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Lysozyme and its role in dairy production

Abstrakt

Lysozym je ubikvitarni enzym s vyznamnou antibak-
teridlni aktivitou, ktery se vyskytuje u lidi, zvifat i rost-
lin. V mléce savcl plni dilezitou roli v nespecifické
imunitni obrané, podporuje rozvoj stfevni mikrobioty
a chrani mlécnou zlazu pred infekci. Vysoké koncen-
trace lysozymu jsou pfitomny v lidském, oslim, kobylim

a velbloudim mléce, zatimco v kravském, kozim a ovéim
se nachazi jen ve stopovém mnozstvi. V mlékarenské
praxi se lysozym vyuZiva predevSim pifi vyrobé syru
jako prirodni konzervant, ktery inhibuje rust klostridii
zpusobujicich pozdni dufeni. Prestoze byly vyvinuty
rizné metody stanoveni obsahu lysozymu, efektivni
rutinni diagnostika v kravském mléce zastava vyzvou.
Potencialni vyuziti geneticky modifikovanych zvirat
produkujicich mléko s vyssim obsahem lysozymu otevira
moZznosti pro inovace v kojenecké vyzivé a mlékarenské
technologii.

Klicova slova: lysozym, mléko, imunita, mastitida,
mlékarenské zpracovani, metody detekce

Abstract

Lysozyme is a ubiquitous enzyme with strong antibac-
terial activity, present in humans, animals, and plants. In
mammalian milk, it plays an essential role in non-specific
immune defense, supports intestinal microbiota develop-
ment, and protects the mammary gland from infection.
While human, donkey, mare, and camel milk contain
high concentrations of lysozyme, only trace amounts are
found in cow, goat and sheep milk. In dairy processing,
lysozyme is primarily used as a natural preservative in
cheese production to inhibit the growth of Clostridium
species responsible for late blowing defects. Although
various methods for lysozyme determination have been
developed, efficient routine diagnostics in bovine milk
remain challenging. The potential application of ge-
netically modified animals producing milk with higher
lysozyme concentrations offers new opportunities for
infant nutrition and dairy technology.

Keywords: lysozyme, milk, immunity, mastitis, dairy
processing, detection methods

Uvod

Pred vice nez sto lety skotsky l1ékar Alexander Fleming
(1922) pozoroval, Ze kapka nosniho sekretu zplisobuje
lyzi kokti Kocuria rhizophila (dtive Micrococcus lyso-
deikticus). Naslednymi pokusy zjistil, ze latka s lytickou
aktivitou je pritomna nejen v dalSich lidskych télnich te-
kutinach (krevni sérum, sliny, sputum, slzy, peritonealni
tekutina, sperma, semennd tekutina ¢i hnis) a tkanich, ale
také u jinych savci (pes, krélik, morce), ve slepi¢im bilku
a dokonce i u rostlin (tufin). Fleming tuto latku pojmeno-
val jako lysozym.

Dnes je lysozym zndm jako ubikvitarni enzym vysky-
tujici se u lidi, zvirat, rostlin, hub, bakterii i bakteriofagt
(Ghosh a kol., 2018). Strukturou se jedna o maly mono-
merni protein, stabilizovany ¢tyfmi disulfidickymi mustky
mezi osmi cysteinovymi zbytky svého fetézce (Canfield
a Liu, 1964). Na zédkladé rozdild v primarni a terciarni
struktuie byly u Zivocichu identifikovany tfi hlavni typy
lysozymu, typ c (kureci — chicken), typ g (husi — goose)
a typ i (bezobratli — invertebrate). Lysozym typu c se
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Tab. 1 Vlastnosti riiznych typd lysozymu

Hlavni zdroj

Pocet aminokyselin ~ Molekulové hmotnost (kDa)

Lysozym ¢, reprezentovan lysozymem ze slepiciho vajecného bilku
Lysozym g, reprezentovan lysozymem z husiho vajecného bilku

