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zpisob vyroby mrazeného potravina¥ského produktu

"Oblast techniky

predkladany vynidlez se tyka zplsobu vyroby
potravinafského produktu obsahujiciho AFP a potravinarskych

produktd obsahujicich AFP.

Dosavadni stav techniky

Nemrznouci peptidy (AFP) byly navrZeny pro zlepSeni

tolerance potravinarfskych produktd k zmrazovani.

Nemrznouci proteiny jiZ byly popsany v literatufe,
viz napfiklad Marilyn Griffith a K. Vanya Ewart v
Biotechnology advances, svazek 13, &. 3, strany 375 —l402,
1995. Nemrznouci vlastnosti obecnd napliiuji jednu nebo vice z .
nasledujicich vlastnosti: termalni hystereze, iﬁhibice
rekrystalizace leduy, fizeni. tvaru ledovych krystalﬁ‘a

interakce s ledovymi zarodky.

Termalni hystereze je nejlépe znama vlastnost AFP,
bfiﬁemi tato vlastnost je obvykle vyuZivana pro testovéani
pritomnosti ALP. Termalni hystereze ma éa nasledek sniiovéni
smrazovaci teploty roztoku obsahujici AFP s aktivni termalni
hysterezi, aniZ by byla ovlivnéna teplota tani. Identifikace
zdroji AFP prostrednictvim testll termédlni hystereze‘je_éiroce
popséna v literatufe, viz napfiklad John G. Duman Vv

Cryobilogy 30, 322-328 (1993).

Inhibice rekrystalizace ledu je dalsi vlastnosti AFP..
Tato vlastrost je rovnéZ nazyvéna jako potlageni rustu
ledovych krystalu. Tato vlastnost miZe byt testovana
prostfednictvim porovnani v urcitém Casovem okamziku

velikosti ledovych krystall za pfitomnosti AF. a za
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nepfitomnosti AFP. Aplikace tohoto postupu pri testovani
rybich AFP je popsana v US paténtu &. 5,118,792 (DNA Plant

Technology Corporation).

T¥eti vlastnosti AFP je jejich schopnost ovlivnit
tvar ledovych krystald. Tato vlastnost prameni ze
selektivnihe vazani AFP k urcitym stranam ledového krystaluy,
¢im# je zaroved omezovan rust krystala v uréitych'smérech.
p7itomnost ledovych krystald majicich hexagonédlni
dvoujehlanovy tvar je potom povaZovana za pfiznak pritomnosti
AFP Tento zpusob je naprfiklad popsan pro testovanl aktivity
AFP extracelularnlho ozimého Zita v patentove prihlasce WO

92/22581 (University of Waterloo).

Gtvrtou vliastnosti AFP je jejich schopnost zamezit

"aktivité ledovych zarodeinych substanci. Tato interakce mezi

AFP a ledovymi zérodky miZe mit nap¥iklad za nasledek
zvydenou termdlni hysterezi. Tato vlastnost je napfiklad
testovany v patentové prihlasce WO 96/40973 (University of

Notre Dame du Lac).

AFP byly navrZeny pro zlepSeni tolerance preduktu k
smrazovani. V této souvislosti jiZz bylo navrieno mnoho

aplikaci.

Napfiklad byly AFP navrZeny pro zlep3eni konzervace
biologick?dh materialll mrazenim (patentova pfihlaska WO
91/12718, Agouron Pharmaceuticals, patentové pfihléska WO
91/10361, The Regents of University of California). 'AFP byly
rovné&i navrieny pro zamezeni unikani lipozémi, napfiklad v
kosmetickych nebo farmaceutickych prostfedcich (viz patentova
orihlakka WO 96/20695). Dal3im moZnym pouZitim je zvydeni

tolerance rostlin k zmrazovani prostfednictvim zaclenéni AFP
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do téchto rostlin (nebo prostfednictvim transgenického
vytvoreni AFP v téchto rostlinach) (viz J. Cell, Biochem.
Suppl., svazek l4e, 1990, strana 303 XP 002030248, Lee a kol,
abstrakt R228). Rovnéi byly navrZeny rybil AFP pro pouZiti v.
potravindf#skych produktech, napfiklad v mraZeném jogurtu nebo
smetanové zmrzling, (patentovy spis US &. 5,620,732,
Pillsbury, a patentovd pfihlaska WO 96/11586, HSC Research

and Development Limited Partnership).

AZ doposud ale nebylo pouziti AFP aplikovéno v

komerdnim méfitku. Prihladovatelé vyndlezu jsou toho nazoru,

Ze jednim z.d&vodﬁ pro neexistenci komer&niho vyﬁiiti“je to,
5e, adkoliv jiZ bylo popsano mnoho AFP, v praxi realizace ve
vlastnim komerZnim produktﬁ s sebou vidy nese znacne
problémy. '

Pfihladovatelé vynédlezu zjistilif.ie jednim =z
kiigovych divodl pro tyto problémy je to, Ze z tohoto velkeho
po&tu AFP, které byly odsud popsény v literatufe, miZe byt
pouze omezena sada z AFP vhodné& pouZita pro kazdou aplikaci.
P¥ihlagovatelé vynalezu rovnéZ zjistili, Ze tento vybér
vhodnych AFP je zévisly na poZadovanem pouziti a/nebo

vlastnostech produktu, kterych ma byt dosaZeno.

