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Zpusob vyroby produktu obgsahujiciho antihypertenzivni

tripeptidy

Oblast techniky

Predkladdany vyndlez se tyka zplsobu pripravy produktu
obsahujiciho antihypertenzivni tripeptidy. Vyn&lez se tyka
ziskaného produktu, jeho pouZiti jako takového nebo jako

sloZky &i dopliiku poZivatelnych latek.

Dosavadni stav techniky

V soulasnosti jsou kardiovaskuldrni onemocnéni zahrnuty
mezi nejb&%n&j%i onemocnéni wve vyvinutych zemich a jejich
vyskyt bude starnutim populace dale stoupat. Vysoky krevni
tlak =zna&n& prispivd k vyvoji téchto onemocnéni. Lécba
hypertenze je jednim z nejdileZit&jdich zam&¥eni s ohledem jak

na prevenci tak na efektivni 1lé&cbu.

P¥i sledovani krevniho tlaku na Grovni bunék m& hlavni
funkci konvertujici enzym angiotensin I, ACE. Enzym ACE
zpisobuje jednak pF¥em&nu angiotensinu I na angiotensin II,
ktery je latkou siln& zvySujici krevni tlak zlZenim cév a také
inaktivuje bradykinin, ktery mé& naopak vasodilatalni efekt.
Ob& funkce enzymu vedou ke zvySovani krevniho tlaku.
Inhibitory ACE zabratiuji tomuto efektu a nasledkem toho
funguji jako antihypertenzivni <&inidla. Mnoho farmaceutickych
¢inidel pouZivanych v 1é&bé& hypertenze jsou ACE inhibitory.
Jeden z nich je captoril (D-2-methyl-3-merkaptopropanoyl-L-
prolin), ktery Jje komeréné& dostupny ve Finsku pod nazvy
Capoten (produkt Bristol-Myers Squibb) a Captopril (produkt

Mexrc Generics).

Ostatni zplisoby sniZovédni krevniho tlaku jsou takeé
¥4douci, jako alternativa k 1ékum nebo i Jjako samostatné

pisobici. Zahrnuji nap¥iklad redukci obezity, zvySeni cvicebni

s
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aktivity a konzumaci diet s nizkym obsahem sodiku. Jedna z
nejnov&jsich cest je pouZiti funkénich potravin jako podilu
normalni diety, kterd je konzumenty oznacena jako prijatelna

alternativa.

Bylo uvedeno, Ze kvaSené mléc¢né vyrobky obsahuji peptidy
vykazujici antihypertenzivni efekt. PY¥edpoklada se, Ze peptidy
jsou produkovany mlé&nymi vyrobky jako vysledek hydrolyzy
mlédné bilkoviny zpisobené bakteriemi mlé&ného kvaSeni a
Castelné jeji extracelularni proteinézou. ¢igté&ni a
charakterizace proteinazy odvozené od mikroorganismu
Lactobacillus helveticus CP790 Jje popsano v J. Biochem. 114
(1993) 740, Yamamoto a kol. V této publikaci je podana zprava
o studii, kde byl «as- a PB-kasein hydrolyzovan touto
proteindzou a ziskané peptidy byly studovany pro jejich ACE-
inhibidni efekt ( J Dairy Sci 77 (1994) 917). Celkem bylo
studovano 25 peptidd, jejich molekulové rozméry a efekty byly
znadn& rozdilné. Nejv&t3i aktivitu vykazovaly t¥i peptidy
ziskané =z f-kaseinu, obsahujici 8, 18 a 27 aminokyselin.
Studie obsahuje porovnani ACE-aktivity mléka fermentovaného
kmenem Lactobacillus helveticus CP790 a jeho varianty CP791 s
narudenou proteindzovou aktivitou, kde prvni byl nalezen
G¢innym u spontadnné& hypertenznich krys SHR, ne u béZnych krys

a druhy nevykazoval Z&adnou aktivitu.

Pou¥iti zakvasu obsahujiciho Lactobacillus helveticus a
Saccharomyces cerevisiae pro p¥ipravu dvou ACE inhibitora je
popsdno v J Diary Sci 78 (1995) 777-783, Nakamura a kol.
Netu®né mléko bylo fermentovadno témito zakvasy, poté byly
inhibitiry ACE chromatograficky ¢&isté&ny a  analyzovany.
Aktivnimi sloZkami byly oba tripeptidy, Val-Pro-Pro a Ile-Pro-
Pro. V publikaci neni popsén jejich antihypertenzivni efekt in
vivo ani priprava kvafeného mléka ze zakvasu, ale jak je v

této publikaci uvedeno, bude to pfedm&tem dalSiho vyzkumu.




US Patent 5 449 661 (Nakumura a kol.) uvedl ve znamost
ptipravu peptidu obsahujiciho tripeptidovou sekvenci Val-Pro-
Pro a jeho pouZiti pro sniZovani krevniho tlaku. Peptid byl
pripraven fermentaci  odtuénéného mléka pohanénou kmenem
Lactobacillus helveticus JCM-1004, poté byl peptid

chromatograficky ¢igtén a lyofilizovan.

