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Je opisany fermentovany mlietny vyrobok, ktory obsahuje
baktérie produkujice kyselinu mlie¢nu, schopné vytvérat
velké mnoZstvo laktotripeptidu a vel'ké mnoZstvo Gginnej
zlo¥ky s hypotenzivnou aktivitou a protistresovym G&in-
kom, a ktory sa méZe vyhodne pouZivat’ vo forme potravin
alebo népojov. Baktéria Lactobacillus helveticus produku-
juica kyselinu mlie¢nu ma Specifické bakteriologické vlast-
nosti, pritom tieto baktérie, ak sa kultivuji v médiu Zivo-
¢isneho mlieka obsahujicom 9 % hmotn. susiny netu¢ného
mlieka, produkuju tripeptidy Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro v
mnoz2stve 60 pug v zmysle obsahu Val-Pro-Pro na ml média
a tieto baktérie prejavujui extraceluldmu protedzovi aktivitu
nie niZ8iu ako 400 U/ODsge. Opisany fermentovany mlied-
ny vyrobok sa ziska fermenticiou Zivoti$neho mlieka ty-
mito baktériami produkujicimi kyselinu mlie¢nu.
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BAKTERIE LACTOBACILLUS HELVETICUS PRODUKUJUCE KYSELINU
MLIECNU S VYSOKOU PRODUKTIVITOU TRIPEPTIDU, FERMENTOVANY
MLIEGNY VYROBOK A SPOSOB JEHO VYROBY

Oblast’ techniky

Tento vynalez sa tyka novych baktérii Lactobacillus helveticus
produkujtcich kyselinu mlieénu, ktoré ak sa kultivuji v médiu ZivogiSneho
mlieka, mézu vytvarat urdity tripeptid s vysokou U€innostou a ktoré maju vysoku
extracelularnu  proteazovu aktivitu, fermentovaného mlie€neho vyrobku
obsahujuceho baktérie produkujuce kyselinu mliegnu a spdsobu vyroby tohto
vyrobku.

Doterajsi stav techniky

Lactobacillus helveticus sa pre miieéne vyrobky diho pouziva na vyrobu
fermentovaného mlieka ako iniciator baktérii produkujicich kyselinu mlie¢nu.
Lactobacillus helveticus ma vysoku proteolytickl aktivitu, a hiavne jeho vysoka
aktivita extracelularnej protedzy ma déleZitd ulohu pri fermentécii Zivo€isneho
mlieka. To znamena, Zze extracelularna protedza travi proteiny ZivogiSneho
mlieka za vytvorenia rédznych fragmentov peptidov. Vytvorené peptidy su dalej
podrobené pdsobeniu peptidaz, aby sa vytvorili peptidy s nizSou molekulovou
hmotnostou. Je zname, Ze Cast peptidov vytvorenych v médiu je vdaka
pdsobeniu protedazovych enzymov prijatd bunkami baktérii produkujucich
kyselinu mlie¢nu a utilizovana ako zdroj dusika. Dalej sa publikovalo, Ze
niektoré z peptidov produkovanych v médiu maji inhibiénd aktivitu
k angiotenzin konvertujicemu enzymu (ACE), ktory spésobuje hypertenziu (J.
Dairy Sci. 78, 777 - 783 (1995)).

Ako peptidy na inhibiciu aktivity ACE a potlatenie zvySenia krvného tlaku
sa publikovali rézne uginné peptidy, ako naprikliad také, ktoré boli odvodené od

produktov degradacie mlieénych proteinov, séjovych proteinov alebo proteinov
rybieho méasa. Napriklad Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro (skratené dalej ako VPP a
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IPP, tieto peptidy su spoloéne dalej uvedené ako laktotripeptidy) si zname ako
peptidy s ACE inhibi¢nou aktivitou pritomné v mlieku fermentovanom
Lactobacillus helveticus. Pokusy s pouZitim spontanne hypertenznych krys
(SHR) potvrdili, Ze tieto laktotripeptidy maju silny hypotenzivny uginok (J. Dairy
Sci., 78, 1253 - 1257 (1995)).

Avéak fermentované mlieko obsahujuce laktotripeptid produkovany
Fivogignym mliekom fermentovanym beZnymi kmefnimi Lactobacillus helveticus
sa mbZe tazko pouzit tak, ako je, lebo vdaka velkému mnozstvu kyseliny
mlieénej vytvorenej v priebehu fermentécie prejavuje vysoku aciditu. Zriedenie
fermentovaného mlieka ma& za nasledok vyrazné zniZzenie obsahu
laktotripeptidov.

Teda je Ziaduce vyrobit fermentované mlieko s vy$Sim obsahom
laktotripeptidov v porovnani s obsahom kyseliny mlienej vytvorenej vo
fermentovanom mlieku. Vyrobky s funkciou laktotripeptidov by sa monhli fahko
pripravit a poskytnit spotrebitefom v prijatelnej forme na podavanie pridanim
malého mnozstva takéhoto fermentovaného mlieka k r6znym potravinam a
napojom. Avsak Ziadne zo znamych kmeriov baktérii produkujucich kyselinu
miieénu nevytvaraju laktotripeptid s vysokou G&innostou.

Podstata vynalezu

Predmetom tohto vynalezu je poskytnit novy kmen baktérii
produkujicich kyselinu mlieénu, ktory moéZe vytvarat velké mnozstvo
laktotripeptidu s vysokou uc¢innostou vzhfadom k mnozstvu vytvorenej kyseliny
miliecne;j.

Dalsim predmetom tohto vynalezu je poskytnut fermentovany mlieCny
vyrobok, ktory obsahuje laktotripeptid s takymi acinkami, ako napriklad
hypotenzivnym G&inkom a o¢akavanym protistresovym G&inkom a kmefi baktérii
produkujucich  kyselinu mlieénu schopny vytvarat vefke mnozstvo
laktotripeptidu a ktory sa mdZe prijatelne pouZivat v podobe potravin alebo
napojov, a spdsob jeho pripravy.
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Podfa tohto vynalezu sa poskytuju baktérie produkujice kyselinu mlienu
Lactobacillus helveticus s tymito bakteriologickymi vlastnostami, pricom ak sa
kultivuji dané baktérie v médiu ZivogiSneho mlieka obsahujuceho 9 % hmotn.
suginy netuéného mlieka, vytvaraji tripeptidy Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro
v mnozZstve nie mensom ako 60 pg v zmysle obsahu Val-Pro-Pro na ml média a
dané baktérie prejavuju aktivitu extracelularnej proteazy nie mensiu ako 400
U/ODsy:

Morfologické viastnosti:
1. tvar bunky: ty&inka
2. pohyblivost: Ziadna
3. tvorba spér: Ziadna

4. gramovo farbenie: pozitivhe

Fyziologické viastnosti:

1. produkcia katalazy: negativna

2. produkcia indolu: negativna

3. redukcia nitratu: negativna

4. aerébny rast: fakultativne anaerébne

5. tvorba DL-kyseliny mlie¢nej z glukézy homolaktickou fermentaciou bez tvorby
plynov

6. degradacia uhfovodikov

- glukéza:+

- laktéza: +
- manéza: +
- fruktéza: +
- galaktoza: +
- sacharéza: -
- maltéza: -
- Xyléza: -

- ramnéza: -
- celobidza: -

- trehal6za: -
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- melibiéza: -
- rafinéza: -
- stachyéza: -
- manitol: -
- sorbitol: -
- eskulin: -

- salicin: -.

