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Lysozym (E.C. 3.2.1.17.) je nézev pro skupinu enzymd,
které mohou napadat a odbourdavat bun&&né st&ny bakté-
rii. V prirodé se vyskytuji v fad& Zivo¢idnych i rostlin-
nych sekretli. U €lovéka byl lysozym nalezen v matef-
ském mléce, slzdch, nosnim hlenu, slinach, krevnim
séru. Nejlépe je prozkoumdn, a to po strance biochemic-
ké, fyzikalné-chemické i bakteriologické a farmakolo-
gické lysozym ze slepiich vajeénych bilkdl, z nichZ je
také primyslové ziskdvan izolaci.

Vyroba

Lysozym je z bilku, ziskaného vytloukdnim slepigich
vajec, izolovan izoelektrick§m vysolovanim nebo adsorp-
¢ni technikou.

K izoelektrickému vysolovani [1, 2] se pouZivd NaCl.
Ze sraZeniny se lysozym extrahuje zfedénou kyselinou.
Extrakt se po filtraci susi v rozpraSovaci suSarnée.

PFi adsorp&nim zpiisobu [3] je bilek v kontaktu se sla-
bym katexem, z n&hoZ je lysozym eluovdn siranem
amonnym. Pfed su3enim je roztok €istén na sloupci sla-
bého anexu.

Vlastnosti [4—9]

Lysozym ze slepidich vajeénych bilkl je bazicka bil-
kovina (pH okolo 10,0) nizké molekulové hmotnosti
(13930) s vysokou stabilitou (pfi pH 4,5 snasi teplotu

100°C po dobu 2 minut). Molekula je tvofena 129 ami-
nokyselinami uspofadanymi do jediného Fetdzce se &tyi-
mi S-S mistky. U enzymu je zndma primdarni, sekundar-
nj, terciarni a kvarterni struktura i mechanismus t&inku
aktivniho centra vcetné jeho lokalizace. Enzym je aktiv-
ni v Sirokém rozmezi pH [2—9], pfi¢emZ aktivita z4visi
na zachovani tryptofanovych a histidinovych zbytkd v pri-
tomnosti alespoii dvou S-S mistk. Molekula je pred-
stavovdna Siroce eliptickou molekulou o rozmeérech
450 X 300X 700 nm.

Lysozym je hydrolasa Stépici peptidoglykan. Peptido-
glykan (mukopeptid, murein) je latka specifickd pro
prokaryontni organismy. Je to linearni polymer dvou
stiidajicich se aminocukrii: N-acetylglukosaminu a jeho
3-0-D-laktyl derivdatu N-acetylmuramové kyseliny spoje-
nych navzdjem vesmeés §-1,4 vazbami. Na karboxyl ky-
seliny muramevé je vdzan tetrapeptid: L-ala - D-glu - R
- D-ala, v némZ R predstavuje proménnou aminokyse-
linu, nap?. L-lysin, L,L-diaminopimelovou kyselinu, L-or-
nithin (obr. 1). Tetrapeptidy jsou vzdjemné propojeny.
Propojeni ‘je dvojiho druhu. U gramnegativnich bakté-
rii je pfimo propojen koncovy D-ala jednoho tetrapep-
tidu s predposledni aminokyselinou druhého tetrapep-
tidu. U grampozitivnich baktérii je spojeni zprostfedko-
vano jednou nebo nékolika dalsimi aminokyselinami.
Diky propojeni tvofi linedrni polymery sitovinu. Ta je
pevnéjsi u grampozitivnich baktérii, kde jsou propojeni
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Obr. 1. Zdkladni jednotka peptidoglykanu

tastejsi, neZ u gramnegativnich bakteérii, kde jsou méné
gasta (obr. 2). Gramnegativni baktérie maji zfejme mené
takovych vrstev, zatimco grampozitivni mnoho.

Struktura molekuly lysozymu umoZiiuje porozumet
jeho Kkatalytickému plsobeni. V molekule enzymu je hlu-
bokd ryha, ktera pojima substrat — peptidoglykan. Pri
hydrolyze ¢ast lysozymového fetézce zméni svou pro-
storovou polohu a vstupuje do vazby se substrdtem. Mezi
substratem a reaktivnimi skupinami enzymu lze zajistit
velky pocet vedlejsich vazeb. Jeden ze sacharidovych
kruh@ je nucen zmenit konformaci Zidlickovou na téemert
rovinnou, ktera ma pnuti. Potfebnou energii dodavaji
vedlejsi valence. Zménou konformace substrdtu se ener-
geticky zvyhodni $tépeni vazby C-O-C. Nyni pristupuje
H+ z Glu-35, reaguje s glykosidovym kyslikem a vazba
se §tépi, pficemz na C-1 napjatého kruhu zlstava kar-
boniovy ion a stabilizuje se karboxylovou skupinou Asp-
-52. Jakmile oddisocioval prvni $tép, pristupuje mole-
kula vody a atakuje karboniovy ion; pfipoji se OH-,
tim je dokonéena hydrolyza a oddisociuje druhy Stép.
Enzym pak miZe atakovat dal3i molekulu substratu.

