicilin a ostamlaktamy, oznauji se jako PBP — penicilin
binding proteins. Schopnost vazby je dana podobrsistktury b-laktamového kruhu
a dipeptidu mureinub-laktam se va e na PBP a dochéazi k acylaci a imaktj bu ka se
ned li a hyne [17].

5.1.3 DalSi antibiotika naruSujici bun nou st nu bakterii

5.1.3.1 Vankomycin a teikoplanin

Mezi dalSi antibiotika s tinkem na bun nou stnu bakterii adime vankomycin

a teikoplanin. Pat mezi glykopeptidova antibiotika, ktera maji omezespektrum na
grampozitivni bakterie. U citlivych mikrobrezistence wSinou nevznika, s vyjimkou ente-
rokok . Ob antibiotika se s Uspghem pou ivaji pi infekcich zp sobenych multirezistent-
nimi stafylokoky [14, 17].
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5.1.3.2 Bacitracin

Toto antibiotikum je Uinné proti grampozitivnim bakteriim, alei gystémovém u iti je

p iliS toxické. Je obsa eno v ipravcich pro zevni pou iti [14].

5.2 Konzervace organickymi kyselinami

Konzervujicimi organickymi kyselinami se rozujinkyseliny obsa ené ve zna jSim
mno stvi v ovoci nebo ziskavané ve velkénkterymi biologickymi procesy — tedy kyseli-
na citronova, vinna, jabled octova a mléa. T mito kyselinami Ize chrénit potraviny
p ed rozkladem pouze za itych 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].

V tSina bakterii nesnasi pH ni §i ne 4,0 a 4,3, kdeozvoj kvasinek, plisni a ikterych
acidofilnich bakterii zastavuje teprve sjii a velmi silné okyseleni. Rom jsou organic-
ké kyseliny asto ohro eny nkterymi mikroorganismy, které je utilizuji a takgst edi
postupn odkyseluji. K potlaeni n kterych mikroorganism tedy stai prostedi okyselit,

ato k pH asi 4,0, nebo i vy3Simu [18].

Podle schopnosti potlavat innost b né acidofilni mikroflory, Ize nejobvyklejSi orgat
ké kyseliny seadit takto: kyselina octova, kyselina mié, kyselina citronova, kyselina

vinna a jablena (poadi plati, pokud jde o pH i koncentraci kyselin{3].

5.2.1 Kyselina octova

Neju inn jSi organickou kyselinou je kyselina octova, ktpadla uje mikroorganismy jed-
nak tim, e reaguje s plasmatickou membranou, jkdira, e konkuruje v enzymovych
reakcich zpracovavanym aminokyselinam. S klesajfieji G innost roste. VysSi ne 4
a 6% koncentrace kyseliny octovégobi na etné vegetativni formy bakterii letalrSpo-

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

Antimikrobialni G inky kyseliny octové byly testovany na&rstvém mase a masnych vy-
robcich. Dekontaminaci jateého hovziho masa zkoumali uitim 1 % kyseliny octové.
Tato kyselina byla aplikovana ve fornspreje v intervalu 61 tydnve dvou provoznich

zavodech. Tato koncentrace néanvliv na redukci patogenvyskytujicich se na mase.

Zanedbatelny bakteriostaticky efekt lantaké 1,5% kyselina octova, spolu s citronovou a
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mlé nou na vepvém mase. Studie zabyvajici se vlivem kyselinpwe&tna pitomné pa-
togeny pi oSetovani povrchu masa, uvgdpouze uritou redukci r stu, ale inhibini kon-

centrace zjiStna nebyla [20, 21, 22].

5.2.2 Kyselina mlé n4

Kyselina mléna je pirodni organicka kyselina, kyselé chuti, lehce stpa ve vod

Vznika mlé nym kvaSenim cukr, napiklad v mléce, syrech, kyselém zeli [15].

Kyselina mléna je nejdleit jSim zastupcem monokarboxylovych hydroxykyselin. Ma
jeden asymetricky uhlikovy atom, a ra se tedy vyskytovat ve dvou opticky aktivnich
formach L(+) a D(-). L-mléna kyselina je pravotova a byva pitomna v mase a vnitos-
tech, kde vznikd pt lesné nAmaze z glykogenu. Tivee také p mlé ném kvasSeni cukg

nap iklad mikroorganismerhactobacillus bulgaricu$10].