Podra tohto vynalezu sa tiez poskytuju baktérie produkujice kyselinu
milieénu Lactobacillus helveticus, kde uvedenymi baktériami produkujucimi
kyselinu miieénu je kmeii Lactobacillus helveticus CM4 (uloZzeny v Narodnom
in&titate biologickych vied a Agentire pre huménne technologie priemyseinych
vied a technolégie 15. augusta 1997 pod ¢&islom uloZzenia FERM BP 6060).

Podfa tohto vynalezu sa dalej poskytuju baktérie produkujuce kyselinu
miieénu Lactobacillus helveticus s chromozomalnou DNA, kde uvedena
chromozomalina DNA pri traveni restrikénymi enzymami Pstl a EcoRI poskytuje
DNA fragment s vefkostou 15 az 17 kb.

Podfa tohto vynalezu sa tiez poskytuje fermentovany mlie€ny vyrobok,
ktory obsahuje fermentované mlieko obsahujice vysSie uvedené baktérie
produkujice kyselinu miie¢nu a tripeptid zvoleny zo skupiny zahrfiujucej Val-
Pro-Pro, lle-Pro-Pro a ich zmesi.

Podra tohto vynalezu sa tiez poskytuje spsob vyroby fermentovaného
mlieéneho vyrobku, ktory zahriiuje fermentaciu média obsahujuceho vyZivnu
latku zvolent zo skupiny zahriiujlcej peptid, protein a ich zmesi, zahrfiujuce
sekvencie Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro, baktériami produkujucimi kyselinu
mlieénu.

Prehfad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 je fotografia ukazujuca sposob elektroforézy na agar6zovom
géli fragmentov chromozomainej DNA réznych kmefiov Lactobacillus helveticus
z prikladu 2.
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Uprednostiiované uskutonenia vynalezu

Baktérie produkujice kyselinu mlieénu podfa tohto vynaiezu patria
k Lactobacillus helveticus a vyznaéuju sa tym, Ze baktérie produkujice kyselinu
mliegnu pri kultivacii v médiu ZivoCiSneho mlieka obsahujiceho 9 % hmotn.
susiny netuéného mlieka vytvaraju tripeptidy Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro
v mnoZstve nie mensom ako 60 ug a vyhodne nie menSom ako 70 ug v zmysle
obsahu Val-Pro-Pro na ml média a prejavuju aktivitu extracelularnej proteazy
nie niziu ako 400 U/ODsg a vyhodne nie nizSiu ako 430 U/ODsgo. Produktivita
definovaného laktotripeptidu je ukazovatel rozliSenia tychto bakterii
produkujtcich kyselinu mlieénu od beZnych bakterii produkujucich kyselinu
mlieénu Lactobacillus helveticus. Tymto ukazovatefom sa naprikiad definuje
vlastnost tychto baktérii produkujicich kyselinu mlie¢nu vytvarat pri kultivacii v
médiu zivo&isneho mlieka obsahujicom 9 % hmotn. susiny netuéného mlieka
laktotripeptidy v mnoZstve nie menom ako 60 ug v zmysle obsahu VPP na ml
média, ktora sa nemohla uskuto&nit beznymi baktériami produkujucimi kyselinu
mlie&nu. Zvy&ajne sa zniZenim obsahu susiny netu¢ného mlieka v médiu pre
kultivaciu vytvori mensie mno2stvo laktotripeptidov. ZvySenim obsahu susiny
netuéného mlieka sa vytvori vacsie mnozstvo laktotripeptidu.

Produktivita laktotripeptidov ako ukazovatel sa meria krokmi inokulacie
ivodi§neho mlieka, ako napriklad kravského mlieka, kozieho mlieka, konského
mlieka a z nich odstredeného mlieka obsahujuceno 9 % hmotn. susiny
netuéného mlieka, baktériami produkujicimi kyselinu mlie€nu, kultivacia tychto
baktérii na pripravu fermentovaného mlieka 24 hodin pri teplote 37 °C,
odstredovanie 1 ml fermentovaného mlieka pri frekvencii otacok 15 000 za
minutu po&as 10 minGt, podrobenie supernatantu meraniu mnoZstva VPP a IPP
a prevedenie tychto mnoZstiev na mnoZstvo VPP. PretoZe ACE inhibicna
aktivita IPP na jednotku hmotnosti je 1,7-nasobna ako VPP, vypolita sa
prevedené mnoZstvo laktotripeptidu v zmysle obsahu VPP tymto vztahom:
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prevedené mnoZstvo laktotripeptidu (ug v zmysle obsahu VPP na ml) =

mnozstvo IPP (pg/ml) x 1,7 + mnozstvo VPP (ug/ml)

Maximalina produktivita laktotripeptidu nie je obzviast obmedzena, ale
moze sa dosiahnut, ak vietky zo sekvencii Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro zaglenené

v proteine média sa travenim odstiepia ako tripeptidy.

Aktivita extracelularnej protedzy sa meria spésobom podfa Yamamoto a
kol. (Yamamoto, N. a kol., J. Biochem., 114, 740 (1993)) zaloZenom na
sposobe podra Twininga a kol. (Twining, S., Anal. Biochem., 143, 3410 (1984))
a vyjadri sa definovanim, Ze mnoZstvo enzymu prejavujuce 1 % intenzitu
fluorescencie ma aktivitu 1 U/ODsg. Vy$Sie uvedeny limit aktivity
extracelularnej proteazy tieZ nie je obmedzeny, ale zvy€ajne je 800 U/ODsgo.

