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(57)Anotace:

Poskytuje se fermentovany mlé&ny vyrobek, ktery obsahuje
bakterie produkujici kyselinu mlénou schopné vytvéet velké
mnoZstvi laktotripeptidu a velké mnoZstvi G¢inné slozky

s hypotenzivni aktivitou a protistresovym U&inkem, a ktery se
miiZe vyhodng uZivat ve form& potravin nebo napoji. Bakterie
Lactobacillus helveticus produkujici kyselinu mléénou ma
specifické bakteriologické vlastnosti, kteréZto bakterie,
kultivuji-li se v médiu Zivogisného mléka obsahujicim 9 %
hmot. suginy netuéného mléka, produkujf tripeptidy Val-Pro-
Pro a Ile-Pro-Pro v mno¥stvi 60mg ve smyslu obsahu Val-
Pro-Pro na ml média, a tyto bakterie projevuji extracelularni
protedzou aktivitu ne nizii neZ 400 U/ODsg. Kmen
Lactobacillus helveticus CM4 je uloZen v Nérodnim institutu
biologickych véd a Agentufe pro huménni technologie
primyslovych v&d a technologie pod pfirfistkovym &islem
FERM BP-6060. Fermentovany mlé¢ny vyrobek se ziskd
fermentaci Zivodisného mléka témito bakteriemi produkujicimi
kyselinu mlé&nou.
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BAKTERIE LACTOBACILLUS HELVETICUS PRODUKUJICI KYSELINU
MLECNOU S VYSOKOU PRODUKTIVITOU TRIPEPTIDU, FERMENTOVANY
MLECNY VYROBEK A ZPUSOB JEHO VYROBY

Oblast techniky

Tento vynadlez se tykd novych bakterii Lactobacillus
helveticus produkujicich kyselinu mléé&nou, které kultivuji-
li se v mediu Zivoci3ného mléka, mohou vytvaftet uréipy
tripeptid s vysokou U&innosti, a které maji vysokou
extracelularni protedzovou aktivitu, fermentovaného mléd&ného
vyrobku obsahujiciho bakterie produkujici kyselinu mlé&nou a

zplisobu vyroby tohoto vyrobku.

Dosavadni stav techniky

Lactobacillus helveticus se pro mlé&né vyrobky dlouho
pouZivéa k vyrobé fermentovaného mléka jako iniciator
bakterii  produkujicich kyselinu mlécnou. Lactobacillus
helveticus m& vysokou proteolytickou aktivitu, a =zejména
jeho vysokd aktivita extracelulérni protedzy hraje daleZitou
roli pfi fermentaci Zivolidného mléka. To =znamend, Ze
extraceluldrni protedza trévi proteiny Zivo&isného mléka za
vytvofeni ruznych fragmentd peptidd. Vytvofené peptidy jsou
dale podrobeny ptsobeni peptiddz, aby se vytvo¥ily peptidy o
nizsi molekulové hmotnosti. Je =zndmo, Ze &&st peptidd
vytvorenych v mediu je diky plsobeni protedzovych enzymd
prijata bunkami bakterii produkujicich kyselinu mlé&nou a
utilizovana Jjako zdroj dusiku. D&le bylo publikovéno, Ze

nékteré z peptidd produkovanych v mediu maji inhibiéni




aktivitu k angiotenzin konvertujicimu enzymu (ACE), ktery
zplsobuje hypertenzi /J. Dairy Sci., 78, 777-783 (1995)/.

Jako peptidy k inhibici aktivity ACE a potladeni
zvy3eni  krevniho tlaku byly publikovdny rlGzné G&inné
peptidy, Jjako napf¥iklad takové, které byly odvozeny od
produktl degradace mlé&nych proteind, sdéjovych proteint nebo
proteinlt rybiho masa. Napriklad Val-Pro-Pro a Ile-Pro-Pro
(zkrédcené déale jako VPP a IPP, tyto peptidy jsou spoledné
déle uvedeny Jjako laktotripeptidy) jsou zndmy jako peptidy
s ACE inhibié&ni aktivitou pfitomné v mléce fermentovaném
Lactobacillus  helveticus. Pokusy s pouZitim sponténné
hypertenznich krys (SHR) potvrdily, Ze tyto laktotripeptidy
maji silny hypotenzivni uéiﬁ;k /J. Dairy Sci., 78, 1253-
1257 (199%5)/.

Av3ak fermentované mléko obsahujici laktotripeptid
produkovany zZivocisdnym mlékem fermentovanym bé&Znymi kmeny
Lactobacillus helveticus se muZe té&zZko pouZit tak, Jjak je,
nebot diky velkému mnozZstvi kyseliny mlécné vytvoFené
v prubé&hu fermentace projevuje vysokou aciditu. Zfedé&ni
fermentovaného mléka m& za néasledek vyrazné sniZeni obsahu
laktotripeptidd.

TudiZ Jje ZAadouci vyrobit fermentované mléko s vy33im
obsahem laktotripeptidd v porovnani s obsahem kyseliny
mlécné vytvorené ve fermentovaném mléce. Vyrobky s funkci
laktotripeptidd by mohly byt snadno pfripraveny a poskytnuty
spotfebitellim v prijatelné formé k poddvani pridédnim malého
mnozstvi takového framentovaného mléka k rlznym potravindm a
napojum. AvSak Zadné ze zndmych kmend bakterii produkujicich
kyselinu mlécnou nevytvareiji laktotripeptid s vysokou

u&innosti.
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Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vyndlezu Jje poskytnout novy kmen
bakterii produkujicich kyselinu mléénou, ktery muze vytvaret
velké mnoZstvi laktotripeptidu s vysokou G&innosti vzhledem
k mnoZstvi vytvofené kyseliny mlédné.

Dal3im predmétem tohoto vynalezu je poskytnout
fermentovany mlé&ny vyrobek, kery obsahuje laktotripeptid
s takovymi WG&inky, Jjako napfiklad hypotenzivnim ud&inkem a
oCekavanym protistresovym G¢inkem, a kmen bakterii
produkujicich kyselinu mléé&nou schopny vytvadret velké
mnozstvi laktotripeptidu, a ktery se miZe pfijatelnd uZivat
v podobé potravin nebo ndpojli, a zpusob jeho piipravy.