Lysozym i, reprezentovan lysozymem z morského mize
Tapes japonica

vétsina obratlovcd véetné savel 129

ptdci (husa, cernd labut’, 185
pstros kasudr a nandu)

bezobratli 123

11-15
20-22

11-15

Upraveno dle Khorshidian a kol., 2022

vyskytuje pfevazné u strunatcl a rdznych tfid clenovcu.
Lysozym typu g se vyskytuje u strunatcti a nékterych
mlza. Lysozym i se vyskytuje u bezobratlych (Khorshi-
dian a kol., 2022). Plati, ze v témze ZivociSném druhu
mohou byt soucasné pfitomny rtzné typy lysozymd,
které maji odliSné enzymatické a biochemické vlastnosti
a mohou mit rizné nebo dopliikové funkce (Callewaert
a Michiels, 2010). Vlastnosti jednotlivych typt lysozymu
uvadi tabulka 1. Lysozym ze slepic¢iho vajecného bilku
(lysozym c), jehoz fetézec se sklada ze 129 aminokyse-
lin, je pro svij vysoky obsah [(3,5 % ve vajecném bilku,
tj. cca 3,5 g; (Cegielska-Radziejewska a kol., 2008)]
a snadnou dostupnost pouzivan jako modelovy protein ve
strukturalni biologii a enzymologii (Ramos a kol., 2025).

Antibakterialni aktivita lysozymu

Lytickou aktivitu lysozymu Fleming (1922) pozoro-
val vétSinou vaci grampozitivnim bakteriim, zatimco
gramnegativni bakterie na jeho ptsobeni citlivé nebyly.
Uvedené objasnil v 60. letech (Blake a kol., 1967) tym
britského védce Davida C. Philipse, dnes povazovaného
za jednoho ze zakladateld strukturdlni biologie. Jejich
objev ukazal, Ze mechanismus lytické aktivity lysozy-
mu spocivd ve schopnosti naruSovat bunécnou sténu
bakterii Stépenim beta-1,4-glykosidické vazby mezi
N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosami-
nem v peptidoglykanu. Rozdilnd ucinnost vaci gram-
pozitivnim a gramnegativnim bakteriim je dana odliSnou
stavbou jejich bunécné stény. Bunécna sténa grampozi-
tivnich bakterii (Khorshidian a kol., 2022) je tvorena
silnou vrstvou peptidoglykanu a na rozdil od gramnega-
tivnich bakterii postrada vnéjsi membranu. Diky tomu
je snadno pristupnd pusobeni lysozymu, ktery kataly-
zuje Stépeni peptidoglykanu. Nasledkem tohoto Stépeni
dochdzi ke ztraté bunécné integrity, lyze bakteridlni
buriky a nakonec k jeji smrti. Naopak Gc¢innost lysozymu
vici gramnegativnim bakteriim, které maji vnéjSi mem-
branu, je nizk4, a jeji zvyseni vyzaduje bud permeabili-
zaci vnéjs$i membrany, nebo kombinaci s dalSimi faktory.
Prokdzan byl naptiklad synergicky efekt jeho kombi-
nace s laktoferinem pii destrukci téchto mikroorganismu
(Cheng a kol., 2017). Dalsi zvySeni ucinku lze dosah-
nout také aplikaci fyzikalnich metod, jako je vysoky
hydrostaticky tlak ¢i pulzni elektrické pole, nebo
vyuzitim chemickych pristupt, naptiklad chelatacnich
¢inidel, bakteriocinil ¢i organickych kyselin (Khorshi-
dian a kol., 2022).

Vyznam lysozymu pro mlad’ata savcu

Lysozym predstavuje vyznamnou nespecifickou
imunologickou slozku mléka, ktera prispiva k ochrané
a celkovému zdravi mladat savci. Jeho uUc¢inky zahr-
nuji obranu proti patogennim mikroorganismim, pod-
poru rastu prospésné stfevni mikrobioty a napoméahaji
také rozvoji a maturaci stfevniho traktu (Lonnerdal,
2003).

Zatimco ve zralém lidském mléce byla zjisténa kon-
centrace lysozymu v rozmezi 24 az 245 mg/l (Gold-
man a kol., 1982) nebo dokonce az 890 mg/l (Montagne
akol., 2001), v kravském mléce byly zjiStény hodnoty jen
0,05 az 0,22 mg/1 (Piccinini a kol., 2005). Podobné nizké
hodnoty byly zjiStény v kozim a ovéim mléce (Chandan
a kol., 1968). Naopak mléko osli (Polidori a Vincenzetti,
2013), velbloudi (Miao a kol., 2023) a kobyli (Cieslak
a kol., 2017) obsahuji lysozym v podobnych koncen-
tracich jako lidské mléko. Prehled obsahu lysozymu
v mléce riznych druhti uvadi tabulka 2.

