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Mutantni kmen Lactobacillus bulgaricus

Oblast technik

Predkladany vyndlez se tyka novych variant L. bulgaricus a jejich
pouziti k V}'lrbbé kvagenych mlé&nych vyrobki. Uvedené kmeny a kvas lze

pouzit k ziskani kvasenych mlé¢nych vyrobki z mléka doplnéného glukdzou.
Dosavadni stav techniky

Jogurty se bé&Zné ziskavaji kvafenim mleka kombinaci kmend
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus. Béhem kvaSeni, které
se provadi pfi teploté piiblizng 40 az 45°C, pouzivaji tyto bakterie jako
energeticky substrat predev§im laktozu a produkuji kyselinu mléénou, kterd
pisobi srazeni mléka. Tento krok kvadeni (nazyvany také "acidifikace,
okyselovani") je ukoncen ochlazenim vyrobku, jakmile jeho pH doséhne
hodnoty pfiblizné 4,8 az 4.5. Vyrobek se pak b&hem zbylého vyrobniho

procesu, procesu baleni a az do doby konzumace uchovava v chladu.

Ochlazeni samoziejm& nezastavi kvaseni mléiné kyseliny uplné;
dokonce i pokud je vyrobek uchovavan pii 4°C, je v priib&hu &asu poZorovano

postupné zvys$ovéni jeho kyselosti.

Tento jev, znamy jako postacidifikace, dodate&né okyselovani, je
zodpovédny za degradaci organoleptickych kvalit (tykajicich se chuti a vung)

vyrobku béhem jeho uchovavani.

Dodateéné okyselovani je vysledkem zejména toho, Ze bakterie, zv1asté
L. bulgaricus, vyuzivaji laktézu, zbyvajici ve vyrobku na konci fizeného kroku
okyselovani. K odstranéni tohoto jevu bylo navrZeno pouziti kmenid L.

bulgaricus, které kvasi laktozu jen obtizn& nebo vibec.
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Jednim z enzymu, které jsou pro kvaseni laktézy nezbytné, je
B-galaktosidaza, ktera hydrolyzuje laktézu na glukézu a galaktozu. Pro ziskani
kment L. bulgaricus, nevytvafejicich dodateéné okyselovani, bylo proto
navrzeno vyrobit umélé mutanty, nebo vybrat pfirodni mutanty, u nichZ je

aktivita tohoto enzymu nepfiznivé ovlivnéna.

Naptiklad patent EP 402 450 (Genencor) popisuje vyrobu, provadénou
umisténou mutagenezi genu B-galaktosidazy, podminénych mutantt L.
bulgaricus, u nichz B-galaktosidaza, ktera je aktivni béhem kvageni pfi 40°C,
ztraci svou aktivitu pii teploté anebo pti pH, které odpovidaji podminkam

uchovavani kvagenych mléénych vyrobki.

Patentova pfihlééka JP 90053437 popisuje vyrobu umélého mutantu L.
bulgaricus, ktery zcela ztratil schopnost kvasit laktozu, a vybér ptirodniho
mutantu se snizenou schopnosti kvasit laktézu; tyto mutanty jsou oviem oba
schopné normalniho vyvoje a okyselovéani v pfitomnosti S. thermophilus, pod
podminkou, Ze je médium doplnéno glukozou. Vedlejsi kultury takovych
mutantd zachovavaji jejich charakteristiky okyselovani, v mléku postradajicim

glukézu, i po deseti pasazovani (subkultivacich).

Patent EP 0518 096 (Societé des Produits Nestlé) navrhuje pouZit pro
vyrobu jogurtu chabé dodate¢né okyselujici mutanty L. bulgaricus, které byly
piedem  vybrény podle  kriteria  delece (vypadnuti) fragmentu
B-galaktosidazového genu. Plo¥né testovani (screening) a charakterizace téchto
mutantt je usnadnéno skuteénosti, Ze pritomnost této delece mize byt snadno
ovéfena na restrikénich profilech. Navic jsou delece znamé jako nezvratné
mutace, coZ umoZiluje snadné ziskani stalych mutantnich kmend z
rodi¢ovského kmenu. Patent 0518 096 popisuje dva typy slabé dodatecné
okyselujicich mutantd, vybranych timto zpisobem. Prvni vykazuje deleci,
ovliviiuyjici pouze gen B-galaktosiddzy; pokud jsou takové mutanty

kombinovany se S. thermophilus a kultivovany na mléce, vykazuji i bez



ptidavku glukozy riistové a okyselujici vlastnosti, které jsou srovnatelné s
tymiz vlastnostmi u divokych kment, z nichz pochazeji. Druhy typ vykazuje
$ir$i deleci, prostirajici se po genu B-galaktisidazy v rozsahu nejméné 1kb;
pokud jsou takoveé mutanty kombinovany se S. thermophilus, rostou mnohem
pomaleji a mnohem mén& okyseluji nez divoké kmeny, z nichZz pochazeji.
Ptidani glukézy do kultivaéniho média mélo na jejich okyselujici a dodatené

okyselujici vlastnosti pouze slaby vliv.

P#irodni mutanty, u nichZ je B-galaktosidaza neaktivni, je mnohem
obtizn&jéi vybrat a udrZovat jako gisté kultury v piipad& bodovych mutaci nez v
pripadé delednich mutaci; to se vysvétluje nizdi pravdépodobnosti bodovych
mutaci, vytvarejicich neaktivni bilkovinu, vé&tsi obtiznosti lokalizace a
charakterizace bodovych mutaci za pouZiti restrikénich profild a velmi vysokou

rychlosti zvratu.
Podstata vyndlezu

Autofi vynalezu nyni nasli jiné pfir_odni mutanty L. bulgaricus, které
nenesou deleci v genu kédujicicm B-galaktosidazu a ktere maji vyhodné
technické charakteristiky. V souvislosti s pfedkladanym vynalezem byl z
kultury divokého typu L. bulgaricus isolovan nonsensni mutant, neschopny
asimilovat glukézu. Pokud je kombinovén se S. thermophilus, pti kultivaci na
mléce, roste a okyseluje mnohem pomaleji nez kmen divokého typu, ze kterého
byl ziskan. Pokud je mléko doplnéno glukézou, jsou naopak jeho rist a a

schopnost okyselovéani vlastné normalni.

Ptedmétem predkladaného vynalezu je mutantni kmen L. bulgaricus
postradajici aktivitu B-galaktosidazy, vyznalujici se tim, Ze nese mutaci, ktera
zavadi nonsensni kodon do jedné z kédujicich sekvenci laktézového operonu, a

zv14sté do sekvence kodujici B-galaktosidazu.
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Kmen L. bulgaricus podle vynélezu byl uloZen, podle Budapestske
smlouvy, 14. ledna 1998 v CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Mikroorganismes, Narodni sbirce kultur mikroorganismil), uchovavané
Pasteurovym ustavem Vv Patizi (Pasteur Institute, 25 rue du Docteur Roux,

Paris) pod ¢&islem 1-1968.

Tento kmen mé nasledujici morfologicke a biochemické charakteristiky:

- morfologie: Gram-positivni mikroorganismus, nepohyblivy, isolovany nebo o

kratkém fetézci, asporogenni, pleomorfni, tenké bacily;
- metabolismus: homofermentativni (samokvasny), katalaza (-);

- kvageni cukri: D-glukéza (+), D-fruktoza (), (D-mannéza (+), eskulin (+).

Autofi vynalezu sekvenovali laktézovy operon mutantu I-1968.
Odpovidajici sekvence je pfedstavovana v pfipojeném seznamu sekvenci pod
oznacenim sekvence identifikadniho ¢isla 1 (sekv. id. & 1). Sekvence
transladnich produktd (permeaza a B-galaktosidaza) jsou piedstavovany pod

oznalenim sekv. id. &. 2 a sekv. id. ¢. 3.

Analyza této sekvence odkryla dv& bodové mutace: jedna, Vv
permedzovém genu (poloha 122 na sekvenci id. & 1), indukuje vyménu
aminokyseliny (Lys — Asn); druha, v genu B-galaktosidazy, (poloha 4519 na
sekvenci id. & 1) vklada tzv. "stop-kodon". Tiebare zachovava sva aktivni
mista (polohy 464 a 531), je B-galaktosidaza produkovana timto mutantem
inaktivni. Autofi vynalezu rovnéz zaznamenali, ze tato mutace zlstava stala po
nékolika sériich pasdZovéni, v kultivaénim médiu obsahujicim glukézu. Na
druhé strané v kultivaénim médiu bez obsahu glukdzy se tato nonsensni mutace

velmi rychle navraci do piivodniho stavu (revertuje) tempem ptiblizné 10°®.

Pfedkladany vynalez rovnéZ zahrnuje mutantni kmeny, které jsou

neschopné asimilovat laktézu a které jsou odvozeny od kmene 1-1968. Takové



kmeny mohou byt naptiklad ziskany indukovéanim jinych mutaci na laktézovém

operonu kmene 1-1968, mistné tizenou mutagenezi.