Tieto baktérie produkujice kyselinu mlieénu mézu vytvarat vefké
mnozstvo laktotripeptidu vzhfadom na mnozstvo kyseliny mlie¢nej vytvorenej
podas fermentacie. Teda fermentacia s pouzitim tychto baktérii produkujucich
kyselinu mlieénu ma za nasledok fermentované mlieko obsahujuce vécsie
mnozstvo laktotripeptidu v porovnani s fermentovanym mliekom obsahujucim
podobné mnozstvo kyseliny mlieénej, vytvorenym beznymi baktériami
produkujucimi kyselinu mlie¢nu. V désledku takejto fermentacie je tato kyselina
mlieéna  kyselina  DL-mlieéna.  Vyhodne  mnoistvo  laktotripeptidu
produkovaného fermentaciou tymito baktériami produkujacimi kyselinu mlie¢nu
nie je nizSie ako 30 pg vzmysle obsahu VPP na 1 ml vysledného
fermentovaného mlieka obsahujuceho 0,01 g/ml kyseliny DL-mlieénej
vytvorenej poéas fermentacie. Horné limitné mnoZstvo laktotripeptidu nie je
obzviasét obmedzené, ale tieto baktérie st schopné vytvarat az priblizne 50 pg
v zmysle obsahu VPP na 1 ml fermentovaného mlieka obsahujuceho 0,01 g
kyseliny DL-miiecnej. MnoZstvo kyseliny DL-mlieCnej je priblizne umerné
mnozstvu laktotripeptidu. Teda ak sa v fermentovanom mlieku vytvori napriklad
0,02 g kyseliny DL-mlie¢nej, mnoZstvo vytvoreného laktotripeptidu vyhodne nie
je mensie ako 60 ng, v zmysle obsahu VPP. Oproti tomu fermentaciou beznymi
baktériami produkujucimi kyselinu mlie€nu je mnozstvo laktotripeptidu

(maximalne) niz8ie ako 30 ug v zmysle obsahu VPP na 0,01 g kyseliny DL-
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mlieénej v 1 ml fermentovaného mlieka.

Prikladom tychto baktérii produkujucich kyselinu mlie¢nu je kmen
Lactobacillus helveticus CM4, ktory je ulozeny ako FERM BP-6060 v Narodnom
intitute biologickych vied a Agenture pre humanne technolégie priemyselnych
vied a technolégie (ulozeny 15. augusta 1997). Kmefi Lactobacillus helveticus

CM4 ma tieto biologické vlastnosti:
Morfologické viastnosti:

1. tvar bunky: ty&inka
2. pohyblivost: Ziadna
3. tvorba spér: Ziadna
4. gramovo farbenie: pozitivne

Fyziologické viastnosti:

1. produkcia katalazy: negativna
2. produkcia indolu: negativna
3. redukcia nitratu: negativna
4. aerébny rast: fakultativne anaerébne
5. tvorba DL-kyseliny mlie¢nej z glukdzy homolaktickou fermentaciou bez tvorby
plynov
6. degradacia uhfovodikov
- glukdza:+
- laktéza: +
- manéza: +
- fruktéza: +
- galaktoza: +
- sacharéza: -
- maltéza: -
- xyléza: -
- ramnéza: -
- celobidza: -
- trehaldza: -
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- melibiéza: -
- rafinéza: -
- stachyéza: -
- manitol: -
- sorbitol: -
- eskulin: -
- salicin: -.
Ak sa hodnoti spdsobom podfa Mitsuoka a kol. (Rinshoukensa 18, 1163
(1974)), st vyssie uvedené bakteriologické viastnosti kmeiia CM4 rovnaké, ako
verejne znameho kmefa Lactobacillus helveticus NCDO-099. AvSak podfa

tychto vlastnosti, ktoré Mitsuoka a kol. neopisal, sa kmefi CM4 jasne odliSuje
od kmefia NCDO-099:

7. aktivita extracelularnej proteazy: nie menej ako 400 U/ODsgo

8. produktivita laktotripeptidu, tvorba dvoch druhov tripeptidov (VPP a IPP)
v mnozZstve 60 ug alebo vy$§om v zmysle obsahu VPP na 1 ml fermentovanej
tekutiny pri kultivacii v médiu obsahujicom 9 % hmotn. odstredeného mlieka 24
hodin pri teplote 37 °C.

Produktivita laktotripeptidu v bode 8. sa meria s pouZitim odstredeného
mlieka ako susiny netuéného mlieka.

Kmef baktérii produkujucich kyselinu mlieénu podfa tohto vynalezu sa

moze ziskat tymto skriningom a meranim aktivity extracelularnej proteazy.

1. Primarny skrining
Selekcia kmefia meranim vy$Sej ACE inhibicnej aktivity vo fermentovanom

mlieku

Kmene pre skrining sa pri teplote 37 °C 24 hodin kultivuju v médiu
s obsahom 9 % hmotn. odstredeného mlieka. Po skon&eni kultivacie sa meria
podet baktérii produkujucich kyselinu mlieénu, acidita kyseliny mlie¢nej a ACE
inhibiéna aktivita. Vyberi sa kmene baktérii produkujucich kyselinu mlie€¢nu
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produkujucich 1 x 10° buniek/ml alebo viac a prejavujuce aciditu kyseliny
mlieénej 1,6 % hmotn. alebo viac a ACE inhibi¢nu aktivitu 40 U/ml. ACE
inhibidna aktivita sa meria spésobom podla Cushmana a Cheunga (Cushman,
D. W. a Cheung, H.S., Pharmacol. 20, 1637 (1971)).

2. Sekundarny skrining
Selekcia kmeiia s vysokou produktivitou laktotripeptidu

Kultivované tekutiny kmefiov vybranych primarnym skriningom sa 10
minGt odstreduju pri frekvencii ota€ok 15 000 za mindtu a ich supernatanty sa
podrobia HPLC kvéli kvantifikacii laktotripeptidu. Vyberi sa kmene, ktoré
vytvorili nie menej ako 50 ug v zmysle obsahu VPP na 1 ml.

3. Meranie aktivity extracelularnej proteazy

Kazdy zkmefiov vybranych sekundarnym skriningom sa kultivuje
v médiu obsahujicom 9 % hmotn. odstredeného mlieka, pricom jeho pH
sa udrziava na hodnote 6. Vzorka sa odoberie uprostred logaritmickej fazy
rastu a zmie$a sa s 1 % hmotn. citratu sodného, odstreduje sa 10 minut pri
frekvencii otacok 15 000 za minutu kvéli ziskaniu buniek. Ziskané bunky sa
premyju 50 mM kyselinou B-glycerolfosfore¢nou a suspendujd sa v 50 mM Tris-
HCI pufra (pH = 7,8), aby sa turbidita (ODsgo) upravila na hodnotu 1. Potom sa
meria aktivita proteazy na bunkovom povrchu. Overi sa, Ze vysledok je
korelativny s produktivitou laktotripeptidu kmefiov meranych sekundarnym
skriningom.

