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Biologickeé vlastnosti kaseinomakropeptidu

Souhrn

Cilem bakalaiské prace bylo shrnout soucasné poznatky o biologickych vlastnostech
kaseinomakropeptidu. Kaseinomakropetid je hydrofilni, vétsinou glykosylovany polypeptid,
jez vznika z k-kaseinu béhem procesu proteolyzy této bilkoviny u¢inkem enzymu chymozinu.

Polypeptid vykazuje fadu zajimavych funkénich a biologickych vlastnosti, diky nimz
ma potencial pro Siroké vyuziti v potravinaiském primyslu a vyvoj novych potravin
s pfidanou hodnotou. Mezi jeho hodnotné fyzikalné-chemické schopnosti patii povrchova
aktivita (emulga¢ni a pénotvorné Vvlastnosti), Zelirovaci a adsorpéni vlastnosti, termo-
a acidobazicka stabilita. Z biologickych ucinkt lze jmenovat zejména antialergenni,
antibakterialni, antikariogenni, antivirotické, dietetické a imunomodula¢ni prebiotickée
vlastnosti a vliv na gastrointestinalni trakt.

Radou studii bylo pozorovano, Ze vyssi biologickou aktivitu vykazuji glykosylované
formy kaseinomakropeptidu, at’ jiz v nativni ¢i hydrolyzované formé. Dulezity je zejména
obsah kyseliny sialové. Dobré bioaktivni schopnosti prokazaly téz konjugaty polypeptidu
s galaktooligosacharidy. Antibakterialni u€inek kaseinomakropeptidu byl prokazan naptiklad
u patogennich kmenti bakterii Escherichia coli ETEC K88, Salmonella enterica subsp.
enterica sérotyp typhimurium CECT 443 a Listeria monocytogenes CECT 935. Prebioticky
polypeptid pisobil mimo jiné na mikroorganismy Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB12, Bifidobacterium bifidum CCDM 94, Bifidobacterium thermophilum RB 267,
Lactobacillus bulgaricus ATCC 7517, Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactobacillus
rhamnosus RW-959-M. Antikariogenni vlastnosti kaseinomakropeptidu byly s tspéchem
uplatnény na vybrané kmeny Streptococcus mutans, sanguis a sobrinus a modelovy systém
hydroxyapatitu. ~ Glykosylované  formy  polypeptidu  také stimulovaly  sekreci
Zalude¢nich a pankreatickych enzymii a cholecystokininu, avSak nebyl prokazan jeho

pozitivni vliv na potlaceni chuti k jidlu, pocitu hladu a mnozstvi ptijaté stravy a energie.

Klicova slova: biologicka aktivita, glykomakropeptid, kasein, kaseinomakropeptid,
prebiotika



Caseinomacropeptide biological properties

Summary

The aim of the bacherol thesis was to summarize the current knowledge about
biological properties of caseinomacropeptide. Caseinomacropeptide is hydrophilic, mostly
glycosylated peptide which commes from x-casein during its chymosine proteolysis.

Polypeptide has a lot of interesting functional and biological properties thanks which
has a wide potential for food industry and development of new products with added value. Its
valuable physico-chemical properties include surface activity (emulsifying and foaming
properties), gel-forming and adsorption properties, thermo- and acidobasic stability. From the
biological effects may be mentioned antibacterial, anticariogenic, antiviral, dietary, effects on
the gastrointestinal tract, hypoallergenic and immunomodulatory properties and prebiotic.

In many studies was observed that the higher biological activity of
caseinomacropeptide (native or hydrolysed forms) is connected with its glycosylation. One of
the most important parameters is also sialic acid content. Good bioactive properties also
demonstrated polypeptide conjugates with galactooligosaccharides. Antibacterial effect of
caseinomacropeptide was recorded for example against pathogenic strains of Escherichia coli
ETEC K88, Salmonella enterica subsp. enterica serotyp typhimurium CECT 443 a Listeria
monocytogenes CECT 935. Polypeptide acted as prebioticum for Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB12, Bifidobacterium bifidum CCDM 94, Bifidobacterium thermophilum RB
267, Lactobacillus bulgaricus ATCC 7517, Lactococcus lactis subsp. Lacti and Lactobacillus
rhamnosus RW-959-M. Anticariogenic properties of caseinomacropeptide were successfully
used against selected strains of Streptococcus mutans, sanguis and sorbinus and model
hydroxyapatite system. Glycosylated forms of polypeptide also stimulated gastric and
pancreatic enzymes and cholecystokinin secretion but any positive influence of
caseinomacropeptide on appetite and hunger suppressing and food and energy intake

decreasing has not been observed.

Keywords: Biological activity, glycomacropeptide, casein, caseinomacropeptide, prebiotics
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1 Uvod

MIéko je kompletni a komplexni potravina vhodna pro specifické pozadavky potomstva
savcd, tedy pro jeho rist a vyvoj. Jeho sloZeni je vysledkem dlouhé a pomalé evoluce, ktera
zacala pted 150 miliony let, dlouho pfed domestikaci prezvykavcil, ke kterému doslo pred
10 000 lety.

Syntéza vyméskti mateiskych zldz je kddovana Sirokym poctem genti, které jsou
aktivovany béhem laktace. Mléko obsahuje mnoho zdravi prospé$nych latek ovliviiujicich
fyziologické funkce organismu nebo snizujicich rizika onemocnéni. Jedna se o hlavni slozky,
jako jsou lipidy, cukry (zahrnujici i oligosacharidy) a proteiny, ale také o celou fadu
mineralnich latek a vitamint. Nékteré slozky vSak zustavaji doposud stale neprostudované
nebo jejich funkce nejsou dostateéné objasnéné. Na druhou stranu jiné slozky jsou jiz dobie
znamy pro svij vyznam ve vyziveé, jako napiiklad mlécné bilkoviny, které poskytuji
organismu esencidlni a neesencialni aminokyseliny slouzici jako substrat pro postnatdlni
metabolismus. Dale jsou tyto aminokyseliny také zakladni stavebni jednotkou tkanovych
proteinti syntetizovanych b&éhem rtstu. U mlé¢nych bilkovin i dalsich slozek byla potvrzena
jejich biologickd aktivita. Mnoho dalsich bioaktivnich latek mléka je vsak tieba jesté
identifikovat.

Kaseinomakropeptid je glykosylovany peptid vznikajici ods$tépenim z x-kaseinu
enzymem chymozinem. Vyznacuje se fadou funkénich a biologickych schopnosti, jez jsou
zajimavé z technologického i vyzivového hlediska. Mezi jeho fyzikalné-chemické vlastnosti
patii povrchova aktivita, Zelirovaci schopnost, dobré adsorpéni vlastnosti, termostabilita
a acidobazickd stabilita. Z biologicky aktivnich schopnosti lze jmenovat napiiklad
vliv na gastrointestinlni a pankreatickou sekreci, prebioticky, antibakterialni a antivirovy

ucinek.



2 Cil prace

Hypotéza: Kaseinomakropeptid je syrovatkova bilkovina, jez je diky své biologické
aktivit¢ vhodna pro vyuziti ve vyzive lidi.