Podle tohoto vynélezu se poskytuji bakterie produkujici
kyselinu mlécnou Lactobacillus helveticus s témito
bakteriologickymi  vlastnostmi, pri¢emZz  kultivuiji-li se
feCené bakterie v mediu Zivo&idného mléka obsahujiciho 9 %
hmot. suSiny netu&ného mléka, vytva¥eji tripeptidy Val-Pro-
Pro a Ile-Pro-Pro v mnoZstvi ne menS$im neZ 60 pg ve smyslu
obsahu Val-Pro-Pro na ml media, a felené bakterie projevuji

aktivitu etraceluldrni protedzy ne mensi neZ 400 U/ODsgg:
morfologické vlastnosti
tvar bunky: tycinka

pohyblivost: ZAadna

tvorba spdr: Zadné

Sw N

gramovo barveni: pozitivni

fyziologické vlastnosti

1. produkce kataldzy: negativni

2. produkce indolu: negativni
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3. redukce nitratu: negativni
4. aerobni rust: fakultativné& anaerobni
5. tvorba DL-kyseliny mlécné z glukdézy homolaktickou
fermentaci bez tvorby plynu
6. degradace uhlovodikua
-glukdza: +
-laktdza: +
-manndza: +
-fruktéza: +
-galaktdéza: +
-sacharébza: -
-maltdza: -
~-xylbza: -
-rhamnéza: -

-cellobidbza: -

~trehaldza:

-melibidza:
~-rafinbéza: -
-stachybza: -
-mannitol: -
~sorbitol: -
-eskulin: -

-salicin: -.

Podle tohoto vynadlezu se také poskytuji Dbakterie
produkujici kyselinu mlécnou Lactobacillus helveticus, kde
feCenymi bakteriemi produkujicimi kyselinu mlécnou Jje kmen
Lactobacillus helveticus CM4 (uloZen v Narodnim institutu
biclogickych véd a Agentufe pro humdnni technologie
primyslovych véd a technologie 15.srpna 1997 pod <&islem
uloZeni FERM BP 6060).

Podle tohoto wvynalezu se dale poskytujli bakterie

produkujici kyselinu mlécnou  Lactobacillus helveticus
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S chromozomalni DNA, kdy Fedenéa chromozom&lni DNA p#i
traveni restrik&nimi enzymy PstIl a EcoRI poskytuje DNA
fragment o velikosti 15 a% 17 kb.

Podle tohoto vyndlezu se také poskytuje fermentovany
mléény vyrobek, ktery obsahuje fermentované mléko obsahujici
vySe zminéné bakterie produkujici kyselinu mléénou a
tripeptid =zvoleny ze skupiny zahrnujici Val-Pro-Pro, Ile-
Pro-Pro a jejich smé&si.

Podle tohoto vyndlezu se také poskytuje zptsob vyroby
fermentovaného mlé&ného vyrobku, ktery zahrnuje fermentaci
media obsahujiciho vyZivnou latku zvolenou ze skupiny
zahrnujici peptid, protein a jejich smé&si, zahrnujici
sekvence Val-Pro-pro a Ile-Pro-Pro, bakteriemi produkuijicimi

kyselinu mléc&nou.

Struény popis k obrazkam

Obréazek 1 je fotografie ukazujici zpusobem
elektroforézy na agarézovém gelu fragmenty chromozomidlni DNA

raznych kment Lactobacillus helveticus z prikladu 2.

Uprednostfiovanad zté&lesnéni vynalezu

Bakterie produkuijici kyselinu mléc&nou podle tohoto
vyndlezu pat#i k Lactobacillus helveticus, a vyznacuji se
tim, Ze bakterie produkujici kyselinu mlé&nou pri kultivaci
v mediu Zivo&idného mléka obsahujiciho 9 % hmot. sudiny
netuc¢ného mléka vytvareiji tripeptidy Val-Pro-Pro a Ile-Pro-
Pro v mnoZstvi ne meniim ne? 60 Mg, a vyhodné& ne mendim nes
70 ng ve smyslu obsahu Val-Pro-Pro na ml media, a projevuji

aktivitu extraceluldrni protedzy ne niZ3i neZ 400 U/ODsgp, a
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vyhodn& ne niZ&i neZ 430 U/ODsgg. Produktivita definovaného
laktotripeptidu Jje ukazatelem k rozliSeni té&chto bakterii
produkujicich kyselinu mlécnou od bé&Znych bakterii
produkujicich kyselinu mlé¢nou Lactobacillus helveticus.
Timto ukazatelem se nap¥iklad definuje vlastnost té&chto
bakterii  produkujicich kyselinu mlé&nou vytvaret pri
kultivaci v mediu Zivo&i3ného mléka obsahujicim 9 % hmot.
susiny netucného mléka laktotripeptidy v mnoZstvi ne mendim
nez 60 png ve smyslu obsahu VPP na ml media, kterd se nemohla
uskutelnit bé&zZnymi bakteriemi produkujicimi kyselinu
mlécnou. Obvykle se sniZenim obsahu sudiny netuéného mléka
v mediu pro kutivaci vytvofi mensi mnoZstvi laktotripeptidu.
ZvySenim obsahu sus$iny netuného mléka se vytvori vétsi
mnozstvi laktotripeptidu.

Produktivita laktotripeptidd Jako ukazatel se mé&ri
kroky inokulace Zivoc¢i3ného mléka, jako naptiklad kravského
mléka, koziho mléka, kofiského mléka a z nich odst#edé&ného
mléka obsahujiciho 9 % hmot. susSiny netuéného mléka,
bakteriemi produkujicimi kyselinu mléd&nou, kultivace téchto
bakterii k pfipravé fermentovaného mléka 24 h p¥i teploté
37 °C, odstfedovani 1 ml fermentovaného mléka pf¥i frekvenci
otacek 15 000 za min po dobu 10 min, podrobeni supernatantu
mérenil mnozZstvi VPP a IPP a pfevedeni té&chto mnoZstvi na
mnozstvi VPP. ProtoZe ACE inhibiéni aktivita IPP na jednotku
hmotnosti je 1,7nésobn& neiZ VPP, vypolitd se prevedené

mnozstvi laktotripeptidu ve smyslu obsahu VPP timto vztahem:

prevedené mnoZstvi laktotripeptidu (ug ve smyslu obsahu VPP

na ml) = mnozstvi IPP (pg/ml) x 1,7 + mnoZstvi VPP (pg/ml)

Maximdlni produktivita laktotripeptidu neni =zv1&asté
omezena, ale mbZe byt dosaZena, jestliZe v3echny ze sekvenci

Val-Pro-Pro a Ile-Pro-Pro zaclenéné v proteinu media se
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tradvenim od3tépi jako tripeptidy.