Kmeri baktérii produkujuacich kyselinu mlieénu Lactobacillus helveticus,
vybrany vysSie uvedenym spdsobom, sa méze identifikovat a rozlisit od
ostatnych kmeriov baktérii produkujacich kyselinu mlie€nu napriklad vyssie
uvedenou produktivitou tripeptidu a aktivitou extracelularnej proteazy.
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Baktérie produkujice kyselinu mlie¢nu podfa tohto vynalezu maju
vyhodne okrem vySSie uvedenej produktivity laktotripeptidu a aktivity
extracelularnej proteazy chromozomalinu DNA a tato chromozomalna DNA, ak
je travena restrikénymi enzymami Pstl a EcoRI, poskytuje fragment DNA
s velkostou 15 az 17 kb. Teda md2u byt baktérie produkujuce kyselinu mlie€nu
podfa tohto vynalezu jasne odliSené od inych kmefiov rovnakého druhu
skusanim, & tento kmefi ma chromozomalnu DNA, ktora poskytuje takyto
fragment DNA.

Existencia fragmentu DNA s vefkostou 15 aZ 17 kb méze byt potvrdena
extrakciou chromozomalnej DNA z baktérii produkujicich kyselinu mlieCnu
sposobom podrla Leenhoutsa a kol. (Leenhouts, K., Appl. Environ. Microbiol.,
56, 2726 (1990)), travenim chromozomalnej DNA Ecol a Pstl, vykonanim
elektroforézy odstiepenych fragmentov na 0,8 % agarézovom géli a analyzou
vysledku elektroforézy. Po vykonani elektroforézy sa pritomnost DNA
fragmentu jasne potvrdi tak, Ze sa ako ukazovatel vefkosti podrobi A fagova

DNA travena restrikénym enzymom Hind Il paralelnej elektroforéze.

Fermentovany mlie¢ny vyrobok podfa tohto vynalezu obsahuje ako
nevyhnutni zlozku fermentované mlieko obsahujice baktérie produkujuce
kyselinu mliegnu a tripeptid zvoleny zo skupiny zahrilujucej VPP, IPP a ich
zmesi. To znamena, Zze fermentovany mliecny vyrobok podfa tohto vynalezu
obsahuje fermentované mlieko obsahujice laktotripeptid a baktérie
produkuijlice kyselinu mlieénu a pripravia sa fermentaciou média obsahujtceho
vyzivnu latku zloZenu z peptidov afalebo proteinov, ktoré zahrfiuju sekvenciu
VPP al/alebo IPP baktériami produkujucimi kyselinu mlieénu podfa tohto
vynalezu. Teda obsahy baktérii produkujtcich kyselinu mlie¢nu a tripeptid sa
mézu vhodne zvolit v zavislosti od druhu pripravovaného fermentovaného
mlieéneho vyrobku. Tento fermentovany mlie¢ny vyrobok méZe obsahovat

ziskany fermentovany vyrobok samotny alebo Cisteny fermentovany vyrobok.

Fermentovany mlie¢ny vyrobok podfa tohto vynalezu obsahuje kyselinu
DL-mlieénu vytvorent po&as fermentacie. Fermentovany mlieény vyrobok podfa

tohto vynalezu vyhodne obsahuje laktotripeptid v mnozZstve 30 az 50 ug v
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zmysle obsahu VPP vzhladom na 0,01 g kyseliny DL-mlieénej. MnoZstvo
kyseliny DL-mliegnej je priblizne Umerné mnozstvu laktotripeptidu. Teda ak
fermentovany mlieény vyrobok obsahuje koncentrované fermentované mlieko a
obsahuje napr. 0,02 g kyseliny DL-mlieCnej, mnozstvo laktotripeptidu je
vyhodne v rozmedzi 60 az 100 pg vzmysle obsahu VPP. Ak fermentovany
mlieény vyrobok obsahuje zriedené fermentované mlieko a obsahuje napr.
0,005 g kyseliny DL-mlie¢nej, mnoZstvo laktotripeptidu je vyhodne v rozmedzi
15 a 25 pg v zmysle obsahu VPP. Hoci méZe fermentovany mliecny vyrobok
podfa tohto vynalezu obsahovat kyselinu DL-mlie€nu, ktora je potravinovym
dopinkom k uprave acidity, je tato kyselina L-mlie¢na odli$na od kyseliny DL-

mlieénej vytvorenej pocas fermentacie.

Baktérie produkujuce kyselinu miieénu vo fermentovanom mlieénom
vyrobku podfa tohto vynalezu sa mdzu bud sterilizovat po fermentacii alebo

udrziavat Zivé bez sterilizacie.

Fermentovany mliegny vyrobok podfa tohto vynalezu mézZe byt jogurt,
zakysané napoje obsahujice mlieko, syr, pripravené potraviny obsahujuce
fermentované kyslé mlieko a zdraviu prospe$né potraviny obsahujuce
fermentované kyslé mlieko. Teda fermentovany mlie¢ny vyrobok podfa tohto
vynalezu mdze obsahovat okrem fermentovaného mlieka ako nevyhnutné
zZlozky rézne latky, ktoré sa zvy€ajne pridavaju k vyrobe takejto skaly vyrobkov.
Fermentovany mlieény vyrobok podla tohto vynalezu méze byt v pevnej forme,
ako napriklad prasky, granulaty a tablety, alebo tekutej, ako napriklad pasta,

gél a kvapaliny.

Sposob vyroby fermentovaného mlieéneho vyrobku podfa tohto vynalezu
zahriiuje fermentaciu média obsahujuceho vyZivnu latku zvolent zo skupiny,
ktora zahriiuje peptid, protein a ich zmesi obsahujice ako sucast svoje
sekvencie Val-Pro-Pro a/alebo lle-Pro-Pro, baktériami produkujucimi kyselinu

mlieénu.

Vyzivnou latkou v médiu méze byt niektory z typov podfa toho, ako dlhé
obsahuje peptidy a/alebo proteiny, ktoré ako sucast svojej sekvencie obsahuju
VPP alalebo IPP. VyZivnou latkou méze byt napriklad ZivogiSne mlieko,
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miiedny kazein, kukurica, kukuriény protein, p&enica, pSenicny protein, sbjove
béby, séjové mlieko, odtuénené sbjové bbby, séjovy protein alebo ich zmesi.
Obzvlaét je vyhodné pouZit vyzivnu latku obsahujucu Zivocisne milieko, ako
napriklad kravské mlieko, kozie mlieko, konskeé mlieko alebo z nich odstredené
mlieka. Obsah susiny netuéného mlieka v Zivogis$nom mlieku nie je obzvlast

obmedzeny, ale zvy&ajne je v rozmedzi 5 az 20 % hmotn.