V mezindrodni Z&dosti o udéleni patentu W099/16862
(Yamamoto a kol.) je popsé&n kmen Lactobacillus helveticus CM4,
FERM BP-6060, ktery Jje schopen produkovat velké mnozstvi
tripeptidu Val-Pro-Pro a/nebo Ile-Pro-Pro a vykazuje
extracelularni proteindzovou aktivitu. V této publikaci je
také popsédna fermentace wmléénych produktld obsahujici tyto
tripeptidy a baktérie a zplsob jejich ptripravy fermentaci

produktl obsahujicich tripeptidové sekvence té&mito bakteriemi.

K produktim p¥ipravenych fermentaci bakteriemi mléc&ného
kvaseni, obsahujicich  antihypertenzivni tripeptidy  jsou
vztaZeny dvé nevyhody. Hlavnim produktem kvaSeni je kyselina
mlé¢na, kterd je produkovana uG¢innymi fermentalnimi reakcemi.
Jak je z¥ejmé z ndzvu samotného, kyselina mléfnd je kyseld a
davad hofkou prichut produktiim obsahujicim antihypertenzivni
tripeptidy, kromé& toho mnoho konzumentl nachdzi vysokou
kyselost a nizké pH nep¥ijemnym. Velké mnoZstvi jednomocnych
kovil, obzvladté sodnych iontd je p¥itomno v produktech
obsahujicich antihypertenzivni peptidy pripravenych
fermentaci. U té&chto iontl je znamo, Ze zvy&uji krevni tlak a
z CehoZ vyplyva, ze pusobi proti poZadovanym

antihypertenzivnim peptidim.

V ptedeilych publikacich byly zvefejnény zplsoby <&isténi
peptidli, produkovanych fermentaci. Tyto zpusoby <¢astédne
dovoluji vyvarovat se vySe zminénym nevyhodam, zatimco Je
ziskan  koncentrovany  produkt. Tyto zpusoby  Cisténi v

p¥ededlych publikacich poskytuji <&isté produkty, které jsou




vhodné pro analyzy a zkougky aktivity. Tyto zplisoby jsou
nékolika krokové a obsahuji rGzné chromatografické d&istici

.metody a nejsou vhodné pro vyrobu ve velkém objemu.

Proto je nutné vytva¥et funkéni produkty, které maji
antihypertenzivni efekt a které budou konzumenti shledavat
pfijemnym a dob¥e znamym a které mohou byt snadno pouzity jako
soufdst normadlni diety. Je daleZité, aby tyto produkty
neobsahovaly nep¥ijemné nebo Skodlivé slozky a aby byly snadno

produkovatelné v prumyslovém mé&ritku.

Podstata vynalezu

Predkladany vynédlez =zahrnuje produkty o vysokém obsahu
antihypertenzivnich peptidl, které vykazuji antihypertenzivni

efekt.

Produkty predkladaného vynédlezu, jednak obsahujici vysoky
obsah antihypertenzivnich peptidd maji také vyhodny obsah
soli, nebot obsah 8kodlivych jednomocnych kationtd je nizky a
obsah prospé&snych dvojmocnych kationtd je vysoky ve srovnani

se znamymi produkty tohoto typu.

P¥edklddany vyndlez =zahrnuje zplsob pro pripravu té&chto
produktli. Tento zplsob je jednoduchy a snadny pro provedeni a

vhodny pro vyrobu v primyslovém mé&ritku.

P¥edkléddany vynalez zahrnuje produkt pro pouZiti jako
antihypertenzivni &inidlo nebo pro vyrobu poZivatelnych

funk&nich pokrmd nebo farmaceutik.

P¥edkladany vynalez zahrnuje pouziti peroralné
p¥ijimanych  produkti, jako jsou funké&ni pokrmy  nebo
farmaceutika, které obsahuji vySe popsané produkty jako jednu

z aktivnich slozek.




Detailni popis vynalezu

Predkladany vyndlez zahrnuje nové zplusoby pro pF¥ipravu
té&chto produkti zaloZenych na novych vynalezeckych
kombinacich: preparat obsahujici antihypertenzivni peptidy je
produkovan fermentaci, poté Jje koncentrovan a sloZeni Jje
vysledné upraveno nanofiltraci. Kombinace podle predkl&daného
vyndlezu zahrnuje znamenité moZnosti v pouZiti vychozich léatek
riznych typd a modifikaci sloZeni koneéného produktu na

poZadovany typ, ktery bude popsadn podrobnéji dale.

Predkladany vynalez se tykd zplusobu pIripravy produktu
obsahujiciho antihypertenzivni peptidy. Tento zpusob je
charakterizovan sloZenim fermentadniho kroku vychozi
sloudeniny, obsahujici kasein, bakteriemi mléc&ného kvaSeni a
filtraci ziskaného peptidy obsahujiciho fermentacniho

produktu.

Predkladany vynadlez se také tykad produktd obsahujicich
antihypertenzivni peptidy, které jsou charakterizovany vysokym
obsahem antihypertenzivnich peptidl a jsou pripraveny
zplsobem, kde je kasein obsahujici vychozi latka fermentovana
bakteriemi mlé&ného kvaSeni a ziskany peptid obsahujici

fermentadni produkt je filtrovan.

Predkladany vynadlez se také tyka pouZiti vySe popsaného

produktu jako antihypertenzivniho &inidla.