Aktivita extraceluldrni protedzy se mé&ri zplsobem podle
Yamamoto a kol. /Yamamoto N. a kol., J. Biochem., 114,
740 (1993)/ zaloZeném na zpusobu podle Twininga a kol.
/Twining S., Anal. Biochem., 143, 3410 (1984)/ a vyjad¥i se
definovénim, Ze mnoZstvi enzymu projevujici 1% intenzitu
fluorescence mé& aktivitu 1 U/ODsgg. VySe uvedeny limit
aktivity extraceluldrni proteazy také neni omezen, ale
obvykle je 800 U/ODsgg.

Tyto bakterie produkujici kyselinu mlécnou mohou
vytvaret velké mnoZstvi laktotripeptidu vzhledem k mnoZstvi
kyseliny mlééné vytvorené béhem fermentace. TudiZ fermentace
s pouzitim téchto bakterii produkujicich kyselinu mlécnou mé
za nésledek fermentované mléko obsahujici vét3i mnoZstvi
laktotripeptidu v porovnani s fermentovanym mlékem
obsahujicim podobné mnoZstvi kyseliny mlécné vytvoZenym
bé&zZnymi bakteriemi produkujicimi kyselinu mlécnou.
V désledku takové fermentace Jje tato kyselina mlécné
kyselina DL-mlécné4. Vyhodné mnozstvi laktotripeptidu
produkovaného fermentaci témito bakteriemi produkujicimi
kyselinu mléCnou neni niZs$i neZ 30 pg ve smyslu obsahu VPP
na 1 ml vysledného fermentovaného mléka obsahujiciho
0,01 g/ml kyseliny DL-mlé&né vytvofené bé&hem fermentace.
Horni limitni mnoZstvi laktotripeptidu neni zvlasté omezeno,
ale tyto bakterie jsou schopny vytvaret aZ p¥iblizZné 50 ug
ve smyslu obsahu VPP na 1 ml fermentovaného mléka
obsahujiciho 0,01 g kyseliny DL-mlé&né. MnoZstvi kyseliny
DL-mlé¢né Jje pribliZné& uUmérné mnoiZstvi laktotripeptidu.
TudiZz JjestliZfe se v fermentovaném mléce vytvo¥i napEiklad
0,02 g kyseliny DL-mlécné, mnozstvi vytvo¥eného
laktotripeptidu vyhodné neni men3i neZ 60 pg, ve smyslu
obsahu VPP. Naproti tomu fermentaci béZnymi bakteriemi

produkujicimi kyselinu mlécnou je mnoZstvi laktotripeptidu




(maximglné) niZ3i neZ 30 pg ve smyslu obsahu VPP na 0,01 ¢
kyseliny DL-mlé¢né v 1 ml fermentovaného mléka.

Prikladem téchto bakterii produkuijicich kyselinu
mlécnou je kmen Lactobacillus helveticus CM4, ktery Jje
uloZen jako FERM BP-6060 v Narodnim institutu biologickych
véd a Agentufe pro humanni technologie primyslovych vé&d a
technologie (uloZen 15.srpna 1997). Kmen Lactobacillus

helveticus CM4 m& tyto biologické vlastnosti:

morfologické vlastnosti:

tvar bunky: tycinka

pohyblivost: Z&dna

tvorba spdbr: Zadna

W N

gramovo barveni: positivni

fyziologické vlastnosti

. produkce kataldzy: negativni
. produkce indolu: negativni
. redukce nitrdtu: negativni

. aerobni rust: fakultativné& anaerobni

g s w N

. tvorba DL-kyseliny mlécné =z glukbézy homolaktickou
fermentaci bez tvorby plynt

6. degradace uhlovodika

-glukdza: +

-laktédza: +

-manndéza: +

-fruktédza: +

-galaktdza: +

-sacharéza: -

-maltdza: -
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-xyldéza: -
-rhamndéza: -
-cellobidza: -
~trehaldza: -
-melibidbza: -
~rafinéza: -
-stachydéza: -
-mannitol: -
-sorbitol: -
-eskulin: -
-salicin: -
hodnoti

JestliZe se zpusobem podle Mitsuoka a kol.

/Rinshoukensa 18, 1163 (1974)/, jsou vyse uvedené
bakteriologické wvlastnosti kmene CM4 stejné, Jjako vefejné&
znamého kmene Lactobacillus helveticus NCDO-099. Nicméné
podle téchto vlastnosti, které Mitsuoka a kol. nepopsal, se

kmen CM4 jasné odliZuje od kmene NCDO-099:

7. aktivita extracelulédrni protedzy: ne mén& nes
400 U/ODsgo

8. produktivita laktotripeptidu, tvorba dvou druhu
tripeptidd (VPP a IPP) v mnoZstvi 60 pg nebo vySSim ve

smyslu obsahu VPP na 1 ml fermentované tekutiny pfi

kultivaci v mediu obsahujicim 9 % hmot. odst¥edného
mléka 24 h p¥i teploté& 37 °C.
Produktivita laktotripeptidu v bodé 8. se meri

s pouZitim odstfedéného mléka jako sudiny netu&ného mléka.

Kmen bakterii produkujicich kyselinu mlé&nou podle

tohoto vyndlezu se miZe ziskat timto screeningem a mé&renim

aktivity extraceluldrni proteédzy.
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1. Primdrni screening
Selekce kmene mé&¥enim vy$e ACE inhibi&ni aktivity ve

fermentovaném mléce

Kmeny pro screening se pfi teploté 37 °C 24 h kultivuji
v mediu s obsahem 9 % hmot. odstfedéného mléka. Po skon&eni
kultivace se m&Fi polet bakterii produkujicich kyselinu
mlécénou, acidita kyseliny mlé&né a ACE inhibi&ni aktivita.
Vyberou se kmeny bakterii produkujicich kyselinu mlé&nou
produkujici 1 x 10% bunék/ml nebo vice a projevujici aciditu
kyseliny mlécné 1,6 % hmot. nebo vice a ACE inhibiéni
aktivitu 40 U/ml. ACE inhibiéni aktivita se m&ri zptasobem
podle Cushmana a Cheunga /Cushman D.W. a Cheung H.S.,
Pharmacol., 20, 1637 (1971)/.

2. Sekundarni screening

Selekce kmene s vysokou produktivitou laktotripeptidu

Kultivované tekutiny kment vybranych primdrnim
screeningem se 10 min odstfeduji p#i frekvenci otéddek 15 000
za min a jejich supernatanty se podrobi HPLC ke kvantifikaci
laktotripeptidu. Vyberou se kmeny, které vytvorily ne méné

nez 50 pg ve smyslu obsahu VPP na 1 ml.
3. Méreni aktivity extracelulédrni protedzy

Kazdy z kmenlt  vybranych sekunddrnim screeningem se
kultivuje v mediu obsahujicim 9 % hmot. odstredéného mléka,
pficemZz jeho pH se udrZuje na hodnoté 6. Vzorek se odebere
uprostfed logaritmické féze rastu a smisi se s 1 $ hmot.
citratu sodného odstfeduje se 10 min p¥i frekvenci otéclek
15 000 za min ke ziskdni bunék. Ziskané buiky se promyji

50mM kyselinou B-glycerolfosforecnou a suspenduji v 50mM
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Tris-HCl pufru (pH = 7,8), aby se turbidita (ODsgg) upravila
na hodnotu 1. Potom se m&¥i aktivita protedzy na buné&ném
povrchu. Bude ovéreno, Ze vysledek je korelativni
s produktivitou laktotripeptidu kment meéfenych sekunddrnim
screeningen.