Cilem bakalaiské prace je zpracovani literarni reSerSe shrnujici soucasné poznatky
0 biologickych vlastnostech kaseinomakropeptidu, faktorech, které je ovliviiuji, a potencialu

jejich vyuziti v lidské vyzivé.



3 Prehled literatury

3.1 Kasein

Kaseiny jsou fosfoproteiny o typickém prvkovém slozeni bilkovin (C, N, H, O, S), jez
jsou syntetizovany za hormonalni regulace prsnimi epitelovymi buiikami samic savctu jako
vice ¢i méné velké a stabilni Castice, nazyvané micely. Tyto kulovité, ponékud zplostélé
Castice jsou vysledkem seskupeni malych nespojitych podjednotek neboli submicel, které jsou
spojeny koloidnim fosfore¢nanem vapenatym esterové vazanym na hydroxylovou akupinu
serinu a n¢kdy i threoninu. Kaseinové micely jsou pfitomné v mléku vSech savcu a vyznacuji
se pomérné Sirokou distribuci velikosti. V kravském mléce, doposud nejdukladngji
prostudovaném druhu mléka, jsou micely kaseinu tvofeny z nékolika typu kaseinovych
molekul. Tyto molekuly, nazyvané frakce, vychazeji ze 4 jednotlivych kopii autosomalnich
gent. Jsou to geny, jez koduji 4 rozdilné polypeptidové tetézce (asi-, ase-, f-, x-kasein).
Na zaklad¢ riznych testl lze fici, Ze slozeni kaseinu je specifické pro kazdy savéi druh
a Vv zavislosti na typu savce muze protein tvofit i1 vice nez 80 % vSech bilkovin mléka. Obsah
proteinu predstavuje témét 80 % celé bilkovinné frakce v mléce piezvykavci, zatimco
v lidském mléce je mnozstvi kaseinu niz$i nez 50 % vSech bilkovin (McSweeney et Fox,
2013; Proks, 1964).

Kaseiny jsou fosforylovany béhem syntézy a shlukovany ve velké micely obsahujici
vapnik vazany na fosfor ve formé fosfore¢nanu vapenatého. Soucasti micely jsou obvykle
vSechny kaseinové frakce, ale na povrchu je vzdy x-kasein, ktery diky své hydrofilni povaze
stabilizuje micelu ve vodnim prostiedi mléka. Tyto proteiny jsou primarnim zdrojem vapniku
a fosforu, esencialnich minerald potiebnych pro vyvoj kosti a tkanovy rust. Fosfor je také
dulezitou latkou pro buné¢ny metabolismus. Jakmile je mléko pozito, travici enzymy, v prvni
fad¢é chymozin, rozstépi x-kasein a tim, v kombinaci s kyselym pH, destabilizuji celou micelu,
coz vede ke koagulaci jednotlivych frakci na Zalude¢ni srazeninu, kterd zadrzuje tuk, jez
zistava zachycen v zaludku. Zachyceny tuk je atakovan lipdzami, kaseiny jsou pak
hydrolyzovany dalsimi proteazami. Vyvoj mechanismu piemény tekutého substratu (mléko)
na pevny (zaludecni Kkoaguldt), byl dualezity pro evoluci vhodného traviciho
systému u mladych kojenych mlad’at (McSweeney et Fox, 2013).

V poslednich 20 letech nastal znaény pokrok v pochopeni struktury a genového
kodovani této mlécné bilkoviny. Rozvoj v molekuldrni biologii, genomice a proteomice

umoznil charakterizovat, jak genom jedince pfispiva ke zménam Ve struktuie proteinu a jak



jsou jednotlivé genetické polymorfy zodpovédné za mimofadnou slozitost a Sirokou
variabilitu kaseinovych frakci jak mezi Zzivo¢isnymi druhy, tak i v ramci jednoho druhu.
Dosud bylo charakterizovano nékolik desitek genetickych variant kaseinu v kravském, ov¢im

a kozim mléce (McSweeney et Fox, 2013).

3.1.1 Frakce kaseinu

3.1.1.1 asi-kasein

Nejvice zastoupenou kaseinovou frakci je asi-kasein (as1-CN) piedstavujici 40 %
celkového obsahu bilkoviny v kravském mléce. Protein je slozen ze 199 aminokyselin
a obsahuje 8 fosforylovanych aminokyselinovych zbytkl. Pfevazujici genetickou variantou
u Tura domaciho je B-8P obsahujici 8 fosforylovanych serinovych zbytkt. Jedna se o Serss,
Sera7, Seres, Seres, Sere7, Serss, Serzs a Seriis. Celkem byla identifikovéna 2 centra fosforylace
V as1-CN, pozice Serss a Sers7 a Seres, Seres, Sere7, a Sereg. Tato centra hraji kliCovou roli
ve stabilizaci kaseinovych micel fosfore¢nanem vapenatym.

Dalsimi genetickymi variantami asi-kaseinu jsou A, C, D, E, F, G a H. U varianty A
chybi aminokyselinové zbytky v pozici 14 - 26 kvuli exonovému piesmyku. Varianta C
obsahuje jako 192. aminokyselinu Glu misto Gly. U as1-CN D je zbytek Ala v pozici 53
nahrazen fosforylovanym Thr zbytkem. V pofadi aminokyselin, tedy v primarni struktufe,
se 1i8i 1 zbylé varianty, jeZ byly nalezeny v mléce riznych plemen krav.

Na zakladé jinych technik méfeni byla zjisténa sekundarni struktura. Sekundarni
struktura asi-CN byla studovana za vyuziti ¢etnych postupt. Infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci vyskyt sekundarni struktury v této frakci nepotvrdila. Jak uvadi
McSweeney a Fox (2013), procento o-helix Sroubovice bylo vroce 1966 odhadnuto
Herkovitsem na 5 — 15 %, v roce 1988 Bylerem na 20 % a v roce 2005 Malinem na 13 — 15
%. Pro zastoupeni p-listové struktury byla urc¢ena Bylerem v roce 1988 hodnota 17 — 20 %,
zatimco v roce 2005 prokazal Malin 34 — 46 % (McSweeney et Fox, 2013).

3.1.1.2 asx-kasein

as2-kasein (as2-CN) tvoii az 10 % celkoveho kaseinu v kravském mléce. Jednotlivé
genetické varianty se 1isi urovni fosforylace a po¢tem mezimolekulovych disulfidovych
mustku.

Pro tuto frakci kaseinu je charakteristicka geneticka varianta A-10P. Tato geneticka

varianta ma 3 fosforyla¢ni centra v pozicich peptidového fetézce 8 — 16 (Sers, Serg, Serio,
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Seris), 56 — 63 (Serss, Sersz, Serss, Sers1) a 126 — 133 (Serize, Serizi). Primarni struktura
se také muze lisit zatazenim Gln jako 87. aminokyseliny misto Glu. Vedle toho byly také
pozorovany varianty A s 11, 12 a 13 fosforylovanymi zbytky.