Predmétem tohoto vynédlezu je rovnéz mléény zakvas, konkrétné
jogurtovy zakvas, ktery se vyznauje tim, Ze zahrnuje alespoil jeden kmen L.
bulgaricus podle vynalezu jak byl vyse definovan, s vyhodou v kombinaci s

alespoil jednim kmenem S. thermophilus.

K produkci zdkvasu podle vynalezu mize byt pouzit jakykoli kmen S.
thermophilus, hodici se pro vyrobu jogurtu; vybér jednoho nebo vice kment S.
thermophilus muZe byt ¢inén jako funkce piidavnych charakteristik, které je

voliteln& zadouci poskytnout kone¢nému vyrobku.

Jako ptiklad kmenu S. thermophilus, jez mohou byt pouzity v kombinaci
s kmenem L. bulgaricus podle vynalezu, lze zminit nasledujici kmeny, uloZené
v CNCM (Collection Nationale de Cultures de Mikroorganismes, Narodni
sbirce kultur mikroorganismd), uchovavané Pasteurovym ustavem v PafiZi

(Pasteur Institute, 25 rue du Docteur Roux, Paris):

- kmen uloZeny 25. srpna 1994 pod ¢islem I-1470 a kmen uloZeny 23.
srpna 1995 pod cCislem 1-1620; tyto dva kmeny jsou popsdny v Evropské

patentové pfihlasce, zvefejnéné pod Cislem 96/06924;

- kmeny uloZené 30. prosince 1994 pod ¢&isly 1-1520 a I-1521; tyto dva
kmeny jsou popsany v PCT mezinarodni pfihlagce WO 96/20607;

- kmen uloZeny 24. fijna 1995 pod Cislem I-1630; charakteristiky tohoto
kmene jsou popsany v PCT mezinarodni pfihlasce WO 96/01701.

Tyto kmeny mohou byt kombinovany spolu navzéjem anebo s jednim ¢i

vice z dalgich primyslovych kmeni S. thermophilus.



Kmen (kmeny) S. thermophilus je (jsou) kombinovan (kombinovany) s
kmenem (kmeny) L. bulgaricus podle vynalezu, stejnym zplsobem a ve
stejnych pomérech jako v b&znych jogurtovych zakvasech; populace bakterie L.
bulgaricus podle vynalezu muZe naptiklad pfedstavovat 10 aZ 90 % a lépe 20

a¥ 50 % celkové bakteridlni populace.

Piedmétem predkladaného vynalezu je také zpiasob vyroby kvageného
mlééného vyrobku, ktery se vyznaéuje tim, Ze zahrnuje krok, b&hem né&hoZ se
mléko kvasi za pouziti zdkvasu, zahrnujiciho alespoii jeden kmen L. bulgaricus
podle vynalezu, Vv pritomnosti alespofi jednoho cukru, ktery mize byt
asimilovan uvedenym kmenem; zvlaté se mizZe jednat o fruktézu, manndzu, a

s vyhodou glukozu. Uvedeny kvaseny vyrobek je s vyhodou jogurt.

Zpisob podle vyndlezu je podobny b&znym zpiisobim vyroby jogurtu s
ohledem na hlavni zpisoby provedeni kroku tizeného okyselovani; konkrétné
se toto okyselovéani provadi pii teploté mezi 20 a 45°C a s vyhodou mezi 30 a

45°C, vsadkové, tj. v jediném kroku a za pouziti jednoho kvasného tanku.

Trvani tohoto kroku fizeného okyselovani je obecné 6 az 24 hodin a s
vyhodou 6 az 16 hodin; je tedy delSi nez v ptipadé béZnych zplisobll vyroby
jogurtd (kde je to 3 aZ 5 hodin pii 44°C). Kmeny L. bulgaricus podle tohoto
vynélezu, i v kombinaci se S. thermophilus, rostou a okyseluji mnohem

pomaleji neZ kmeny divokého typu.

Navic se rychlost ristu a okyselovani kment L. bulgaricus podle tohoto
vynalezu 1i8i velmi vyznamné v zavislosti na mnoZstvi glukézy piidané do
mléka. Tato vlastnost umoZiuje Fidit jejich rist a okyselovani jednoduchym

ptidanim pozadovaného mnozstvi glukézy na pocatku kvaSeni.

Autofi vynalezu rovndz pozorovali, 7e pokud jsou pouZity kmeny L.
bulgaricus nebo  zakvas podle tohoto vynilezu, okyselovani se znacné

zpomaluje, pokud pH dosdhne hodnot v rozmezi 4,8 az 4,5 (coZ odpovida
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rozmezi hodnot pH, v némz je okyselovani zastaveno Vv ptipadé¢ béZnych
zpisobl) a stabilizuje se, i kdyz se mléko udriuje pii teploté kvaSeni, na
miniméalnim pH. Hodnota tohoto minimalniho pH zdsadné zavisi na mnozstvi

ptidané glukdzy.

Tato vlastnost umoZfiuje sniZit, nebo dokonce odstranit, fazi chlazeni,
pouzivanou v béZnych zpusobech vyroby jogurti k zastaveni kvaSeni.
Odstrafiuje také nutnost méieni pH pro stanoveni optimalniho okamziku k
zastaveni kva$eni; u daného zdkvasu a za daného mnozstvi piidané glukdzy je
mozné, bez rizika piekyseleni, zastavit kvaSeni na konci daného ¢asoveho
obdobi, vypog&itaného jako funkce ¢&asu, poZzadovaného pro dosazenti
miminalniho pH. To umoZziiuje lep$i kontrolu pravidelnosti koneéného pH a

struktury vyrobku na konci kvaseni.

Pro uskuteénéni zpusobu podle vynalezu a v z4vislosti na stupni
okyseleni, kterého je sadouci dosahnout, &ini vyhodn& mnoZstvi glukozy

priddvané do mléka pted kvasenim 0,5 az 10 g1 alépe 0,5 a2 5 gl

Kvaseny vyrobek ziskany timto zptisobem muZe byt uchovavan po
nékolik hodin pti teplotd blizké teploté kvadeni, bez poklesu pH, coz umoziuje
odstranit zatizeni pro uchovavani meziproduktu v chladu a zvysit kapacity

kvasnych tanki.

Uplatitovani zpisobu podle vynalezu umoZiiuje sniZeni dodatecného
okyseleni v kvaSenych vyrobcich b&hem jejich deldi doby uchovavani. Stupen
dodateéného okyseleni se mize lisit v zavislosti na slozeni zakvasu a na
mnoZstvi pouzité glukézy. Ovsem dodatedné okyseleni je vidy jasné nizsi nez
to, které je pozorovano Vv ptipadé jogurtd, ziskanych s b&Znym zakvasem a

béznymi zpisoby.

Naptiklad pokusy, provadéné autory vynalezu, ukazaly, Ze za stejnych

podminek uchovavani (28 dni uchovavani pti 10°C) je A pH (rozdil mezi pH v
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den 0, tj. DO a pH v den 28, tj. D28) mezi 0,05 a 0,4 v piipadé vyrobkl
ziskanych za pouZiti zakvasu podle vynalezu, zatimco Vv ptipadé kontrolniho
zakvasu, kdy je kmen L. bulgaricus podle vynalezu nahraZen kmenem divokého

typu, je A pH vidacky vétsi nez 0,7.

Toto slabé dodateéné okyselovani je doprovazeno dobrym pfezivanim
kment zahrnutych v zédkvasu; populace L. bulgaricus j ev kvaSeném vyrobku
ziskaném podle vynalezu na konci uchovavani pouze mirng mensi nez v

kontrolnim vyrobku.

Piedmétem predkladaného vyndlezu jsou také kvaiené mlééné vyrobky,

které mohou byt ziskany provadénim zplisobu podle vynalezu.
Tyto vyrobky mohou byt uchovéavany po dlouhou dobu a pfi vyssich
teplotdich nez vyrobky ziskané za pouziti béZnych metod, a jejich

organoleptické vlastnosti ziistavaji béhem uchovavani stalé.

P¥iklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

Biochemické testovani B-galaktosidazové aktivity mutantu podle

vynalezu

Aktivita B-galaktosiddzy kmene 1-1968 byla srovnana s toutéZ aktivitou
u kmene divokého typu L. bulgaricus (dale zde oznadovaného LbS), od néhoz

byl odvozen.

Bakterie se kultivuji pfes noc na MRS agarovém médiu (Merck) pii
37°C, v anaerobni nddobé (Merck) v piitomnosti zprostiedkovatele kysliku

(AnaerocultA, Merck).