P¥edkladany vynalez se dale tykad pouZiti vySe popsaného

produktu ve vyrob& pozivatelnych latek.

P¥edkladany vyndlez se dale tyka pozivatelnych produktu
obsahujicich vy%e popsané koncentrované produkty s vysokym

obsahem peptidd a obvyklych sloZek téchto produktt.




V  prvnim kroku zplUsobu vyroby podle ptfedkladaného
vynalezu je fermentaci = produkovan  preparat obsahujici
antihypertenzivni peptidy. Pro fermentaci je jako pouzitelna
vychozi latka jakékoliv latka, obsahujici poZadované
antihypertenzivni peptidy jako <&ast jejich wvlastni peptidové
nebo proteinové sekvence. M1lé¢ny protein, zejména kasein, je
vyhodné pouZit jako takovy nebo ve formé& ruznych Gprav. Vhodny
vychozi material také zahrnuje rGzné kasein obsahujici mlééné
produkty, jako jsou netulné mléko, nebo mléko s rlznym obsahem
tuku, mnebo ve form& odpovidajiciho mlé¢ného prasku a
fermentovanych mlédnych produkti, Jjako jsou kyselé mléko,

podméasli, jogurt, sraZené mléko a nedozraly syr atd.

Fermentace nemiZe byt provedena bez bakterii mlécného
kvadeni, které jsou schopné produkovat antihypertenzivni
tripeptidy 2z vychoziho materi&lu. Vhodné bakterie mlé&ného
kvag8eni byly nalezeny mezi odrtdou druhu nap¥. Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus a Bifidobacterium.
Laktobacillus helveticus je nejvice proteolytickd 2z bakterii
mlé&ného kvaSeni a je proto povaZovana za obzvlasté vhodnou
pro tento G&el. Vyhodny kmen Laktobacillus helveticus je L.
helveticus LBK-16H. Bakterie mlé&ného kvaSeni byly pouZity
jako &isté kultury mnebo Jjako smiSené kultury, pouZité
samostatn®& nebo s obvyklymi a komeréné dostupnymi =zakvasy.
Bakterie mlé&ného kvaSeni miZe byt také pouZita s daldimi
mikroorganismy. Pokud jde o kombinaci mokrobli, vhodnou
kombinaci jsou vybrané podle efektu, jako je nejlep8i moZna
prichut dosaZend v konedném produktu a zamezeni nebezpeci

kontaminace.

Podminky fermentace byly =zvoleny podle poZadavkl
pou¥itého kmene p¥i fermentaci jako je dostalujici mnoZstvi
antihypertenzivnich peptida vzniklych k poskytnuti
poZadovaného efektu. Vybé&r vhodnych podminek, jako je teplota,




PH a provzduliiovani je soudasti znalosti odbornika. Teplota

miZe byt napf¥iklad 30 az 45 °C.

Fermentace pokraduje tak dlouho, dokud nevznikne
pozZadované mnoZstvi antihypertenzivnich peptidd. Délka

fermentace je 20 aZ 30 hodin, vyhodné 22 aZ 24 hodin.

P¥i fermentaci wvznika smés rlznych peptidd. Pokud trva
fermentace dostatefné dlouho, pak jsou ziskadny hlavné
relativné malé di- a tripeptidy jako jsou Val-Pro-Pro (VPP) a

Ile-Pro-Pro (IPP).

Po fermentaci je bunécna suspenze regenerovana.
Regenerace miZe byt pouZita také v dalSim kroku, nap¥iklad pro
separaci nebo koncentraci peptidd. Buné&fnd suspenze mliZe byt
také koncentrovana, napt¥iklad odpa¥enim za sniZeného tlaku,

v ~

nebo sufenim, at JjiZz Castelné nebo kompletn&, jako Je

roztirdni po desce, suSeni a kone¢né rozmélnéni na suchy

prasek.

V né&kterych p¥ipadech, miZe byt vhodné fermentovany
produkt p¥ed&istit, napt¥iklad odstranit kasein nebo vSechny
mlé&né proteiny nanofiltraci. Zpusob vhodny pro prelisténi je
zndmy a zahrnuje nap¥iklad rGzné sraZeci a fitraéni metody.
Jedna pouZitelnd metoda =zahrnuje dUpravu pH fermentadniho
produktu na oblast, ve které se kasein vysrdZi, naptiklad pfi
pH 4,6 a teplot& kolem 37 ©°C. Poté je kasein oddélen
separdtorem tvarohu, separadnimi sity, dekantaci nebo pouZitim
jiné metody. Druhd metoda zahrnuje ultrafiltraci fermentacniho
produktu p¥i pH 3 aZ 3,5, p¥i kterém jsou vSechny proteiny
uchovany v membrané a ziskany parmeadt je blizky bezbilkovinné
syrovatce. SraZeni, které produkuje blizkou bezbilkovinnou
nebo peptidy obsahujici syrovatku ije dosaZeno napfiklad
pridavkem CaCl,, =zah¥atim nebo p¥idanim kyseliny. Pokud Jje

nezbytné, je kaseinovy praSek odstranén centrifugaci. Ostatni




substance jako Je laktoza, miZe byt také odstranéna
nanofiltraci, nap¥iklad enzymatickou hydrolyzou nebo
fermentaci.