Patentova pfihléddka WO 90/13571 popisuje nemrznouci
peptidy vyrabéné chemicky nebo rekombinacnimi DNA technikami.
AFP mohou byt vyhodn& pouZity v potravinadrskych produktech,
jako je smetanové zmrzlina. Pfiklad 3B popisuje modifikované
tvary ledovych krystald, kdyZ je smés vody a ledu mraieﬁa na

Q

film v kompinaci s 0,01 % hmotnostnim AFP.

Patentova prihladka WO 92/22581 popisuje AFP z

rostlin, které mohou byt pouZity pro fizeni rtstu ledovych
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krystalt ve smetanové zmrzliné. Tento dokument rovnéz
popisuje zplsob extrakce smési polypeptidd z extraceluldrnich
prostord rostlin prostfednictvim infiltrace listn extrakénim
médiem bez narudeni rostlinnych bunék.

Patentova prihlagka WO 94/03617 popisuje vyrobu AFP z
kvasinek a jejich pfipadné pouZiti ve smetanove zmrzliné.
Patentova prihlédka .WO 96/11586 popisuje rybi AFP vytvorené

prostrfednictvim mikrobi.

Predkladany vynalez si klade za cil vytvofeni feseni

. pro .shora zminované problémy. Zejména si predkladany vynalez

klade za cil vytvofeni mraZenych potravinadfskych produktl
majicich relativné mékkou a soucasné kfehkou texturu, pricemz
tato textura je udrzovana v prubé&hu prodlouZené doby

skladovéani pri nizkych teplotéach.

PFekvapivé bylo nyni zjidténo, Ze AFP mohou byt
vhodnd zatlenény do mraZenych potravindfskych produktu pIro
dosazeni pozadovanych vlastnosti téchte produktd, pokud jsou
podminky zpracovani ménény tak, Ze tvar krystall splauje

specifické pozadavky.

Podstata vvndlezu

Ve svém prvnim aspektu se tedy predkladany vynalez
tyka zpusobu vyroby mraZeného pctravinarského produktu
zahrnujiciho AFP, pricemZ podminky‘jsou voleny tak, Ze ledové

krystaly v produktu maji stranovy pomeér od 1,1 do 1,9:

Pokud jsou potravin&rské produkty mraZeny, jsou
ledové krystaly vytvaZeny v celem produktu. Pokud.jSOu do
potravinafskych produktd uréenych k zmrazovani zaClenény AFP,

miZe to vést na zmé&nu vlastnosti ledové rekrystalizace.
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Spoiovani ledovych krystall produktd obsahujicich AFP maze

zplisobit kfehkost (drobivost) produktu.

Mnoho spotfebitell ma v oblibé& relativné mékké a
kfehké potravindfské produkty nebo ingredience, jako je
smetanova zmrzlina a ovocnd zmrzlina. Napfiklad mékké ovocna
zmrzlina miZe byt pouzita jako atraktivni ingredience
mrazenych cukrdfskych produkt, a rovn&Z tak relativné
k¥enkd smetanovd zmrzlina je oblibena velkou skupinoﬁ
spotfebitelu. |

Prekvapivé bylo nyni zjisténo, Ze AFP nablzejl
pfile?itost pro vytvofeni mraZenych potravinafskych produktt,

které jsou na jedné strané relativné mékké ale zaroven krehké

a na druhé strang si uchovivaji zlep3ené vlastnostl

rekrystalizace ledu. PrihlaSovatelé vynalezu zjistili, Ze
tatc velmi vihodnd kombinace vlastnosti milZe bYt prekvapivé
dosazena, pokud produkt cbsahuje AFP a mi stranovy pomér
ledovych krystald v produktu, ktery je v rozsahu mezi 1,1 a

1,9.

Stranovy pomér ledo&Ych krystall je definovadn jako
pom&r délky a $irky ledovych krystaiﬁ. Stranovy pomér 4
rozsahu mezi 1,1 a 1,9 odpovidé‘zaobienYm ledovym krystalim,
které nemaji podlouhly tvar. Stranovy pomér krystall miZe byt
zji8tovan jakymkoliv vhodnym postupem. Vyhodny postup
uréovani stranového poméru je ilustroﬁéh v pfikladech v
popisu niZe. Vyhodné je stranovy poméf v rﬁzsahu.mezill,Z a.

1,8, zvlasté vyhodn& v rozsahu mezi 1,3 a 1,7.
Vyhodn& jsou mraZené produkty podle pfedklédaného
vynalezu krehké. Vyhodné je minimalni tloudtka vrstvy, pfi

které mi%e byt sledovanc lomivé chovani, mendi nez 10 mm,
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zv145td vyhodné od 1 do 5 mm. Lomivé chovani mize byt bud
zméfeno (prostfednictvim vytvofeni vrstev s ruznymi
tlousdtkami a urdovanim, pfi které minimdlni tloustce dochazil
k lomivému chovani) nebo vypoZiténo z modulu pruZnosti Q tahu
(Youngﬁﬁ modul pruZnosti), jak je popsdno v prikladech v
popisu niZe.

V prub&hu vytvadreni a nasledného zmrazovéni
potravinatskych produkt mife nékolik parametrd ovlivnit

stranovy pomér ledovych krystalt, které maji byt vytvoreny.

 Priklady faktorl ovliviujicich stranovy pom&r jsou uvedeny

nise. P¥ihlaSovatelé vyndlezu predpoklédaji, Ze je zcela v
rédmci schopnostl osoby v oboru znalé zvolit tyto podminky
tak, Ze stranovy pom&r ledovych krystald bude spadat do

pozadovaného rozsahu.