Kli¢ka bakterii, majici objem 10 pl (Nunc), byla resuspendovéana v 1 ml
sterilni vody. Bakterie byly lyzovany 2 cykly dikladného protfepavéni, 20
sekund pfi rychlosti otdCeni 5000 otadek za minutu v pfitomnosti sklenénych
perli¢ek (0,5 mm Vv praméru, BIOSPEC PRODUCTS) a poté ptidanim 0,15 ml
chloroformu. Smés byla protfepdvéana 30 minut pii 37°C a objem byl upraven
na 2 ml sterilni vodou pii 4°C. Pote byla mé&fena aktivita B-galaktosidazy.
Reakce byla zapodata tak, Ze k 0,2 ml bun&éné suspenze bylo pfidino 1,2 ml
0,067 mol.1” NaH,PO, pufru o pH 6,8, poté 0,05 ml L-cysteinu (SIGMA) a v
gase t=0 0,05 ml o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosidu (SIGMA). Enzymova
reakce byla zastavena po 0, 2, 5 nebo 10 minutach pfidanim 1 ml 10% Na,CO,
pufru a po odstredéni reakéniho média bylo v supernatantu provadéno méfeni

OD (optické hustoty) pfi 400 nm.

Galaktosidazové aktivity u LbS rodi¢ovského kmene a u mutantu 1-1968

podle vynalezu, méiené jako funce ¢asu, jsou uvedeny na obr. 1.

Tyto vysledky ukazuji, Ze B-galaktosiddza je u mutantu podle vynalezu

zcela inaktivni.
Priklad 2
Stalost I-1968 mutantniho kmene L. bulgaricus

Stalost mutantu I-1968 byla testovana v médiu, obsahujicim jako zdroj

uhliku bud smés glukézy a laktézy, nebo pouze laktézu.

Kultura 1-1968, ziskand v médiu MRS obsahujicim glukézu, byla
péstovana ve vedlej$i kultufe na sterilizovaném mléku, doplnéném
kvasnicovym autolyzatem (2 g/l), ktera mohla nebo nemusela byt doplnéna
glukozou (20 g/1). Po dosazeni pH v hodnot& 5,2 (srdZeni mléka) byly z kazde

vedlej§i kultury odebrany vzorky, z nichz se uréovala schopnost bakterii kvasit
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cukry a pfitomnost B-galaktosidazové aktivity (X-gal deskové stanoveni: bilé

kolonie = B-galaktosiddza minus; modré kolonie = P-galaktosidaza plus).

Vysledky jsou uvedeny niZze v Tabulce 1.

Tabulka 1
médium mléko + glukéza (20 g/l1) | mleko
doba k dosazZeni pH 5,2 6 hodin 20 hodin
kvaseni cukru glukoza, fruktdza, laktoza, glukoza,
mannoéza fruktdoza, manndza
X-gal deskové stanoveni | 100 % bilych kolonii 20 % bilych kolonii
80 % modrych kolonii

Tyto vysledky ukazuji, Ze v piitomnosti glukézy se kmen [-1968 neméni
na kmen, schopny vyuzivat laktozu. Naproti tomu v médiu, obsahujicim
laktézu jako jediny zdroj uhliku, byl pozorovan rychly zvrat kmene 1-1968 do

pivodniho stavu.

Priklad 3

Okyselovani, dodate¢né okyselovani a podminky pieziti varianty I-1968
L. bulgaricus v symbidze se S. thermophilus: Zpisob vyroby

stabilizovaného jogurtu (kvaSeni ve vétrané su8arné).

Jogurtové zakvasy byly pfipraveny spojenim kmene I-1968 podle
vynalezu s riznymi primyslovymi kmeny S. thermophilus (pouzité kmeny S.

thermophilus jsou zde dale nazyvany ST1, ST2 a ST3).

Pro srovnani byly zakvasy pfipraveny takeé spojenim LbS rodi¢ovského

kmene a stejnych kment S. thermophilus.



.e LX) oo (X ]

.

-
se s
[ XX
.
eecnece

- 11- .

Pro piipravu zédkvast byly kmeny zakvaSeny oddé&lené na 1% na

nasledujici smési:

slozeni pro 1 litr:

135 g praskového odstiedéného mléka
2 g kvasnicového autolyzatu

920 ml destilované vody

20 g glukézy (pouze pro kmen 1-1968)
hydratace: 10 minut

pasterizace: 30 minut pfi 95°C
MIléko bylo poté ochlazeno na 44°C a zao&kovano a naslednd inkubovano
pii teploté 44°C az k dosazeni kyselosti 85°D (Dornicovy stupné) pro

streptokoky a 80°D pro laktobacily.

Kultury pak byly ochlazeny k zisku zikvasu, obsahujiciho 80 %

Streptococcus thermophilus a 20 % Lactobacillus bulgaricus.

Takto pfipravené zakvasy byly pouzity k zaoCkovani nasledujiciho

piipravku:

sloZeni pro 1 litr:

99 % mléka
0, 1 nebo 2 g/l glukédzy
hydratace: 10 minut

pasterizace: 10 minut pfi 95°C

Mléko pak bylo ochlazeno na 44°C a zao¢kovano na 1%.

Slozeni zakvasu a mnozstvi pfidané glukézy je pro kazdy pokus uvedeno

nize v Tabulce IIL.



- 12 - .

Tabulka II
pokus | glukéza (g/1) kmeny procenta
1 0 ST3 64 %
ST2 16 %
LbS 20 %
2 0 ST3 64 %
ST2 16 %
1-1968 20 %
3 1 ST3 64 %
ST2 16 %
1-1968 20 %
4 0 ST1 80 %
LbS 20 %
5 0 ST1 80 %
1-1968 20 %
6 2 ST1 80 %
I-1968 20 %

Po zaotkovani bylo mléko umisténo do ban€k s kulatym dnem a
inkubovano pti teploté 44°C. Béhem inkubace byl monitorovan profil
okyselovani. Vyrobky byly pii pH 4,6 zachovany nesrazené ochlazenim Vv

chladici jednotce (16 hodin pfi 4°C).

Poté byly vyrobky podrobeny testu uchovavani pfi 10 °C. V tomto testu
byla méfena hodnota pH a Dornicova kyselost po 1, 14, 21 a 28 dnech

uchovavani.

Vysledky okyselovani (doba k dosazeni pH 4,6 a hodnota pH v Case 24

hodin) jsou uvedeny niZe v Tabulce III:
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Tabulka I1I

pokus | doba k dosazeni doba k dosazeni | pH v ¢ase 24 hodin
pH 4,6 (min) pH 4,5 (min)
1 215 236 3,67
2 550 778 4,33
3 416 507 4,26
4 225 241 3,67
5 660 > 1500 4,54
6 390 465 4,35

Vysledky testu uchovavéani pii 10 °C (monitorovani pH a Dornicovy
kyselosti) a testu pieZiti (populace S. thermophilus a L. bulgaricus) po 28

dnech jsou uvedeny nize v Tabulce IV:
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Tabulka IV
pokus | doba sklado- pH Dornicova | S. thermophilus | L. bulgaricus

vani (dny) kyselost | (buiiky/ml) (buitkky/ml)

1 1 4,41 101 7,25E+08 3,35E+08
14 3,98 140 ND ND
21 3,95 145 ND | ND

28 3,9 148 7,35E+08 3,30E+08

2 1 4,5 93 5,60E+08 2,90E+07
14 4,23 110 ND ND
21 4,18 112 ND ND

28 4,19 114 5,65E+08 1,87E+07

3 1 4,49 96 6,90E+08 7,45E+07
14 4,14 115 ND ND
21 4,15 117 ND ND

28 4,15 120 8,65E+08 6,30E+07

4 1 4,39 105 6,30E+07 4,40E+08
14 3,91 145 ND ND
21 3,9 151 ND ND

28 3,85 157 4,70E+08 6,30E+08

5 1 4,6 85 9,05E+08 6,70E+07
14 4,58 80 ND ND
21 4,53 80 ND ND

28 4,61 79 9,40E+08 7,00E+07

6 1 4,51 89 1,05E+09 1,96E+08
14 4,38 90 ND ND
21 4,39 96 ND ND

28 4,42 90 1,62E+09 1,91E+08

ND = nestanoveno



Tyto vysledky ukazuji, Ze jogurty, vyrdbéné za pouziti symbiézy,
spojujici kmen 1-1968 s jednim nebo dvéma kmeny S. thermophilus, vykazuji
vyrazng sniZené dodateéné okyselovani vzhledem ke stejné symbidze s
rodi¢ovskym kmenem LbS, a soucasné uchovavaji bohatou populaci az do

konce kvaseni a dobré prezivani po 28 dni pfi 10° C.
Zastaveni okyselovani a udrzovani pH kolem 4,6 az 4,5 po alesponi 24

hodin pfi 44°C umoziiuje, v kontextu vyroby michaného jogurtu, sniZit nebo

dokonce odstranit bézn& pouzivanou fazi ochlazovani v tanku.