Fermentadni produkt, ktery miZe byt pY¥edb&Zn& zpracova
vhodnym zplsobem, jako je syrovatka ziskdna vySe, je poté
filtrovan. Konvenéni NF membréana, jako je  Nanomax-50
(Millipore) nebo Desal 5 (Desal Inc., USA) miZe byt pouZita
jako nanofiltra¢ni membréana. Podminky byly vybrany k
uspokojeni poZadavkl a instrukci vyrobcli membran. Vybé&r
nanofiltra®ni membrédny a podminek p¥rispivad znacné ke sloZeni

vysledné peptidové frakce, predevS8im ke sloZeni soli a cukru.

Podle ptredkladaného vyndlezu je nanofiltrace provadéna
pro poZadovany obsah suSiny nebo na pomé&€r objemovych
koncentraci, ktery je obvykle nejvy8e moZny. Obsah suSiny je
¥adové mezi 20 a¥ 40 % (objemové) a pom&r objemovych
koncentraci je mezi 5 aZ 20. Koncentradt syrovatky miZe byt
z¥ed&n vodou, kde je mnoho soli a mléénad kyselina odstranéna z
koncentratu nanofiltraci. Toto je jednoduchd a efektivni cesta

dpravy mno¥stvi soli v koncentrédtu na poZadovanou Groveii.

Malé peptidy, jako jsou tripeptidy IPP a VPP s okolo 350
D (molekularni vaha), vzniklé fermentaci a vykazujici efekt na

krevni tlak, jsou kompletn& zachyceny nanofiltraéni membrénou.

Zpuisob podle ptredkladaného vyndlezu také umoZiiuje
kompletni odstran&ni laktozy: p¥edchédzi nanofiltralnimu kroku,
laktoza mi%e byt enzymaticky degradovédna, p¥ricemZ je hlavni

gast monosacharidt odstran&na. P¥i nanofiltraci, zahrnuté do

p¥edkladaného vynalezu, prostoupi kyselina mlécna, malé
molekuly obsahujici dusik (mofovina) a jednovazné kovy
membranou. Obsah peptidd v produktu vzrastd ve smyslu

nanofiltrace. Nasledkem koncentrace vzristad obsah dvojvaznych

iontd, 2zvl1ast& poZadovanych vépennatych a hofenych iontt,




zatimco relativni pomé&r jednovaznych iontl, jako jsou sodné,
draselné a chloridové ionty klesaji. Zv1asté sodné ionty
vykazuji vyznamny efekt na rovnovédhu tekutin a na krevni tlak
v lidském té&le, a tim sniZeni mnoZstvi téchto gkodlivych iontud
miZe byt povaZovano za zna¢nou vyhodu. Vapennaté a ho¥elnaté
ionty, jak je znamo, ptrispivaji ke sniZovani krevniho tlaku a

v

vysoky obsah téchto iontd je znadné Zadouci.

Tabulka 1 wukazuje sloZky preparatu jak vznikaji ve
fermentadnim kroku procesu podle p¥edkladdaného vynélezu a jak
jsou zachovany v nanofiltraénim kroku. SloZeni je
reprezentovano prost¥ednictvim p¥ikladd k ilustraci vynalezu a
je produkovadno fermentaci odtu¢néného mléka kmenem
Lactobacillus helveticus. Jak je ukazano vy3e, také ostatni
produkty mohou byt pouZity jako vychozi materidly. Kromé toho,
fermentadni podminky, nanofiltrace, ostatni pre&isté&ni a dalsi
Gprava, pokud je poZadovéana, pIispivd k vyslednému sloZeni.
Slo¥eni a vysledky nanofiltrace koneéného produktu mohou byt

odli&né od zde prezentovanych.

Tabulka 1: Pritbéh nanofiltrace sloZek syrovdtky obsahujici
antihypertenzivni peptidy
Membréna: Nanomax 50; podminky: 40 °C, 30x10°Pa, pom&r

objemovych koncentraci C = 9, pH = 4,6
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Molekulova Retence
vaha (%)
D

IPP 361,4 100
VPP 347,4 100
mlé&na 90,1 24

kyselina
Ca 40,1 68
Mg 24,3 72
K 39,1 11
Na 23,0 10
Cl 35,5 9
POy 95,0 47
modovina 60,1 10
laktoza 342,3 63

Produkt koncentrovany na antihypertenzivni peptidy a
ziskany zplsobem podle p¥edkladaného vynadlezu mliZe byt pouZit
sdm o sob& jako antihypertenzivni <&inidlo. Produkt miZe byt
suSen a pouZit ve form& prasku nebo lyofilizovaného pripravku.
Podle ptredkladdaného vynadlezu miZe byt produkt vyhodné pouZit

p¥i vyrob& funk&nich potravin nebo dal8ich produktu.