Jednim z faktorfl ovliviiujicich stranovy pomér
ledovych krystald je rychlost zmrazovani produktu. Obecné
Ffedeno vede zvydovani rychlosti zmrazovani na sniZovani
stranovéhc pom&ru ledovych krystald. V této souvislosti miZe
teplota zmrazovani ovlivnit rychlost zmrazovani a tudiz
stranovy pomér ledovych krystaltt. RovnéZ v této souvislosti
jsou tedy nékdy vyhodné zmrazovacl procesy zahrnu31c1
stujovaci krok, napfiklad, pfi teploté pod -30° Fahrenheita
(-34,4°C). Skladovaci teplota a doba skladovani mohou stejné
tak ovlivnit stranovy pomér, pfiéemi vy58i skladovaci teploty
a/nebo deldi doby skladovini majl sklon zplsobovat velké

strancvé poméry.

Dal&im faktorem ovliviiujicim stranovy pomér ledovych
krystalt je.pbhyblivost produktu v prub&hu zmrazovani.
Napfiklad, pokud mé byt zmrazena tekutd smeés ovocné zmrzliny

nebo smetanové zmrzliny, povede statické zmrazovani na
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pomérné velky stranovy pomér ledovych krystald, zatimco

michani povede na nizsi stranovy pomér téchto krystalﬁ

Michani pri vy3sim stfihu povede dokonce na jesté nizsi

stranové poméry krystald.

Daldim faktorem, ktery ovliviiuje stranovy pomer
ledovych krystall, je pfitomnost a mnoZstvi ingredienci.
Napfiklad pEZitomnost ingredienci, které maji sklon tvofit .
sitovou strukturu v produktu (napfiklad gumy nebo tuky), miZe
vést na nizgi stranovy pomér neZ je stranovy pomer v
produktech bez techto 1ngred1enc1 Rovnez da151 1ngred1ence
mohou vést na niZsi stranové poméry, naprlklad vysoke Grovné
tuhych latek, napfiklad vysoké urovné cukru, mohou vést na

nizké stranové poméry.

Nakonec také povaha a mnoZstvi AFP pfitomnych v _
produktu mohou vést na zmény stranovych poméru. Nékteré AFP
pravdépodobné zpusobuji vytvafeni nizkych stranovfch pomérd,
zatimco jiné AFP pravdépodobné zpuscbuji vy3si stranové
poméry. Vhodny test pro vyb&r té&chto AFP je popséan v
prikladech v popisu niZe. Zmény v mnoZstvi AFP mohou vést na-

zmdny ve stranovych pomérech.

Podle svého druhého provedeni se pfedkladany vynalez
tyka zphsobu vyroby mraZeného potravinatskeho produktu
zahrnujiciho AFP, pfilemZ sloZeni, podminky zmrazovani a
podminky skladovéni jsou voleny tak, Ze ledové krystaly v

produktu maji stranovy pomér v rozsahu od 1,1 do 1,9.

Zplsob podle predklddaného vynalezu miZe byt
aplikovan na jakykoliv mraZeny pot;avinéfsky prbdukt
obsahujici AFP. PFiklady vhodnych produktld jsou cmacky,
hotovéd jidla a podobné&. Vyhodnymi potravinéfsk?mi produkty
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jsou mrazené cukrarské produkty, jako je smetanova zmrzlina a -

ovocna zmrzlina.

prinladovatelé vynalezu zjistili, Ze AFP pro pouZiti
ve zplsobu podle pfedkladaného vynalezu mohou pochazet z
velkého mnozstvi rtznych zdrojl, jako jsou rostliny, ryby,
hmyzy a mikroorganismy. MaZe byt pcuZito jak prirodné se
vyskytujicich druhd tak i ‘druht, které byly ziskany
prostrednlctv1m genetické modifikace. Napfiklad tedy mohou

byt geneticky modifikovany mikroorganismy nebo rostliny pro

vytvorenl AFP a tyto AFP mehou byt potom pou21ty ve zplsobu

podle predkladaneho vynalezu

Pro vytvorenl AFP miZe byt pouZito napriklad
nasledujici techniky genetické manipulace: Vhedna hostltelska
puiika nebo hostitelsky orgaﬁismus by byl transformovan
genovou konstrukeci, kterd obsahuje poZadovany polypeptld
kédova nuklectidova sekvence pro polypeptid miZe byt ulozeha
do vhodného vektoru pro expresi, obsahujiéiho nezbytné prvky
pro transkripci a translaci, a tak, e dojde k jeji expresi
za vhodnych pddmihek (napfiklad pfi spravné orientaci a
spravném Ctecim ramci a s vhodnou sekvenci pro cileni a
expresi). Postupy pozadované pro vytvofeni téchto vektord pro

expresi jsou velmi dobfe zn&mé osobam v cboru znalym.

MnoZstvi rtznych systémd pro expresi miZe byt vyuzito
pro expresi kédové sekvence pro tepelné stabilni polypeptid.
Tyto systémy zahrnuji, ale nejsou omezeny na, bakterle,
systémy kvasniénych hmyzich bunék, Zivné sysEemy rostlinnych
bungk a rostllny, pricemz vsechny tyto systémy jsou

transformovany vhodnymi vektory pro expre51 -
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Siroky vyb&r rostlin a rostlinnych buné&nych systémi
miZe byt transformovan konstrukcemi nukleovych kyselin pro
pozadované polypeptidy. Vyhodna provedeni by mohla zahrnovat,
ale nejsou omezena na, kukufici, rajcata, tabak, mrkev,

jahody, Yepkové semenc a cukrovou repu.