Za%:

~
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DNA
Lactobacillus bulgaricus

CDS
(122)..(1873)

CDS
(1877)..(4519)

1

acgcggccegg tgcctttgge aacgacgtct tctacgegac

tcttecgtcac cacccacctce tttaatgeccg gtgaccacaa

atc ttt atc atc acc aac ttg atc acc gcc atc cgg atc ggg gaa
Ile Phe Ile Ile Thr Asn Leu Ile Thr Ala Ile Arg Ile Gly Glu

5

gtc ctg ctc gac ccc ttg atc ggt
Val Leu Leu Asp Pro Leu Ile Gly

20

cgg tgg ggg aag ttc aag ccc tgg
Arg Trp Gly Lys Phe Lys Pro Trp

35 40

tca tta gcc ctc tta gec cte ttt
Ser Leu Ala Leu Leu Ala Leu Phe

30 55

agc aac ccc gtt gtt tac tta gta
Ser Asn Pro Val Val Tyr Leu Val

65

70

atg gat atc ttc tac tca ttt aaa
Met Asp Ile Phe Tyr Ser Phe Lys

-85

ccg gcc ttg tecc ctg gat tec cgg
Pro Ala Leu Ser Leu Asp Ser Arg

100

gcc aga gtc ggc tcec acc atc ggg
Ala Arg Val Gly Ser Thr Ile Gly

aac
Asn
25

gtt
Val

acc
Thr

atc
Ile

gac
Asp

gaa
Glu
105

gcc
Ala

10

gce atc gac

Ala

gtg
Val

gac
Asp

ttc
Phe

act
Thr
30

aga
Arg

aac
Asn

Ile

ggc
Gly

ttt
Phe

ggt
Gly
75

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

Asp

999
Gly

ggc
Gly
60

att
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

gtc
Val

cgg
Arg

999
Gly
45

ggc
Gly

gtt
Val

tgg
Trp

acc
Thr

999
Gly

acc
Thr
30

atc
Ile

att
Ile

tac
Tyr

gcc
Ala

tce
Ser
110

gta
Val

1

gaa
Glu

atc
Ile

aac
Asn

ttg
Leu

atg
Met
95

acc
Thr

gtc
Val

5

agce
Ser

agc
Ser

caa
Gln

att
Ile
80

atc
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

60

120

169

217

265

313

361

409

457

505
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115 120 125

acc cca atc atc ctc ttc tte teg gecc age aag gec aac ccc aac ggg 553
Thr Pro Ile Ile Leu Phe Phe Ser Ala Ser Lys Ala Asn Pro Asn Gly
130 135 140

gat aag cag ggc tgg ttc ttc ttt gcc ttg.atc gtg gece att gtec gge 601
Asp Lys Gln Gly Trp Phe Phe Phe Ala Leu Ile Val Ala Ile Val Gly
145 150 155 160

atc ttg acc tca att acc gtt ggt ctt ggt act cac gaa gta aaa tcc 649
Ile Leu Thr Ser Ile Thr Val Gly Leu Gly Thr His Glu Val Lys Ser
165 170 175

gcc ctg cgg gaa agc aat gaa aag acc act ttg aag cag gtc ttt aag 697
Ala Leu Arg Glu Ser Asn Glu Lys Thr Thr Leu Lys Gln Val Phe Lys
180 185 190

gtc ctg ggg caa aac gac cag ctc ctc tgg ctg gee ttt gce tac tgg 745
Val Leu Gly Gln Asn Asp Gln Leu Leu Trp Leu Ala Phe Ala Tyr Trp-
195 200 205

ttt tac ggc ctg ggt atc aac acc ctg aac gect ctg caa ctt tac tac. 793
Phe Tyr Gly Leu Gly Ile Asn Thr Leu Asn Ala Leu Gln Leu Tyr Tyr
210 215 220

ttc tca tac atc tta ggc gat gcc cgc gge tac age ctg ctt tac acc 841
Phe Ser Tyr Ile Leu Gly Asp Ala Arg Gly Tyr Ser Leu Leu Tyr Thr
225 230 235 240

atc aac acc ttt gtc ggt tta atc tct gca tcec ttc ttc cca tca ctg 889
Ile Asn Thr Phe Val Gly Leu Ile Ser Ala Ser Phe Phe Pro Ser Leu
245 250 255

gcc aag aag ttc aac aga aat cgc ctc ttc tac gecc tge atc geg gtg 937
Ala Lys Lys Phe Asn Arg Asn Arg Leu Phe Tyr Ala Cys Ile Ala Val
260 - 265 270

atg ctg tta ggg atc ggg gtc ttc tec gtg gec age ggt tct ctg gec 985
Met Leu Leu Gly Ile Gly Val Phe Ser Val Ala Ser Gly Ser Leu Ala
275 280 285

Ctg tcc ctt gtt ggg gca gaa ttc ttc ttt att ccg cag cct ctg gec 1033
Leu Ser Leu Val Gly Ala Glu Phe Phe Phe Ile Pro Gln Pro Leu Ala
290 295 300

ttc ctg gtce gtt ttg atg atc atc tct gac gect gtt gaa tac ggc cag 1081
Phe Leu Val Val Leu Met Ile Ile Ser Asp Ala Val Glu Tyr Gly Gln
305 310 315 320

Ctg aaa act ggc cac aga gac gaa gct ttg acc ctg tct gtec cgg cca 1129
Leu Lys Thr Gly His Arg Asp Glu Ala Leu Thr Leu Ser Val Arg Pro
325 330 335

ttg gtc gat aag ctg ggc ggg gcc ttg tcc aac tgg ttt gtt tce ttg 1177
Leu Val Asp Lys Leu Gly Gly Ala Leu Ser Asn Trp Phe Val Ser Leu
340 345 350

att gcc tta act gcc ggc atg acc act ggg gcg act gecc tca aca att 1225
Ile Ala Leu Thr Ala Gly Met Thr Thr Gly Ala Thr Ala Ser Thr Ile
355 360 365

aca gct cat ggc cag atg gtc ttc aag tta gct atg ttt gec tta ccg 1273
Thr Ala His Gly Gln Met Val Phe Lys Leu Ala Met Phe Ala Leu Pro
370 375 380