Kmen bakterii produkujicich kyselinu mlécnou
Lactobacillus helveticus vybrany vySe uvedenym zpusobem se
miZe identifikovat a rozli%it od ostatnich kment bakterii
produkujicich kyselinu mlé&nou napfiklad vy3e uvedenou
produktivitou tripeptidu a aktivitou extraceluldrni
proteédzy.

Bakterie produkujici kyselinu mlé&nou podle tohoto
vynalezu maji vyhodné vedle vySe uvedené produktivity
laktotripeptidu a aktivity extracelulérni proteazy
chromozomalni DNA, a tato chromozomélni DNA, dje-l1i tréavena
restrikénimi enzymy PstI a EcoRI, poskytuje fragment DNA o
velikosti 15 aZ 17 kb. Tudi? mohou byt bakterie produkujici
kyselinu mlécnou podle tohoto vynédlezu jasn& odliseny od
jinych kmend stejného druhu zkouSenim, zda tento kmen mé
chromozom&dlni DNA, které poskytuje takovy fragment DNA.

Existence fragmentu DNA o velikosti 15 a2 17 kb ma¥e
byt potvrzena extrakci chromozom&lni DNA z bakterii
produkujicich kyselinu mlé&nou zplisobem podle Leenhoutse a
kol. /Leenhouts K., Appl. Environ. Microbiol., 56,
2726 (1990)/, tréavenim chromozomilni DNA EcoI a PstI,
provedenim elektroforézy odstépenych fragmentd na 0,8%
agardzovém gelu a analyzou vysledku elektroforézy. Po
provedeni elektroforézy se p¥itomnost DNA fragmentu jasné
potvrdi tak, Ze se jako ukazatel velikosti podrobi A fégova
DNA  trédvené restrikénim  enzymem Hind ITTI paralelni
elektroforéze.

Fermentovany mléény vyrobek podle tohoto vynéalezu

obsahuje jako nepostradatelnou sloZku fermentované mléko
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obsahujici bakterie produkujici kyselinu mlédnou a tripeptid
zvoleny ze skupiny zahrnujici VPP, IPP a jejich sm&si. To
znamena, Ze fermentovany mléény vyrobek podle tohoto
vyndlezu obsahuje fermentované mléko obsahujici
laktotripeptid a bakterie produkujici kyselinu mlé&nou a
pfipravi se fermentaci media obsahujiciho vyZivnou latku
sloZenou z peptidd a/nebo proteint, které zahrnuji sekvenci
VPP a/nebo IPP bakteriemi produkujicimi kyselinu mlé&nou
podle tohoto vynalezu. TudiZ se mohou obsahy bakterii
produkujicich kyselinu mlécnou a tripeptidu vhodn& zvolit
v zavislosti na druhu pfipravovaného fermentovaného mléd&ného
vyrobku. Tento fermentovany mlécny vyrobek miZe obsahovat
ziskany fermentovany vyrobek samotny, nebo ¢istény
fermentovany vyrobek.

Fermentovany mléc¢ny vyrobek podle tohoto vynalezu
obsahuje kyselinu DL-mléCnou vytvofenou bé&hem fermentace.
Fermentovany mlécny vyrobek podle tohoto vyndlezu vyhodné&
obsahuje laktotripeptid v mnoZstvi 30 aZ 50 pg ve smyslu
obsahu VPP vzhledem k 0,01 g kyseliny DL-mlé&né. MnoZstvi
kyseliny DL-mlécné je pfiblizné umérné mnoZstvi
laktotripeptidu. TudiZ jestliZe fermentovany mlé&ny vyrobek
obsahuje koncentrované fermentované mléko a obsahuje napft.
0,02 g kyseliny DL-mléc¢né, mnoZstvi laktotripeptidu e
vyhodn& v rozmezi 60 aZ 100 ug ve smyslu obsahu VPP.
JestliZe fermentovany mléény vyrobek obsahuje zFed&né
fermentované mléko a obsahuje nap?. 0,005 g kyseliny DL~
mlééné, mnoZstvi laktotripeptidu je vyhodné& v rozmezi 15 a?
25 pg ve smyslu obsahu VPP. Ackoliv miZe fermentovany mléd&ny
vyrobek podle tohoto vyndlezu obsahovat kyselinu L-mléd&nou,
kterd Jje potravinovym doplitkem k Upravé acidity, je tato
kyselina L-mléc¢n& odlidnd od kyseliny DL-mlé&né vytvorené
béhem fermentace.

Bakterie produkujici kyselinu mlé&nou ve fermentovaném
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mleéc¢ném vyrobku podle tohoto vynalezu se mohou budto
sterilizovat po fermentaci, nebo udrzovat Zivé bez
sterilizace.

Fermentovany mléc&ny vyrobek podle tohoto vynalezu mze
byt jogurt, zakysané népoje obsahujici mléko, syr,
pfipravené potraviny obsahujici fermentované kyselé mléko a
zdravi prosp&sné potraviny obsahujici fermentované kyselé
mléko. TudiZ fermentovany mléény vyrobek podle tohoto
vynalezu mbZe obsahovat vedle fermentovaného mléka jako
nepostradatelné sloZky rlzné latky, které se obvykle
pridavaji k vyrobé& takové Ska&ly vyrobkl. Fermentovany mlé&ny
vyrobek podle tohoto vynalezu mife byt ve formé pevné, jako
napfiklad préaska, granulatd a tablet, nebo tekuté, Jjako
napriklad pasty, gelu a kapaliny.

Zpusob vyroby fermentovaného mléného vyrobku podle
tohoto wvynalezu zahrnuje fermentaci media obsahujiciho
vyZivnou latku zvolenou ze skupiny, které zahrnuje peptid,
protein a jejich smési obsahujici jako soulast své sekvence
Val-Pro-Pro a/nebo Ile-Pro-Pro, bakteriemi produkujicimi
kyselinu mlé&nou.