Primarni sekvence as>-CN A obsahuje dale 2 cysteinové zbytky (Cysss, Cysao), které
se vyskytuji v mezimolekularnich i intramolekularnich disulfidovych vazbach. V této frakci
izolovane z kravského mléka bylo nalezeno vice jak 85 % bilkoviny v monomerni formé, jez
obsahovala intramolekularni disulfidovy mastek. Zbyvajici podil tvotily dimery, které byly
orientovany paraleln¢ ¢i antiparalelné.

U as2-CN byl také potvrzen geneticky polymorfismus. Varianta B byla vzacné
zaznamenana u plemene Bos taurus indicus (Zebu Cattle) v Jizni Africe. as>-CN C byl
objeven u Jaka divokého. Odlisuje se v pozici 33, 47 a 130 polypeptidového fetézce, kde Gly,
Thr a lle jsou nahrazeny Glu, Ala a Thr v tomto pofadi. Déle jesté existuje as2-CN D, jeZ se
1isi absenci 9 aminokyselinovych zbytkd na pozici 51 — 59, coz je zpusobeno piesmykem
exonu VIII, 27. nukleotidové sekvence, ktera tuto ¢ast koduje.

Sekundarni struktura as>-CN byla stejné jako u asi-frakce charakterizovana mnoha
technikami, jeZ pfinesly vyznamné poznatky. V roce 1978 byla navrZzena struktura, ktera se
skladala z 54 % o-helixu, z 15 % p-listu a 32 % neuspoiadanych struktur. V roce 2003 byl
navrzen model molekuly slozeny ze 45 % a-helixu, 6 % p-listu a ze 49 % neuspotradanych
struktur (McSweeney et Fox, 2013).

3.1.1.3 p-kasein

p-kasein (B-CN) piedstavuje 35 % hlavni bilkoviny kravského mléka. Primarni
struktura ~ obsahuje 209  aminokyselinovych  zbytkii s variabilnim  slozenim
pozorovanym Ve 4 Usecich: zaména Glu za GIn na pozici 117, 175 a 179 a déale pievraceni
pozic Prois7 a Leuiss. N-konec S-CN (aminokyseliny 1 — 40) obsahuje veskery Cisty naboj
molekuly, je malo hydrofobni a zahrnuje pouze 2 proliny. V tomto Useku se také nachazi
5 fosforylovanych serinovych zbytkt: Seris, Seri7, Seris, Serig a Serss, z nichz prvni 4 tvoii
centrum fosforylace. Stéedni ¢ast molekuly (aminokyseliny na pozici 41 — 135), mé& pouze
maly naboj a tlumi hydrofobni vlastnosti. C-konec (Usek fetézce 136 — 209) obsahuje hodné
nepolarnich zbytku a je charakterizovan malym nabojem a vysokou hydrofobicitou.

Nejobvyklejsi genetickou variantou je f-CN A2-5P, dalsimi jsou naptiklad A, A3 B,
C, D, H! a H2. Ngkteré genetické varianty se lisi v pozicich aminokyselinovych zbytki, jiné

v jejich absenci. U korejskeho skotu byla také pomoci elektroforézy identifikovana varianta



A% Al B-CN se odlisuje od varianty A2 substituci Pro misto His na pozici 67, zatimco A3
obsahuje jako 106. aminokyselinu GIn misto His.

S-CN B je mutaci varianty Al. To znamena, Ze obsahuje Arg misto Ser na pozici 122.
B-CN C je také odvozen od B-CN Al neni fosforylovan vmisté Serss a jako 37.
aminokyselinu ma Lys misto Glu. 8-CN D se od A2 odlisuje pouze v pozici 18, kde se nachazi
Lys misto fosforylovaného serinového zbytku. Varianta E obsahuje Lys misto Glu jako 36.
aminokyselinu. A-CN F je na pozici 152 zastoupen Leu misto Pro. Varianta G-5P, ktera je
stejna jako Al a F, ma Leu v misté Pro v pofadi 137 nebo 138, coZ zavisi na uréené sekvenci.
V molekule H' nastaly 2 substituce, které se vztahuji k A-CN A% Jednd se
0 zaménu Arg za Cys na pozici 25 aleu za lle vpozici 88 polypeptidového fetézce.
Geneticka varianta H? se odlisuje od A? na 2 pozicich, misto Leu je jako 93. aminokyselina
Met a misto GIn je Glu. Posledni polymorfni frakce, I, obsahuje na pozici 93 pouze Leu misto
Met (McSweeney et Fox, 2013).

3.1.1.4 x-kasein

V ramci jednotlivych kaseinovych frakci je x-kasein (x-CN) pomérné unikatni.
Vyznacuje se nejmensi molekulou, ma nizkou troven fosforylace a nizkou citlivost vici
vapniku. Zaroven je to jedind frakce kaseinu, kterd se vyskytuje v glykosylované forme.
Primarni Gsek je tvofen ze 169 aminokyselin a hlavni geneticka varianta je A-1P. Stejné jako
u ostatnich frakci byla potvrzena fosforylace i této molekuly. Monofosforylovana forma x-CN
je pravdépodobné fosforylovana vyhradné na pozici Serise, zatimco difosforylovana
forma na pozicich Seri21 a Seri49. U trifosforylované bilkoviny pak dodateéna (doplitkova)
fosforylovana aminokyselina neni Ser, ale Thr na 145. misté peptidového fetézce.

V primarni struktufe genetického polymorfu je 17 aminokyselin kladné nabito, kdezto
28 jich je nabito zaporné. Je zde také 14 aromatickych zbytka. Hydrofobnost a naboj jsou
nerovnomérné rozdéleny po celé molekule. Negativni naboj byl nalezen pouze v N-koncové
asti 1 — 20 a C-koncové &asti 115 — 169. Retdzec mezi 21. a 114. aminokyselinou postrada
zaporné nabita rezidua. Dalsi zaporné naboje, jez vychézeji z fosforylace, jsou také na C-
konci bilkoviny. Negativni naboje vznikajici z glykosylace se pak mohou vyskytnout
na sestém threoninovém zbytku C-konce. Kladny naboj je naopak soustiedén na N-konci
molekuly. V Gseku 1 — 20 pfevlada hydrofilni chovani, kdezto sekvence 21 — 110 je silné
hydrofobni. Usek 110 — 120 je siln& hydrofilni, zatimco ve zbytku fetéze, tedy aminokyselin
121 — 169 se nachazeji nekteré hydrofilni i hydrofobni oblasti. Je tieba poznamenat,



Ze posttranslaéni modifikace, tedy fosforylace a glykosylace, které se objevuji v této ¢asti
bilkoviny, omezuji vyznamné hydrofobni vlastnosti.

Dalsi bézné¢ se vyskytujici genetickou variantou je x-CN B, ktery se odliSuje
od varianty A zaménou na pozici 136 (lle za Thr) a 148 (Ala za Asp). Polymorf C je od A
rozdilny zaménou His za Arg na 97. misté polypeptidového fetézce. Dale byly zaznamenény
varianty E, FLF%, G G2 H, lal, jez se rovnéz vyznacuji zaménami aminokyselin Vv uréitych
pozicich.