Tato kyselina se pou iva v pelavi, pivovarnictvi, ko elu stvi, k piprav limonad a p
barveni a zuSleclbvani textilii. Pro své antiseptické vlastnostitalee pou iva v mastech,

ustnich vodéach a jako prostlek k oSebvani vlas [15].

Slab cukerné roztoky a polotekuté hmoty mohou za vholdrgodminek mién zkvasit.
Bakterie mléného kvaSeni vytv&z cukru kyselinu mléou, je chrani hmotu ed ostat-
nimi mikroorganismy, které nesnaseji kyselé pemit Kyselina mléna by sama o sob
v konzervaci, jakou mohou produkovat bakterie mé&ho kvaSeni, jeSnestaila konzer-
vovat. Nutnym pedpokladem jeji praktické innosti je vznik urittho mno stvi kyseliny

octové, etanolu a antibiotik [18].

P i konzervaci mlénym kvaSenim nejde pouze o tvorbu jediného hlavik@mzervujiciho
inidla, ale o produkci a uchovanikolika latek, které se uplatji v anaerobnim pros-
dim [18].

5.2.3 Aplikace metody v praxi

Mlé ného kvaSeni se vyu iva ke konzervaci krouhanénmeje hlavn zeli, které se dusa
s pisadou jedlé soli a keni do vhodnych jimek, kde kvasi pod vlastrdv®u. Dale ke
konzervaci celych plod— okurek, které kvasi pod zvlag ipravenym solnym nalevem. Je
rozSieno i mléné prokvaSovani krajenych fazolovych luskjiné zeleniny, kuku nych

klas a hub. V teplejSich oblastech je vyznamna kvasmaérvace olivovych plod[18].
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B n kyselé ovoce mlén nekvasi, proto e podléha etanolovému kvasSeni. gezkrvaci
masa a jinych bilkovinnych a malo cukernatych surae mléné kvasSeni nepou iva.

V zem d Istvi je mlé né kvaSeni zakladem rozséahlé vyroby sila ovych krfaB].

Zelenina konzervovana miéym kvaSenim je jen podmim (dr na. Pokud se potravina
skladuje, musi byt neustale kontrolovany a udr gvpadminky, které zabezpenale itou
kyselost a teplotu. Krouhanou zeleninu je protogdm rychle spogbovat nebo ji zmmit

dopl ujicimi zakroky na trvalou konzervu. Bezhto opateni je jen polokonzervou [18].
5.2.4 MIé né kvaSeni a jeho podminky

5.2.4.1 Chemismus mléného kvaseni

V tSina mlénych bakterii zpracovava vSechnyr® cukry nap. hexosy, pentosy, mono-
sacharidy, disacharidy, glycerol apod. Skrob, osala jiné nerozpustné sacharidy jsou

v ib nym formam mléného kvaseni odolné [18].

RozliSujeme typické {sté, homofermentativni) kvaSeni, kde je kyseling ma jedinym
hlavnim produktem a kvaSeni smisSené (heteroferrivemita pi n m vznika i kyselina

octova, oxid uhliity, etanol a nkteré dalSi, nefjemn zapéachajici latky [18].

KvaSeni zeleniny zahajuje nejprve smisSeny prodesy postupn p ejde do hluboce oky-

selujiciho homofermentativniho kvaseni [18].

Mezi vedlejSi produkty mléného kvaSeni zeleniny patkyselina octova, ktera se tvo

v prvnim obdobi kvasného procesu. Jeji produkaeujaym pedpokladem us@né kon-
zervace. Dale se tviokyselina mraven, jantarova, propionova, valerova, kapronova. Po-
kud vznikne velké mno stvi thto kyselin, dojde k chevym porucham nebo vadam aro-
matu. DalSi z vedlejSich produkikvaSeni je etanol. Podili se na tvodster, je dopl uji
aroma vyrobku. Z plynma vyznam oxid uhlity, ktery pomaha udr ovat v kvasici hmot

a na jejim povrchu anaerobni podminky [18].