VyZivna l&tka v mediu mtse byt neékterého z typd podle
toho, jak dlouhé obsahuje peptidy a/nebo proteiny, které
jako soudst své sekvence obsahuji VPP a/nebo IPP. VyZivou
latkou mbZe byt napriklad Zivo&isné mléko, mléény kasein,
kukufice, kukuri&ny protein, p3enice, pSenicny protein,
s6jové boby, séjové mléko, odtudnéné séjové boby, séjovy
protein nebo jejich sm&si. Zvlasts je vyhodné pouzit
vyZivnou latku obsahujici Zivo&iZné mléko, jako nap#iklad
kravské mléko, kozi mléko, koriské mléko, nebo z nich
odstredénd mléka. Obsah suSiny netuéného mléka v ¥ivodisném
mléce neni zvlastsd omezen, ale obvykle je v rozmezi 5 a3
20 % hmot.

Neni Zzadné zvl14stni omezeni mnozstvi bakterii
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produkujicich kyselinu mlécnou, kterymi se medium inokuluje.
Mnozstvi k inokulaci je obvykle p#iblin& 10° a3 107 buné&k
bakterii produkujicich kyselinu mlé&nou na 1 g vySe uvedené
urcité vyzivné latky v mediu.

Fermentace se miZe provadét pfi teploté& v rozmezi 25 a3
50 °C, a vyhodné& p¥i teploté v rozmezi 30 a¥ 45 °C po dobu 6
az 30 h, a vyhodn& po dobu 10 aZ 24 h, v rozmezi hodnot pH
vyhodné 3,0 az 4,0, a vyhodnéji v rozmezi 3,0 a2 3,5.

Fermentace se vyhodné& provede tak, Ze mnoZstvi
laktotripeptidu neni men&i nes 60 Hg ve smyslu obsahu VPP na
ml vysledného fermentovaného mléka. Zejména JjestliZe se jako
medium pouZije kravské mléko obsahujici 9 ¢ hmot. susiny
netu¢ného mléka, mi& fermentace pEi teplot& 25 az 40 °C po
dobu 12 aZ 48 h za néasledek fermentované mléko obsahujici
laktotripeptid v mnoZstvi ne mensim neZ 70 ug, ve smyslu
obsahu VPP na ml. Obsah suSiny netuéného mléka v mediu je
pribliZné& Gm&rny vytvorenému laktotripeptidu. Nap#iklad
obsahuje-1i vyZivna latka 5 % hmot. susiny netuéného mléka,
fermentace podle vyse uvedenych podminek by mé&la mit za
nédsledek produkci laktotripeptidu v mnoZstvi pfriblizZné
33,3 ng ve smyslu VPP obsahu na ml.

Fermentované mléko ziskané vySe uvedenou fermentaci se
mhZe smisit s vyrobkem tak, jak je. Je-1li to nutné, miZe se
fermentované mléko pfed smisenim podrobit fed&ni nebo
¢isténi. Fermentované mléko se miZe ochladit a skladovat pri
teploté 5 °C, a potom smisit s ostatnimi sloZkami, aby se
pripravil vyrobek, jako napfriklad mrazeny vyrobek.
Alternativné se miZe fermentované mléko podrobit tepelné
sterilizaci a je-11i to nutné, préskovat susSenim
rozprasovanim, aby se p¥ipravil vyrobek k distribuci pri
teploté mistnosti.

ProtoZe fermentovany mlécny vyrobek podle tohoto

vyndlezu obsahuje fermentované mléko ziskané fermentaci
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bakteriemi produkujicimi kyselinu mlécnou, miZe se pouZit ke
snadné pripravé vyrobkd s vysokym obsahem laktotripeptidu
vzhledem k obsahu kyseliny mlé&né v prijatelné formé& k
podavani. OCekdva se, 3Ze podava-1li se &lovéku fermentovany
mlécny vyrobek, projevi se hypotenzivni G¢inek a
protistresovy uéinek laktotripeptidu.

ProtoZe bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou podle
tohoto vyndlezu mohou svou kultivaci v ur&ité vyzivné léatce
vytvaret velké mnoZstvi laktotripeptidu, jsou bakterie a
latky z nich uZite&né k vyrob& 3Siroké 3kaly fermentovanych
mlé&nych vyrobki, funk&nich potravin, zdravi prospé&snych
potravin, potravin pro urdené zdravotni pouZziti, potravin
pro urcené pouziti star$imi 1idi, s hypotenzivnim u&inkem a

stres zmirfujicim U&inkem laktotripeptidu.

Pfiklady provedeni vynalezu

Tento vynadlez bude podrobné&ji popsan dale s odkazem na
pfiklady, ale tento vyndlez se na né& neomezuje.

Mezi kmeny Lactobacillus helveticus pouzZitymi
v ptfikladech, Jje kmen CM4 wulo¥en v Narodnim institutu
biologickych v&d a Agentufe pro huménni technologie
primyslovych véd a technologie a bylo mu ud&leno prirtstkové
Cislo FERM BP-6060. Verejné& dostupné kmeny jsou ATCC15009,
NCDO-099, JCM1006, ATCC10797, JCM1062, JCM1103, JCM1120 a
JCM1004. Jiné kmeny, neZ vyde uvedené kmeny pouZité

v prikladech jsou zvoleny ze sbirky kment pfihladovatele.

PRIKLAD 1
Selekce kment poskytujicich fermentované mléko s vysokou ACE

inhibiéni aktivitou




16 *

[ XX R J
eess
L2 X 23
sers

s o LA e

Screenovalo se 36 kment Lactobacillus helveticus
izolovanych z rdznych mlé&nych vyrobki. ACE inhibid&ni
aktivita mléka fermentovaného kazdym z kmen® se mé&rila timto
zptusobem. Kazdy z kment Lactobacillus helveticus se
kultivoval p¥i teploté 37 °C po dobu 24 h v mediu s 9 %
hmot. sufiny netuného mléka. Kultivadni medium se pfidalo
do cerstvého media stejného typu v takovém mnoZstvi, aby
nové medium obsahovalo 3 % hmot. kultivaéniho media.
Fermentace dale probihala 24 h pri teplot& 37 °C. Po
ukonceni fermentace se m&Fila acidita kyseliny mlé&né
(3 hmot.), mnoZstvi peptidu v syrovatce (mg/ml), po&et bunék
a ACE inhibiéni aktivita (U/ml). Vysledky ukazuje tabulka 1.
7 kmenu z 36 kmend mé&lo velmi slabou schopnost fermentace.
15 kment vytvorilo fermentované mléko s aciditou vytvorené
kyseliny mlé&né ne men3i nes 1,6 % hmot. Z 15 kmenua bylo
vybrano 8 kmend s ACE inhibi&ni aktivitou ne mensi nez

