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Abstrakt

Cilem této studie bylo nalézt mozné producenty ACE
inhibitord v mléce schopnych sniZzovat krevni tlak mezi
kmeny bifidobakterii izolovanych ze stolice. Ziskané
vysledky ukazuji, Ze tvorba ACE inhibitort je kmenové
specifickd. Nalezeno bylo nékolik kment s ucéinnosti
inhibice kolem 90 %.
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Abstract

Search for stool originating bifidobacteria with ACE
inhibitory activity in milk was subject of this study.
Obtained results showed, that production of ACE inhibitors
is strain specific. Some potent strains with 90 % inhibition
degree were found.
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Uvod

Rada bioaktivnich peptidii ziskanych z mlécnych
bilkovin ma vliv na lidské zdravi. Tyto peptidy piimo
ovliviiuji fadu biologickych procest svou antimikrobidlni,
imunomodulacni a jinou aktivitou (Clare a Swaisgood,
2000). V poslednich letech byla zna¢na pozornost zameéte-
na na mozné léceni vysokého krevniho tlaku pomoci
raznych peptidé inhibujicich ACE (angiotensin-I-conver-
ting enzyme). Vysoky krevni tlak, zptisobeny vyzivou, nad-
vahou, Zivotnim stylem nebo genetickou predispozici, je
velmi nebezpecény faktor ovliviiujici vznik kardio-
vaskularnich onemocnéni (Pihlanto a kol., 2010). Nékteré
bakterie mléc¢ného kvasSeni produkuji ACE inhibitory
Stépenim mléénych bilkovin. Z kaseinu jsou napf.
odstépovany tripeptidy IPP (Ile-Pro-Pro) a VPP (Val-Pro-
Pro) inhibujici ACE (Gonzalez-Gonzalez a kol., 2011; Otte
a kol.,, 2011). Pro ziskani bioaktivnich peptidi jsou
zpravidla pouzivany bakterie s vysokou proteolytickou
aktivitou jako je L. helveticus. Dal$i moznosti je vyuZiti
mikroorganismi s rozdilnymi fermentacnimi a enzyma-
tickymi vlastnostmi, které svym synergickym pusobenim
uvolni bioaktivni peptidy z prisluSné bilkoviny (Donkor

a kol., 2007). Publikované studie se zaméfuji predevs§im na
bakterie mlécného kvaSeni, zejména laktobacily, a existuje
jen malo informaci o schopnostech jinych intestinalnich
druhti uvolnovat tyto bioaktivni slozky Sté€penim mlécnych
bilkovin. Gonzales-Gonzales a kol. (2013) popsali kmen
Bifidobacterium bifidum MF 20/5 s vys$s$i inhibi¢ni aktivi-
tou nez mély bakterie mlééného kvaseni vcetné L. helveti-
cus DSM 13137 produkujiciho kasokininy IPP a VPP.
Inhibi¢ni ptisobeni bylo zptisobeno peptidy LVYPFP
a LPLP pochézejicimi z B - kaseinu (f (58-63), f (135-138)).
Tato prace se proto zaméfila na porovnani riznych lidskych
izolatl bifidobakterii z hlediska jejich schopnosti produko-
vat inhibitory ACE v mléce.

Material a metody

Materidl

Pro detekci inhibitord ACE je mozné pouzit hippuryl-
His-Leu-OH (HHL) jako substrat. Inkubace substratu
s ACE vede k jeho hydrolyze. Pri této reakci dochazi
k uvolnéni His-Leu a kyseliny hippurové, jejiz obsah mize
byt nasledné stanoven riiznymi metodami (Wu a kol., 2002;
Kilpi a kol., 2007; Sieber a kol., 2010). Pro srovnani G¢in-
nosti jsou pouzivany silné syntetické inhibitory jako je cap-
topril (Wu a kol., 2002).

Ke stanoveni aktivity ACE inhibitori byl pouzit 5 mM
HHL - Hippuryl-His-Leu-OH (Bachem, Bubendorf,
Switzerland), ACE (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
o koncentraci 60 uM/ml a 1 mM captopril (Sigma-Aldrich).
Veskeré roztoky pro méfeni ACE inhibitord byly fedény
v 0,05M boratovém pufru o pH 8,2 obsahujicim 0,3 M
NaCl.