E x-CN ma substituovanou pozici 155, kde je Ser nahrazen Gly. Polymorfni frakce F?,
kterd byla zachycenau obou druhti Zebu, obsahuje jako 148. aminokyselinu Val misto Asn.
x-CN F? je oznatovan jako odvozenina x-CN B, kterd navic substituuje His misto Arg
na pozici 10. Varianta G! byla nalezena u alpského plemene krav a v peptidovém fetézci
ma jako 97. aminokyselinu Cys misto Arg. x-CN G? byl charakterizovan v mléce Bos
gruniens. Bylo dokazano, ze obsahuje Ala misto Asn na pozici 148. U Pincgavského skotu
byla identifikovana polymorfni frakce H, ktera se odlisuje od varianty A zaménou 135.
aminokyseliny Ile za Thr. U dalsi varianty x-CN, |, dochazi k zaméné Ala za Ser na pozici
104. Posledni nalezenou genetickou variantou je x-CN J, jeZ nejspi§ vznika substituci
aminokyseliny Ser Arg na 155. misté polypeptidového fetézce.

Z kaseinovych frakci, je x-CN jediny, u kterého byl prokazan vyskyt posttranslacni
glykosylace. Bylo pozorovéano, ze okolo 40 % proteinu glykosylovano neni, pficemz jeho
zbytek muze obsahovat az Sest sacharidovych jednotek. Mista glykosylace v molekule frakce
byla nalezena na threoninovych zbytcich v pozicich 121, 131, 133, 142, 145 a 165
polypeptidového ftetézce. Rozdilné formy glykosylovaného x-CN mohou byt oddéleny
elektroforézou diky rozdilnému isoelektrickému bodu a molekulové hmotnosti. Tato metoda
polozila zéklad pro objasnéni glykosylaéniho vzorce bilkoviny. PouZzitim hmotnostni
spektrometrie pak bylo pozorovano, ze monoglykoformy x-kaseinu jsou glykosylovany
vyhradné na Thris;, diglykoformy na Thriz1 a Thrisz a triglykoformy na Thrizi, Thriss a Thris,
U tetraglykoformy genetické varianty B byla zaznamenana glykosylace na pozici Thriass,
ale také na jiz zminénych Usecich Thrizy, Thrizz a Thru. 2 zbyvajici mozna mista vazby
sacharidu se vyskytuji na pozicich Thri: @ Thriss. Obecné, x-CN B je pravdépodobné vice
glykosylovan nez genetické varianta A.

a 106. aminokyselinou, tedy Phe a Met. Tato vazba je $tépena chymozinem, ¢imz je vyvolana
hydrolyza molekuly, jez diky své hydrofilité tvoii obal kaseinové micely. Micela tak ztraci
stabilitu ve vodnim prostfedi mléka a rozpada se na jednotlivé frakce, které koaguluji. Toho je
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vyuzivano pii vyrob& tvarohu, zrajicich i nezrajicich syrd. N-konec Useku, 1 — 105,
vychdazejici z proteolyzy x-CN vyvolané chymozinem se nazyva para-x-kasein a C-konec
useku 106 — 169 kaseinomakropeptid (McSweeney et Fox, 2013).

3.1.2 Kaseinova micela

Jednotlivé frakce kaseinu se v mléce v nativnim stavu nachazeji ve formé kaseinovych
micel. Kaseinové micely jsou castice koloidni velikosti. Mohou byt popsany jako systém
zalozeny na vicenasobnych molekulovych subjektech, jez jsou organizovany prostiednictvim
nekovalentnich mezimolekulovych vazeb. Existence téchto koloidnich ¢astic je umoznéna
diky stabilizaci fosforecnanem vapenatym. Tento systém slouzi jako prvotni vyzivovy zdroj
vapniku, fosforu a aminokyselin pfi ristu a vyvoji sav¢ich novorozenat. Mezi jeho biologické
funkce patii pienos fosforeGnanu vapenatého bez procesu vapenaténi sSkrz mléénou Zlazu.
Pojem ,.kaseinova micela“ byl pouzivan po mnoho let v§eobecné pro koloidni ¢astice v mléce
na bazi fosforylovanych proteinti obsahujicich vapnik. Dnes je ziejmé, Ze tato molekulova
struktura je zavisla na pH, teploté a pfitomnosti soli.

Susina kaseinovych micel je tvofena zcca 94 % bilkovin a 6 % koloidniho
fosfore¢nanu vapenatého (CCP). Tato nizkomolekularni latka je sloZena pievazné z vapniku
a fosforu s malym mnozstvim hoi¢iku a citratu. Micely jsou také vysoce hydratované
a obklopené takzvanym hydratacnim obalem, tedy vrstvou Ccisté vody. Mléko vSech
zivo¢isnych druhi je bilé. Za to jsou zodpoveédné pravé kaseinové micely, jez maji schopnost
rozptylovat svétlo. Bila barva mléka se ztraci, pokud je jejich struktura narusena. K tomu
mize dojit pomoci rozpusténi CCP piidanim citratu, ethylendiaminotetraoctové kyseliny
(EDTA) nebo oxaléatu, dale rostoucim pH nebo piidanim mocoviny ¢i alkoholu.

Pomoci elektronové mikroskopie bylo pozorovano, ze kaseinové micely maji obecné
kulovity tvar. Jejich primérna distribuce velikosti u kravského mléka se pohybuje od 50
do 500 nm a molekulovd hmotnost od 10° do 3 x 10° Da. V porovnani s kaseinovymi
micelami kravského mléka jsou micely v lidském mléce malé (asi 60 nm v priméru), zatimco
napiiklad v kofiském mléce jsou velké (asi 500 nm). Castice kaseinu v kotiském mléce jsou
v priméru az 40krat vétsi nez v kravském mléce. Kravské mléko obsahuje 10%* — 10 micel

na ml, jez jsou husté natésnany vedle sebe (McSweeney et Fox, 2013).



3.1.2.1 Struktura kaseinové micely

Znalost micelarni struktury je dalezitd pro mnoho procesi, Které kaseinové Castice
podstupuji pti zpracovani mléka a vyrob¢é mléénych produkti. Kaseinova micela piedstavuje
zajimavy a slozity pfipad globularni bilkoviny s kvartérni strukturou.

Zakladni modul struktury kaseinové micely piedstavuje vrstva k-CN obklopujici zbylé
hydrofobni a na vapnik citlivé frakce, jez je analogicka lipidové emulzi, ve které jsou
triglyceridy obklopeny tenkou vrstvou emulgatoru. Nebot' bylo pozorovano Ze, odstranéni
CCP vede k rozpadu micel na Castice, tato sloucenina je hlavnim ¢inidlem ve spojovani
kaseinovych frakci do vysSich struktur. Vlastnosti CCP zalezi na fad¢ faktord, zejména jsou
pozitivné ovlivnény vys$§i koncentraci vapniku. Mezi dalsi Cinitele patii teplota, pH
a pritomnost denatura¢nich ¢inidel jako je mocovina nebo etanol.