V p¥edkléddaném dokumentu, je termin potrava pouZivan Vv
Sirokém vyznamu, zahrnujici poZivatelné produkty, které mohou
byt v pevné, v gelovité nebo kapalné formé a zahrnuje jak
hotové potraviny tak 1 produkty, kde je predmét vynalezu
p¥idédn v souvislosti se spot¥ebou, jako aditivni nebo
podstatnd sloZka produktu. Nap¥iklad, potraviny mohou byt
produktem mlédného primyslu, masného primyslu, potravinad¥ského
pramyslu, prumyslu vyradbéjiciho napoje a cukrovarnického

pramyslu. Typické produkty zahrnuji mlé¢né produkty, jako jsou
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jogurty, sraZené wmléko, mékky tvaroh, kvaSené mléko, podmésli
a daldi fermentované mlécné napoje, nezraly syr, zraly svyr,
lehkd plniva atd. Néapoje, jako jsou syrovatkové napoje, ovocné

ndpoje a piva, tvori dal8i vyznamnou skupinu.

Produkt ziskany podle pY¥edklddaného vynalezu je pouZzit v
mnozstvi postacujicim k poskytnuti pozadovaného,
antihypertenzivnimu efektu. PouZité mnoZstvi podstatné =zavisi
na koncentradnim stupni syrovatky, ktery je nap¥iklad 0,1 aZ

30 % (hmotnostné&), vyhodné&ji 5 aZ 15 % (hmotnostné), pocitany

z vahy konedného produktu.

Zpusob vyroby podle predkléddaného vyndlezu, obzvlasté pak
nanofiltra&ni krok poskytuje zadklad pro p¥ipravu produktu
poZadovaného typu a je moZné redukovat obsah sloZek, které
maji neptriznivy efekt na chut nebo odstranit tyto sloZky uplné

a nasledkem toho uchovat nebo vylepZit chut produktu.

Produkt obsahujici antihypertenzivni peptidy miZe byt
priddan do potravin bé&hem vyrobniho procesu nebo do JjiZ
hotovych potravin. Tyto produkty obsahuji vySe popsané
koncentrované produkty obsahujici antihypertenzivni peptidy
spolu s ostatnimi sloZkami které jsou obvyklé v potravinach a

jejich chut a pouZiti Uplné odpovidd konvenénim produktim.

Tento dvojstupiiovy proces podle predkladdaného vyndlezu
poskytuje produkty, obsahujici znacné vysoky obsah
antihypertenzivnich peptidd, pouze pokud jsou produkty
pfipravovany fermentaci. Nezavisle na obsahu peptidl, dovoluje
tento proces snadno upravovat obsah soli a jejich vzajemné
pom&ry na poZadovanou tlroveini. PredevS8im Jje moZné zvySit obsah
po¥adovanych dvojmocngch iontd a redukovat obsah 8kodlivych
jednomocnych iontl. Proces je jednoduchy a laciny, coZ je
vhodné pro vyrobu ve velkém mé¥itku a tim se po této strance

1i81 od d¥ive pouZivanych procest.
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Proteinovd  frakce  ziskand oddélenim kaseinu nebo
celkovych proteinli miZe byt poZita stejn& tak p¥i vyrob&
antihypertenzivnich peptidli, jako jsou nap¥iklad vy%e popsané

mlééné produkty. Zpusob vyroby je celkové vysoce ekonomicky.

Dale je pY¥edkladany vyndlez popsan podrobné&ji, ve smyslu
uvedeni p¥ikladud. Tyto p¥iklady Jjsou prezentovany pro
ilustraci pfedkléddaného vynalezu a v Zadném p¥ipad& neomezuji

jeho dosah.

Priklady provedeni vynalezu

Srovnavaci p¥iklad 1: Antihypertenzivni efekt produktu

pfedkladaného vynalezu

ACE inhibiéni aktivita byla stanovena pro peptidy IPP a VPP a
pro znamy ACE inhibitor, 1lisinopril, na z&kladé€ inhibidéni
konstanty (Holmguist B., Bunning P., Riordan J. F. Kontinualni
spektrofotometricka analyza konvertovaciho enzymu
angiotensinu, Analytical Biochemistry 95 (1979) 540-548). Cim
nizgi d&islo, tim je UCinné&j8i ACE inhibitor. Vysledky byly
nasledujici: IPP 4,4x10°°%, VPP 1,8x10° a lisinipril 7,5x107°.
Jak bylo shledéno, IPP a VPP vykazovaly jasnou ACE inhibiéni

aktivitu.

Antihypertenzivni efekt produktu podle ptredkladaného
vynadlezu byl prostudovan od pocdatku, od kyselého mlé&ného
produktu predkladaného vynédlezu popsaného v P¥ikladu 5 k
samovolnému  hypertenzivnimu SHR u krys. Kontroly Dbyly
provedeny na t¥ech odpovidajicich skupinadch krys, kterym byla
podadna voda, mléko a komer¢né dostupné kyselé mléko. Jako

srovnavaci skupina byla pouZita stejnd skupina krys, které byl
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podan Japanease Calpis kysely mlédny produkt (Calpis Food
Industry Company Ltd.) Krevni tlak vSech krys byl m&¥en v
tydennich intervalech po dobu t¥inacti tydnd. Vysledky jsou
uvedeny na Obrédzku 1 Jjako vzrust systolického tlaku v
zédvislosti na <Case. Jak je z¥ejmé =z vysledku, produkt
predkladaného vyndlezu je schopen 2znaln& predchizet zvySeni
hladiny krevniho tlaku, jak je srovnano s kontrolni skupinou a

srovnavaci skupinou.