gca gtc atg ctc ttg atc get gtt tct att ttc gecc aaa aag gtc ttce 1321

Ala Val Met Leu Leu Ile Ala Val Ser Ile Phe Ala Lys Lys Val Phe
385 390 395 400



ttg
Leu

ttc
Phe

ttg
Leu

gac
Asp

cca
Pro
465

ctg
Leu

ttg
Leu

ggc
Gly

cag
Gln

gac
Asp
545

cag
Gln

ttc
Phe

gaa
Glu

gtt
Val

caa
Gln

ctg
Leu
640

gtc
Val

aaa
Lys

act
Thr

agc
Ser

gcc
Ala

ccg
Pro
450

gca
Ala

gcc
Ala

gtc
Val

ttt
Phe

atc
Ile
530

acg
Thr

atg
Met

aag
Lys

aaa
Lys

tac
Tyr

agce
Ser
625

gac
Asp

aac
Asn

gta
Val

gaa
Glu

caa
Gln

agc
Ser
435

gtc
Val

gac
Asp

aag
Lys

ttg
Leu

gtc
Val
515

ctg
Leu

gta
Val

ctc
Leu

tta
Leu

aga
Arg

gaa
Glu
610

cag

Gln

999
Gly

ttc
Phe

ccc
Pro

gaa
Glu

agc
Ser
420

cca
Pro

ttt
Phe

ggt
Gly

acc
Thr

att
Ile
500

agce
Ser

gaa
Glu

atc

1

Ile

ttg
Leu

gaa
Glu
580

gtt
Val
595

gtc
Val

gaa
Glu

gac
Asp

tat
Tyr

ggce
Gly

aag
Lys
405

cat
His

gtc
Val

gcc
Ala

aag
Lys

cgg
Arg
485

cac
His

tat
Tyr

ttc
Phe

gtg
Val

ccg
Pro
565

g99
Gly

gac
Asp

aat
Asn

gaa
Glu

tgg
Trp

gca
Ala
660

aac
Asn

cac
His

gce
Ala

tce
Ser

gac
Asp

gtc
Val
470

cac
His

ctt
Leu

gtt
Val

tgg
Trp

acc
Thr
550

atc
Ile

aag
Lys

cag
Gln

aca
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu
645

gaa

Glu

ctg
Leu

gcg
Ala

caa
Gln

gga
Gly

aaa
Lys
455

tac
Tyr

tcg
Ser

ggc
Gly

gaa
Glu

gac
Asp
535

gtc
Val

ggc
Gly

aat
Asn

gca
Ala

att
Ile

gag
Glu
630

att
Ile

gac
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

aag
Lys

caa
Gln
440

aag
Lys

gcg
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

gag
Glu
520

ccg
Pro

atc
Ile

cac
His

tag

gac
Asp

cce
Pro
615

gag
Glu

gac
Asp

ttt
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

ccg
Pro
425

tta
Leu

tta
Leu

cca
Pro

gtc
Val

ggc
Gly
505

ggc
Gly

gcg
Ala

aac
Asn

agce
Ser

aaa

ttg
Leu

600
ccg

Pro

ggc
Gly

tac
Tyr

gac
Asp

caa
Gln

gtc
Val
410

gcg
Ala

atg
Met

ggc
Gly

ttt
Phe

ctg
Leu
490

acg
Thr

agc
Sexr

atc
Ile

agc
Ser

gtc
vVal
570

atg
Met
585

gce
Ala

cac
His

aag
Lys

gct
Ala

gat
Asp
665

ggc
Gly

gac
Asp

caa
Gln

aac
Asn

gac
Asp

gcc
Ala
475

gaa
Glu

gtc
Val

cag
Gln

aag
Lys

gaa
Glu
555

caa
Gln

agc
Ser

tgg
Trp

tce
Ser

tce
Ser

gaa
Glu
650

age

Ser

Lttt
Phe

L S

cag
Gln

gct
Ala

ctg
Leu

99
Gly
460

ggt
Gly

aat
Asn

aaa
Lys

gta
Val

cag
Gln
540

act
Thy

gcc
Ala

aat
Asn

ctg
Leu

gac
Asp

agt
Ser
635

aac
Asn

aat
Asn

ggc
Gly

ctg
Leu

gaa
Glu

gac
Asp
445

ttt
Phe

act
Thr

gaa
Glu

tta
Leu

gaa
Glu
525

gce
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

aag
Lys

act
Thr

cat
His
620

tta
Leu

ggc
Gly

ttt
Phe

cag
Gln

agc
Ser
430

atg
Met

gcc
Ala

gtc
Val

cat
His

aac
Asn
510

gce
Ala

aag
Lys

gca
Ala

gat
Asp

tta
Leu

gac
Asp
605

gag
Glu

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

ccce
Pro

gtt
Val

ctg
Leu

cgc
Arg

999
Gly
495

ggg
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

aat
Asn

gat
Asp
575

gta
Val
590

ccg
Pro

tecc
Ser

cag
Gln

gga
Gly

tca
Ser
670

cag
Gln

gac
Asp

gtg
Val

cag
Gln
480

gtc
vVal

act
Thr

cag
Gln

gac
Asp

agc
Ser
560

gta
Val

aaa
Lys

gaa
Glu

ttce
Phe

tce
Ser

cca
Pro
655

gtc
Val

tat
Tyr

1417

1465

1513

1561

1609

1657

1705

1753

1801

1849

1897

1945

1993

2041

2089

2137

2185



gtc
Val

caa
Gln

ctg
Leu
720

gcg
Ala

999
Gly

aag
Lys

gcc
Ala

aga
Arg
800

aag
Lys

gtc
Val

gaa
Glu

atc
Ile

gcc
Ala
880

tac

Tyr

cgc
Arg

atc
Ile

cgg
Arg

aac
Asn

att
Ile
705

gat
Asp

gca
Ala

gaa
Glu

aaa
Lys

tecc
Ser
785

tca
Ser

ctt
Leu

gaa
Glu

gtg
Val

aga
Arg
865

tgg
Trp

cag
Gln

aac
Asn

gtc
Val

gct
Ala
945

gtc
Val
690

cca
Pro

gaa
Glu

aca
Thr

gac
Asp

gaa
Glu
770

tgg
Trp

gtg
Val

acg
Thr

gcc
Ala

cgg
Arg
850

agc
Ser

agc
Ser

gca
Ala

ttt
Phe

ttc
Phe
330

atc
Ile

675

caa
Gln

agc
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

tce
Ser
755

aat
Asn

ctg
Leu

act
Thr

gcc
Ala

aat
Asn
835

gat
Asp

gag
Glu

gcg
Ala

ggc
Gly

gaa
Glu
915

aag

Lys

aca
Thr

tat
Tyr

aaa
Lys

ttc
Phe

atc
Ile
740

ttt
Phe

aac
Asn

gaa
Glu

ctt
Leu

agc
Ser
820

att
Ile

agt
Ser

cag
Gln

gaa
Glu

agc
Ser
900

cta

Leu

999
Gly

gaa
Glu

cca
Pro

aat
Asn

tgg
Trp
725

tat
Tyr

acc
Thr

cgce
Arg

gac
Asp

cag
Gln
805

ttg
Leu

gcc
Ala

gaa
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
885

ctc
Leu

aaa
Lys

gcc
Ala

gag
Glu

tgg
Trp

ccg
Pro
710

gac
Asp

gtc
Val

cCa
Pro

ctg
Leu

cag
Gln
790

gcc
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

ggt
Gly

gaa
Glu
870
cct
Pro

tta
Leu

gac
Asp

aac
Asn

gat
Asp
950

gac
Asp
695

ctc
Leu

aag
Lys

tgg
Trp

agc
Ser

gca
Ala
775

gac
Asp

aag
Lys

gat
Asp

cgc
Arg

gac
Asp
855

ttc
Phe

aac
Asn

gag
Glu

999
Gly

€99
Arg
935

atg
Met

680

ggc
Gly

gct
Ala

gaa
Glu

ctg
Leu

gag
Glu
760

gtg
Val

tte
Phe

ceg
Pro

aac
Asn

ttg
Leu
840

ttg
Leu

act
Thr

ctt
Leu

gtt
Val

att
Ile
920

cac

His

atc
Ile

agt
Ser

tct
Ser

gtc
Val

aac
Asn
745

ttt
Phe

gct
Ala

tgg
Trp

cgt
Arg

tac
Tyr
825

cca
Pro

gtt
Val

ctg
Leu

tac
Tyr

agc
Ser
905

atg
Met

gaa
Glu

tgg
Trp

gag
Glu

tat
Tyr

agc
Ser
730

ggc
Gly

atg
Met

ctc
Leu

cgc
Arg

ctg
Leu
810

caa
Gln

aat
Asn

gct
Ala

gct
Ala

cag
Gln
830

cgg
Arg

tac
Tyr

ttt
Phe

gat
Asp

gag
Glu

gtc
Val
715

ttg
Leu

cac
His

gtt
Val

tac
Tyr

atg
Met
795

cac
His

aaa
Lys

gce
Ala

gaa
Glu

gat
Asp
875

gtc
Val

cag
Gln

ctt
Leu

gac
Asp

atc
Ile
955

att
Ile
700

aga
Arg

aag
Lys

ttc
Phe

acc
Thr

aag
Lys
780

tct
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

agc
Ser

aag
Lys
860

ttg
Leu

cgce
Arg

gaa
Glu

aac
Asn

agt
Ser
940

aag
Lys

ttc
Phe

tac
Tyr

ttt
Phe

gtc
val

aag
Lys
765

tat
Tyr

ggt
Gly

gag
Glu

aag
Lys

ttt
Phe
845

ctg
Leu

cca
Pro

ctg
Leu

gtg
Val

ggc
Gly
925

aag

Lys

acc
Thr

ccg ccc
Pro Pro

ttt gac
Phe Asp

gac ggg
Asp Gly
735

ggc tac
Gly Tyr