Jako separacni pufr pro CE byl pouZzit 120 mM dekahy-
drat tetraboritanu sodného s pfidavkem 0,5 mM
cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB), jehoz pH bylo
pomoci kyseliny chlorovodikové upraveno na hodnotu 8 pri
25 °C. Ptipraveny pufr byl pfed pouzitim filtrovin ptes
polypropylenovy filtr (0,20 um) a nasledné¢ odplynén
v ultrazvukové lazni (10 min.). Pro kvantifikaci kys.
hippurové byla pouZita kapilarni elektroforéza Agilent CE
3D G1600 (Agilent Technologies, USA) s UV detekci
a pouzitou kfemennou kapilarou o priméru 75 Wm,
celkové délce 64,5 cm a efektivni délce 56 cm (Polymicro
technologies, USA).

Priprava supernatantu testovanych kmenii

Vzorky mikroorganismu byly obnoveny ze zamrazenych
kultur zao¢kovanim 10 % do 9 ml MRSC bujonu s 0,05 %
L-cystein hydrochloridu (MRS bujon Merck 1.10661 + 2 g
NaHCOs5/1), nasledné inokulaci 1 % do 9 ml 10% RSMKA
(obnovené odstiedéné mléko Lactino, Promil PML a.s.,
Novy Bydzov + 0,5 % kvasnicného extraktu LabM,
Lancashire, UK) a nakonec do 40 ml 16% RSMKA. Po
ukonceni kultivace pri 37 °C (24-48 h - do srazeni mléka)
byly vzorky odstfedény pii 9000 g (15 minut, 4 °C).
Ziskany supernatant byl prefiltrovan pres skladany filtr 390
(Munktell Inc., Raleigh, USA), sterilovin pomoci mem-
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Tab. 1 Mira inhibice angiotensin-I konvertujiciho enzymu
u kmenu bifidobakterii lidského plvodu

Druh Oznaceni kmene % inhibice

Bifidobacterium adolescentis RB 54-P 93,4
Bifidobacterium animalis subsp. lactis RB 1-MPP 74,3
Bifidobacterium animalis subsp. lactis RB 16-P 64,0
Bifidobacterium animalis subsp. lactis RB 26-P 56,5
Bifidobacterium bifidum RB 31-P 43,8
Bifidobacterium bifidum RB 58-P 89,5
Bifidobacterium bifidum RB 61-P 63,2
Bifidobacterium bifidum RB 70-P 65,6
Bifidobacterium breve RB 44-P 91,5
Bifidobacterium breve RB 59-P 62,1
Bifidobacterium breve RB 49-P 59,8
Bifidobacterium breve RB 51-BH-7A 56,7
Bifidobacterium breve RB 66-P 66,8
Bifidobacterium dentium RB 42-P 53,3
Bifidobacterium dentium RB 68-6A 64,8
Bifidobacterium dentium RB 68-6B 64,0
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 25-P 91,2
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 45-P 90,0
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 46-6A 54,5
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 47-P 49,7
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 50-P 75,6
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 53-P 57,9
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 62-V-7A 80,1
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 65-6A 62,5
Bifidobacterium longum subsp. longum RB 67-P 64,4
Bifidobacterium longum subsp. infantis RB 64-V-7A 77,9
Bifidobacterium sp. RB 65-6B 59,4
priimérnd hodnota 67,9

branového filtru GD/X 0,2 um (Whatman plc., Kent, UK)
a nasledné ulozen v mrazicim boxu pfi - 20 °C do doby
pouZziti. Jako negativni kontrola bylo pouZito nezao¢kované
mléko okyselené 80 % kyselinou L-mlécnou na pH 4,6.
Dalsi postup byl shodny s pfipravou vzorku z fermento-
vaného mléka (oznaceni negativni kontroly 16cfe).