40 U/ml syrovatky ve svém fermentovaném mléce.
Méfeni ACE inhibidéni aktivity fermentovaného mléka

ACE  inhibiéni aktivita se mé&fila zplisobem podle
Cushmana a Cheunga /Cushman D. W. a Cheung H. S.,
Pharmacol., 20, 1637 (1971)/. To znamenéa, Ze kazdé
fermentované mléko se odst¥edovalo pfi frekvenci otadek
15 000 za min po dobu 5 min, aby se dostal supernatant
(syrovatka). Syrovatka se k m&Feni vhodn& z¥edila. Do
zkumavky se vpravilo 80 ul z¥ed&né syrovatky, smisilo se
s 0,2 ml 0,1IM kyseliny borité jako pufru (obsahujiciho 0,3 M
NaCl, pPH

Il

7,3) obsahujicim jako substrat 5 mM
hippurylhistidinleucinu (Hip-His-Leu, vyrobeny spole&nosti
Sigma Chemicals Co.), a déle se smisilo s 20 pl roztoku
enzymu (0,1 U/ml, vyrobeny spole&nosti Sigma Chemicals Co.).

Vyslednd smé&s se nechala reagovat 30 min p¥i teploté& 37 °C a
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bpotom se k ukoncCeni reakce smisila s 250 pl 1N kyseliny
chorovodikové. Ndsledné se Smés smisila s 1,7 ml
ethylacetatu, 20 s misila a potom odstfedovala 10 min p#i
frekvenci otédcek 3 000 za min, aby se znovu ziskalo 1,4 ml
ethylacetatové faze (vrchni fédze). Vrchni fédze se zah¥ivala
40 min p¥i teploté& 120 °C, aby se odstranilo rozpoudté&dlo,
smisila se s 1 ml destilované vody a misila p¥iblizZné 20 s.
U extrahované kyseliny hippurové se mé&fila absorbance pri
228 nm. Aktivita enzymu Vv jednotkdch se vypo&itala podle
dale uvedeného vztahu s tim, Ze jako jedna jednotka se

definuje mnoZstvi, které poskytne 50% inhibici ACE aktivity.
mnozstvi enzymu (jednotka) = (A-B)/(A-C) x 100 x 1/50
kde

A predstavuije absorbanci pri 228 nm bez vzorku,
B predstavuje absorbanci pfi 228 nm se vzorkem a
C predstavuje absorbanci pfi 228 nm jak bez enzymu, tak bez

vzorku.

Kvantitativni analyza mnoZstvi peptidd ve fermentovaném

mléce

Kvantitativni analyza peptidd se uskuteénila zptsobem
OPA /Charch F. C. a kol., J. Dairy Sci., 66, 1219 (1883)/.
Jako standardni latka k vytvofeni kalibracéni krivky se

pouzil kasein tréveny trypsinem.
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Tabulka 1
MnozZstvi Pocet bunék | ACE inhibidéni
Kmeny Acidita peptidht (x 108 aktivita

(% hmot.) (mg/ml) bunék/ml) (U/ml)

Kmen 1 - - - -

Kmen 2 - - - _

Kmen 3 - - - -

Kmen 4 - - - -

Kmen 5 - - - -

Kmen 6 - - - -

Kmen 7 - - - -
Kmen 8 0,498 1,59 0,29 26,4
Kmen 9 2,022 1,99 9,53 34,5
Kmen 10 1,709 2,10 8,53 24,5
Kmen 11 0,615 1,76 1,28 29,1
Kmen 12 0,411 1,35 0,38 17,6
Kmen 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
Kmen 16 1,532 4,69 5,97 102,5
Kmen 17 2,101 2,01 6,09 98,9
Kmen 18 1,783 1,94 5,38 21,9
Kmen 19 1,955 1,69 5,31 100, 6
Kmen 20 2,095 1,74 7,16 61,4
Kmen 21 1,963 2,03 6,05 125,3
Kmen 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
Kmen 25 1,885 1,51 4,91 18,3
Kmen 26 1,862 1,46 5,69 26,2
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Tabulka l-pokra&ovani

MnoZstvi Pocet bunék | ACE inhibié&ni

- Kmeny Acidita peptidu (x 108 aktivita
(% hmot.) (mg/ml) bunék/ml) (U/ml)
Kmen 27 1,063 3,01 2,78 76,9
Kmen 28 0,457 1,98 0,50 52,4
Kmen 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

Selekce kment s vysokou produktivitou laktotripeptidu

Néasledné se u 8 vySe vybranych kment s vysokou ACE
inhibiéni aktivitou, které poskytly fermentované mléko,
meéril obsah VPP a IPP v jimi fermentovaném mléce.

1 ml fermentovaného mléka se odstfedoval 10 min pri
frekvenci otéc¢ek 15 000 =za min. Nashromasdil se Jeho
supernatant, to znamend syrovadtka. 0,3 ml syrovatky se
podrobilo adsorpci na Sep-Pak Cartridge (vyrobeno Waters
Inc.), promyla se destilovanou vodou a potom eluovala 5 ml
methanolu. Eludt se vysu$il odst¥edovanim a za sniZeného
tlaku. VysuSeny produkt se rozpustil v 0,3 ml 0,05% vodného
roztoku kyseliny trifluoroctové, a podrobil HPLC analyze
(vysokouCinné kapalinovd chromatografie) za t&chto podminek:
Vysledky ukazuje tabulka 2.

PouZity pfistroj:
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Hitachi L4000 UV detektor (p¥i 215 nm)
programovatelnd pumpa L6200
vyh¥ivand kolona L5030 (35 °C)

Podminky eluce: rychlost proudéni 0,5 ml/min
Eluent: vodny roztok obsahujici 0,3M NaCl a 0,05% kyselinu
trifluoroctovou

Kolona: Asahipak GS320 (¢ 3,9 x 600 mm)

ProtoZe  ACE inhibidni aktivita IPP na jednotku
hmotnosti je 1,7nésobnd neZ VPP, vypoCital se obsah
laktotripeptidd ve smyslu obsahu VPP z mé&fenych mnoZstvi IPP
a VPP podle dale uvedeného vztahu.