Srovnavaci  priklad 2: Antihypertenzivni efekt produktu

pf¥edkladaného vynalezu

Antihypertenzivni efekt predkladaného vyndlezu miZe byt
také studovadn na lidskych bytostech. V p¥edbéZnych testech
byla testovaci skupina 12 nahodile vybranych osob, které denné&
prijmuly 1,5 dl produktu p¥edkladaného vynalezu popsé&ného v
P¥ikladu 5 a kontrolni skupina se skladdala z 11 nahodile
vybranych osob, které denné p¥ijmuly stejné mnoZstvi komerdné
dostupného odtuénéného kyselého mléka. Krevni tlak byl mé&¥fen v
tydennich intervalech po dobu osmi tydnt. Krevni tlak deviti
osob v testovaci skupiné byl z¥ejmé€ redukovan: systolicky tlak

[

okolo 13 % v prUiméru a diastolicky okolo 12 % v pruméru, u
jedné osoby byla pozorovana mens$i redukce tlaku, okolo 5 % a u
t¥i osob nebyly pozorovany =zadné zmény. V kontrolni skupinég,
bylo u dvou osob pozorovano z¥ejmé snizeni krevniho tlaku,
kdeZto u sedmi osob nebyly pozorovany zadné zmény. Vysledky
dvou osob nebyly zahrnuty. Vysledky predbé&Znych testu jasné
ukazovaly, Ze produkt p¥edkladaného vynalezu je schopen
znatné predchazet zvySeni hladiny krevniho tlaku u 1lidskych

bytosti.
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Pr¥iklad 1: P¥iprava produktu obsahujiciho antihypertenzivni

peptidy

Kmen Lactobacillus helveticus LBK 16-H byl kultivovan v
zivné pid& pri teploté& 37 °C po dobu 24 h a byl inokulovan do
rekonstituovaného mléka (10 %, objemovych) pro p¥ipravu
inokulua. Po dvou kultiva&nich cyklech bylo inokulum (15 %,
objemovych) inokulovéno do fermenta&niho prost¥edi, které bylo
tvoreno 9 aZz 10 % (objemovych) mléka z odtudné&ného mlédného
prdsku a které bylo sterilizovano p¥i 100 °C 10 minut.
Fermentace byla provedena p¥i 37 °C po dobu 22 aZ 24 hodin, =za
silného miché&ni. Produkt byl poté suSen a rozemlet nebo

p¥eveden jako takovy na nanofiltradni zpracovani.

U fermentovaného kyselého mléka ziskaného v mnoZstvi (viz
vySe) bylo upraveno pH na 4,6 hydroxidem draselnym a kasein
byl odstranén na nakloné&né prepdZce. Zbytkovy kaseinovy préasek
byl odstranén centrifugaci. GLL koncentrovand laktdza (Biocon
Ltd., Japan) byla p¥idéna k syrovatce, ktera byla
hydrolyzovana p¥i 5 °C po dobu 24 hodin, pro degradaci laktozy
na monosacharidy. 2Ziskané mnoZstvi syrovatky bylo p¥edbé&Zné

upraveno nanofiltraci skrz Nanomax-50 membranu (Millipore).

Filtrace byla provedena p¥i 10 °C a tlaku 30x10™° Pa.
Syrovéatka byla filtrovéana tak, aby pomér objemovych
koncentraci byl roven 9. SloZeni =ziskaného koncentratu a

suchého prasku z ného ziskaného je podano v Tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni koncentrdtu a suchého prasku obsahujiciho

antihypertenzivni peptidy
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Peptidovy Suchy
koncentrat prasek
Susina 30,0 94,5
Popel 3,69 13,3
Na (mg/kg) 130 470
K (mg/kg) 1600 5600
Ca 10000 36000
(mg/kg)
Mg (mg/kg) 1700 6300
Cl 550 2000
(mg/kg)
P 6700 24500
(mg/kg)
IPP (mg/1) 510 2500
VPP (mg/1) 540 2700

Odstranény kasein byl neutralizovadn na sm&s kaseinu s kovem a

vysusen.

P¥iklad 2: Priprava produktu obsahujiciho antihypertenzivni

peptidy

Fermentace popsand v P¥ikladu 1 byla opakovana za pouZiti
(a) mléka obsahujiciho tuk a (b) podmédsli misto odtu&né&ného
mléka. pH produktu z Prikladu 2 (b) bylo upraveno na pH 4,5 a
kasein byl odstranén koaguladnim odstfedivkou. K syrovatce
byla pridadna laktéza a prasSek byl odstranén. Syrovatka byla
poté nanofiltrovadna skrz NF membradnu (Desal-5, Desal Inc.),
odpa¥ena za sniZeného tlaku a suSena. SloZeni =ziskaného
nanofiltradniho koncentratu bylo velmi podobné sloZeni, které
je uvedeno v Tabulce 2. Odstranény kasein obsahoval velké
mnozstvi syrovatky, ve kterém byl obsah antihypertenzivnich
peptidd stejny jako ve fermentovaném kyselém mléce. Kasein byl
pouZit Jjako takovy v mé&kkém tvarohu, do kterého byly

antihypertenzivni peptidy zavedeny v tomto mnoZstvi.