Prb a%ely predklédaného vyndlezu jsou AFP odvozeny z
ryb. ObzvlAa3té vyhodné je pouziti AFP rostlinného puvodu (to
jest proteint pfimo ziskanych z rostlin nebo té&chto proteind
transgenicky vytvofenych prostfednictvim jinych organismi),
zejména odvozenych z ozimého Zita nebo viceletych trav.

Pro ndkteré prirodni zdroje mohou AFP sestavat ze

smdsi dvou nebo vice ruznych AFP.

"

Vyhodné jsou vybrany ty AFP, které maji znacné
vyrazné vlastnosti inhibice rekrystalizace ledu. Vhodny test
pro uréeni rekrystalizacnich vlastnosti je naznalen Vv
pfikladech v popisu niZe. Vyhodné zajistuji AFP podle
pfedklédanéhd vynadlezu velikost ledovych Castic pfi
rekrystalizacli - .vyhodné méfeﬁo podle postupl uvedenych v
pfikladech - men$i nei 20 pm, zv143té vyhodné od 5 do 15 pm.
Lze predpokladat, Ze mald velikost ledovych krystall
kombinovand s uréitym stranovym pomérem je obzvlaste vyhodna

pro dosaZeni poZadovanych strukturdlnich vlastnosti.

Velmi vyhodné provedeni pfedkléadaného vynalezu se
tyka slofeni produktu, kterd jsou volena tak, Ze pfi vyrobe
produktu miZe byt vyuZito statickych podminek pfi zmrazovani,
zatimco je je3t& dosaZeno stranového pbméru, ktery byl

definovan vyse.

pfiklady takovychto potravinafskych produktd jsou:

mratené cukrafské smdsi, jako jsou smé€si prc smetanovou
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smrzlinu a smési pro ovocnou zmrzlinu, které jsou urceny pro
skladovani pfi teploté okoli nebo pZi chladirenskych

teplotach. Vhodnymi formami produktu jsou napriklad: praskova
smés, ktera je balena v'pytli nebo v sadcich. Uvedend smés je

schopnd vytvofit zaklad pro mra¥eny potravindtrsky produkt,

naptiklad po pridani vody a pfipadné dalsich ingredienci a -

pripadé - po provzdudnéni.

Daldim prikladem vhodné smé€si by mohla byt kapalna
smés (pripadné provzdusnéna), kterd, pokud je to nezbytné, po
pfidéni daldich komponentu a pripadném dal$im provzdudnéni
miZe byt mrazena.

Zievnou vyhodou shora zmifovanych smési je to, Ze
pritomnost AFP ingredience umozituje smdsim, aby byly mrazeny
za statickych podminek, napfiklad v domdcim zmrazovaCi nebo

ve zmrazovaCi v obchodé.

Velmi vyhodné jsou tyto smési baleny v uzavrenych
kontejnerech (napfiklad karténech, pytlich, krabicich,
plastovych kontejnerech a podobné) . Pro jednu dévku nebo
porci bude velikost baleni obecné od 10 do 1000 g. Pro vice
davek mohou byt vhodna baleni o velikosti aZ 500 kg. Obecné

se velikost baleni bude pohybovat od 10 g do 5000g.

Jak je uvedeno vyse, ﬁyhodnYmi produkty, ve kterych
je poufito AFP, jsou mrazené cukrarské produkty, jako je _
ovocnd zmrzlina nebo smetanova -zmrzlina. Vyhodné mnoZstvi AFP
je od 0,0001 cdo 0,5 % hmotnostniho z hmotnosti finalniho
produktu. Pokud je pouZito suchych sm&si nebo koncentratd,
miZe byt koncentrace vy$3i, aby se zajistilo,‘ie mnoZzstvi ve
finalnim mraZeném produktu se bude pohybovat ve shora

uvedenych rozsazich.
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Prekvapivé bylo zjisténo, Ze smé&si podle
pfedkladdaného vynadlezu mohou obsahovat velmi nizk& mnozstvi

AFP, zatimco stale zachovdvaji dobrou kvalitu.

A% doposud se obecné predpoklédalo, Ze pro dosaZzeni
pfijatelnych zlepSeni rekrystalizacnich vlastnosti jsou
pozadovéna pomérné vysokd mnoZstvi AFP. Divodem pro tato
ofekavani je to, Ze se obecne pfedpbklédé,-ie AFP pusobi na
znaéné podily povrchu ledovych krystald a tudiZ musi byt
pfitomny v relativng velkych mnoZstvich, napfiklad 0,01 %
hmotnostniho nebo vice, pro dosaZeni uspokocjivého ulinku.

prekvapivé bylo nyni zjisténo, Ze zlep3enych
rekrystalizaénich vlastnosti mrazenych produkti a zvysené
teplotni tolerance miZe byt dosaZeno jiZ tehdy, kdyz je

pouzito nizkych mnoZstvi AFP.