Vysledky ukazuje tabulka 2.

prevedené mnoZstvi laktotripeptidu (pg ve smyslu obsahu VPP

na ml) = mnozstvi IPP (ug/ml) x 1,7 + mnoZstvi VPP (ng/ml)
Tabulka 2
MnoZstvi peptidu pg/ml syrovatky
Kmeny MnoZstvi Acidita
VPP IPP laktotripeptidu| (% hmot.)
ve smyslu
obsahu VPP
Kmen 17 15,2 11,1 34,0 1,5
Kmen 19 11,2 7,3 23,7 1,4
Kmen 20 13,0 8,1 26,8 1,6
krmen 21 16,6 11,4 36,0 1,6
kmen 22 15,8 12,1 36,3 1,5
kmen 24 12,6 8,7 27,4 1,6
JCM1006 12,9 9,3 28,6 1,3
CM4 38,5 23,5 78,5 1,9
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Mléko fermentované kmenem CM4 obsahovalo nejveétsi
mnozstvi laktotripeptidu ve smyslu obsahu VPP, to znamenéd
78,5 pg/ml syrovatky. Ostatnich sedm kmenl poskytlo primérné
mnoZstvi 34,2 ug/ml syrovatky.

Méteni aktivity extraceluldrni protedzy

Aktivita extraceluldrni protedzy se mé&¥ila u 16 kment,
které poskytly relativné dobré vysledky schopnosti
fermentace ukézané v tabulce 1. Mé&feni se provadélo zplsobem
podle Yamamoto a kol. /Yamamoto N. a kol., J. Biochem. 114,
740 (1993)/, =zaloZeného na zplUsobu Twininga a kol. /Twining
S., Anal. Biochem. 143, 3410 (1984)/. To znamen&, Ze kaZdy
kmen se kultivival v mediu s obsahem 9 % hmot. su3iny mléka,
jehoZ pH se udrZovalo na hodnoté 6,0. Vzorek se odebral
uprost¥ed logaritmické faze rustu a k vyjasnéni mlécného
media se smisil s citradtem sodnym @ tak, Ze  konecné
koncentrace byla 1 % hmot. Smés se odstfedovala 10 min pfi
frekvenci otacek 5 000 za min, aby se shromdZdily bunky.
Buiky se promyly 50mM roztokem kyseliny P-glycerolfosforeclné
a suspendovaly v 50mM Tris-HCl pufru (s hodnotou pH = 7,8),
aby se upravila turbidita (ODsgp, to znamena, Ze se mérila
absorbance p#i 590 nm) na hodnotu 1. 30 pl suspenze se
smisilo s 20 pl 0,4% fluorescein-kaseinu (vyroben
spole&nosti Sigma Chemicals Co.) a inkubovalo se 1 h pfi
teplot& 42 °C. Smés se dale smisila se 120 ul 5% roztoku
kyseliny trichloroctové, nechala se 20 min stadt a 10 min se
odstredovala pfi frekvenci ot&cek 15 000 za min. 60 ul
supernatantu se pfidalo ke 3 ml 500mM Tris-HCl pufru (s
hodnotou pH = 8,3) a méfila se Jjeho intenzita fluorescence
detekci fluorescence p¥i 525 nm vytvofené pi¥i excitacni

vlinové délce 490 nm. Vypolitala se aktivita extracelulérni
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proteazy v jednotce s tim, Ze Jjedna Jjednotka .se definuje

nejvyssi, to zn

16 kmenu byla

amend 450 U/ODsgg.
141 U/ODsgo, kterd

aktivity kmene CM4.

je

pribliZné

jako mnoZstvi enzymu, které =za vySe uvedenych podminek
projevuje 1% intenzitu fluorescence. Vysledky ukazuje
tabulka 3.
Tabulka 3
Kmeny U/ODsgo
kmen 17 136,7
Kmen 18 102, 8
kmen 19 103,2
kmen 20 89,9
kmen 21 80,1
kmen 22 243,3
kmen 23 116,06
kmen 24 116, 6
kmen 25 192,06
kmen 26 108,14
JCM1006 185,7
JCM1062 96,5
JCM1103 176,3
ATCC15009 168,1
. ATCC10797 106,5
}’n— NCDO-099 229,7
CM4 452,6
Aktivita kmene CM4 Lactobacillus helveticus byla

Primérnd aktivita ostatnich

t¥etinou




e 'Y ) LR

23 .

see
owen

.00
oo

o o0 o )

PRIKLAD 2

Z 11 kment vybranych v p¥ikladu 1 =ze 36 kmenn
Lactobacillus helveticus se extrahovala chromozomdlni DNA
zpusobem podle Leenhoutse a kol. /Leenhouts K., Appl.
Environ. Microbiol. 56, 2726 (1990)/, byla travena raznymi
restrikénimi enzymy a podrobila se elektroforéze v 0,8%
agarézovém gelu k analyze zpusobem elektroforézy.

Jako vysledek byl mezi fragmenty DNA chromozomu kmene
CM4 pozorovan charakteristicky fragment trédveny EcoRI a PstI
(ukazuje &ipka 1 v obr. 1). Takovy fragment u fragmentd
chromozomi& jinych kment neZ CM4 nebyl pozorovan, a u vé&tsiny
jinych kmen byly pozorovany kratsi fragmenty nez
charakteristicky fragment kmene CM4 (ukazuje 3Zipka 2 v obr.
1) . Molekulovad hmotnost charakteristického fragmentu se
mé&fila srovnédvaci elektroforézou tak, Ze ukazateli wvelikosti
byly produkty A fagové DNA travené Hind III (23,1 kb,
9,4 kb, 6,6 kb, 4,4 kb, 2,3 kb a 2,0 kb ve smyslu rostouci
pohyblivosti) a byla nalezena pribliZné& 16 kb. TudiZ bylo
ovéfreno, Ze kmen CM4 mé& chromozomdlni DNA, kterd travenim
EcoRI a Pstl poskytuje DNA fragment s molekulovou hmotnosti
asi 16 kb. Také bylo ovéreno, Ze Jjiné kmeny neZ CM4 maji
chromozomélni DNA, kterd poskytuje béZny fragment DNA

S molekulovou hmotnosti okolo 13 kb.
PRIKLAD 3

Fermentované mléko bylo vytvoreno kmenem CM4
Lactobacillus helveticus vybranym v ptrikladu 1. Kmen CM4 se
kultivoval 12 h p¥fi teploté 37 °C wve 100 g 9% hmot.
odstfedéného mléka. Nésledné se 3 kg <Cerstvého media

inokulovaly kultivovanym odstfedénym mlékem a kultivovaly
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12 h p¥i teploté 37 °C. Po ukonCeni fermentace se v&echno
fermentované mléko (pocet bunek kmene CM4:
6,3 x 10° bun&k/ml) pouZilo jako inicidtor fermentace 100 kg
9% hmot. odstfedé&ného mléka po dobu 20 h p#i teplot& 32 °C.
Po ukonc¢eni fermentace bylo ve fermentovaném mléce obsaZeno
74,8 pg/ml laktotripeptidu. Obsah kyseliny mlé&né byl 1,9 %
hmot.