Vzhledem k vyznamu lysozymu v mléce pro novo-
rozence byly v rdmci snah o napodobeni ochrannych
funkci matefského mléka provedeny pokusy, pfi nichz
byl gen koédujici lidsky lysozym metodami genetického
inZenyrstvi vloZen do genomu koz (Maga a kol., 2006)
a skotu (Lu a kol., 2016). Transgenni zvifata néasledné
produkovala mléko s podobnou koncentraci lysozymu
jako lidské matefské mléko. Tento pristup md potencidl
pro vyuziti v kojenecké vyZive, a to zejména v pripadech,
kdy kojenec nemiize z riznych ditvodl pfijimat matetské
mléko. Vyhodu predstavuje také snizené riziko alergeni-
city ve srovnani s pfimym piidavkem slepi¢iho lysozymu
do kojenecké vyzivy (Lu a kol., 2016).

Vyznam lysozymu pro zdravi mlééné zlazy

Prestoze je v kravském mléce lysozym pritomen pou-
ze ve stopovych mnozZstvich, a navic je méné aktivni ve
srovnani napt. s lysozymem slepiciho bilku [specificka
aktivita 0,35 vs. 1 u lysozymu slepi¢iho vaje¢ného bil-
ku; (Chandan a kol., 1965)], hraje pro organismus doj-
nice zasadni roli, nebot se fadi k obrannym faktorim
mlécné 7Zlazy pied infekci. Rada studii popsala narGst
obsahu lysozymu v mléce pfi klinické i subklinic-
ké mastitidé dojnic (Carlsson a kol., 1989; Osman
a kol., 2010; Litwinczuk a kol., 2011). Carlsson a kol.
(1989) popsali narist lysozymu v mléce dojnic pfi
mastitidé experimentalné vyvolané aplikaci endotoxinu
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Tab. 2 Obsah lysozymu v mléce rdznych druhd

Druh Koncentrace Metoda stanoveni Poznamka Reference
miéka lysozymu [mg/I]
Lidské 240-890 mikroCasticemi zesileny Montagne a kol.,
nefelometricky imunotest 2001
20-30 az elektroimunodiftize vyrazny pokles ve 2. aZ 4. tydnu laktace, poté riist, od 6. mésice stabilni Goldman a kol.,
200-300 hodnoty 200-300 mg/I 1982
29-96 RP-HPLC-UV-ESI-Q-TOF | vzorky od 3. do 14. mésice laktace Jaeser a kol., 2022
Kravské | 0,05-0,22 turbidimetrie s lyzou holStynsky skot, ¢tvrt’ové vzorky mléka, méreno od 7. do 75. dne laktace, | Piccinini a kol.,

Kocuria rhizophila

nejnizsi obsah ve 14. dni laktace (0,05 mg/l) 2005

0,0050-0,0115" | RP HPLC

0,0080-0,01242

" holStynsky skot, 2 simentélsky skot
individudlni vzorky mléka, nejnizsi obsah ve skupiné s PSB < 100 000 tis./ml, | 2011
nejvy$si s PSB od 501 tis./ml do 1 000 tis./ml

Litwinczuk a kol.,

Kozi 0,25 turbidimetrie s lyzou Chandan a kol.,
Kocuria rhizophila 1968

Ovéi 0,10 turbidimetrie s lyzou Chandan a kol.,
Kocuria rhizophila 1968

Osli 1969-1973 UHPLC individualni vzorky, méfeno od 58. do 62. dne laktace Nayak a kol., 2020

760-1 340 RP HPLC se SDS-PAGE | individudlni vzorky, méfeno 60., 90., 120., 160. a 190. den laktace Polidori a Vincenzetti,

a N-terminalni analyzou 2013

Velbloudi | 8,7-22,8 turbidimetrie s lyzou smésné vzorky mléka Miao a kol., 2023
Kocuria rhizophila

Kobyli 1040-1 340 RP HPLC od 5. do 15. tydne laktace, nejvySSi obsah v 5. tydnu laktace (1 340 mg/l), | Cieslak a kol.,

rozdil mezi plemeny 2016

RP HPLC = vysokouginnd kapalinova chromatografie na reverzni fazi; UHPLC = ultra vysokotlakd kapalinovd chromatografie; RP-HPLC-UV-ESI-Q-TOF = HPLC s detekci v ultrafialové

oblasti a elektrosprejovou ionizaéné kvadrupélovou hmotnostni spektrometrii s casem letu

Escherichia coli. Litwinczuk a kol. (2011) stanovovali
obsah lysozymu u holstynského a simentalského skotu.
U holStynského skotu zjistili nejnizsi obsah lysozymu
0,005 = 0,0002 mg/l pro skupinu dojnic s poctem so-
matickych bunék (PSB) do 100 tis./ml, a to v letnim
obdobi. Nejvyssi obsah lysozymu 0,012 + 0,0004 mg/I
byl zjistén u skupiny s PSB 501 tis./ml az 1 000 tis./ml,
taktéz v letnim obdobi. Mezi letnim a zimnim obdobim
byly zjiStény malé rozdily obsahu lysozymu ve vSech
skupinidch PSB. Podobnych vysledkl bylo dosaZeno pro
simentalsky skot. Lysozym by tak mohl mit vyznam jako
indikator mastitid.