Mezi hlavni faktory, které méni vlastnosti struktury micel, patfi:

e Mnozstvi k-CN, ktery predstavuje asi 15 % celkového obsahu. Tato frakce je dulezita
pro stabilizaci hydrofobnich kaseind citlivych na vapnik, tedy pro asi- , as2- a f-
kaseiny, jez tvoti zbylych 85 % obsahu proteinu. x-kasein tvofi, diky své hydrofilni
povaze dané glykosylaci, povrchovou vrstvu kaseinovych micel (McSweeney et Fox,
2013).

e Ptitomnost chymozinu a dal$ich proteaz, které jsou dulezité pro rychlou a specifickou
hydrolyzu x-CN (McSweeney et Fox, 2013).

e Tepelné oSetfeni mléka. Pfi zahfivani na teploty, pfi nichZ denaturuje syrovatkova
bilkovina g-laktoglobulin, dochazi k jejimu napojeni na x-CN ¢imz jsou modifikovany
vlastnosti micel, naptiklad jeji ptistupnost proteolytickym enzymum a termolabilita
(McSweeney et Fox, 2013).

Béhem poslednich 50 let bylo pfedstaveno velké mnozZstvi modeld kaseinovych micel.
Na zaklad¢ ziskavani dalSich informaci o struktufe kaseinu, byly postupné zdokonalovany
od jadra s povrchovou vrstvou k-kaseinu az po submicely. Submicelarni modely kaseinové

micely jsou uvedeny na obrazcich 1 az 3.



. O Submicela
X )
. . )f/ Vyénivajici

) fetizky

== Uhli¢itan
vapenaty

Obrézek1: Submiceldrni model kaseinové micely podle Walstry a Jennesse z roku 1984
(McSweeney et Fox, 2013).

Obrazek 2: Submicelarni model kaseinové micely podle Holta z roku 1994 (McSweeney
et Fox, 2013).

Obrazek 3: Model dvojitého spojeni kaseinové micely podle Horna z roku 1998 (McSweeney
et Fox, 2013).
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3.2 Kaseinomakropeptid

Kaseinomakropeptid (CMP) je hydrofilni glykosylovany peptid, jez vznika z x-CN
béhem procesu proteolyzy této mlééné bilkoviny uc¢inkem enzymu chymozinu. Chymozin je
proteaza, ktera hydrolyzuje peptidovou vazbu x-CN mezi jeho 105. a 106. aminokyselinou
(mezi fenylalaninem a methioninem). Protein je rozSt€épen na 2 casti, hydrofobni para-x-
kasein (aminokyseliny 1 — 105) a CMP (aminokyseliny 106 — 169). Tim je kaseinova micela
zbavena svého hydrofilniho obalu a dochazi k jejimu rozpadu a vysrazeni. k-CN je in vivo
degradovan béhem zaludec¢ni faze traveni a tohoto procesu je téz vyuzivano pro vyrobu syru.
Diky své hydrofilit¢ zistdva CMP soucasti mlééného séra a je fazen mezi syrovatkové
bilkoviny (McSweeney et Fox, 2013).

Nebot'” u k-CN se vyskytuje geneticky polymorfismus, je tomu tak i u CMP.
Sekvence peptidu je zachovana ve vSech genetickych variantich proteinu a vsechny
posttransla¢ni modifikace bilkoviny se nachazeji pravé v CMP useku molekuly. Nicménég, pro
genetickou variantu | je serinovy zbytek (pozice 104 aminokyselinového fetézce) nahrazen
vice hydrofobnim alaninovym zbytkem. Polymorfni frakce mohou byt od sebe oddé¢leny
naptiklad gelovou elektroforézou v kombinaci s iontové vyménnou chromatografii. Nejéastéji
varianty, A (CMP A) a B (CMP B), se od sebe 1isi ve 2 aminokyselinovych zbytcich, Thr
nebo lle na 136. pozici sekvence a Asp nebo Ala na 148. misté polypeptidové vazby (Abd El-
Salam et al., 1996; McSweeney et Fox, 2013).

Struktura CMP je dale charakteristicka absenci aromatickych aminokyselin
a vétsinou 1 cukernym zbytkem. Pokud je peptid glykosylovan, ¢asto je oznaCovan také jako
glykokaseinomakropeptid (gCMP). Rozdilnost cukernych zbytkti (zejména v uhlikatych
a fosfatovych skupinach) dale urcuje heterogenitu CMP. Z CMP mleziva a zralého kravského
mléka byly izolovany 4 razné oligosacharidické skupiny skladajici se z galaktozy (Gal), N-
acetylneuraminové  kyseliny  (NeuNAc), N-acetylgalaktozaminu  (GalNAc), N-
acetylgalaktézaminitolu (GalNAc-ol):

Galp(1—3)GalNAc-ol,

NeuNAca(2—3)GalB(1—3)GalNAc-ol,

Galp(1—3)[NeuNAca(2—6)]GalNAc-ol,
NeuNAca(2—3)Gal(1—3)[NeuNAca(2—6)]GalNAc-ol (Abd EI- Salam et al., 1996).
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3.2.1 Funk¢ni vlastnosti kaseinomakropeptidu

Funkéni vlastnosti CMP jsou v dne$ni dobé intenzivné studovany. Potencial pro vyvoj
novych potravin maji zejména jeho povrchova aktivita a zni vyplyvajici emulgaéni
a pénotvorné schopnosti, Zelirovaci a adsorp¢ni vlastnosti a termostabilita (Setarehnejad et al.,

2010; Siegert et al., 2012; Thom&-Worringer et al., 2006).

3.2.1.1 Povrchova aktivita kaseinomakropeptidu

CMP je hydrofilni, ve vodé rozpustny polypeptid, jehoz molekula vykazuje zdporny
naboj i pfi nizkych hodnotach pH. Minimalni rozpustnost nativniho CMP je mezi hodnotami
pH 1 a 5 (Chobert et al., 1989). Polypeptid je povrchové aktivni s dobrymi emulga¢nimi
schopnostmi. Maximalni emulga¢ni kapacity dosahuje v alkalickém prostiedi, uspokojiva je
i jeho povrchova aktivita pii pH 4,5 — 5,5. To by mohlo byt s vyhodou vyuZito pfi produkci
potravin, které prochazi b&hem vyrobniho procesu vétSimi zménami aktivni kyselosti

(Chobert et al., 1989; Moreno et al., 2002; Thoma-Worringer et al., 2006).

3.2.1.2 Zelirovaci vlastnosti kaseinomakropeptidu

Zelirovaci schopnosti CMP jsou dany jeho slozenim. Tento polypeptid tvofi
na zakladé zvolenych podminek ,heat-set* (naptiklad 12,5% roztok CMP, 80 °C a pH 7,0)
i ,,cold-set* (kuptikladu 9,3% roztok CMP, 20 °C a pH 4,5) gely. V ptipadé smésnych gel
CMP s bilkovinami bylo zjisténo, ze polypeptid neni zabudovan do proteinové sité a tedy
zustava rozpustén v roztoku (Ahmed et Ramaswamy, 2003; Thoma-Worringer et al., 2006).