Prekvapivé bylo nyni- zji3téno, Ze mnoZstvi AFP mbZe
byt nizké az od 0,1 do 50 ppm, pficemz jsou je3té zajisteény
odpovidajici rekrystalizalni vlastnosti a teplotni tolerance
mrafenych cukrarskych produkti. Akoliv si prfihlaZovatele
vyndlezu nepfejil byt vdzani jakoukoliv teorii, miZe byt
divodem pro tuto skutelnost to,. Ze interakce mezi pevnymi
latkami v mraZeném cukrafském produktu a AFP zajiStuje
vynikajici mechanismus pro inhibici rdstu krystald. Zvlaste
vyhodné se mnoZstvi AFP pohybuje od 1 do 40 ppm, obzvlasté
vyhodné od 2 do 10 ppm.

Pro ucCely pfedkiédaného vynidlezu zahrnuje termin
nrazeny cukrafsky produkt mléko obsahujici mraZené cukréfske
vyrobky, jako je smetanovéd zmrzlina, mraieﬁy jogurt, Serbet,
ledové mléko a mrazZeny pudink, ovocné zmrzliny, granity a

mraZené ovocné dfend a podobné&. Pro nékteré aplikace je
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pouziti AFP v mraZenych zakysaﬁycﬁ potravinafskych produktech
ménd vyhodné. |

Vyhodné je mnoZstvi pevnych latek v mraZeném
cukra¥ském produktu (napfiklad cukr, tuk, pfichuté a podobné)
v&t31i neZ 30 % hmotnostnich, zvla3té vyhodné od 40 do 70 %

hmotnostnich.
Ve velmi vyhodném provedenl pfedkladaného vynalezu
jsou pouzita mékkd a krehka mrafend cukra¥ska sloZeni pro

vytvoreni kontrastu v textufe mraZeného cukrafskeho produktu.

,VYhodné takové mrazené cukrdfské produkty obsahuji, jako

diskrétni prvky v jejich struktufe, sm&€si obsahujici AFP
podle predkladaného vyndlezu. Napfiklad relativné tvrdé jadro
smetanové zmrzliny miZe byt potaZeno tenkou vrstvou smési

podle predkladaného vyndlezu, ¢imi se zajisti relativné

- mékké, ale kfehké vnéjsi vrstva obklopujici jadro ze

smetanové zmrzliny. Dals3im provedenim by mohlo b?t zaClenéni
smési podle predklddaného vyndlezu jako pfimés do mraZenych
cukrarskych produktii. Tfetim provedenim by mohlo byt stfidani
vrstev smetanové zmrzliny se smési podle.pfedklédaného
vynadlezu pro vytvofeni tenkych mékkych, ale kfehkych vrstev

stfidajicich se s vrstvami smetanové zmrzliny.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad I
Izolace AFP z ozimého Zita

Ozimé Zito (Halo variety) bylo posekano v lednu
(primérnd teplota v tomto mésici byla 3,5°C, cof zajidtovalo
vhodnou. aklimatizaci rostlin na chlad). Tkan byla rychle
pfevezena do laboratofe pro daldi zpracovéini a promyta vodou

pro odstranéni necistot.
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400 g odrezkl bylo homogenizovano pfi teploté okoll v
misidlu Waring s 800 g vody, dokud nebyla listova tkan zcela
rozrudena. Prostfednictvim filtrace skrz 4 vrstvy mudelinu

byla shromézdéna 3t4va bohata na AFP.

| Tato St4dva bohatd .na AFP byla potom podrobena
teplotni upravé varem 8t4vy po dobu 10 minut. To zplsobilo
usazovani proteinu, zatimco AFP pro pouziti podle.
pfedkladaného vyndlezu zlistal v roztoku. Cast plovouci na
povrchu byla oddélena od usazeniny prostfednictvim odstfedéni
pri 15 000 g po dobu 20 minut nebo prostfednictvim dalsdi
filtrace skrz mudelin. T
AFP.mohly byt izolovény z &&sti ploveoucl na povrchu

sublimaénim suSenim.

Priklad II
Izclace AFP z travy

Smichand travova tkan (obsahujici Poa trivialis,
Lolium pérenne, Holcus lanatus a Bromus sterilis) byla
posekana v. lednu (prim&rnd teplota v tomto mé&sici byla 3,5°C,
co? zajidtovalo vhodnou aklimatizaci rostlin na chlad).
Travova tkan byla rychle prevezena do laboratofe pro dal3i

zpracovani a promyta vodou pro odstranéni nelistot.

500 g travovych odfezkﬁ bylo vloZenc do mikrovlné
trouby o vykonu 650 Wattli-a ohfivano pfi plném vykonu po dobu
5 minut, &imZ byla teplot zvy$ena na 85 aZ 100°C. tréavové

odfezky byly potom ochlazeny na teplotu okoll.

Po tomto ohfivacim kroku byla z odfezkl

prostfednictvim‘filtrace oddélena $tava bohatd na AFP. Hmota

Il
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byla kontinu&ln& michdna po dobu 5 minut za pfitomnosti

stejného objemu vody a potom protlaCovana skrz 3 vrstvy

muselinu.

Cast plovoucil na povrchu mohla byt sublimacné suSena

3 pro izolaci AFP.
Priklad I;I
Mixovénim byl vytvoren premix pro vyrobu smetancvé
e10 zmrzliny:
Ingredié;ce % h;o£ﬂ;stﬁi- )
sufené odstfedéné mléko 11,39
Sachardza | 3,14
15 maltodextrin (MD40) 4
kukufiény sirup €3DE ; 20,71
mlécny tuk ‘ ' 9 .
monoglycerid (palmitat) “ 0,45
20 vanilin - 0,01
karubova guma | 0,07
guarova guma 0,05
karagén _ ¢,02
05 ﬁikrokrystalické celulédza 0,24
ielatina | 0,14
AF? (podle pfikladu I*) 0,01 nebo 2adny
(kontrolni)
voda : | zbyték do 100 %.

