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Natural antimicrohial substances in milk and
possibilities of their applications

Abstrakt

Mléka savcli véetné mléka kravského obsahuji
vyznamné antimikrobidlné aktivni komponenty, hlavné
imunoglobuliny, laktoferin, laktoperoxidasu a lysozym,
které zajiStuji imunitni ochranu v prvnich fazich Zivota
mléadat. Jsou rovnéz dileZité pro potlaceni rastu mikro-
organismi bezprostifedné po nadojeni. Kravské mléko
ma vysoky obsah laktoperoxidasy, ale nizky obsah lak-
toferinu a lysozymu, materské mléko ma vysoky obsah
laktoferinu a lysozymu, ale nizky obsah laktoperoxidasy.

Schopnost vyuZivat aktivitu téchto antimikrobidlnich
faktorti v kravském mléce by mohla mit vliv na adrZnost
syrového mléka. Pouziti izolovaného laktoferinu ¢i lak-
toperoxidasy vede k vyvoji novych funkénich potravin,
potravnich dopliikd, pfip. 1é¢iv zaloZenych na jejich
ucincich.

Klicova slova: laktoferin, laktoperoxidasa, lysozym,
funkc¢ni potraviny, 1éCiva.

Abstract

Mammalian milk, including cow’s milk, contains
important antimicrobially active components, mainly
immunoglobulins, lactoferrin, the lactoperoxidase and
lysozyme, which provide immune protection in the early
stages of pup life. They are also important for inhibiting
the growth of microorganisms immediately after mil-
king. Cow’s milk is high in lactoperoxidase but low in
lactoferrin and lysozyme, breast milk is high in lactofer-
rin and lysozyme but low in lactoperoxidase. The abi-
lity to utilize the activity of these antimicrobial factors
in cow’s milk could affect the shelf life of raw milk. The
use of isolated lactoferrin or lactoperoxidase leads to the
development of new functional foods, food supplements,
or drugs based on their effects.

Key words: lactoferrin, lactoperoxidase, lysozyme,
functional foods, drugs.

Uvod

Miéko je nejen zdrojem energie, vysoce biologicky
hodnotnych bilkovin, vitamind a minerdlnich latek, ale
obsahuje i fadu dilezitych latek schopnych inaktivo-
vat riast mikroorganismi. Znalosti o antimikrobidlné
aktivnich faktorech mléka Ize vyuZit pfi kontrole mas-
titid ale také pri vyrobé funkénich potravin, potravnich
doplnki, 1é¢iv nebo kosmetiky.

Antimikrobidlné aktivni komponenty mléka jsou
nejcastéji bilkovinné povahy. Mezi nejdulezitéjsi patii
imunoglobuliny, laktoferin, laktoperoxidasa a lysozym,
o kterych bude podrobnéji pojednano v nésledujicim tex-
tu. Tyto mikrobicidni latky jsou aktivni asi 0,5 — 4 h po
nadojeni, poté jejich aktivita klesa.

Imunoglobuliny

Prvni duleZitou obrannou slozkou mléka jsou imuno-
globuliny, pomoci kterych matka predava pasivni imu-
nitu svym potomkdm. Imunitni systém novorozenych
savcu neni dostate¢né ucinny, aby poskytl jedinci ochranu
pred infekcemi. Imunoglobuliny tedy chrani mladata
do té doby, nez jejich vlastni imunitni systém nabude
ucinnosti. Imunoglobuliny jako komponenty pfirodniho
obranného mechanismu jsou syntetizovany jako odpoved
na pritomnost cizich téles, napt. bakterii a virt. Vysky-
tuji ve vysokych koncentracich v kolostru, v nizsich
koncentracich ve zralém mléku. Primarnim imunoglo-
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bulinem v kravském mlezivu a mléce je IgG, zatimco
primarnim imunoglobulinem v lidském mléce je IgA
(Hurley a Theil, 2011). Nicméné hovézi IgG z mleziva
nebo mléka mohou byt tcinné jako prostiedek k zajisténi
pasivni imunity k ochrané zvirat a lidi pfed nemocemi.
Imunoglobuliny tfidy IgM se objevuji zpocatku, kdyZ je
organismus poprvé vystaven antigenu (primérni infekce).
Trida [gM ma nizkou specificitu a tedy nizsi G¢innost pri
boji s infekci. VSechny monomerni imunoglobuliny maji
stejnou zdkladni molekularni strukturu, ktera se sklada
ze dvou identickych tézkych retézct a dvou identickych
lehkych fetézcd, s celkovou molekulovou hmotnosti
priblizné 160 kDa. TéZky i lehky fetézec maji konstantni
a variabilni oblasti a jsou spolu spojeny disulfidovymi
vazbami, coz vede ke klasickému tvaru Y molekuly imu-
noglobulinu (Gapper a kol., 2007). Obsah IgG v kravském
mlezivu mize znaéné kolisat. Zavisi na druhu dojnice,
dobé a poctu nadojt (Drikic a kol., 2018).