16 Py oo: »
[

P¥iklad 3: P¥iprava produktu obsahujiciho antihypertenzivni

peptidy

Kmen Lactobacillus helveticus LBK 16-H byl kultivovan v
MRS Zivné pidé p¥i 37 °C po dobu 24 hodin pro p¥ipravu
inokulua jak Jje popsano v P¥ikladu 1. Inckulum Dbylo

inokulovano do fermentalnim prost¥edi, které se gskladalo =z

vodného roztoku kaseinu, srazZeného kyselinou (2,8 %,
objemovych) a glukozou (2,5 %, objemovych). Kasein byl

rozpudtén zvySenim pH na 6,7 roztokem 10% KOH (objemové).
Kultivace byla provedena p¥i 37 °C po dobu 24 hodin. Touto
cestou byly produkovany antihypertenzivni peptidy (VPP, IPP) v
mnozstvi odpovidajicim produkci =za pouZiti fermentovaného
mléka, avS8ak zde Jje moZno snadnéji oddélit peptidy =z
kaseinového roztoku neZ? z mléka. pH fermentované Zivné pudy
bylo zvySeno na pH = 4,6 roztokem hydroxidu draselného p¥i
teploté 37 °C, kdy se kasein vysrdzZzi. Kasein byl odd&len
koaguladni odst¥edivkou a ziskand syrovatka byla regenerovéna.
Syrovatka obsahovala peptidy, kyselinu mlé¢nou a soli, ale ne
laktozu. Hlavni <&ast kyseliny mlédné, jednovaznych iontd a
glukozy v syrovatce bylo odstranéno nanofiltraci. Filtrat byl
odpaf¥en za sniZeného tlaku na koncentrdt nebo suSen na hodné
koncentrovany préasSek, <¢imZz byl =ziskd&n konzervovany preparat,

obsahujici antihypertenzivni peptidy.

P¥iklad 4: P¥iprava produktu obsahujiciho antihypertenzivni
peptidy

Fermentace byla opakovana za pouZiti (a) a smésgsi nékolika
kment, tj. L. helveticus LBl161, L. helveticus LBK-16 H a L.
helveticus LB230, (b) a smési kmen L. helveticus LBK-16 H, L.
rhamnosus LC705 a (c) smési kment L. helveticus LBK-16 H a
Streptococcus thermophilus T101. V8echny tyto kmeny byly
dostupné ze sbirky mikroorganism Valio Oy. PouZzité kultivadni

prost¥edi  obsahovalo 9 % (objemovych) mléka a Dbylo
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sterilizovano p¥i 100 °C po dobu 15 minut. Pro p¥ipravu
inokulua byly kultivovany kmeny L. helveticus a L. rhamnosus
LC705 v MRS Zivné pudé€ po dobu 24 hodin, p¥i 37 °C, z &ehoZ
bylo 1 % (objemové) prevedeno do mléka. Kmen thermophilus T101
byl kultivovédn v LM17 Zivné pidé€ po dobu 18 h a p¥i 37 °C,
odkud bylo inokulum pfevedeno do mléka. Prvni kultivace byla
provedena kultivaci vS8ech kment oddélené v mléce, inkubaci
p¥i 37 °C po dobu 24 hodin. Pro druhou kultivaci bylo 1 %
(objemoveé) kment z kaZdé smési pipetovano do mléka, poté byla
spole¢nd kultivace provedena p¥i 37 °C po dobu 24 hodin.
Treti kultivace, 5 aZ 10 % (objemové) d¥ive =ziskané spole&né
kultivace bylo pipetovano do mléka a inkubovano p¥i 37 °C po
dobu 24 hodin. MnoZstvi VPP a IPP produkovanych kmeny L.
helveticus LBK-16 H a rozdilnymi smé&semi mikroorganismi a
koncentrace n&kterych bakterii jsou uvedeny v Tabulce 3. Z&dné

rozdily mezi sm&€semi nebo kmenem LBK-16 H nebyly pozorovany.

Ostatni kmeny nezasahovaly do proteolyzy.

Tabulka 3: Ipp a VPP  mnoZstvi produkované smésemi
mikroorganismi
Mikroorganismus (smés) VPP IPP |Koncentra
mg/l | mg/1 ce
cfu/ml

o°

L161+LBK-16+LB230, 5 13-14 6-7

(objemove)

L161+LBK-16+LB230, 10 % 13-14 6-7

(objemove)

LBK16H+LC705, 5 % (objemové) 13-14 6-7

LBK16H+LC705, 10 % 13-14 6-7
(objemové)
LBK16H+Str. T101, 10 % 13-15 6-8 1x10°8
(objemoveé)

LBK16H (dno) 13-15 6-8 1x10’
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P¥iklad 5: P¥iprava fermentovanédho mlé&ného produktu

Kyselé mléko obsahujici antihypertenzivni peptidy bylo
pf¥ipraveno p¥idénim 3,5 % (objemov&) peptidového koncentritu
ziskaného v P¥ikladu 3 ke komerdn& dostupnému kyselému
mléfnému produktu. SloZeni ziskaného produktu je uvedeno v
Tabulce 4, ktera soulasné ukazuje sloZeni komer&n& dostupného
kyselého mlé&ného produktu, AB kyselé mléko (Valio Oy) pro

srovnani.