Mnozstvo baktérii produkujucich kyselinu mlieénu, ktorymi sa medium
inokuluje, nie je nijako zviast obmedzené. MnoZstvo na inokulaciu je zvydajne
priblizne 10° az 10’ buniek baktérii produkujicich kyselinu mlieénu na 1 g
vy$sie uvedenej urditej vyZivnej latky v mediu.

Fermentacia sa moze vykonavat pri teplote v rozmedzi 25 az 50 °C, a
vyhodne pri teplote v rozmedzi 30 aZ 45 °C pocas 6 az 30 hodin, a vyhodne
po&as 10 az 24 hodin, v rozmedzi hodnét pH vyhodne 3,0 az 4,0 a vyhodnejsie
v rozmedzi 3,0 az 3,5.

Fermentacia sa vyhodne vykona tak, Ze mnozstvo laktotripeptidu nie je
mensie ako 60 pg v zmysle obsahu VPP na ml vysledného fermentovaného
milieka. Hlavne ak sa ako médium pouzije kravské mlieko obsahujuce 9 %
hmotn. sudiny netuéného mlieka, ma fermentacia pri teplote 25 az 40 °C pocas
12 a2 48 hodin za nasledok fermentované mlieko obsahujlce laktotripeptid
v mnozstve nie mensom ako 70 pg, v zmysle obsahu VPP na ml. Obsah susiny
netuéného mlieka v médiu je pribliZne umerny vytvorenému laktotripeptidu.
Napriklad ak obsahuje vyZivna latka 5 % hmotn. susiny netucného milieka,
fermentacia podla vys§ie uvedenych podmienok by mala mat za nasledok
produkciu laktotripeptidu v mnoZstve priblizne 33,3 ug v zmysie VPP obsahu na

ml.

Fermentované mlieko ziskané vy$Sie uvedenou fermentaciou sa moze
zmiesat s vyrobkom tak, ako je. Ak je to nutné, mdéZe sa fermentované miieko
pred zmie$anim podrobit riedeniu alebo Gisteniu. Fermentované mlieko sa
mdze ochladit a skladovat pri teplote 5 °C a potom zmieSat s ostatnymi
zlozkami, aby sa pripravil vyrobok, ako napriklad mrazeny vyrobok. Alternativne
sa méze fermentované mlieko podrobit tepelnej sterilizacii a ak je to nutné,
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praskovat suenim rozpraSovanim, aby sa pripravil vyrobok na distribaciu pri

teplote miestnosti.

Pretoze fermentovany mlieény vyrobok podfa tohto vynalezu obsahuje
fermentované mlieko ziskané fermentaciou baktériami produkujacimi kyselinu
mlieénu, mbdZe sa pouzit na fahk( pripravu vyrobkov s vysokym obsahom
laktotripeptidu vzhfadom na obsah kyseliny mlie¢nej v prijatefnej forme na
podavanie. Otakava sa, ze ak sa podava &loveku fermentovany mlieCny
vyrobok, prejavi sa hypotenzivny ucinok a protistresovy G¢inok laktotripeptidu.

PretoZze baktérie produkujuce kyselinu miieénu podlfa tohto vynalezu
moézu svojou kultivaciou v urditej vyZivnej latke vytvarat velké mnoZstvo
laktotripeptidu, st baktérie a latky z nich uZitoéné na vyrobu Sirokej Skaly
fermentovanych mlie€nych vyrobkov, funkénych potravin, zdraviu prospesnych
potravin, potravin pre uréené zdravotné pouZitie, potravin pre uréené pouZitie
star§imi fudmi, s hypotenzivnym uéinkom a stres zmierfiujucim G€inkom

laktotripeptidu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Tento vynalez bude podrobnejSie opisany dalej s odkazom na priklady,

ale tento vynalez sa na ne neobmedzuje.

Medzi kmerimi Lactobacillus helveticus pouzitymi v prikladoch je kmefi
CM4, ulozeny v Narodnom institute biologickych vied a Agenture pre humanne
technolégie priemyselnych vied a technolégie a bolo mu udelené prirastkove
dislo FERM BP-6060. Verejne dostupné kmene su ATCC15009, NCDO-099,
JCM1006, ATCC10797, JCM1062, JCM1103, JCM1120 a JCM1004. Iné
kmene ako vysSie uvedené kmene pouZité v prikladoch su zvolené zo zbierky
kmeniov prihlasovatefa.
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Priklad 1

Selekcia kmefiov poskytujucich fermentované mlieko s vysokou ACE inhibi¢nou

aktivitou

Skrinovalo sa 36 kmerfiov Lactobacillus helveticus izolovanych z r6znych
mlieénych vyrobkov. ACE inhibiéna aktivita mlieka fermentovaného kazdym
z kmefiov sa merala tymto sposobom. Kazdy z kmeriov Lactobacillus helveticus
sa kultivoval pri teplote 37 °C pogas 24 hodin v médiu s 9 % hmotn. susiny
netuéného mlieka. Kultivaéné médium sa pridalo do dcerstvého média
rovnakého typu v takom mnozstve, aby nové médium obsahovalo 3 % hmotn.
kultivaéného média. Fermentacia dalej prebiehala 24 hodin pri teplote 37 °C.
Po skonéeni fermentacie sa merala acidita kyseliny mlieénej (% hmotn.),
mnoZstvo peptidu v srvatke (mg/ml), pocet buniek a ACE inhibiéna aktivita
(U/ml). Vysledky ukazuje tabuftka 1. 7 kmefiov z 36 kmeiiov malo velmi slabu
schopnost fermentacie. 15 kmeifiov vytvorilo fermentované mlieko s aciditou
vytvorenej kyseliny mlieénej nie menSou ako 1,6 % hmotn. Z 15 kmeiiov sa
vybralo 8 kmeriov s ACE inhibi¢nou aktivitou nie menSou ako 40 U/ml srvatky

vo svojom fermentovanom mlieku.