MozZnosti stanoveni obsahu lysozymu v mléce

Ke stanoveni obsahu lysozymu v mléce byla popsana
fada metod, nejcastéji se jednalo o rizné modifikace
turbidimetrické metody s Kocuria rhizophila (Goldman
a kol., 1982; Montagne a kol., 2001; Piccinini a kol.,
2005), rizné typy vysoce ucinné kapalinové chroma-
tografie (Litwinczuk a kol., 2011; Nayak a kol., 2020;
Jaeser a kol., 2022) a imonoenzymatickou analyzu
(Kaiser a kol., 2017; Jandové a kol., 2025), tedy metody
casové ¢i financné narocné. Pro rychlé rutinni stano-
veni mlécnych slozek je v soucasnych laboratofich pro
kontrolu uzitkovosti a zpenéZovani mléka vyuZivana
infracervena spektroskopie ve stfedni oblasti s Fou-
rierovou transformaci (MIR-FT). Hlavni vyhodou
této metody je moznost stanovit soucasné nékolik
parametr v ramci analyzy jednoho vzorku. Kromé
rutinné vyuZzivanych kalibraci pro stanoveni zaklad-
nich sloZek mléka, byla popsdna i fada efektivnich ka-
libraci pro minoritni sloZky [napf. mocovina (Hanu§

a kol., 2009); mastné kyseliny (Soyeurt a kol., 2006),
ketolatky (van Knegsel a kol., 2010)] v€etné imunitné
vyznamného proteinu laktoferinu (Soyeurt a kol.,
2007, 2012). Laktoferin ma ve srovnani s lysozymem
priblizné Sestkrat vétsi molekulovou hmotnost [lak-
toferin: 80 kDa (Giansanti a kol., 2016) vs. lysozym:
14 kDa (Jolles a kol., 1984)], pétkrat delsi retézec [lak-
toferin: 696 aminokyselin (Giansanti a kol., 2016) vs.
lysozym: 129 aminokyselin (Jolles a kol., 1984)] a ze-
jména v kravském mléce je pritomen v desetindsobném
a7z stondsobném mnozstvi. Nabizi se tak otdzka, zda je
mozné vytvorit dostatecné efektivni kalibracni model
také pro stanoveni lysozymu v kravském mléce. Autory
zatim jediné ndm zndmé prace zabyvajici se stanovenim
lysozymu v kravském mléce metodou MIR-FT jsou
Hanus a kol. (2025). Kalibra¢ni sada v této praci obsa-
hovala 90 vzorki mléka, pro sestrojeni modelu bylo
pouZzito 9 hlavnich komponent a bylo dosazeno koefi-
cientu determinace kfizové validace 0,257. Nizka hod-
nota koeficientu ukdzala na nepfili§ efektivni kalibraci,
spiSe se jednalo pouze o velmi pfiblizny odhad hodnoty
obsahu lysozymu. Neptiznivé vysledky nejspise souvisi
se stopovym mnoZzstvim lysozymu v mléce. Pfedchozi
prace se doposud zabyvaly zejména analyzou vodnych
roztokll o vysoké koncentraci lysozymu rtiznymi typy
infracervené spektroskopie. Touto metodou (Caccamo
a Magazu, 2022) byla jiz napfiklad popsdna analyza
vodnych roztokil lysozymu bez a s pfidavkem polyethy-
lenglykolu béhem zvySovani teploty a nisledné béhem
jejiho snizovéani s cilem demonstrovat bioprotektivni
roli polyethylenglykolu. Stejné tak byla (Venkataramani
a kol., 2013) metodou MIR-FT métena tepelna stabilita
lysozymu (200 mg/ml) slepiciho bilku. Za tcelem stu-
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dia tepelné stability (Howell a Li-Chan, 1996) materialta
v potravinafstvi byly Ramanovou spektroskopii stu-
dovany strukturdlni zmény smési bovinni syrovatky
s a-laktalbuminem, P-laktoglobulinem a lysozymem
slepicich vajec (15 % w/v v D,0). Déle Chiarin a kol.
(2023) hodnotili rizné metody infracervené spektro-
skopie v blizké oblasti (NIR; FoodScan, NIRS DS2500
a SCiO) k detekci pridavku lysozymu do mléka (2,5 g
na 100 kg mléka) pfi vyrobé syru Grana Padano. NIR-
analyzdtory vykdzaly sensitivitu 0,60 (FoodScan), 0,69
(NIRS DS2500) a 0,54 (SCiO). To znamen4, Ze nejlepsi
metoda (NIRS DS2500) byla schopnd spravné rozpoznat
pritomnost lysozymu v 69 % piipadd. V kontextu
potravindrské analyzy tak lze tyto vysledky povaZovat
spiSe za moZnost orientacniho stanoveni.