Zelirovacimi vlastnostmi CMP se zabyvali téz Thomé-Worringer a kol. (2006), ktefi je
vyuzili pfi vyrobé sn¢hovych pusinek a ovocného zelé. Zjistili, Ze obohacenim receptury
snéhovych pusinek o 10 % polypeptidu doslo ke snizeni hustoty smési béhem vareni a tudiz
péna potiebna ke zhotoveni tohoto produktu nebyla stabilni. Naopak, v ptipad€ ovocného zelé
obsahujiciho 9,3 % CMP, byla pozorovana pii pH 4,5 vyssi rychlost zelirovani a pevnéjsi
textura (Thomé&-Worringer et al., 2006).

3.2.1.3 Adsorp¢ni vlastnosti kaseinomakropeptidu

Adsorpéni vlastnosti CMP jsou vyznamné z hlediska tvorby biologickych obalt
chranicich nutriéné vyznamné latky pted degradaci béhem jejich vyroby, skladovani
a pruchodu lidskym gastrointestindlnim traktem. Lze jimi vysvétlit téz jeho antikariogenni

ucinek. Adsorp¢nimi vlastnostmi CMP se zabyvali mezi jinymi i Setarehnejad a kol. (2010).
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Autofi charakterizovali adsorpci CMP o rtzné Cistoté (cCMP o cistoté 85 %, gCMP o ¢istoté
41 %, aCMP o Cdistoté 59 % a mCMP, jez byl piipraven z 41% gCMP a 59% aCMP)
na hydroxyapatit (HA). Vysledky jejich méfeni jsou zndzornény na obrazku 4. Autofi
pozorovali, ze mnozstvi polypeptidu adsorbovaného na HA se pohybovalo v rozmezi 26 az 52
pg/mg Vv zavislosti na typu substratu. V nejvys$sim mnozstvi byly adsorbovany na HA cCMP
amCMP . Toto zjisténi mlze byt vysvétleno na zdklad¢ jejich struktury a pfitomnosti
ur¢itého mnozstvi Syrovatkovych bilkovin a peptidi (Grenby et al., 2001; Setarehnejad et al.,
2010).
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mCMP

Obréazek 4: Stanoveni adsorpce CMP na HA. Chybové usecky piedstavuji smérodatnou
odchylku z 3 paralelnich stanoveni (Setarehnejad et al., 2010).

Mechanismus, kterym se CMP vaze na HA, neni dosud zcela objasnén. V predeslych
in vitro studiich bylo zaznamenano, ze na HA jsou piednostné adsorbovany peptidy
a bilkoviny, které jsou kyselé ¢i bohaté na prolin, nebot’ jejich funkéni skupiny se na néj
mohou vazat pres vapenaté ionty (kyselé skupiny) nebo pomoci vodikovych mustkd
(polyprolinové sroubovicové struktury). Ob¢ kriteria splituje pravé CMP obsahujici ptiblizné
14 % prolinu a 16 % kyselych funkénich skupin. Lepsi adsorpéni vlastnosti CCMP oproti
gCMP a aCMP lze vysvétlit jeho vySSim zapornym nabojem. Na HA byl nejlépe adsorbovan
MCMP, tedy smés aCMP a gCMP, coz by mohlo byt pravdépodobné zptisobeno jejich
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synergickym ué¢inkem. Jako ptiklad uvadéji autofi Vacca a kol. (2000) prodlouZzenou
konformaci na prolin bohatych proteint a peptidi, kterd umoziuje vétsi miru interakce mezi
proteinem a HA. Tim by se zvysila stabilita a schopnost tvofit povlak. To by mohlo znamenat,
7ze CMP tvoii ochrannou vrstvu na povrchu HA, ktera poskytuje fyzickou piekazku
s pufrovaci a chelata¢ni schopnosti vedouci ke snizeni jeho demineralizace (Setarehnejad
et al., 2010; Vacca et al., 2000).

3.2.1.4 Termostabilita a acidobazicka stabilita kaseinomakropeptidu

Pii tepelném zpracovani mohou nastat ve struktufe proteinti a peptidi vratné ci
nevratné zmény. Jejich rozsah zavisi na intenzité aplikovaného zahtevu. Dal§im dilezitym
faktorem je v ovlivnéni bilkovinné struktury hodnota pH prostiedi, jeZ uréuje hodnotu
povrchového naboje molekuly. V piipadé gCMP pH uréuje také stabilitu glykosidicke
skupiny, ktera je citlivd ke kyselé hydrolyze. Stabilita gCMP viéi tepelnému oSetieni
a kyselosti prostiedi je dilezita zejména pro vyrobu a skladovani produkti obsahujicich jako
funk¢ni slozku jmenovany polypeptid. Mezi jinymi se timto tématem zabyvali i Siegert a kol.
(2012). Autofi studovali termostabilitu gCMP vici riznym druhtim tepelného oSetieni a pH.
Substréat podrobili dlouhodobé pasteraci (LTLT, 65 °C, 30 min), Setrné pasteraci (HTST I, 72
°C, 30 s), vysoke pasteraci (HTST Il, 85 °C, 4 s), ultrapasteraci (ESL, 127 °C, 2 s), UHT
sterilaci (UHT, 135 °C, 5 s) a sterilaci (S, 110 °C, 20 min). Takto pfipravené vzorky byly
skladovany pti 3 ruznych teplotach (4, 10 a 20 °C) za pH v rozmezi 2 — 9 po dobu 12 dnd.
Jako standard byl pouzit tepelné neoSetfeny polypeptid (N). Termostabilita byla
charakterizovana jako mnozstvi celkové a uvolnéné kyseliny N-acetylneuraminové
(Neu5NAC) a acidobazicka stabilita jako mnozstvi uvolnéné NeuSNAc po 0, 6 a 12 dnech
skladovani, nebot’ mnozstvi volné NeuSNAc odpovida degradaci gCMP.

Vysledky stanoveni tepelné stability gCMP jsou znazornény na obrazku 5. Je z nich
patrno, ze celkové mnozstvi vdzané NeuSNACc (a) i koncentrace uvolnéné NeuSNAc (b) pfti
pH 7 bylo témét konstantni (celkové mnozstvi vazané NeuSNAc ~ 700 pg/ml, mnozstvi
uvolnéné NeuSNAC ~ 0 pg/ml) pti vSech typech tepelného zahievu. Pti niz§ich hodnotach pH
(2 a 4) pak byl zaznamenan nartst uvolnéné NeubNAC zejména u vzorkd oSetienych vys$simi
teplotami (ESL, UHT, S), ktery zaroven odpovidal poklesu celkového mnozstvi vazané
NeuSNAc. Zaznamenané hodnoty potvrzuji, Ze mnozstvi uvolnéné NeuSNAc dobie
charakterizuje degradaci molekuly polypeptidu. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt Ize pak déle

fici, ze gCMP se vyznacuje za neutrdlniho pH dobrou termostabilitou vi¢i vSem typim