Enzym je vysoce atinny na nékteré grampozitivni
baktérie, jejichZ sténa je vlastnim substratem enzymu.
Obecné maji grampozitivni baki.érie pevné&jsi bunécné
stény v zavislosti na vy35im obcahu peptidoglykanu, a
jsou proto k lysozymu citlivéjsi neZ baktérie gramne-
gativni. Konetné prasknuti bun&fného obsahu vSak za-
visi na osmotickém tlaku meédia. Gramnegativni bakte-
rie jsou Géinkem lysozymu rozrusovany za ucasti ethyl-
endiaminotetraoctové kyseliny (Chelatonu), nebo po &as-
tetném uvolnéni povrchovych plastickych vrstev bunéc-
né stény, napf. pisobenim detergenti.

Lysozym zasahuje i do metabolismu bakterii. Piic¢inou
inhibiénfho udinku je tvorba rozpustnych i nerozpust-
nych komplext s lipoproteiny a fosfolipidy.

PouZiti

Baktericidn.ch vlastnosti lysozymu je vyuZivdno v po-
travinafstvi, mediciné a kosmetice. Dalsi oblasti, ve kte-
ré by mohl byt enzym vyuZivédn, jsou fermentacni tech-
nologie.

Pridavek lysozymu do fermenta¢ni plidy zvySuje pro-
dukci antibiotik [10, 11].

Jind moZnost se nabizi pii vyrob& bakteridlnich bil-
kovin [12] nebo extrakci bakteridlnich enzymi [13, 14].

V Japonsku se lysozym pouZiva ke konzervovanisake
[15—18]. PFidavek 3,7 g lysozymu/hl s ndslednou paste-
raci 5 minut pfi 60°C nebo kombinace 1 g/hl lysozymu
a 1 g/hl glukosaoxidasy (E.C.1.1.3.4) podstatné prodlou-
7ila skladovatelnost, bez ovlivn&ni organoleptickych
vlastnosti saké. Enzym je stabilni, k jeho inaktivaci do-
chéazi az dlouhodobou pasteraci.

Bylo navrhnuto vyzkou3et lysozym pii vyrobé piva,
lihu, limondd a asanaci vyrobnich zafizeni [19]. Jinou
moznosti je sterilizace vzduchu [20].

Lysozym je pouZivan k ptipravé bakteridlnich proto-
plastl a sferoplastl [napf. 21—24], potiebnych k ziska-
ni novych kmeni.

Praktickym vyuZitim lysozymu k biologické stabilizaci
piva se zabyvalo Pokusné a vyvojové stfedisko stdtniho
podniku Pivovary a sladovny, VTOS Praha Branik.
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Obr. 2. Peptidoglykan a schéma propojeni jeho linedr-
nich makromolekul v jednovrstevnou sifovinu u
(a) grampozitivnich a (b] gramnegativnich bak-
térii. G — N-acetylglukosamin, M — N-acetyl-
muramovd kyselina, DAP — L,L-diaminopimelovd
kyselina
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B cratbe onpcaHbl OCHOBHBbIC (H3MYECKHE 1 XHMHYECKHE
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Smolek, P.: Lysozym and I‘s Use in Fermentation Tech-
nolpgiss. Kvas. pram., 35, 1989, No. 11, pp. 331—333.

Lysozym enzyme is described with respect to its prin-
cipal physical and chemical properties. The mechanism
of the effect of its active centre as well as possible
applications of this enzyme in fermentation technolo-
gies are discussed.

“m3lzk, P.: Lysozym und seine Anwendung in dzn Fer-
wmacatations-Tachnologen. Kvas. pram., 33, 1989, Nr. 11,
S. 331—333.

In dem Artikel werden die physikalischen und che-
mischen Grundeigenschaften, der Mechanismus der
Wirkung des Aktivzentrums und die Applikationsmdglich-
keiten des Enzyms Lysozyms in den Fermentationstech-
nologien beschrieben und erortert.