Meranie ACE inhibiénej aktivity fermentovaného mlieka

ACE inhibiéna aktivita sa merala spésobom podfa Cushmana a Cheunga
(Cushman, D. W. a Cheung, H. S., Pharmacol., 20, 1637 (1971)). To znamena,
Ze kazdé fermentované mlieko sa odstredovalo pri frekvencii otaéok 15 000 za
minutu podas 5 minut, aby sa ziskal supernatant (srvatka). Srvatka sa kvoli
meraniu vhodne zriedila. Do skimavky sa vpravilo 80 pl zriedenej srvatky,
zmieSalo sa s 0,2 ml 0,1 M kyseliny boritej ako pufra (obsahujiceho 0,3 M
NaCl, pH = 7,3) obsahujucim ako substrat 5 mM hipurylhistidinleucinu (Hip-His-
Leu, vyrobeny spoloénostou Sigma Chemicals Co.) a dalej sa zmieSalo s 20 pl
roztoku enzymu (0,1 U/ml, vyrobeny spoloénostou Sigma Chemicals Co.).
Vysledna zmes sa nechala reagovat' 30 minut pri teplote 37 °C a potom sa kvéli
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ukonéeniu reakcie zmie$ala s 250 pl 1N kyseliny chlorovodikovej. Nasledne sa
zmes zmie$ala s 1,7 ml etylacetatu, 20 sekund sa mieSala a potom
odstredovala 10 minut pri frekvencii otaok 3 000 za minutu, aby sa znova
ziskalo 1,4 ml etylacetatovej fazy (vrchna faza). Vrchna faza sa zahrievala 40
minut pri teplote 120 °C, aby sa odstranilo rozpGstadlo, zmieSala sa s 1 ml
destilovanej vody a mie$ala priblizne 20 sekind. U extrahovanej kyseliny
hipurovej sa merala absorbancia pri 228 nm. Aktivita enzymu v jednotkach sa
vypotitala podla dalej uvedeného vztahu stym, Ze ako jedna jednotka sa
definuje mnoZstvo, ktoré poskytne 50 % inhibiciu ACE aktivity.

mnozZstvo enzymu (jednotka) = (A - B) / (A - C) x 100 x 1/50
kde:

A predstavuje absorbanciu pri 228 nm bez vzorky,

B predstavuje absorbanciu pri 228 nm so vzorkou a

C predstavuje absorbanciu pri 228 nm ako bez enzymu, tak bez vzorky.

Kvantitativha analyza mnozstva peptidov vo fermentovanom mlieku

Kvantitativna analyza peptidov sa uskutoénila spésobom OPA (Charch,
F. C. akol., J. Dairy Sci., 66, 1219 (1983)). Ako Standardna latka na vytvorenie
kalibracnej krivky sa pouZil kazein traveny trypsinom.
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Tabulka 1

Kmene Acidita Mnozstvo Podet buniek (x | ACE inhibiéna

(% hmotn.) | peptidov (mg/mi) 108 buniek/ml) | aktivita (U/ml)

Kmeii 1 - - - -
Kmeri 2 - - - -
Kmeri 3 - - - -
Kmeri 4 - - - -
Kmerni 5 - - - -
Kmef 6 - - - -
Kmeri 7 - - - -
Kmer 8 0,498 1,59 0,29 26,4
Kmefi 9 2,022 1,99 9,53 34,5
Kmefi 10 1,709 2,10 8,53 24,5
Kmefi 11 0,615 1,76 1,28 29,1
Kmen 12 0,411 1,35 0,38 17,6
Kmeri 13 0,917 1,57 3,63 19,9
Kmen 14 1,026 1,71 5,78 9.4
Kmen 15 0,517 1,59 0,56 26,9
Kmeri 16 1,632 4,69 5,97 102,5
Kmeri 17 2,101 2,01 6,09 98,9
Kmeri 18 1,783 1,94 5,38 21,9
Kmefi 19 1,955 1,69 5,31 100,6
Kmeri 20 2,095 1,74 7,16 61,4
Kmeii 21 1,963 2,03 6,05 125,3
Kmeri 22 1,798 2,85 6,19 54,2
Kmen 23 1,604 2,32 6,81 36,6
Kmen 24 1,932 1,77 7,97 47,7
Kmeri 25 1,885 1,51 4,91 18,3
Kmeri 26 1,862 1,46 5,69 26,2
Kmeri 27 1,063 3,01 2,78 76,9
Kmeri 28 0,457 1,98 0,50 52,4
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Kmene Acidita Mnozstvo Poéet buniek (x | ACE inhibiéna

(% hmotn.) | peptidov (mg/ml)| 10° buniek/ml) | aktivita (U/ml)
Kmeri 29 0,516 2,55 1,13 92,6
JCM1006 1,872 2,35 6,97 48,5
JCM1062 1,109 2,60 8,50 78,4
JCM1103 1,244 1,36 3,69 31,0
ATCC10797 1,359 2,11 8,56 13,8
ATCC15009 1,454 1,81 5,16 16,6
NCDO-099 1,769 2,76 6,59 25,5
CM4 1,635 3,12 4,44 130,0

Selekcia kmeriov s vysokou produktivitou laktotripeptidu

Nasledne sa u 8 vyssie vybranych kmefiov s vysokou ACE inhibi¢nou
aktivitou, ktoré poskytli fermentované mlieko, meral obsah VPP a IPP v nimi
fermentovanom mlieku.

1 ml fermentovaného mlieka sa odstredoval 10 minat pri frekvencii
otadok 15000 za minutu. NazhromaZdil sa jeho supernatant, to znamena
srvatka. 0,3 ml srvatky sa podrobilo adsorpcii na Sep-Pak Cartridge (vyrobeny
Waters Inc.), premyla sa destilovanou vodou a potom eluovala 5 mi metanolu.
Eluat sa vysu$il odstredovanim a za znizeného tlaku. VysuSeny produkt sa
rozpustil v 0,3 ml 0,05 % vodného roztoku kyseliny trifluéroctovej a podrobil
HPLC analyze (vysoko Uginna kvapalinova chromatografia) za tychto

podmienok:

Vysledky ukazuje tabulka 2.

Pouzity pristroj:
Hitachi L4000 UV detektor (pri 215 nm)
programovatefna pumpa L6200
vyhrievana koléna L5030 (35 °C)

Podmienky elticie: rychlost pradenia 0,5 ml/min.
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Eluent: vodny roztok obsahujtci 0,3 M NaCl a 0,05 % kyselinu trifluéroctovu

Koléna: Asahipak GS320 (@ 3,9 x 600 mm)

Pretoze ACE inhibiéna aktivita IPP na jednotku hmotnosti je 1,7-nasobna
ako VPP, vypotital sa obsah laktotripeptidov v zmysie obsahu VPP z meranych
mnozstiev IPP a VPP podla dalej uvedeného vztahu.

Vysledky ukazuje tabufka 2.

prevedené mnozstvo laktotripeptidu (ug v zmysle obsahu VPP na ml) =

mnozstvo IPP (ug/ml) x 1,7 + mnoZstvo VPP (ug/ml)

Tabulka 2
Mnozstvo peptidu pg/ml srvatky
Kmene VPP IPP Mnozstvo laktotripeptidu Acidita
v zmysle obsahu VPP (% hmotn.)