14



prumyslové pouZivanych tepelnych zahievi. To je stejny zavér, ke kterému v roce 2004 dosli
Lieske a kol. Vysledkem jejich studie bylo zjisténi stability pfi neutralnim pH b&hem procesu
membranove filtrace. V kyselém prostiedi (pH 2) vSak mohou vysoké teploty sterilaéniho
oSetfeni vyvolat az ztratu funkcnosti polypeptidu. Mize diky nim dojit ke zménam stavby
glykosidového zbytku gCMP ¢i k pfechodu na neglykosylovany CMP. To vede k vyznamnym
modifikacim jeho technologickych a biologickych vlastnosti. Nicméné, nékteré uvolnéné
oligosacharidické skupiny si mohou stale zachovat svou biologickou aktivitu a schopnost
vazat napiiklad patogenni mikroorganizmy nebo toxiny (Abe et al., 1991; Lieske et al., 2004;
Siegert et al., 2012).
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Obrazek 5: Stanoveni termostability gCMP. Zavislost celkového obsahu Neu5NAc (a)
a obsahu uvolnéné NeuSNAc (b) na tepelném oSetieni. Chybové usecky znazornuji
smérodatnou odchylku z 3 paralelnich méfeni. Tepelné neosetieny gCMP (N), dlouhodoba
pasterace (LTLT), Setrna pasterace (HTST I), vysoka pasterace (HTST II), ultrapasterace
(ESL), UHT sterilace (UHT), sterilace (S). o — pH 2, o —pH 4 A — pH 7 (Siegert et al.,
2012).

Vysledky stanoveni acidobazické stability béhem skladovani jsou uvedeny na obrazku
6. Je na nich dobfe vidét zvySena degradace gCMP zejména v silné kyselé (2 — 3) a z&sadité
(8 — 9) oblasti pH. Nejlepsi stabilita polypeptidu byla naopak zaznamenana v neutralnim
prostiedi (pH 7) stejné jako pfi stanoveni termostability. Bylo pozorovano také vyssi
uvolnovani NeuSNAc za vyssich skladovacich teplot (10 a 20 °C), optimalni je tedy skladovat
gCMP za chladu (4 °C) (Siegert et al., 2012).
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3.2.2 Biologické vlastnosti kaseinomakropeptidu

3.2.2.1 Antibakteridlni a antiviroticky ucinek kaseinomakropeptidu

Adheze bakterii na stfevni epitel je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje jejich
schopnost osidlit a, v ptipadé patogennich kmend, infikovat travici trakt. Rada studii je proto
zamg¢iena na vyhledavani latek s antibakteridlnim G¢inkem, které tomuto jevu dokazi zabranit,
a na charakterizaci mechanismu jejich ptisobeni. Antibakterialni vlastnosti byly pozorovany
iu CMP. Hermes a kol. (2013) se ve svém vyzkumu zaméfili na vliv tohoto polypeptidu
na adhezi enterotoxigenniho kmene Escherichia coli K88 (ETEC K88) na stievni buriky.
Tento patogen se vaze na receptory v intestindlnim epitelu pomoci bilkovinnych fimbrii,
vétSinou pres glykoproteiny, sialoglykoproteiny nebo glykosfingolipidy.

Autofi charakterizovali antibakteridlni uc¢inek gCMP vuéi ETEC K88 in vitro
na bunkach stfevni mukdzy ptivodem z jejuna, duodena a tlustého stteva odstavenych selat.
Po ptidavku gCMP pozorovali sniZzenou pfilnavost bakterialnich bunék na jejunalni mukdzu
a jejich velmi $patnou schopnost adheze na duodenalni mukozu a tkan tlustého stieva. Hermes
a kol. (2013) ziskané¢ vysledky vysvétluji tim, ze ptijem gCMP ve stravé pravdépodobné
zpusobuje narlst nezpracovanych proteind, amoniaku a koncentrace isokyselin v tlustém
stievé. Takto se dostava vyssi mnozstvi bilkovin do jeho zadni ¢asti, kde jsou fermentovany
bakteriemi a mohou se hromadit na vazebnych receptorech ETEC K88 (Fairbrother et al.,
2005; Hermes et al., 2013; Nagy et Fekete, 2005). Autofi dale zjistili, ze gCMP byl v inhibici
adheze ETEC K88 u¢inné&jsi nez jeho neglykosylované homology. Tento polypeptid byl také
pfi prichodu gastrointestindlnim traktem St€pen v mensi mife nez neglykosylované varianty.
pristupnou pisobeni endogennich protedz, jako jsou trypsin, chymotrypsin a pepsin (Brody,
2000; Hermes et al., 2013).

Laparra a kol. (2013) studovali antibakterialni vlastnosti hydrolyzovaného kravského
gCMP a galaktooligosacharidi odvozenych od laktozy (GOS-La) a laktulozy (GOS-Lu) vaci
Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp typhimurium CECT 443 a Listeria
monocytogenes CECT 935. Antibakterialni uc¢inek vybranych latek byl posuzovan dle miry
ptilnuti bakterialnich bun¢k k mucinu a dle mnozstvi produkovanych zanétlivych cytokint
stftevnim epitelem (IL-15 a TNF-a,).

Autofi pozorovali, Zze vramci vybranych patogeni mél za standardnich podminek
vys§i schopnost adheze na mucin kmen CECT 443. Aplikace GOS-Lu nepfineslo ani

u jednoho z patogenti zadné vyznamné zmény v charakterizované vlastnosti. Oproti tomu
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pfidavek GOS-La vyznamné snizil adhezni schopnosti CECT 443 a glykosylované
hydrolyzaty gCMP obou mikroorganismu. Tyto vysledky lze pravdépodobné vysvétlit blokaci
vazebnych mist na povrchu stievnich epitelialnich bunék (mucinu), které vyuzivaji pouzité
kmeny bakterii, pomoci GOS-La a hydrolyzati gCMP obsahujicich cukerny zbytek.

Dale bylo zjisténo, ze inokulace stfevniho epitelu bunéénou suspenzi CECT 443
I CECT 935 vyvolalo produkci cytokini IL-15 a TNF-a. Koncentrace IL-15 vyznamné
vzrostla i v ptipad¢ piidavku GOS-La a smési hydrolyzovaného gCMP s GOS-La,
pravdépodobné jako vysledek jejich metabolizace patogeny. Aplikace GOS-Lu toto zvySeni
syntézy cytokinu IL-15 v pfipadé CECT 935 nevyvolala, stejné jako pfidavek hydrolyzata
gCMP a jejich smési s GOS-Lu u obou patogenti. Oba testované oligosacharidy a hydrolyzat
gCMP pak Gspésné sniZily sekreci TNF-a u kmene CECT 935. To naznacuje schopnost téchto
latek narusit interakci mezi CECT 935 a bunikami stievniho epitelu, ¢imZ by mohly plsobit
jako podpora ptirozené stievni bariéry (Kagnoff et Eckmann., 1997; Laparra et al., 2013).