750

ttc ctc
Phe Leu

tct tcc

Ser Ser

ttg ttc

Leu Phe

gac ctt
Asp Leu
815

ctg gaa
Leu Glu
830

aag ctg
Lys Leu

ggc cca
Gly Pro

gta gct
Val Ala

tat tta
Tyr Leu
895

ggt ttc
Gly Phe
910

cag cgg
Gln Arg

ttg ggc
Leu Gly

atg aag
Met Lys

2233

2281

232%

2377

2425

2473

2521

2569

2617

2665

2713

2761

2809

2857

2905

2953

3001



aac
Asn

cga
Arg
960

agc
Ser

ctc
Leu

Tttt
Phe

tac
Tyr

gct
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

gat
Asp

cct agc
Pro Ser
1010

agc tta
Ser Leu
1025

tcc
Ser

tca atc
Ser Ile
1040

ctg
Leu

ttt gcc
Phe Ala

caa
Gln

tat
Tyr

cac
His

cag
Gln

cag
Gln

att gaa
Ile Glu
1090

aat
Asn

ttg acc
Leu Thr
1105

gcc atg
Ala Met
1120

ggc
Gly

aaa tac
Lys Tyr

ccc
Pro

gga ctg
Gly Leu

gaa
Glu

cgg cca acc
Arg Pro Thr
1170

cgg act
Arg Thr
1185

gaa
Glu

tta
Leu

ctt aag
Leu Lys
1200

tta ttt
Leu Phe

acc
Thr

gat ggc
Asp Gly

aag
Lys

atc
Ile

cgg
Arg

gaa
Glu
995

ttc
Phe

cgg
Arg

atc
Ile

atg
Met

gaa
Glu

1075

agc
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

cac
His

aaa
Lys

1155

gac
Asp

tcg
Ser

gaa
Glu

aac
Asn

ttg

Leu Thr

aat
Asn

gct
Ala
965

gtc
val

ctc
Leu
380

tgt
Cys

gac
Asp

cac
His

agc
Ser

ggc
Gly

cca
Pro

aat
Asn

gtt
val

aag aac
Lys Asn
1030

gtg
val

tgg tct tta
Trp Ser Leu
1045

tac
Tyxr

gct
Ala
1060

gat
Asp

acc
Thr

gtg
Val

gg99
Gly

tat
Tyr

atg
Met

cgg
Arg

cca
Pro

gcc aag
Ala Lys
1110

tcc gtc
Ser Val
1125

ggt
Gly

tac
Tyr
1140

cag
Gln

ggc
Gly

cac
His

gac
Asp

999
Gly

tat
Tyr

ttc
Phe

gaa
Glu

ccg
Pro

aaa ctg
Lys Leu
1190

gta aaa gat
vVal Lys Asp
1205

tct
Ser

tca
Ser

agc
Ser
1220
acc tac cag
Tyr Gln

cgc
Arg

aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

1015

atg
Met

ggc
Gly

gtc
Val

cac
His

gct
BAla

1095

cca
Pro

gac
Asp

ggc
Gly

ctg
Leu

tgc
Cys

1175

gct
Ala

999
Gly

tac
Tyr

agc
Ser

tgg

tct
Ser

cac
His
970

tgc
Cys

ctt
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly
985

aaa
Lys

gaa

Trp Glu

1000

gat
Asp

gac
Asp

cag
Gln

atg
Met

gct
Ala

cgg
Arg

aat
Asn

gag tct
Glu Ser
1050

gct
Ala

cgg aag
Arg Lys
1065

aac
Asn

cgg
Arg

aag
Lys

1080

ccg
Pro

gcc
Ala

aag
Lys

ttt
Phe

tca
Ser

atc
Ile

ctg
Leu

gcc gcc
Ala Ala
1130

ttc
Phe

atc
Ile
1145

tgg
Trp

ctt
Leu

tat
Tyr

999
Gly

1160

aac
Asn

999
Gly

ggc
Gly

aat
Asn

gtc
Val

aag
Lys

ctc ttc
Leu Phe
1210

cag
Gln

tac ttc ttg
Tyr Phe Leu
1225

cgg cct ctg
Arg Pro Leu

tac
Tyr

tac
Tyr

gtg
Val

cat
His

gac
Asp
1035

tac
Tyr

gat
Asp

Tttt
Phe

gta
Val

gtt
val
1115

tac

Tyr

gac
Asp

gge
Gly

ctg
Leu

gce
Ala

1195

ctc
Leu

act
Thr

acc
Thr

ccg
Pro

gtc
Val

999
Gly

tgg
Trp

1020

aag
Lys

gcce
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

att
Ile

1100

gaa
Glu

acg
Thr

tgg
Trp

gac
Asp

gtc
Val

1180

ctt
Leu

aaa
Lys

agt
Ser

ttt
Phe

att
Ile

999
Gly

gaa
Glu

1005

ctg
Leu

gga
Gly

gcc
Ala

cat
His

aac
Asn

gct
Ala

act gtc
Thr Val
1055

ggc
Gly

acc cgg
Thr Arg
1070

val

acc
Thr

gac
Asp

gcc
Ala

1085

tac
Tyr

gaa
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

gct
Ala

cac
His

gcc
Ala

ctg gaa
Leu Glu
1135

att gac
Ile Asp
1150

caa
Gln

ttc
Phe

gac
Asp

gat
Asp

1165

ttt
Phe

gct
Ala

gac
Asp

aac
Asn

tac
Tyr

gcc
Ala

aac
Asn

gac aat
Asp Asn
1215

ctt ttg
Leu Leu
1230

gtc
val

ggc ctg
Gly Leu

gag
Glu

gtt

3097

3145

3193

3241

3289

3337

3385

3433

3481

3529

3577

3625

3673

3721

3769

3817

3865
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cct ggc gaa
Pro Gly Glu
1250

gaa aaa
Glu Lys
1265

gga
Gly

ttg cct
Leu Pro
1280

tgg
Trp

gct caa
Ala Gln

aag
Lys

gat tcc
Asp Ser

gac
Asp

ttc tcc aag
Phe Ser Lys
1330

gaa tac ttg
Glu Tyr Leu
1345

gac aac
Asp Asn
1360

gac
Asp

aat gcc
Asn Ala

ggc
Gly

gaa gac
Glu Asp

tce
Ser

aag ggt gat

Lys Gly Asp

1410

gct gta aca

Ala Val Thr
1425

gcc ttt gge
Ala Phe Gly
1440

tac tat ggt
Tyr Tyr Gly
ttacctgggce
ggaaacgggce
ggaatttacg
aattgaagca
aagcgccecag

ctgcctggat

1235
tcc

Ser

gag
Glu

gcg
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr
1315
gtc
Val

aag
Lys

€99
Arg

aag
Lys

gtt
Val
1395
tta
Leu

gct
Ala

ttg
Leu

ctg

Leu
atct
aacc
gcca
gcgg
atgg

gcte

acc ttt

g9g
1y Thr Phe

Gly

gtc
Val

gtc tac
Val Tyr
1270

gat gag
Asp Glu
1285

ggc
Gly

£ttt
Phe

ccg
Pro
1300

gaa
Glu

cta
Leu

aac
Asn

ggc
Gly

aag
Lys

tgg
Trp

ggc
Gly

ctg ccg
Leu Pro
1350

cgg
Arg

ggt
Gly

gga gct
Gly Ala
1365

tat
Tyr
1380

cgc
Arg

gcc
Ala

ttg
Leu

gtc
Val

aag
Lys

act
Thr

acc
Thr

gtg
Val

ttc cca
Phe Pro
1430

gac
Asp

aac ctg gcc
Asn Leu Ala
1445

gga cct aat
Gly Pro Asn
1460

accagg
ggagca
atgggg
accacg

gggrceyg

aaaaag

gcc
Ala
1255

cgg
Arg

tte
Phe

aag
Lys

ctg
Leu

ccg
Pro
1335

gaa
Glu

tac
Tyr

ttg
Leu

act
Thr

tat
Tyr
1415

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

aggttcgctg
cagacttgaa
cttttgaact
gcggggatga

ccecgecaget

1240

ctg
Leu

gta
Val

act
Thr

ccg
Pro

aaa
Lys
1320

gtt
Val

ttt
Phe

gge
Gly

aaa
Lys

gcce
Ala
14C0

gaa

Glu

gcg
Ala

ceca
Pro

cct tgg ccg
Pro Trp Pro

acg gcc cac
Thr Ala His
1275

gtg gct gaa
Val Ala Glu
1290

gaa
Glu
1305

999
Gly

cgg
Arg

aat
Asn

aac
Asn

gga
Gly

ctc
Leu

tcc
Ser

aag
Lys

ace
Thr

tte tgg
Phe Trp
1355

tat gat ctg
Tyr Asp Leu
1370

atc
Ile

gac
Asp
1385

agce
Ser

ttt
Phe

acg
Thr

ttg
Leu

gtc
Val

gat
Asp

gga
Gly

gaa
Glu

gaa gcc
Glu Ala
1435

aaa gaa ctg
Lys Glu Leu
1450

gaa
Glu

1260

tta
Leu

gca
Ala

cca
Pro

tte
Phe

tat
Tyr

1340

cag
Arg

gcc
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

cgg
Arg

1420

ggt
Gly

acc
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu

gat
Asp

caa
Gln
1325

gcc
Ala

gcc
Ala

g9
Arg

gag
Glu

gtc
Val
1405

ggc
Gly

ctc
Leu

gat
Asp

gct gat
Ala Asp

gaa gac
Glu Asp

gaa gta
Glu Vval
1285

tta
Leu
1310

gtt
Val

att
Ile

ctce
Leu

ggt
Gly

agg
Arg .