Kmen 17 15,2 111 34,0 1,5
Kmeri 19 11,2 7,3 23,7 1,4
Kmen 20 13,0 8,1 26,8 1,6
Kmen 21 16,6 11,4 36,0 1,6
Kmeri 22 15,8 12,1 36,3 1,5
Kmeri 24 12,6 8,7 27,4 1,6
JCM1006 12,9 9,3 28,6 1,3
CMm4 38,5 23,5 78,5 1.9

Miieko fermentované kmefiom CM4 obsahovalo najvdéSie mnoZstvo
laktotripeptidu v zmysle obsahu VPP, to znamend 78,5 pg/ml srvatky.

Ostatnych sedem kmefiov poskytio priemerné mnoZstvo 34,2 pg/ml srvatky.
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Meranie aktivity extracelularnej proteazy

Aktivita extracelularnej proteazy sa merala u 16 kmeriov, ktoré poskytli
relativne dobré vysledky schopnosti fermentacie ukazané v tabulke 1. Meranie
sa vykonavalo spdsobom podfa Yamamoto a kol. (Yamamoto, N. a kol., J.
Biochem., 114, 740 (1993)), zaloZzeného na spdsobe Twininga a kol. (Twining,
S., Anal. Biochem., 143, 3410 (1984)). To znamena, Ze kazdy kmef sa
kultivoval v médiu s obsahom 9 % hmotn. suSiny mlieka, ktorého pH sa
udrziavalo na hodnote 6,0. Vzorka sa odobrala uprostred logaritmickej fazy
rastu a kvéli vyjasneniu mlie¢neho média sa zmiesala s citratom sodnym tak, Ze
kone&na koncentracia bola 1 % hmotn. Zmes sa odstredovala 10 minuat pri
frekvencii otadok 5 000 za minGtu, aby sa zhromaZzdili bunky. Bunky sa premyli
50 mM roztokom kyseliny B-glycerolfosfore¢nej a suspendovali v 50 mM Tris-
HCI pufra (s hodnotou pH = 7,8), aby sa upravila turbidita (ODsgo, to znamena,
Je sa merala absorbancia pri 590 nm) na hodnotu 1. 30 ul suspenzie sa
zmiesalo s 20 pl 0,4 % fluorescein-kazeinu (vyrobeny spoloénostou Sigma
Chemicals Co.) a inkubovalo sa 1 hodinu pri teplote 42 °C. Zmes sa dalej
zmie$ala so 120 ul 5 % roztoku kyseliny trichléroctovej, nechala sa 20 minut
stat a 10 minut sa odstredovala pri frekvencii otaéok 15 000 za minutu, 60 pi
supernatantu sa pridalo k 3 ml 500 mM Tris-HCI pufra (s hodnotou pH = 8,3) a
merala sa jeho intenzita fluorescencie detekciou fluorescencie pri 525 nm
vytvorenej pri excitatnej vinovej dizke 490 nm. Vypogitala sa aktivita
extracelularnej proteazy v jednotke s tym, Ze jedna jednotka sa definuje ako
mnozstvo enzymu, ktoré za vySSie uvedenych podmienok prejavuje 1 %

intenzitu fluorescencie. Vysledky ukazuje tabufka 3.
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Tabulka 3
Kmene U/ODsgo

Kmen 17 136,7
Kmeri 18 102,8
Kmer 19 103,2
Kmeri 20 89,9
Kmeri 21 80,1
Kmeri 22 2433
Kmeri 23 116,6
Kmeri 24 116,6
Kmeri 25 192,6
Kmeri 26 108,4
JCM1006 185,7
JCM1062 96,5
JCM1103 176,3
ATCC15009 168,1
ATCC10797 106,5
NCDO-099 229,7
CM4 452,6

Aktivita kmetia CM4 Lactobacillus helveticus bola najvy$$ia, to znamena
450 U/ODsgo. Priemerna aktivita ostatnych 16 kmeriov bola 141 U/ODsg, ktora
je priblizne tretinou aktivity kmerfia CM4.
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Priklad 2

Z 11 kmefiov vybranych vpriklade 1 z 36 kmefiov Lactobacillus
helveticus sa extrahovala chromozomalna DNA spésobom podfa Leenhoutsa a
kol. (Leenhouts, K., Appl. Environ. Microbiol., 56, 2726 (1990)), bola travena
roznymi restrikénymi enzymami a podrobila sa elektroforéze v 08 %
agar6zovom géli kvoli analyze spésobom elektroforézy.

Ako vysledok bol medzi fragmentmi DNA chromozému kmeia CM4
pozorovany charakteristicky fragment traveny EcoRI a Pstl (ukazuje §ipka 1 na
obr. 1). Takyto fragment u fragmentov chromozémov inych kmeiiov ako CM4
sa nepozoroval, a u v&&siny inych kmeiiov sa pozorovali kratSie fragmenty ako
charakteristicky fragment kmefia CM4 (ukazuje $ipka 2 na obr. 1). Molekulova
hmotnost charakteristického fragmentu sa merala porovnavacou elektroforézou
tak, Ze ukazovatelmi velkosti boli produkty A fagovej DNA travenej Hind 11l (23,1
kb, 9,4 kb, 6,6 kb, 4,4 kb, 2,3 kb a 2,0 kb v zmysle rasttcej pohyblivosti) a naslo
sa priblizne 16 kb. Teda sa overilo, Ze kmefi CM4 ma chromozomalnu DNA,
ktora travenim EcoRl a Pstl poskytuie DNA fragment s molekulovou
hmotnostou asi 16 kb. Tiez sa overilo, Ze iné kmene ako CM4 maju
chromozomalnu DNA, ktora poskytuje bezny fragment DNA s molekulovou
hmotnost'ou okolo 13 kb.

Priklad 3

Fermentované milieko bolo vytvorené kmefiom CM4 Lactobacillus
helveticus vybranym v priklade 1. Kmeri CM4 sa kultivoval 12 hodin pri teplote
37 °C v 100 g 9 % hmotn. odstredeného mlieka. Nasledne sa 3 kg Cerstvého
média inokulovali kultivovanym odstredenym mliekom a kultivovali sa 12 hodin
pri teplote 37 °C. Po skonéeni fermentacie sa vietko fermentované mlieko
(potet buniek kmeria CM4: 6,3 X 10® buniek/ml) pouzilo ako iniciator
fermentacie 100 kg 9 % hmotn. odstredeného mlieka pogas 20 hodin pri teplote
32 °C. Po skonéeni fermentacie bolo vo fermentovanom mlieku obsiahnutych
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74,8 pg/ml laktotripeptidu. Obsah kyseliny mlienej bol 1,9 % hmotn.