Meéveni aktivity ACE inhibitori

Pfiprava vzorkt pro méfeni aktivity ACE inhibitort byla
optimalizovana podle Pihlanto a kol. (2009) a Kilpi a kol.
(2007). Do predem vyhratych zkumavek (37 °C) bylo
pipetovano 10 pl vzorku a 90 pl 5 mM HHL (hippuryl-His-
Leu-OH). Pripravena smés byla inkubovana pti 37 °C po
dobu 5 minut. Po uplynuti této doby bylo do zkumavek
pfidano 30 ul ACE (60 uM/ml), ziskanid smés promichdna
na vortexu a temperovana ve vodni 14zni pti 37 °C po dobu
60 minut. Nasledné byla reakce ukoncena piidavkem 15 pl
S5SM HCI. Slepy vzorek byl ziskan pouZzitim 10 pl 16 cfe,
negativni kontrola (Ko-ACE) pouZitim boritového pufru
misto vzorku i ACE.

Méveni obsahu kyseliny hippurové pomoci
kapildrni elektroforézy s UV detekci

Metoda detekce kyseliny hippurové byla optimalizovana
podle ¢lanku Carpio a kol. (2010). Pracovni postup byl
shodny s postupem uvedenym v publikaci Lizalova a kol.
(2013).

Vypocet inhibicni aktivity

Vypodet inhibi¢ni aktivity byl s udpravami proveden
podle ¢lanku Pihlanto a kol. (2010). Inhibi¢ni aktivita je
uvadéna v procentech.

H16cfe - Hvzvrek

Inhibicni aktivita (%) = - 100

HKi6cfe + Hro-acE

Vysledky a diskuze

Ziskané vysledky pro jednotlivé kmeny bifidobakterii
jsou uvedeny v tabulce 1. Z presentovanych vysledki je
patrné, Ze mnozstvi ACE inhibitord vznikajicich v mléce
bylo zna¢né rozdilné a kmenové specifické. Primérna hod-
nota inhibice byla 67,9 %, pficemZ nejniz§i naméfend
inhibi¢ni aktivita byla 43.8 % a nejvyssi vice nez 93 %.
U péti testovanych kmenti se mira inhibice pohybovala
kolem 90 %, coz je na Grovni maximdlni hodnoty dosazené
kmenem Enterococcus faecalis RL27-VGA-7A2 (Lizalova
a kol., 2013) a srovnatelnd s i¢inkem 1 mM captoprilu,
syntetického 1é¢iva pouzivaného k 1écbeé vysokého
krevniho tlaku (Atkinson a Robertson, 1979). V dostupné
literature nebyly dosud publikovany vysledky systematic-
kého testovani bifidobakterii z hlediska schopnosti tvorby
ACE inhibitori v mléce. Jsou dostupné vysledky pouze pro
jednotlivé kmeny napt. kmen Bifidobacterium bifidum MF
20/5 (Gonzales-Gonzales a kol., 2013). Na zakladé nami
ziskanych vysledkl je mozné usuzovat, Ze nékteré kmeny
bifidobakterii mohou tvofit v mléce fadu ACE inhibitort
srovnatelné ucinnosti jako proteolyticky aktivni laktobaci-
ly a enterokoky. Cilem této predbézné studie nebyla identi-
fikace jednotlivych Gc¢innych slozek a je pravdépodobné, Ze
testované kmeny bifidobakterii produkuji odlisné aktivni
peptidy, nez bakterie mlé¢ného kvaSeni s vyraznou proteo-
lytickou a aminopeptidazovou aktivitou.

Zaver

V porovnani s kmeny bakterii mlééného kvaseni testo-
vanymi v predchazejici studii (Lizalova a kol., 2013) byla
primérnd hodnota inhibice pro testované kmeny bifidobak-
terii vyssi - 67,9 x 43,9 %. Dosazené vysledky naznacuji
moznost ziskani potentnich kmeni tvoficich ACE inhibito-
ry v mléce mezi bifidobakteriemi lidského puvodu.
Potentni kmeny s mirou inhibice vyssi nez 90 % by bylo
mozné pouzit jako dopliikové kultury pro vyrobu fermen-
tovanych mléénych vyrobkll vyuzitelnych pro podptrnou
lécbu vysokého krevniho tlaku, nebot bifidobakterie,
s vyjimkou druhu B. dentium, neptedstavuji pro zdravou
populaci Zadné zdravotni riziko.
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Nutritional aspects of vitamin D in context
of milk and milk products