30
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* Poznamka - AFP je pridan jako koncentrovany roztok;

procentni mnoZstvi oznaduje mnoZstvi AFP.

Tato smé&s byla vhodné uskladn&na pri teploté okoli,

napriklad v plastovém kontejneru.

Smé&s byla potom $lehdna béinym domadcich mixérem na
zvét3eni objemu pfiblizné 100%, naleZ nésledovalo statickeé
zmrazovani v domacim zmrazovacli.

Po dvou mé&sicnim skladovani mé€la smés podle

predkladaného vynélezu znatelné lepSi texturu nei kontrolni

“yzoreky - v s me wme

Priklad IV
Mixovanim byl vytvofen kapalny premix pro vyrobu

smetanové zmrzliny:

Ingredience : % hmotnostni

sugené odstred&né mléko 10
sacharéza 13
maltodextrin (MD40) . 4
karubova guma 0,14
mlééng tuk . : 8
ménoglycerid (palmitét) 0,3
vanilin - 0,01

AFP (podle prikladu II*) 0,01 nebo Zadny

(kontrolni)

voda : zbytek do 100 %
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* Poznamka - AFP je pridén jako koncentrovany roztok;

procentni mnoZstvi oznafuje mnoZstvi AFP.

Priklad V

Byla vyrobena smetanové zmrzlina zmrazenim a

provzdudnénim na 70% zvétSeni objemu smé&si podle pEikladu IV:

Vzorky obou produktd byly vyvdZeny pfi teploté& -18°C
ve skPini Prolan s Pizenym prostfedim po dobu pfibliZné 12 ‘
hodln Byla prlpravena mlkroskoplcka skli¢ka rozetfenim tenké
vrstvy smetanove zmrzllny ze stredu tenkych sklen&nych

desticek.

Ka?dé sklidko bylo prfenesenc do mikroskopického bloku

s Fizenou teplotou (pfi teploté -18°C), kde byly shromaidény

obrazy ledovych krystalt (kolem 400 ledovych monokrystaiﬁ) a
pfenaseny prostfednictvim video kamery do systému pro

uchovavani a analyzu cbrazu.

UloZené obrazy ledovych krystald byly ruén& vyznaleny
prostfednictvim obtaZzeni obvodu, coZ potom vyznacilo cely
krystal. Cbrazy vyznalenych krystall byly potom méreny s
pouzitim softwarového vybavenl pro obrazoveou analyzu, ktere
vypo&italo pocet obrazovych bodd nutnych pro dokonéené
nejdeldi pfimky (délka), nejkratsi pfimky (8itka), a
stranového pomé&ru (délka/3ifce}.

Byl vypo¢itan primérny stranovy pomér pro krystaly.

Pro kontrolni vzorek byl stranovy pomér 1,45.

Pro vzorek obsahujici AFP byl stranovy pomér 1,7.
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Pfiklad VI

Kfenkost smetanové zmrzliny podle prikladu IV byla
zjistovana prostfednictvim vypocti lomivého chovéni smetanové
zmrzliny. Byl zm&fen modul pruZnosti v tahu (Younguv modul

pruznosti) s vyuZitim 3-bodového ohybcvého testu.

Modul prunosti v tahu byl zméfen pfipravenim pasl:

smetanové zmrzliny, jejich vyvadZenim po dobu 18 hodin ve

skfini zmrazovade a pfenesenim do skfiné& s Zizenou teplotou.

Pasy byly uloZeny na 3-bodové ohybové iafizeni, jak je

popsano v Handbook of Plastics Test Methods (druhe vydani),

. vydavatel R.P. Brown, George Godwin Ltd, 1981. Testovani

vzorkll bylo provadénc bezprostredné s rychlosti deformace 50
mm/min. Ze silové deformadni kfivky, byl zméfen poééteéhi
sklon a ten byl pcouZit pro vypo&et modulu pfuinosti v tahu

podle nasledujiciho vztahu:
modul ppuinosti v tahu (pa) = sklon . L/4 . B. W

kde L = rozpéti ramena (110 mm), B = sSifka vzorku, W

= vySka vzorku.

Obvykle bylo testovano osm vzorkl pro zjidténi

prim&rné hodnoty modulu pruznosti v tahu.

S pouiitim vypoltl popisovanych v Williams & Cawood,
Polymer Testing 3, 15-26 (1990) mohla byt vypoliténa
houZevnatost pfi lomu.

vysledky byly nasledujici: Pro kentrolni vzorek byla
vypocitédna tloustka 966 m jako nezbytna pro dosazeni kfehké

vrstvy. pro vzorek obsahujici AFP byla kfehkost {lomivé
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chovani) zjisté&na jiZ pfi 3 mm. To zcela zjevneé ukazuje na
zlepSenou kfehkost produktu podle predkliddaného vynalezu.

Produkty obsahujici AFP byly relativné tvrdé.

priklad VII

Tento pfiklad popisuje metodologii pro vyber téch
AFP, které ovliviiuji tvorbu tvarl ledovych krystald, jak je

vyhodné podle predklédaného vynadlezu.