Do soucasné doby byla publikovana fada metod pro
izolaci imunoglobulinu nejcastéji z kravského mleziva
i jejich pouziti pfi potlacovani ristu mikroorganismu
(Hurley a Theil, 2011).

Laktoferin (LF)

Bovinni LF je glykoprotein tvofeny peptidovym
fetézcem obsahujicim 689 aminokyselin a 4 N-glykany,
ktery byl poprvé izolovén z kravského mléka v roce 1939
(Moore a kol. 1997). Vyskytuje se v kravském mléce
v koncentraci okolo 0,2 g/l, v kravském mlezivu dosa-
huje koncentraci v rozmezi 0,5 — 1 g/l. LF materského
mléka obsahuje 691 aminokyselin a jeho koncentrace se
pohybuje v rozmezi 2 — 8 g/l (Losnedahl a kol., 1998).
LF vaze zelezo a je transportovan pomoci riznych
mechanismit do bunécného i mezibunééného prostoru,
do séra, zluCe a cerebrospindlni tekutiny, kde uplatiiuje
své dulezité imunologické vlastnosti (Kell a kol. 2020).
Lidsky a bovinni LF maji velmi podobné antimikrobidlni,
a imunomodulacni tcinky (Rosa 2017, Teraguchi 2004).
Antimikrobidlni aktivita LF je zpusobena jednak vaz-
bou Zeleza z prostiedi, coz zptsobuje jeho nedostupnost
a vede k inhibici rastu mikroorganismu (Sanchez a kol.
1992), jednak vazbou LF nebo jeho St€pnych produkti
na bunécnou sténu mikroorganismu, ¢imzZ je narusena
jeji integrita (Navratilova a kol. 2012). Peptid ziskany
castecnou proteolyzou LF, tzv. laktofericin B, vykézal
v synergii s lysozymem a EDTA znacnou aktivitu vici
Salmonela enteritidis (Facon a kol. 1996). U G* bakterii
byla ac¢innost LF v synergii s lysozymem prokazana vici
Staphylococcus aureus (Leitch a Willcox 1999), vuci
Listeria monocytogenes a fadé druht rodu Bacillus, ale
také vici kvasinkam, napt. druhu Candida albicans (Fer-
nandes a kol. 2017, Liao a kol. 2019). Bakterie mlécného
kvaseni pritomné v intestinalnim traktu maji nizké naroky
na zelezo a obecné nejsou ve svém ruastu laktoferinem
ovlivnény (Losnedahl a kol. 1998). Antivirova aktivita

LF byla prokazana proti DNA i RNA virGm, rotaviram,
herpes virim i HIV, kde se projevuje jiz v ranych fazich
infekce. LF brani vstupu viru do hostitelské buriky jednak
tim, Ze blokuje bunécné receptory, jednak ptfimou vazbou
na virové ¢astice (van der Strate a kol. 2001). Bovinni LF
ma dle FDA status GRAS a je komercné dostupny (Rosa
2017).

Laktoperoxidasovy systém (LPS)

Laktoperoxidasa (LP) (EC 1.11.1.7) je nativni enzym
kravského mléka ochratiujici mlécnou zlazu pred infek-
ci. Je to termostabilni enzym (inaktivace nastava v rezi-
mech 75°C/30 min pfip. 80°C/30 s), jehoz inaktivace se
vyuziva k prikazu spravné provedené HTST pasterace
mléka (McSweeney 2007). Kravské mléko obsahuje asi
0,03 g/l LP, v mlezivu je jeji obsah velmi nizky, ale stoupa
4 — 5 dni po porodu. Uroveti LP aktivity v matefském
mléce je asi 20x nizsi neZ v mléce kravském (Losnedahl
a kol., 1998).