43 kg ziskaného fermentovaného mléka se smisilo se 4 kg
krystalového cukru, 3 kg vody a 0,15 kg silného
methoxypektinu a homogenizovalo se, aby se dostalo 50 kg
jogurtového népoje. Jogurtovy néapoj mé&l vyhodnou Jjemnou
chut, hodnotu pH = 3,6 a obsahoval Zivé bunky kmene CM4

v mnoZstvi 4,6 x 10° bundk/g.
PRIKLAD 4

26,5 kg fermentovaného mléka =ziskaného v prikladu 3 se
smisilo se 45,0 kg krystalového «cukru, 4,7 kg silného
maltdézového sirupu a 13,8 kg vody. 10 kg 3 % hmot. silného
roztoku methoxypektinu se za miseni pridalo ke smési.
Vyslednd smés se homogenizovala pouZitim laboratorniho
homogenizadtoru (vyroben ATV Gaulin, Inc., model 15M-8BA) za
podrobeni tlaku 150 kg/cm2 a rychlosti proudéni 2500 ml/min.
Homogenizovand tekutina se smisila s vanilkovou prichuti a
sterilizovala zah¥atim na 85 'C. Timto zpUsobem
sterilizované fermentované mléko se za horka nalilo do 200ml
sklenénych 1lahvi. ZjisStoval se obsah laktotripeptidu ve
sterilizovaném fermentovaném mlécném vyrobku. Bylo nalezeno,
Ze obsah laktotripeptidu odpovidal takovému, Jaky byl ve
fermentovaném mléce pred sterilizaci. Také bylo nalezeno, Ze

obsah kyseliny mlécéné byl 0,5 % hmot.
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PATENTOVE NAROKY

1. Bakterie Lactobacillus helveticus produkujici kyselinu
mléc¢nou majici da&le wuvedené bakteriologické vlastnosti,
pricemZ tyto bakterie, kultivuji-1li se v mediu Zivod&isného
mléka obsahujiciho 9 % hmot. suSiny netuc¢ného mléka
vytva¥eji tripeptidy Val-Pro-Pro a Ile-Pro-Pro v mnoZstvi ne
mens3im neZz 60 pg ve smyslu obsahu Val-Pro-Pro na ml media a
tyto bakterie projevuji aktivitu extraceluldrni protedzy ne

mens$i neZ 400 U/ODsgp:
morfologické vlastnosti:
tvar bunky: tycinka

pohyblivost: Zadné

tvorba spdr: Zadna

S w N

gramovo barveni: positivni
fyziologické vlastnosti

1. produkce katalédzy: negativni
2. produkce indolu: negativni
3. redukce nitrdtu: negativni
4. aerobni rlGst: fakultativné anaerobni
5.tvorba DL-kyseliny mléc¢né z glukdzy homolaktickou
fermentaci bez tvorby plynt
6. degradace uhlovodikl
-glukédza: +
-laktédza: +
-manndza: +

-fruktdza: +




-galaktdza: +
-sachardbza: -
-maltdza: -
-xyléza: -
-rhamndéza: -
-cellobidza: -
-trehaldbza: -
~melibibza: -
-rafinbza: -
-stachyéza: -
-mannitol: -
-sorbitol: -
-eskulin: -

-salicin: -.

2. Bakterie Lactobacillus helveticus produkujici kyselinu
mlédnou podle naroku 1, kde uvedené bakterie Lactobacillus
helveticus produkujici kyselinu mléénou jsou z kmene CM4,
ulofeného v Narodnim institutu biologickych vé&d a Agentufe
pro humanni technologie prumyslovych veéd a technologie pod

prirastkovym &islem FERM BP-6060.

3. Bakterie Lactobacillus helveticus produkujici kyselinu
mlé&nou podle ndroku 1, kde uvedené bakterie produkujici
kyselinu mléénou maji chromozomalni DNA, kterd je-li travena
restrik&nimi enzymy PstI a EcoRI, poskytuje fragment DNA ©
velikosti 15 aZ 17 kb.

4. Fermentovany mléény vyrobek, vyznadujici se tim, Ze

obsahuje bakterie produkujici kyselinu mlé&nou podle naroku
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1 a tripeptid =zvoleny =ze skupiny =zahrnujici Val-Pro-Pro,

Ile-Pro-Pro a jejich smési.

5. Fermentovany mlé&ny vyrobek podle naroku 4, vyznadujici
se tim, Ze dale obsahuje kyselinu DL-mléc&nou, kdy tento
vyrobek obsahuje 30 aZ 50 pg fecleného tripeptidu ve smyslu

obsahu Val-Pro-Pro na 0,01 g uvedené kyseliny DL-mléd&né.

6. Fermentovany mléé&ny vyrobek podle naroku 4, vyznadujici
se tim, Ze Dbakterie produkujici kyselinu mlécnou podle

nadroku 1 jsou Zivé.

7. Fermentovany mléény vyrobek podle naroku 4, vyznadujici
se tim, Ze uvedeny fermentovany mléény vyrobek je zvoleny ze
skupiny =zahrnuijici Jjogurt, zakysané mlécné ndpoje, syr,
upravené potraviny obsahujici fermentované kyselé mléko a
zdravi prospésné potraviny obsahujici fermentované kyselé

mléko.

8. Zplsob vyroby fermentovaného mlécného vyrobku podle
naroku 4, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje fermentaci media
bakteriemi produkujicimi kyselinu mléénou podle néroku 1,
které obsahuje vyZivnou latku zvolenou ze skupiny zahrnujici
peptid, protein a jejich smési obsahujici sekvence Val-Pro-

Pro a Ile-Pro-Pro.

9. ZpUsob podle néaroku 8, vyznadujici se tim, Ze uwedend

vyzivna latka je =zvolena =ze skupiny zahrnujici Zivocidné
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mléko, mlécny kasein, kukufici, kukufi&ny protein, ps3enici,
pSenié¢ny protein, sdéjové boby, sbdéjové mléko, odtuEné&né

séjové boby, sdéjovy protein a jejich smé&si.

10. Zplsob podle néaroku 8, vyznadujici se tim, Ze

fermentace se provddi 6 az 60 h pfi teploté 25 az 50 °C.

11. Zplisob podle néroku 8, vyznacdujici se \tiny Ze
fermentace se provadi za podminek, kdy mnoZstvi tripeptidd
Val-Pro-Pro a Ile-Pro-Pro vytvorené ve vytvofeném

fementovaném mléce je 60 pg ve smyslu obsahu Val-Pro-Pro na
ml.
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