Tabulka 4: SloZeni produktu podle pfredklddaného vyndlezu a

komercné dostupného fermentovaného mlé&ného produktu

AB kyselé Biopep-produkt
mléko pf¥edkladaného
vyndlezu
Su8ina (%) 9,0 9,8
Na (mg/kg) 390 380
K (mg/kg) 1700 1700
Ca (mg/kg) 1200 1510
Mg (mg/kg) 114 170
Cl (mg/kg) 1000 980
VPP (mg/1) 0 19
IPP (mg/1l) 0 18
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PATENTOVE NAROKY #/a/gyj

1. Zpisob pro pripravu produktu obsahujiciho antihypertenzivni
peptidy, vy znacdujici se tim Ze se fermentuje
vychozi latka obsahujici kasein bakteriemi mlé&ného kvaSeni
a provede se nanofiltrace ziskaného, peptidy obsahujiciho

fermentadniho produktu.
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2. Zpisob podle naroku 1, vy zn a & u j
je vychozi latkou kasein.

3. Zpusob podle ndroku 1, vy zna dujici se t im, Ze
vychozi latkou je mléko nebo produkt zaloZeny na mléce.

4. Zpusob podle kteréhokoliv z narokui 1 az 3,
vy zna ¢ ujici se t im Ze je smé&s baktérii
mlé&ného kvasSeni nebo dalSich mikroorganismi pouZita p¥i
fermentaci.

5. Zptsob podle jakéhokoliv z naroku 1 az 4,
vy znac¢ujici se t I m Ze je miroorganismus
Lactobacillus helveticus pouZit p¥i fermentaci.

6. Zplsob podle nédroku 5, vy zna ¢ujici se tim Ze
mikroorganismus je kmen Lactobacillus helveticus LBK-16H.

7. Zpusob podle kteréhokoliv z naroku 1 az 6,
vy zn a ¢ u j i ¢ i se t i m, Ze navic zahrnuje
odstranéni kaseinu 2z fermentadnich produktd predchazejici
nanofiltraci.

8. Zplsob podle jakéhokoliv z narokui 1 az 6,
vy zn a ¢ u j i ci se t i1 m, Ze navic =zahrnuje
odstranéni vSech mlélnych proteini z fermentadnich produktl
p¥edchéazejici nanofiltraci.

9. Zpusob podle kteréhokoliv z narokui 1 az 8,
vy zn a ¢ u j 1 ci se t i m, Ze navic zahrnuje
odstranéni laktozy 2z fermentadénich produktd p¥edchdzejici
nanofiltraci.

Pa

10. Produkt obsahujici antihypertenzivni peptidy,

vyznadujici se t i m Ze mad vysoky obsah

antihypertenzivnich peptidd a je p¥ipraven procesem kde se
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fermentuje kasein obsahujici vychozi 14tka bakteriemi
mlécného kvaSeni a kde je provedena nanofiltrace pro
ziskani peptidu z fermentadniho produktu.

Produkt podle ndroku 10, vy znacd¢ujici setin,
Ze se sklada ze smési peptidu a kratkymi Yetdzci.

Produkt podle ndroku 10 nebo 11, vy zn a ¢ u j 1 ¢ 1
s e t im, Ze peptidy jsou di- nebo tri peptidy.

Produkt podle kteréhcokoliv z  naroku 10 az 12,
vyznadcdujici se t i m, Ze obsahuje vysoky
obsah tripeptidd, obzvlasté Ile-Pro-Pro a/nebo Val-Pro-
Pro.

Produkt podle kteréhokoliv z narokui 10 az 13
vyznadcujic i se t i m, Ze obsahuje vysoky
obsah dvojmocnych kationtu.

Produkt podle  kteréhokoliv z nédrokd 10 aZ 14,
vyznadc¢ujici se tim Ze obsahuje nizky obsah
jednomocnych kationtt.

Produkt podle kteréhokoliv z naroku 10 az 15,
vyznadcduj i c i se t i m Ze vykazuje obsah
suSiny 20 aZ 60 % objemovych.

Produkt podle kteréhokoliv z naroku 10 az 16,
vyznac¢ujici se tim Ze je vysufen na prasek
a vykazuje obsah suSiny presahujici 90 % objemovych.
Pouziti produktu podle kteréhokoliv z naroku 10 aZ 16 jako
antihypertenzivniho &inidla.

PouZiti produktu podle kteréhokoliv z narokd 10 aZ 17 p¥i
vyrobé pozivatelnych latek.

PouZiti produktu podle ndroku 19 v mléka¥ském priamyslu,
potravina¥ském prumyslu, masném priamyslu, cukrovarnickém
pramyslu, v prumyslu vyroby napojt a v peka¥stvi.
PoZivatelny produkt, vy zna ¢ ujici se t im, Ze
obsahuje produkt podle kteréhokoliv naroku 10 aZ 20.
PoZivatelny produkt podle ndroku 21, vy zna ¢ u jici

s e t i m, Ze existuje ve fermentovanych wmlécénych

produktech.
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23. PoZivatelny produkt podle naroku 21, v yznadcuijicdi

s e t 1 m, Ze existuje v napojich, vyhodné&ji v

syrovatkovych napojich, ovocnych napojich nebo pivé&.
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