Rist ledovych krystall za obvyklych okolnosti probihé

ﬁ.podéi a—os& kryétalu['Pokud:jsod pfitomny AFP je ruast zménén.

Toto selektivni ovliviiovani tvaru krystalu mbZe byt
vysvétleno skuteénosti, Ze AFP majl sklon se vazat k.urcitym

tistem ledového krystalu, pfifemZ, kdyZ se toto d&je,

brani tak rustu ledového krystalu v uritych smérech. Vazéani

miZe napfiklad probihat v hranolovych rovinach (kolmych k

‘a-ose) nebo v jehlanovych rovinich (vystupujicich z téchto

rovin; .

prihlajovatelé vynidlezu zjistili, Ze AFP, Kkteré
ovliivhujl vytvareni stranovych pomérli podle predkladaného
vynalezu, mchou byt nalezeny prostfednictvim vybéru téch AFP,
které maji sklon se vazat na jehlancvé roviny. Metodologii
pro vyb&r téchto specificky se vazajicich AFP mize byt
jakékoliv vhodna metodologie. Vhodny test vyuzivd tak zvany
"experiment ristu hemisféry monokrystalu ledu”, ktery Jje
zaloZen na technice popsané v'Knight C.A., C.C. Cheng a A.L.
DeVries, Biophys. J.- 59 (1991, 409-418, Adsorption of
a-helical antifreeze peptides on specific ice crystal surface

planes.




10

15

20

25

30

e e LT ] »e .e
* eoe ) o e @
¢ wse o a w9 9  ee @&
19 ® 0 00 - 6 © Feas 4 Hes sne
« e * " . L] »

[ 33 .. . . .e .o

Dobfe izolovand 5 litrové plastova kadinka byla
naplnéna deionizovanou vodou a uloZena do skfiné s fizenou
teplotou pfi teploté& 1°C. Potom byla pomalu ZMrazovano ze
shora. Po dvou dnech pokryl kddinku monokrystal ledu
pfibliZneé 4 cm silﬁy. Krystalografickd orientace tohoto
monokrystalu byla urdena prostfednictvim rentgenové
rozkladové metody pro monokrystal. Kostky ledu, s rozmérem
pfibliZné& 2 cm, byly fezany z tohoto velkého monokrystalu
tak, ze jeden povrch byl paralelni s hranolovou rovinou a
druhy povrch byl paralelni se zékladni rovinou. Byly tudiz
Vyfvéfen§'ofiento€ané monokrystaly ledu.

Bylo pouZito pfistroje sestavajiciho z mosazného
chladiciho prstu {prumér pfibliiné 1 cm), na ktery byl
namrazen orientovany zarodeny krystal. Z&rodecny krystal byl
nejprve vybran tak, aby mohl byt nasazen kolem chlagiciho
prstu. Potom bylo cirkulovano skrz chladici prst Chiadici
médium a zarode&ny krystal se velmi rychle k chladicimu prstu
pfimrazil.

Chladici prst se zarodelnym krystalem byl'potom
ponofen do izolované 100 mililitrové kadinky obsahujici
roztok testovaného materialu. Podatedni teplotou roztoku byla
teplota mistnosti (-18°C) a jediné chlazeni bylo zajiétovéno
chladicim prstem. Zpoladtku se zdrodecny krystal tastecne
roztavil, ale potom narostl do hemisféry monokrystalu. Po
nékolika hodinach (6 aZ 8) byla vytvorfena hemisféra S .

pruamérem 5 aZi 7 cm, ;

Tento experiment byl proveden_s'rﬁanmi roztoky AFP.

Pou¥ité roztoky AFP pritom mély koncentraci AFP 107 mg/ml,
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Hemisféra byla potom sejmuta z chladiciho prstu a
presunuta do skfiné& s Fizenou teplotou pfi teploté -15°C.
Povrch byl o3krabén a hemisféra byla ponechédna ve skfini
alespoii pfes noc (16 hodin nebo vice). V celé komofe byl
cirkulovan vzduch piostfednictvim integralniho vétrédku. V
prib&hu této doby dochdzelo k odpafovadni povrchovych vrstev
ledu. Povrch ledové hemisféry se tudiZ stdval takovym, Ze mél
hladky zrcadlovy povrch. Ov3em pro hemisféru obsahujici AFP
byly na povrchu patrné drsné skvrny. tyto skvrny odpovidaly
skvrnam, kde AFP byly vazény na povrch hemisfery. Veiké

‘molekily AFP branily odpafovéni ledovych melekul-a tak se

vytvorila drsnd sit melekul AFP na povrchu v oblastech

povrchu, kde dochadzelo k preferencnimu véazani k ledu. Protoze

orientace hemisféry je zn&m& a uhlova vzddlenost mezi témito

drsnymi skvrnami a smiry zédkladni a hranolové roviny miZe byt
zm&fena prostfednictvim optického goniometru, miZe byt urcena

povaha vazebni roviny.

Uvedeny test mlZe byt pouZit pro vybé&r téch AFFP,
které maji sklon se vazat k jehlanovym rovinéam. Napfiklad AFP
z pfikladu‘I a z pfikladu II maji sklon se véazat k jehlanovym
rovinam. Rovnéi velké mnoistvi jinych rostlinnych vytaZzkh ma

sklon se vézat k jehlancvym rovinam.