Suhrn

Problematika vitaminu D je i po zavedeni fortifikacie
vybranych potravin hlavne v severnych krajindch neustale
diskutovanou otazkou v celosvetovom meradle. Strednd
Eurépa patri medzi krajiny s nedostato¢nou koncentraciou
sérového hydroxyvitaminu D, ktory je doporucenym
indikatorom zdsobenia organizmu vitaminom D.
Potravinové zdroje vitaminu D si velmi obmedzené
a zahinaju hlavne potraviny Zivo¢iSneho povodu. Narodna
legislativa CR (Vyhlagka ¢. 225/2008 Sb.) uvadza dopo-

ruceny denny prijem vitaminu D 5 pg (200 IU). Medzi
najvyznamnejSie Zivoc¢iSne komodity sa zaraduji ryby
a vnutornosti, kde sa koncentracie vitaminu D pohybuji
v hodnotach od 18 pg/kg v rybej svalovine do 1 200 ug/kg
u rybej pecene. Mlieko a mlie¢ne vyrobky st uvadzané ako
dobry zdroj lipofilnych vitaminov i napriek nizkym kon-
centrdciam vitaminu D, ktory je obsiahnuty v mlieku
v hodnotach len 0,1 - 1,0 pg/kg.

Klicové slova: vitamin D, mlieko, mlie¢ne vyrobky, for-
tifikacia

Abstract

The issue of vitamin D is even after the fortification of
selected food, mainly in northern countries, still actual
worldwide topic. The middle Europe belongs to the coun-
tries with low level of serum 25-hydroxyvitamin D, which
is the recommended standard for vitamin D status assess-
ment. Food sources for vitamin D are limited and most of
them include food of animal origin. National legislation of
the Czech Republic (Decree No. 225/2008 Coll.) declares
recommended daily intake of vitamin D 5 ug (200 IU). The
most important sources of vitamin D are fish and offal,
where the concentration ranged from 18 pg/kg in fish meat
to 1 200 pg/kg in fish liver. Milk and milk products are con-
sidered as a good source of lipophilic vitamins in spite of
low concentrations of vitamin D, which is present in the
milk of just 0.1 to 1.0 mg / kg.

Keywords: vitamin D, milk, milk products, fortification

Uvod

Priznaky krivice u deti boli prvykrat popisané uz v roku
1645 a suvislost s nedostatkom slnecného Ziarenia (vita-
minu D) preukdzand Sniadeckim takmer o 180 rokov
neskdr, v roku 1822. Na principy terapie, ktoré pozostavali
z prijmu ZivociSnych tukov a expozicie slne¢nému Ziareniu
o vlnovych dizkach 230 a7 313 nm alebo oZarovaniu
ortutovou lampou sa pri§lo az na zaciatku 20. storocia.
V tomto obodbi vykazovalo viac nez 90 % deti symptomy
deformacie kosti. Posilfiujicou intervenciou v roku 1920
bolo ozarovanie kvasnic UV ziarenim. Po tychto opatre-
niach sa incidencia malnutricii zniZila a zacalo sa s forti-
fikdciou mlieka ergosterolom, ktoré sa nasledne osetrilo
UV Ziarenim alebo sa priamo fortifikovalo vitaminom D
v hodnotach 100 IU. Volba fortifikdcie sa ukézala ako
velmi efektivna k eradikdcii krivice v USA a Eurdpe
(Holick a Chen, 2008; Rogonski a kol. 2002).
Obohacovanie vitaminom D sa tak stalo velmi popularnou
prevenciou a vitamin D sa zacal pridavat v USA i do
pudingov, hot dogov a dokonca i do piva. O 30 rokov
neskor, ale nastal opacny problém. U dospelej populécie vo
Velkej Britanii sa zacala vyskytovat hyperkalcémia. Pricina
nebola dodnes presne objasnena, ale pripisovala se oboha-
covaniu mlieka vitaminom D. Dosledkom bol zakaz forti-
fikdcie mlieka a mlie¢nych produktov jak vo Velkej
Britanii, tak v ostatnych eurdpskych krajinich. V sti¢asnos-
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