5.2.4.2 Bakterie mlé ného kvaseni

Mlé né bakterie jsou skupinou bakterii, kterou spojaojorfologické, metabolické
a fyziologické vlastnosti. Jsou to nesporulujicijkmmaerofilni koky nebo tyinky

s kyselinou mlénou jako hlavnim kon@ym produktem fermentace sacharida zaklad
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skupiny se pova uji rodyactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Stremoee Ne-
davné taxonomické revize zalily do skupiny mlénych bakterii jeSt rody Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Tetrageocus a Vagococcudl id ni
mlé nych bakterii do rznych rod je zalo eno hlavn na morfologickych vlastnostech,
zp sobu kvaSeni glukosy, stu pi r znych teplotach, prostorové konfiguraci nmé kyse-
liny (D, L nebo ob formy), schopnosti 1stu v pitomnosti vysoké koncentrace soli a na

zaklad posouzeni tolerance ke kyselémibazickému prosedi [33].
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ZAV R

Cilem mé préace bylo popsat enzym lysozym, jeho atleu strukturu, grozeny vyskyt
a antimikrobni vlastnosti. Déle se zarm na latky s inhibinimi U inky na potravinaky

vyznamné mikroorganismy.

Lysozym byl objeven ji kolem roku 1900 dci, ktei zkoumali pistupnost vajec pro kul-
tivaci mikroorganism. Zpozorovali inhibini innost bilku na bakterie zného charakteru.
Lysozym byl prvni enzym u mo byla na atomické urovni stanovena trojrozma struk-
tura. Molekula je zhruba kulového tvaru s nepol&mit ni asti, kterA ma podélnou Bt
binu tvoici rozsahlé aktivni centrum. Lysozym je typickynikfadem enzym s aktivnim

mistem tvaru Stbiny.

Na zéklad ur eni aminokyselinového slo eni a katalytické akfgivée struktura enzymu
lysozymu rozdlila do ty tid: lysozym slepiiho bilku, husiho bilku, lysozym bakteriofa-

gu a Ch-lysozym (z houbghalaropsis.

Znalost struktury a aktivitlysozymu dala vdc m pohled k porozumi struktury a chova-
ni protein obecn. Tém 100 let vyzkumu udal z lysozymu nejlépe prostudovanou sku-
pinu enzym. Dnesslou i jako p edloha pro bilkovinné in enyrstvi. Lysozym nabizalSi
vyhody. Je v hojné meg zastoupen ve sleptch vejcich, ktera jsou levna, ve vSech orga-

nismech, od bakterii, s houby, rostliny, a k obratloven.

DalSi enzymy se vyu ivaji v potravirgkém prmyslu pi konzervaci potravin, nebade-
graduji bun nou stnu z vnjSku. Lysozym ma schopnost hydrolyzovat glykosiéiskaz-

by v peptidoglykanu a $pit jej na disacharidové jednotky.

Nejen lysozym se vykazuje antibakteridlminosti. DalSi latky s inhibni innosti jsou
antibiotika. V konzervarenském pnyslu pati mezi nejb n jSi klasické konzervani lat-
ky slabé organické kyseliny, nagkyselina octova, mléa, benzoova. Molekuly ¢thto

kyselin inhibuji r st bunk bakterii i plisni.

Vyu iti lysozymu v potravinastvi je r znorodé a rozmanité. idava se nap do masovych
vyrobk , kv li svému baktericidnimu dnku, kterym chrani potravinu @d kontaminaci
bakteriemi. Nejvice se vyu iva u vyskytu grampoaitich bakteriich, nebodegraduje je-
jich bun nou stnu, narusi membranu a by lyzuji. U gramnegativnich této hydrolyze

zabra uje vn jSi membrana, ktera bae poskytuje protichemickou ochranu.
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SEZNAM POU ITYCH SYMBOL A ZKRATEK
NAD"  nikotinamidadenindinukleotid

NADP" nikotinamidadenindinukleotidfostat

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

HEWL lysozym slepiiho 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
[1] Pyridinové kofaktory
[2] Flavinové nukleotidy
[3] Adenosintrifosfat
[4] Aktivni sulfat

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

p i konstantni koncentrace substratu [S]

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

Symbol V znai meznou rychlost a ) Michaelisovu konstantu
[6] Zavislost aktivity enzymu, vyjadné poate ni rychlosti reakce v, na teplot
[7] Zavislost aktivity nkolika enzym na pH prosedi
[8] Alexander Fleming
[9] Prostorovy model lysozymu

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

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

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

acetylmuramova kyselina
[15] Schéma bun né stny grampozitivni bakterie

[16] Schéma bun né stny gramnegativni bakterie