ctg
Leu

acg
Thr

tgg gaa
Trp Glu

1375

gtc
Val
1390

aag
Lys

tta
Leu

gcc
Ala

att
Ile

aag
Lys

ttg
Leu

cca
Pro

tac cgc
Tyr Arg
1455

agc taa ccagaccgct tggaaggtaa

Ser

gagcggtaaa aaagaacttt

gtaccagctc
cttgtctgcet
gactaacaat

ctcectggggg

ccgectggtg

1465

agcccatacce
tttgatgaaa
ttgccatatt
tacacttggg
cagaaggtcc

attcagcccee

tgcgtccgcea
agggcggctt
ctgccgcecca
ttagagcctt
acccggaatt

ttttactaaa

3913

3961

4009

4057

4105

4153

4201

4249

4297

4345

4393

4441

4489

4539



ataaatgcta caattgactt aacaggatga aattttagta

gatggcaacg atcagagaag tgccaaggca gccggegtgt cgctagegac ggtttcccge 5019

gtcttgaact atgaccagac cctgtcagtc aatgaggcaa

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2
Met Ile Phe Ile

1

Val

Arg

Ser

Ser

65

Met

Pro

Ala

Phe
225
Ile
Ala

Met

Leu

Leu

Trp

Leu

50

Asn

Asp

Ala

Arg

Pro

130

Lys

Leu

Leu

Leu

Tyr

210

Ser

Asn

Lys

Leu

Ser
290

583
PRT
Lactobacillus

Leu
Gly

35
Ala
Pro
Ile
Leu
Val
115
Ile
Gln
Thr
Arg
Gly
195
Gly
Tyr
Thr
Lys
Leu

275

Leu

Asp

20
Lys
Leu
Val
Phe
Ser
100
Gly
Ile
Gly
Ser
Glu
180
Gln
Leu
Ile
Phe
Phe
260

Gly

Val

Ile
5
Pro
Phe
Leu
Val
Tyr
85
Leu
Ser
Leu
Trp
Ile
165
Ser
Asn
Gly
Leu
Val
245
Asn

Ile

Gly

bulgaricus

Thr

Leu

Lys

Ala

Tyr

70

Ser

Asp

Thr

Phe

Phe

150

Thr

Asn

Asp

Ile

Gly

230

Gly

Arg

Gly

Ala

Asn

Ile

Pro

Leu

55

Leu

Phe

Ser

Ile

Phe

138

Phe

Val

Glu

Gln

Asn

215

Asp

Leu

Asn

vVal

Glu
295

Leu
Gly
Trp

40

Phe

Val

Lys

Arg
Gly
120
Ser
Phe
Gly
Lys
Leu
200
Thx

Ala

Ile

Phe
280

Phe

Ile
Asn

25
val
Thr
Ile
Asp
Glu
105
Ala
Ala
Ala
Leu
Thr
185
Leu
Leu
Arg
Ser
Leu
265

Ser

Phe

Thr

10
Ala
Val
Asp
Phe
Thxr

90
Arg
Asn
Ser
Leu
Gly
170
Thr
Trp
Asn
Gly
Ala
250
Phe

Val

Phe

Ala

Ile

Gly

Phe

Gly

75

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

155

Thr

Leu

Leu

Ala

Tyr

235

Ser

Tyr

Ala

Ile

LX)
ssee

aaagcaaagc gagtgagga

Ile

Asp

Gly

Gly

60

Ile

Phe

Lys

Val

Ala

140

Val

His

Lys

Ala

Leu

220

Ser

Phe

Ala

Ser

Pro
300

Arg

Arg

Gly

45

Gly

Val

Trp

Thr

Gly

125

Asn

Ala

Glu

Gln

Phe

205

Gln

Leu

Phe

Cys

Gly

285

Gln

Ile

Thr

30

Ile

Ile

Tyr

Ala

Ser

110

Val

Pro

Ile

Val

Val

130

Ala

Leu

Leu

Pro

Ile

270

Ser

Pro

Gly

15
Glu
Ile
Asn
Leu
Met

95
Thr
Val
Asn
Val
Lys
175
Phe
Tyf
Tyr
Tyr
Ser
255
Ala

Leu

Leu

Glu

Ser

Ser

Gln

Ile

8C

Ile

Phe

Ile

Gly

Gly

160

Ser

Lys

Trp

Tyr

Thr

240

Leu

Val

Ala

Ala

ai

.8
.
»

.
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5059
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Phe