43 kg ziskaného fermentovaného mlieka sa zmieSalo so 4 kg
krystalového cukru, 3 kg vody a 0,15 kg silného metoxypektinu a
homogenizovalo sa, aby sa ziskalo 50 kg jogurtového napoja. Jogurtovy napoj
mal vyhodnu jemnd chut, hodnotu pH = 3,6 a obsahoval Zivé bunky kmena
CM4 v mnozstve 4,6 x 10° buniek/g.

Priklad 4

26,5 kg fermentovaného mlieka ziskaného v priklade 3 sa zmieSalo so
45,0 kg kry$talového cukru, 4,7 kg silného malt6zového sirupu a 13,8 kg vody.
10 kg 3 % hmotn. silného roztoku metoxypektinu sa za mieSania pridalo
k zmesi. Vysledna zmes sa homogenizovala pouzitim Ilaboratérneho
homogenizatora (vyrobeny ATV Gaulin, Inc., model 15M-8BA) za podrobenia
tlaku 150 kg/cm2 a rychlosti pradenia 2500 ml/min. Homogenizovana tekutina
sa mie$ala s vanilkovou prichutou a sterilizovala zahriatim na 85 °C. Tymto
spésobom sterilizované fermentované mlieko sa za horuca nalialo do 200 ml
sklenenych flia§. Zistoval sa obsah laktotripeptidu v sterilizovanom
fermentovanom mlieénom vyrobku. Zistilo sa, Ze obsah laktotripeptidu
zodpovedal takému, aky bol vo fermentovanom mlieku pred sterilizaciou. Tiez
sa zistilo, Ze obsah kyseliny mlieénej bol 0,5 % hmotn.
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PATENTOVE NAROKY

1. Baktérie Lactobacillus helveticus produkujuce kyselinu mlieénu, ktoré
maji dalej uvedené bakteriologické vlastnosti, pricom tieto baktérie, ak sa
kultivuju v médiu ZivociSneho mlieka obsahujuceno 9 % hmotn. susiny
netuéného mlieka, vytvaraju tripeptidy Val-Pro-Pro a fle-Pro-Pro v mnoZstve nie
mengom ako 60 ug v zmysle obsahu Val-Pro-Pro na ml média a tieto baktérie

prejavuju aktivitu extracelularnej proteazy nie mensiu ako 400 U/ODsgo:
morfologické viastnosti:

1. tvar bunky: ty€inka
2. pohyblivost: Ziadna
3. tvorba spér: Zziadna
4. gramovo farbenie: pozitivhe

fyziologické vlastnosti:

. produkcia katalazy: negativna
. produkcia indolu: negativna
. redukcia nitratu: negativna

. aerébny rast: fakultativne anaerébny

N H W N -

. tvorba DL-kyseliny mlie¢nej z gluk6zy homolaktickou fermentaciou bez tvorby
plynov
6. degradacia uhlovodikov

- glukéza:+

- laktéza: +
- manéza: +
- fruktéza: +
- galaktéza: +
- sacharoza: -
- maltéza: -
- xyléza: -

- ramnéza: -
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- celobidza: -
- trehaléza: -
- melibiéza: -
- rafinéza: -
- stachyéza: -
- manitol: -

- sorbitol: -

- eskulin: -

- salicin: -.

2. Baktérie Lactobacillus helveticus produkujace kyselinu mlieénu podfa
naroku 1, kde uvedené baktérie Lactobacillus helveticus produkujuce kyselinu
mlieénu su z kmeiia CM4, ulozeného v Narodnom institate biologickych vied a
Agentire pre humanne technolégie priemyseinych vied a technolégie pod
prirastkovym ¢islom FERM BP-6060.

3. Baktérie Lactobacillus helveticus produkujuce kyselinu mlieénu podla
naroku 1, kde uvedené baktérie produkujice kyselinu mlieénu maju
chromozomalnu DNA, ktora, ak je travena restrikénymi enzymami Pstl a EcoRl,
poskytuje fragment DNA s vefkostou 15 az 17 kb.

4. Fermentovany mlieény vyrobok, vyznaéujuci sa tym, Ze obsahuje
baktérie produkujlice kyselinu mlie€nu podla naroku 1 a tripeptid zvoleny zo
skupiny zahriujucej Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro a ich zmesi.

5. Fermentovany mlieény vyrobok podfa naroku 4, vyznaéujaci sa tym,
Ze dalej obsahuje kyselinu DL-mlie€nu, kde tento vyrobok obsahuje 30 az 50
ug uvedeného tripeptidu v zmysle obsahu Val-Pro-Pro na 0,01 g uvedenej
kyseliny DL-mlie¢ne;.

6. Fermentovany mlie¢ny vyrobok podfa naroku 4, vyznacujici sa tym,

Ze baktérie produkujace kyselinu mlieénu podfa naroku 1 su Zivé.

7. Fermentovany mlieény vyrobok podla naroku 4, vyznacujuci sa tym,
Ze uvedeny fermentovany mlieény vyrobok je zvoleny zo skupiny zahriiujicej

jogurt, zakysané mlieéne napoje, syr, upravené potraviny obsahujuce
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fermentované kyslé mliecko a zdraviu prospeS§né potraviny obsahujlce

fermentované kyslé mlieko.

8. Sposob vyroby fermentovaného mlie¢neho vyrobku podfa naroku 4,
vyznaéujuci sa tym, Ze zahriiuje fermentaciu média baktériami produkujacimi
kyselinu mlieénu podfa naroku 1, ktord obsahuje vyZivnu latku zvolenu zo
skupiny zahrfiujucej peptid, protein a ich zmesi obsahujuce sekvencie Val-Pro-
Pro a lle-Pro-Pro.

9. Spdsob podla naroku 8, vyznaéujuci sa tym, Zze uvedena vyzivna
latka je zvolena zo skupiny zahriiujucej ZivociSne mlieko, mlieCny kazein,
kukuricu, kukuricny protein, pSenicu, pSeni¢ny protein, s6jové bOby, sojové
mlieko, odtuénené sojové boby, séjovy protein a ich zmesi.

10. Spdsob podfa naroku 8, vyznaéujici sa tym, Ze fermentacia sa

vykonava 6 az 60 hodin pri teplote 25 az 50 °C.

11. Sposob podla naroku 8, vyznaéujici sa tym, Ze fermentacia sa
vykonava za podmienok, kedy mnoZstvo tripeptidov Val-Pro-Pro a lle-Pro-Pro
vytvorené vo vytvorenom fermentovanom mlieku je 60 ug v zmysle obsahu Val-

Pro-Pro na ml.
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