Laktoperoxidasovy systém (LPS) se skldada z enzymu
laktoperoxidasy, thiokyanatu a peroxidu vodiku. Antimik-
robidlni efekt LPS spocivd v oxidaci thiokyanitu pomoci
peroxidu vodiku v reakci katalyzované laktoperoxida-
sou. Vznikd nestabilni hypothiokyandtovy anion OSCN-,
hlavni produkt reakce pii neutralnim pH a hypothiokya-
natova kyselina HOSCN, které maji silné baktericidni
ucinky (McSweeney, 2007). LPS je tc¢inny pii koncen-
traci LP 10 — 20 ppm. Peroxid vodiku je baktericidni
1 bez pritomnosti LP, ale v mnohem vysSich koncen-
tracich (300 — 400 ppm). Pfi kombinaci je mikrobicidné
ucinnd koncentrace thiokyanitu 10 — 20 ppm, a pero-
xidu vodiku 10 — 15 ppm. V mléce je pritomno cca
1 — 15 mg/l"! thiokyanatu, mnozstvi peroxidu vodiku je
zavislé na mikrobidlni skladbé a jeji biochemické aktivité.
K aktivaci LPS lze vyuzit pridavku 10 ppm thiokyanatu
a 9 ppm peroxidu vodiku (Navratilova a kol., 2012). LPS
se vyuziva v nékterych zemich Asie a Afriky, kde chla-
zeni mléka béhem skladovani a dopravy neni dostacujici.
Byla diskutovédna otazka ptipustnosti pfidavku thiokya-
natu peroxidu vodiku FAO, WHO a bylo prokazano,
7e pridavek téchto latek nemé toxicky ani zdravotné
nezadouci ucinek (Seifu a kol. 2005).

LPS je ucinny napt. vaci G* Staphylococcus aureus
a Listeria monocytogenes, G~ E. coli, Salmonella enteri-
tidis a Brucella melitensis (Seifu a kol., 2004) a plisnim
(Min a Krochta, 2005).

Lysozym

Lysozym (1,4- -N-acetylmuramidasa; EC 3.2.1.17),
ktery byl poprvé popsdan Flemingem v roce 1922, je
enzym Stépici glykosidické vazby mukopolysacharidd
obsazenych v bunécné sténé bakterii. Hydrolyzuje
B-1-4 vazby mezi N-acetylmuramovou kyselinou
a N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky v peptidogly-
kanu. Koncentrace lysozymu je minimdlni v kravském
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mléce od zdravé dojnice, ale zvySuje se pfi mastitidé
spojené s nartstem koncentrace leukocytd. V kravském
mléce byva lysozymu 0,05 — 0,22 pg/ml. Naproti tomu
koncentrace lysozymu je vyrazné vysSi v matefském
mléce (200 — 400 pg/ml) (Yang a kol., 2011), kde se
uplatiiuje protektivné proti nezddoucim G* i G~ bakteriim
v travicim traktu kojenc.

Lysozym je ucinnéjsi vici G* bakteriim, ale pisobi
antibakteridlné ve spojeni s dal§imi sloZkami pfirozeného
antimikrobidlniho systému i proti G~ bakteriim. Napft.
vici E. coli je tcinny ve spojeni s imunoglobulinem A,
vaci Salmonella spp. ve spojeni s askorbatem a peroxi-
dem vodiku (Losnedahl a kol., 1998). Antibakteridlniho
pusobeni lysozymu se vyuziva v syrarstvi k potlaceni
ristu plyn produkujicich druhtt rodu Clostridium
(Bogovi¢ Matijasi¢ a kol. 2007). Nedavno byla publiko-
vana prace Adduciho a kol. (2019) popisujici pridavek
osliho mléka obsahujiciho zvySeny obsah lysozymu
(1,0 — 3,7 pg/ml) jako preventivni opatfeni proti doda-
te¢cnému dufeni tvrdych syrt. Tento zptusob aplikace méa
nahradit Casto pouzivany vajecny lysozym, ktery muze
zpusobovat alergické reakce.

Priklady praktickych aplikaci

SloZzky pfirozeného antimikrobidlniho systému mléka
jsou vyuZzivany piredev$im pii kontrole produkce mlé-
ka, k prikazu dcinnosti tepelného oSetfeni mléka, pfi
potlacovani nezadouciho dufeni polotvrdych a tvrdych
syrd zpusobeném anaerobnimi sporulujicimi bakteriemi
a pri vyrobé kojenecké a détské vyzivy.

Zajimavy prehled soucasnych znalosti o ucincich bo-
vinnich imunoglobulind na lidsky imunitni systém, jejich
stabilité a funkcnich tGcincich ordlné pozitych bovinnich
imunoglobulinii v mlé¢nych vyrobcich véetné moznych
mechanismtl u¢inku poskytuje prace Ulfmana a kol.
(2018).

Podle stanoviska EFSA (EFSA-Q-2010-01269; EFSA,
2012) byl bovinni laktoferin uznan za bezpecny pro
pouziti jako slozky nového typu do potravin. Predpoklada
se pouziti v koncentracich od 100 mg/100 g pro koje-
neckou vyzivu, 125 —800 mg/100 g ve vyZzive pro lécebné
ucely az po 4000 mg/100 g v tyCinkdch pro vyzivu
sportovcl. Ve Spojenych statech je schvalené pouziti LF
v mnozstvi 13 az 100 mg/100 ml pro kojeneckou vyZivu,
100 mg/100 g pro jogurt, 400 mg/100 g pro susené
mléko, 200 mg/100 g pro mlécny dezert apod. (FDA,
2011).