305

Leu

Leu

Ile

Thr

Ala

385

Leu

Phe

Leu

Asp

Pro

465

Leu

Leu

Gly

Gln

Asp

545

Gln

Phe

Leu

Lys

Val

Ala

Ala

370

Val

Thr

Ser

Ala

Pro

450

Ala

Ala

Val

Phe

Ile

530

Thr

Met

Lys

<210> 3

<211i>
<212>
<213>

<400> 3

1

Val

Thr

Asp

Leu

355

His

Met

Glu

Gln

Ser

435

Val

Asp

Lys

Leu

Val

515

Leu

Val

Leu

Leu

880
PRT
Lactobacillus

vVal
Gly
Lys
340
Thr
Gly
Leu
Glu
Ser
420
Pro
Phe
Gly
Thr
Ile
500
Ser
Glu
Ile

Leu

Glu
580

Leu

His

325

Leu

Ala

Gln

Leu

Lys

405

His

Val

Ala

Lys

Arg

485

His

Tyr

Phe

Val

Gly

Met Ser Asn Lys Leu
5

Ala Trp Leu Thr Asp

20

His Ser Asp His Glu

35

Met
310
Arg
Gly
Gly
Met
Ile
390
His
Ala
Ser
Asp
Val
470
His
Leu
Val
Trp
Thr
550

Ile

Lys

Ile
Asp
Gly
Met
Val
375
Ala
Ala
Gln
Gly
Lys
455
Tyr
Ser
Gly
Glu
Asp
535
Val

Gly

Asn

Ile

Glu

Ala

Thr

360

Phe

Val

Glu

Lys

Gln

440

Lys

Ala

Ile

Leu

Glu

520

Pro

Ile

His

bulgaricus

Val Lys Glu

Pro Glu Val

Ser Phe Gln

40

Ser

Ala

Leu

345

Thr

Lys

Ser

Ile

Pro

425

Leu

Leu

Pro

Val

Gly

505

Gly

Ala

Asn

Ser

Lys

Tyr
25

Ser

Asp
Leu
330
Ser
Gly
Leu
Ile
Val
410
Ala
Met
Gly
Phe
Leu
490
Thr
Ser
Ile

Ser

Val
570

Arg
10

Glu

Gln

Ala Val Glu
315

Thr Leu Ser

Asn Trp Phe

Ala Thr Ala
365

Ala Met Phe
380

Phe Ala Lys
395

Asp Gln Leu

Gln Ala Glu

Asn Leu Asp

445
Asp Gly Phe
Ala Gly Thr
475

Glu Asn Glu

Val Lys Leu

Gln Val Glu
525

Lys Gln Ala
540

Glu Thr Phe
555

Gln Ala Leu

Val Asp Gln

Val Asn Thr

Glu Glu Leu
45

eee 00

Tyr Gly Gln

Val
Val
350

Ser

Lys
Glu
Ser
430
Met
Ala
Val
His
Asn
510
Ala
Lys

Ala

Asp

Ala

Ile
30

Glu

Arg

335

Ser

Thr

Leu

val

Thr

415

Phe

Val

Leu

Arg

Gly

495

Gly

Gly

Leu

Asn

Asp
575

Asp
15

Pro

Glu

320

Pro

Leu

Ile

Pro

Phe

400

Gln

Thr

Asp

Val

Gln

480

Val

Thr

Gln

ASp

Ser

560

Val

Leu

Pro

Gly

IEE RN



Lys

Ala

65

Asp

Gly

Ser

Ser

Val

145

Asn

Phe

Ala

Trp

W

225

Tyxr

Pro

Val

Leu

Tyr

305

Ser

Met

Glu

Trp

Ser

385

Gly

Glu

Ser

50

Glu

Ser

Phe

Glu

Tyr

130

Ser

Gly

Met

Leu

Arg

210

Leu

Gln

Asn

Ala

Ala

280

Gln

Arg

Tyr

Phe

Asp

370

His

Leu

Lys

Ser

Asn

Asn

Gly

Glu

115

Val

Leu

His

Val

Tyr

195

Met

His

Lys

Ala

Glu

275

Asp

Val

Gln

Leu

Asp

355

Ile

Tyxr

Tyx

Val

Leu

Gly

Phe

Gln

100

Ile

Axg

Lys

Phe

Thr

18¢

Lys

Ser

Leu

Gly

Ser

260

Lys

Leu

Arg

Glu

Asn

340

Ser

Lys

Pro

Val

Gly

val

Gln

Lys

Pro

Phe

Tyr

Phe

Val

165

Lys

Tyr

Gly

Glu

Lys

245

Phe

Leu

Pro

Leu

val

325

Gly

Lys

Thr

Asn

Ile
405

Gln

Gly

70

Ser

Gln

Pre

Phe

Asp

150

Gly

Phe

Ser

Leu

Asp

230

Leu

Lys

Gly

val

Tyr

310

Gln

Leu

Met

Gln

390

Asp

His

Ser

55

Pro

Val

Tyr

Pro

Asp

135

Gly

Tyr

Leu

Ser

Phe

215

Leu

Glu

Leu

Pro

Ala

295

Leu

Phe

Arg

Gly

Lys

375

Ser

Glu

Glu

Val
Lys
Val
Gln
120

Leu

Ala

Ala
200
Arg
Lys
Val
Glu
Ile
280
Ala
Tyr
Arg
Ile
Arg
360
Arg
Leu

Ala

Asp

Asn

Val

Asn

108

Ile

Asp

Ala

Glu

Lys

185

Ser

Ser

Leu

Glu

Val

265

Arg

Trp

Gln

Asn

Val

345

Ala

Ser

Phe

Asn

Pro

Gly

Phe

Pro

Val

Pro

Thr

Asp

170

Glu

Trp

Val

Thr

Ala

250

Arg

Ser

Ser

Ala

Phe

330

Phe

Ile

Asn

Tyr

Leu

410

Ser

Asp
Tyr

75
Gly
Gln
Ser
Ala
Ala
155
Ser
Asn
Leu
Thr
Ala
235
Asn
Asp
Glu
Ala
Gly
315
Glu
Lys
Thr
Ile
Arg
395

Glu

Phe

G0

Ala

Asn

Tyr

Lys

Phe

140

Ile

Phe

Asn

Glu

Leu

220

Ser

Ile

Ser

Gln

Glu

300

Ser

Leu

Gly

Glu

Asn

380

Leu

Ser

Asn

Leu

Glu

Leu

Pro

Asn

125

Trp

Tyr

Thr

Arg

Asp

205

Gln

Leu

Ala

Glu

Leu

285

Lys

Leu

Lys

Ala

Glu

365

Ala

Cys

His

Val

284 Snae

Ile Asp Tyr

Asp

Glu

Trp

110

Pro

Asp

vVal

Pro

Leu

190

Gln

Gly

270

Glu

Pro

Leu

Asp

Asn

350

Asp

val

Asp

Gly

Pro

Phe

Leu

95

Asp

Leu

Lys

Trp

Sex

175

Ala

Asp

Lys

Asp

Arg

255

Asp

Phe

Asn

Glu

Gly

335

Arg

Met

Arg

Lys

Thr

415

Gly

Asp

80

Gln

Gly

Ala

Glu

Leu

160

Glu

Val

Phe

Pro

Asn

240

Leu

Leu

Thr

Leu

Val

320

Ile

His

Ile

Cys

Tyr

400

Trp

Asp



Asp
Ala
Glu
465
Lys

Arg

Ala

Ala

545

Ile

Tyr

Asn

Val

Leu

625

Phe

Pro

Pro

Thr

Val

705

Glu

Gly

Ser

Thr

Tyr
785

Gln

Arg

450

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

530

Ala

Trp

Gly

Gly

Lys

610

Phe

Leu

Leu

Trp

Ala

690

Ala

Gly

Asn

Leu

Phe

770

Asp

His

435

Asp

Tyr

Asp

Phe

Val

515

Val

Tyr

Asp

Gly

Leu

595

Ala

Leu

Thr

Thr

Pro
675

His

Glu
Arg
Asn
Lys
755

Trp

Leu

420

Trp
Lys
Ala
Pro
Asp
500
Ile
Glu
Thr
Trp
Asp
580
Val
Leu
Lys
Ser
Phe
660
Glu
Leu
Ala
Pro
Phe
740
Tyr

Arg

Ala

Leu

Asn

Gly

Thr

485

Asp

Glu

Tyr

Ala

Ile

565

FPhe

Phe

Tyr

Asn

Leu

645

Gly

Lys

Glu

Asp

725

Gln

Ala

Ala

Arg

Gly

His

Thr

470

Arg

Ala

Glu

Ala

Leu

550

Asp

Asp

Ala

Ala

Asp

630

Leu

Leu

Ala

Glu

Glu

710

Leu

Ile

Gly

Leu

Trp
790

Ala
Ala
455
Val
Val
Thr
Tyr
His
535
Glu
Gln
Asp
Asp
Asn
615
Asn
Val
Glu
Asp
Asp
695
Va_l
Val
Leu
Arg
Thr

775

Glu

Ser
440
Ser
Phe
Gln
Gln
Leu
520
Ala
Lys
Gly
Arg
Arg
600
Leu
Leu
Asp
Pro
Glu
680
Leu
Ala
Asp
Phe
Glu
760

Asp

Asn

425

Leu

Ile

Ala

His

Ile

505

Thr

Met

Tyr

Leu

Pro

585

Thr

Lys

Phe

Gly

Gly

665

Lys

Pro

Gln

Ser

Ser

745

Tyr

Asn

Ala

Ser
Leu
Gln
Tyr
430
Glu
Asn
Gly
Pro
Glu
570
Thr
Glu
Leu
Thr
Lys
650
Glu
Gly
Trp
Lys
Asp
730
Lys
Leu

Asp

Gly

Arg

Ile

Met

475

Glu

Ser

Lys

Asn

His

555

Lys

Asp

Ser

Glu

Asn

635

Leu

Ser

Glu

Ala

Leu

715

Tyr

Val

Lys

Arg

Lys
795

Val
Trp
460
Ala
Gly
Arg
Pro
Ser
540
Tyr
Asp
Tyr
Pro
Val
620
Ser
Thr
Gly
Val
Asp
700
Pro
Asn
Lys
Arg
Gly

780

Tyr

Lys
445
Ser
Asp
Val
Met
Ala
525
Val
Gln
Gly
Glu
Lys
605
Lys
Ser
Tyxr
Thr
vVal
685
Glu
Glu
Leu
Gly
Leu
765

Ala

Ala

430

Asn Met Met

Leu

Tyx

Thr

Tyr

510

Lys

Gly

Gly

His

Phe

590

Leu

Asp

Ser

Gln

Phe’

670

Tyr

Gly

Phe

Gly

Trp

750

Pro

Gly

Arg

Gly

Val

His

495

Ala

Pro

Asp

Gly

Leu

575

Cys

Ala

Gly

Tyr

Ser

655

Ala

Arg

Phe

Lys

Leu

735

Pro

Glu

Tyr

Leu

Asn

Arg

480

Asn

Pro

Phe

Leu

Phe

560

Leu

Gly

Asn

Gln

Tyr

640

Arg

Leu

Val

Thr

Pro

720

Lys

Val

Phe

Gly

Lys
800
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Asp

Phe

Val

Glu

Lys
865

Ile

Thr

Asp

Glu

850

Glu

Ser
Leu
Gly
835

Ala

Leu

Cys
Pro
820
Arg

Gly

Thr

Glu
805
Val
Gly

Leu

Asp

Val Lys Glu Asp

Ala Leu Lys Gly

825

Lys Ile Ala Val

840

Leu Pro Ala Phe

855

Tyr Arg Tyr Tyr

870

Ser
810
Asp
Thr

Gly

Gly

Val

Leu

Ala

Leu

Leu
875

Leu

Thr

Asp

Asn

860

Gly

Val Lys Thr Ala
815

Val Thr Tyr Glu
830

Phe Pro Gly Ala
845

Leu Ala Leu Pro

Pro Asn Glu Ser
880
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PATENTOVE NAROKY

1. Mutantni  kmen  Lactobacillus  bulgaricus  postradajici
B-galaktosidazovou aktivitu, vyznacdujici se tim, Ze nese

nonsensni mutaci na alespoil jedné z kddujicich sekvenci laktézového operonu.

2. Mutantni kmen Lactobacillus bulgaricus podle naroku 1, vyzna-
Cujici se tim, Ze uvedenou kddujici sekvenci je sekvence, kodujici

B-galaktosidazu.

3. Mutantni kmen Lactobacillus bulgaricus podle naroku 1 nebo 2, vy -
znacujici se tim, Ze byl uloZen 14. ledna 1998 v CNCM, Collection

Nationale de Cultures de Mikroorganismes, pod ¢istem 1-1968.

4. Mlé¢ny zdkvas, vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje alespot

jeden kmen L. bulgaricus podle kteréhokoli z ndroki 1 az 3.

5. Mlécny zékvas podle ndroku 4, vyznadujici se tim, Ze
uvedeny kmen L. bulgaricus je spojen s alespoii jednim kmenem S.

thermophilus.

6. Zpisob vyroby zakvaSeného mlécéného vyrobku, vyznacujici
se tim, Ze zahrnuje krok, b&hem néhoZ se mléko kvasi za pouziti mlééného
zakvasu, zahrnujiciho alespoil jeden kmen L. bulgaricus podle kteréhokoli z
narokd 1 aZ 3, v pfitomnosti alespoti jednoho cukru, ktery muze byt asimilovan
uvedenym kmenem.

7. Zplsob vyroby podle naroku 6, vyznacdujici se tim, Ze

uvedenym cukrem, ktery mizZe byt asimilovan, je glukéza.



sesvenr
.
.
ses e

8. Zpusob vyroby podle kteréhokoli z ndroki 6 a7, vyznacdujici
se tim, Ze zastaveni kvaSeni se provadi bez ochlazeni uvedeného mlééného

vyrobku.

9. ZakvaSeny mléény vyrobek, vyznacujici se tim, Ze mize

byt ziskan za pouZziti zpGsobu podle kteréhokoli z narokd 6 az 8.

10. ZakvaSeny mléény vyrobek podle ndroku 9, vyznacdujici se

tim, Ze uvedenym vyrobkem je jogurt.

Zastupuje:
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