Lysozym a jeho hydrolyzat: vyuziti, legislativa
a hezpecnost

V mlékarenském zpracovani se lysozym vyuzivd
pfedevSim jako pfirodni konzervant pfi vyrobé syri.
Inhibuje rist plyn produkujicich druhd rodu Clostri-
dium, které zpisobuji vadu zndmou jako pozdni dufeni
syrd. Pouziti lysozymu z bilku slepicich vajec (E1105)
pri vyrobé zrajicich syrti povoluje natfizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o potravinéiskych
pridatnych latkdach, v platném znéni, a to dle zasady
quantum satis. Lysozym ucinné€ pusobi proti vegeta-
tivnim bunikdm klostridii v mléce. Diky svému klad-
nému naboji pfi pH mléka se vaZe na zaporné nabity
kasein a zastava tak zachycen v syrening€, priemz
tato vazba zlstava zachovana i béhem zrani syra (Bio-
seutica, 2025). Bezpecnostni hodnoceni lysozymu
Evropskym urfadem pro bezpecnost potravin (Lambré
a kol., 2023) uvadi jako jediné riziko pouZiti mozZnou
alergickou reakci u citlivych jedincd. DalSi variantu
vyuziti lysozymu proti pozdnimu dureni tvrdych syra
popsali Adduci a kol. (2019), a to pridavek osliho
mléka, které, jak jiz bylo zminéno, se fadi k druhiim
mlék s vysokym obsahem lysozymu. Tato aplikace tak
nepredstavuje riziko alergie v souvislosti s lysozymem
z vajecného bilku.

V poslednich letech byl vyvinut také enzymaticky hy-
drolyzat lysozymu, ktery je zafazen na unijni seznam
potravin nového typu dle providdéciho nafizeni Komise
(EU) 2018/991. Pripravuje se ze slepic¢iho vajecného
bilku enzymatickou hydrolyzou subtilisinem (Bacillus
licheniformis). Stupen premény na peptidy presahuje
99 %, takZze mnozstvi rezidudlniho nativniho lysozymu je
zanedbatelné. Hydrolyzét je urcen zejména pro dopliiky
stravy a obohacené potraviny (napt. nealkoholické nipo-
je), kde se uplatiiuje obsah bioaktivnich peptidi bohatych
na tryptofan s vyssi biologickou dostupnosti. Z pohledu
bezpecnosti byla potvrzena netoxicita i absence mutagen-
nich acinkt, na obalu vSak musi byt uvedena pritomnost
vajec jako alergenu (Food Safety Authority of Ireland,
2017).

Zaver

Lysozym je vyznamnou bioaktivni slozkou mléka s Si-
rokym spektrem ucinkt, které se promitaji jak do ochra-
ny zdravi mladat savcl, tak do prevence onemocnéni
mlécné 7lazy. Prestoze je jeho koncentrace v kravském
mléce nizka, vyzkumy potvrzuji jeho funkcéni vyznam
pri mastitidich a naznacuji moznost vyuziti jako indi-
katoru zdravotniho stavu mlécné zlazy. V mlékarenském
pramyslu ma lysozym nezastupitelnou tlohu jako pfi-
rodni konzervant pfi vyrobé syrii a jeho pouZivani je
legislativné ukotveno i bezpecnostné provéreno. V pos-
lednich letech byl navic vyvinut enzymaticky hydrolyzat
lysozymu, ktery je zafazen mezi potraviny nového typu
a predstavuje inovativni zdroj bioaktivnich peptida s po-
tvrzenou bezpecnosti pouZiti. Pokusy o zvySeni obsahu
lysozymu v mléce prostfednictvim genetickych modifi-
kaci ukazuji perspektivni smér zejména v oblasti ndhrad-
ni kojenecké vyzivy. Z hlediska analytiky vSak zlstava
stanoveni lysozymu v kravském mléce metodou vhodnou
pro rutinni praxi nadéle otevienou vyzvou.
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