V soucasné dobé€ jsou antimikrobidlné aktivni slozky
mléka stale Castéji uplatiovany i jinym zpuisobem.
Laktoferinu je vénovédna zvySend pozornost kvili jeho
schopnosti vazat se na bunécné receptory vyuzivané ko-
ronaviry a tak blokovat jejich vstup do buniky. Byl pub-
likovan potencial entericky enkapsulovaného LF pro
blokaci koronaviru 2 (SARS-CoV-2). LF se zvazuje jako
preventivné a/nebo terapeuticky plisobici preparat proti
onemocnéni COVID-19 (Kell, 2020).

S vyuzitim transgennich technologii byl vyroben re-
kombinantni lidsky lysozym vyuZitelny pro zlepSeni
jakosti kravského mléka a pro vyrobu farmaceutickych
preparati (Yang 2011).

Vzhledem k potvrzenym antimikrobidlnim uéinkiim
vySe uvedenych latek a stdle se zvySujicimu poctu
pripadii antibiotické rezistence mikroorganismi Ize
ocekavat dalsi vyzkum a aplikace téchto latek.
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REKLASIFIKACE RODU LACTOBACILLUS

Sarka Horaékova
Ustav mléka, tukii a kosmetiky, VSCHT Praha

Od samého zacatku historie identifikace a klasifikace mikroorganismu, kterd zapocala koncem 19. stoleti, miizeme
najit celou fadu uptesiovani, prejmenovani rodii ¢i nového zarazeni druhil v souladu s postupujicimi poznatky o ty-
pickych vlastnostech bunék (morfologie, optimalni teplota rastu, vyuZiti jednotlivych sacharidii, spektrum vytvarenych
metabolitd apod.) V poslednich desetiletich je snaha o presnou klasifikaci jesté markantnéjsi, nebot zacaly byt k to-
muto icelu vyuzivany molekularné-genetické metody.

Stejny vyvoj prodélava i z hlediska mlékarenské technologie dalezity rod Lactobacillus, ktery byl poprvé popsan jiz
na zacatku 20. stoleti. Doposud u néj bylo identifikovano 261 druha. Jiz dfive byly z diivodu velké odlisnosti prefazeni
néktefi zastupci do jinych roda (Carnobacterium spp., Oenococcus spp. nebo Weissella spp.). V soucasné dobé vsak
probiha dramatickd zména v reklasifikaci celedi Lactobacillaceae, rodt Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococ-
cus. V publikaci, ktera byla zvetejnéna v dubnu tohoto roku (Zheng a kol., 2020), je nové vytvoreno 23 rodil na
zakladé sekvenovani celého genomu téchto bakterii. V pivodnim rodu Lactobacillus bylo ponechano pouze 38 druhii
ze skupiny Lactobacillus delbrueckii. Tyto zmény se jiz objevuji v oficidlnich databazich (jako napt. List of Prokaryo-
tic Names with Standing in Nomenclature (www.lpsn.dsmz.de; www.bacterio.net)), nové nazvy lze jiz také nalézt
v dal$ich publikovanych védeckych pracich. Rychlou orientaci mezi starymi a novymi ndzvy jednotlivych druhd na-
bizeji webové stranky http://lactobacillus.ualberta.ca. Snahou autori reklasifikace bylo lépe zaradit a zdokumentovat
jednotlivé druhy tak, aby se heterogenita genomu projevila v taxonomii a bylo mozno odlisit jednotlivé zastupce
z hlediska ekologickych a funkénich vlastnosti a adaptace na hostitele. Nicméné tyto zmény pfinesou také mnoho
tézkosti z hlediska orientace nejen védecké i laické vefejnosti (zapamatuje si nékdo nazvy jako Secundilactobacil-

= lus, Liguorilactobacillus ¢i Lapidilactobacillus?), ale

také z hlediska oficidlnich dokumentil a pouziti nazva

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei v pramyslové vyrobg.
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus Dobrou zpravou je, Ze zarazeni (a nazvy) homo-
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum fermentativnich a termofilnich laktobacild, jako jsou
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acido-
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri p hl{”s’ L.Whelvencusi - €Vlsp a/tus ap O,d' Zusta\:a beze’:
. . . . . zmény. Priklady zmén zatfazeni ostatnich druhd, které
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis T s e . .y, o
. } . ] 3 se nejcastéji pouzivaji v potravinarskych technologiich
Lactobacillus kefir Lentibactobacillus kefiri &i v probiotickych dopliicich stravy, jsou uvedeny v ta-
Lactobacillus sanfranciscensis Fructilactobacillus sanfranciscensis bulce.
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