M&lo by byt zcela v rozsahu znalostl a schopnosti
osoby v oboru znalé, aby pouzila vyse popsény test pro
zji3téni téch AFP, které maji sklon zplsobovat vytvareni
velkych stranovych poﬁérﬁ ledovych krystalt. Pro testovani
jejich vhodnosti v'mraieHYCh produktech podle pfedklédaného'
vyndlezu miZe byt vyroben vlastni produkt a miZe byt urcen

stranovy pomér krystall v tomto produktu.
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Priklad VIII

Test pro zjistovani velikesti ledovych krystald po

rekrystalizaci.

Vzorek roztoku obsahujiciho AFP ve vodé je nastaven
na uroven sachardzy 30 % hmotnostnich (Pokud je poééteéni‘
mnoistvi sacharézy ve vzorku vét3i nei 30 % hmotnostnich, je
to provedeno zredénim, pokud je poCatelni mnozstvi sachardzy
ve vzorku mendi neZ 30 % hmotnostnich, je to provedeno

pfiddnim sacharézy na pozadovanou urover.)

- Obecné& tento test miZe byt aplikovan na jakoukoliv

vhodnou smés zahrnujici AFP a vodu. Obecné& neni mnozstvi AFP

v téchto testovanych smésich néjak zvl&st kritické a miZe byt

napfiklad od 0,0001 do 0,5 % hmotnostniho, vyhedné od 00,0005
do 0,1 % hmotnostniho, zv1a3té& vynodné od 0,001 do 0,05 %

hmotnostnihc, napfiklad 0,01 % nmmotnostniho.

Kapi&ka vzorku o velikosti 3‘uL ie poloZena 'na kryci
sklid¢ko o priméru 22 mm. Potom je na vrSek poloZeno kryci
sklidko o priméru 16 mm a na tento vzorek je poloze 200
gramové zévaZi pro zajisténi jednotné tlouStky vzorku. Hrany

kryciho sklicka jsou ut&snény bezbarvym lakem na nehty.

Skli¢ko je uloZeno na blok mikroskopu Linkham THM.6OO
s fizenou teplotou. Blok je potom rychle ochla;én (50°C za
minutu) na teplotu -40°C profvytvofeni velké populace malych
krystalt. Teplota bloku je potom. rychle zvysSena (50°C za

minutu) na -6°C d je udriovadna na této teploté.

Ledovd faze je sledovéna pri teploté -6°C s pouzitim

mikroskopu Leica Aristoplan. Polarizované svételné podminky

ve spojeni s lambda destickou byly pouzity pro zvyseni

kontrastu ledovych krystall. Stav ledové faze (velikost
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ledovych krystall) je zaznamenan prostfednictvim 35 mm
mikrofotografie pfi T=0 a T=1 hodina. Prumérna velikost
Castic {(vizualni urceni, &iselny primér) pod 20 um, zvlasté
vyhodné mezi 5 a2 15 pm indikuje vyhodné AFP pro pouZiti v

produktech podle predkladaného vynilezu.

Zastupuije :
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PATENTOVE NAROKY
1. Zptsob vyroby mraZeného potravinarského produktu

zahrnujiciho nemrznouci polypeptidy, vyznacuijici
s e t i m, Ze podminky se zvoli tak, Ze ledové krystaly v
produktu maji stranovy pomér, definovany jako délka délena

§if¥kou, od 1,1 do 1,9.

2. zpisob podle naroku 1, vy znacu jici s e

t i m , Ze podminky pro ovlivnéni stranoveho pom&ru se zvoll
ze skupiny sestévajici z rychlosti zmrazovani, pohyblivosti
produktu v. prub&hu zmrazovani, skladovaci teploty a
skladovaci doby, sloZeni produktu a povahy a mnozZstvi

nemrznoucich polypeptidd a kombinaci teéchto podminek.

3. Zplisob podle naroku 1, vy zn ac ujici se
t £ m , %e mraZenym potravindfskym produktem je mrazeny

cukrarsky produkt.

4, Mrafeny cukrafsky produkt zahrnujici od 0,0001 do 0,5 %
hmotnostniho nemrznoucich polypeptidd, vy zn a ¢ uj ici
se t im, ?2 md stranovy pomér ledovych krystald od 1,1

do 1,9.

5. Mrazeny cukrafsky produkt podle naroku 4,
vyznadéujici se tim, Ze nemrznouci
polypeptidy jsou pfednostné vazany k jehlanovym rovinam

ledovych krystalu.

6. MraZeny cukrafsky produkt majici kontrast
textury, vyznadcujici se t i m , %e zahrnuje

diskrétni prvky cukréfského produktu definovanédho v naroku 4.
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7. Mrazeny cukrafsky produkt podle naroku

6, vyznadcujici se tim, Ze zahrnuje tenké
vrstvy smetanové zmrzliny stfidajici se s tenkymi vrstvami
ovocné zmrzliny, pficemZ vrstvy ovocné zmrzliny zahrnuji od
0,0001 do 0,5 % hmotnostniho nemrznoucich polypeptidi a maji

stranovy pomér ledovych krystald od 1,1 do 1,9.

8. zmrzlinovd smés pro pouziti pfi vyrob& mraZeného

cukrafského produktu definovaného v naroku 4.

9. Zmrzlinové smés podle ndroku 8, vy znac¢ujilci
s e tim, Ze vyroba zahrnuje provzdusnéni a staticke

zmrazovani.

Zastupuje
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