Malkoski a kol. (2001) a Thoma-Worringer a kol. (2006), ve svych in vivo studiich
dokazali, ze nativni nebo hydrolyzovany CMP 0¢inné inhibuje fadu dalSich bakterialnich
patogent. Jednim z piikladii je sekvence 138 - 158 polypetidového fetézce, jeZ obsahuje
monofosforylovany serin v pozici 149. Tento hydrolyticky §tép polypeptidu uspésné pusobil
proti pomnozovani patogennich kmenti Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis
a Escherichia coli. Autofi dale poukazali na schopnost CMP zamezit vazbé toxind cholery
na jejich oligosacharidovych receptorech na bunééné sténé a chranit t€lni buiiky pred infekci
virem chiipky (Dziuba et Minkiewicz, 1996; Kawasaki et al., 1993; Malkoski et al., 2001;
Thoma-Worringer et al., 2006).

3.2.2.2 Prebioticky ucinek kaseinomakropeptidu

Probiotické mikroorganismy, mezi néz patii mimo jinych i vybrané kmeny laktobacila
a bifidobakterii, jsou obecné kultury, které¢ vyzaduji pro GspéSny rast nutricné bohatd média.
na bazi mléka, nebot’ potiebuji jednodussi zdroje dusiku. Latky, jez selektivné podporuji rlst
probiotickych mikroorganismt, jsou nazyvany prebiotika. Mezi né je fazen i CMP a vyzkumu
jeho prebiotickych vlastnosti byla vénovana tada praci (Robitaille et Champagne, 2014).

Cicvarek a kol. (2010) porovnavali G¢inky pfidavku 2 % hovéziho CMP, kombinace
ov¢iho a koziho CMP a hovézich syrovatkovych bilkovin na rist a produkci kyselin kmeny
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 a Bifidobacterium bifidum CCDM 94

19



Vv odstiedéném mléce. B. lactis totiz vykazuje zajimavé technologické charakteristiky, které
zahrnuji toleranci kysliku a kyselin. To vytvati leps§i moznosti jejich vyuziti v porovnani
s ostatnimi druhy bifidobakterii pfi vyrobé fermentovanych mléénych vyrobki. Pro svij rist
vsak potiebuji dostatek volnych aminokyselin a peptida (Petschow et Talbott, 1991). Autofi
charakterizovali rist a fermentacni schopnost zvolenych kmend probiotik v 10 rGznych
médiich: 1 (odstfedéné mléko s 0,5 % tuku a s ptidavkem 0,5 % kyseliny glutamové, 0,5 %
kvasni¢ného extraktu, 0,05 % L-cystein-HCI a 0,05 % kyseliny askorboveé), 2 (médium 1 s 2%
ptidavkem CMP), 3 (odstiedéné mléko s 0,5 % tuku, 0,5% kvasni¢ného extraktu a 0,05% L-
cystein-HCI), 4 (médium 3 s 2% ptidavkem CMP), 5 (odstiedéné mléko s 0,5 % tuku, 0,05 %
L-cystein-HCI a 0,05 % kyseliny askorbové), 6 (médium 5 s2% ptidavkem CMP),
7 (odstfedéné mléko s 0,5 % tuku, 0,5 % kvasni¢ného extraktu a 0,05 % Kyseliny askorbové),
8 (médium 7 s 2% ptidavkem CMP), 9 (odstiedéné mléko s 0,5 % tuku) a 10 (médium 9 s 2%
ptidavkem CMP). Zaznamenali, ze kmen B. lactis BB12 rostl ve vSech studovanych médiich,
samoziejmé v zavislosti na inokulu, coz je vidét v tabulce 1. Nizké inokulum nebylo schopné
v médiich 2, 4, 7 a 8 a pii pH 4,2 v 1. Nejnizsi hodnota pH u vysokého inokula byla v médiu
3,7 (pH 4,0) a 2 (pH 4,1). B. bifidum CCDM 94 bylo schopno snizit hodnotu pH v témé&f
vSech studovanych médiich vice (p > 0,05) nez B. lactis BB12. V médiich 1, 2, 4, 7 a 8 bylo
byla naopak fermentovana média 3 (pH 5,7) a 10 (pH 5,9). B. bifidum CCDM 94 vzdy
produkovalo vyznamné (p > 0,05) vyssi mnozstvi kyselin. Celkové nejlepsich vysledki bylo
tedy dosazeno pii ptidavku kravského CMP, za nimZ nésledovala kombinace ov¢iho a koziho
CMP. Rozdil mezi nimi v§ak nebyl statisticky vyznamny (p < 0,05). Prebioticky u¢inek CMP
lze pravdépodobné vysvétlit tim, Ze polypeptid neobsahuje pouze pro bifidobakterie dobie
dostupny dusik, ale také fermentovatelné aminocukry, jako je kyselina sialova a GalNAc
(Azuma et al., 1984; Cicvérek et al., 2010).
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Tabulka 1: Vliv pfidavku CMP na rtst probiotickych mikroorganismi v zavislosti na aktivni
kyselosti média. Vysledky jsou ve form¢ aritmetického pruméru z 3 paralelnich méteni

(Cicvarek et al., 2010).

Nizké inokulum Vysoké inokulum
Médium CCDM 942 BB12° CCDM 942 BB12°
pH[-] CPM® pH[] CPM® pH[] CPM® pH[] CPM°
[log [log [log [log
KTJ] KTJ] KTJ] KTJ]
1 3,9 8,5 4,2 9,5 3,9 8,9 4.4 8,6
2 3,9 8,9 4,1 8,6 4,0 8,7 4,1 8,6
3 5,7 9,0 6,4 4,8 3,9 8,4 4,0 9,4
4 4,0 8,6 4,1 9,5 4,0 9,1 4,2 8,9
5 4,7 6,7 4,6 9,1 48 4,7 45 8,9
6 4.4 8,0 4,9 7.3 4.4 7.9 4,7 7.8
7 3,9 9,0 41 9,1 4,7 9,0 4,0 9,5
8 3,9 9,3 4,1 9,3 4,2 8,8 4,2 9,1
9 45 8,8 6,6 7,0 4.4 8,6 4,8 8,9
10 5,9 0,9 6,4 8,5 6,0 5,5 4,9 8,5

Bifidobacterium bifidum
bBifidobacterium animalis subsp. lactis

‘celkovy pocet mikroorganismu

Cilem separatu Robitailla (2013) bylo zhodnotit vliv glykosyla¢nich a sekvencnich
variaci mezi kravskym a kozim CMP na jeho prebiotické vlastnosti. Autor zvolil pfidavek
2 mg/ml CMP (smés glykosylovaného a neglykosylovaného CMP) nebo pg-laktoglobulinu
a stanovoval zménu rustu 2 vybranych kment probiotik, Lactobacillus rhamnosus RW-959-
M a Bifidobacterium thermophilum RB 267. Bylo zjisténo, ze aplikace CMP zvysila
mikrobialni rast v praméru 1,2 az 1,8%, coz bylo vice (p > 0,05), nez v piipadé f-
laktoglobulinu. CMP také snizil ¢as potfebny k dosazeni maxima ristové kiivky a zvysil
hustotu bun¢k. Nebyl vSak pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi pisobenim
kravského a koziho CMP, coz je v souladu s vysledky Cicvérka a kol. (2010) (Cicvarek et al.,
2010; Robitaille, 2013).

Robitaille a Champagne (2014) se zamétili na hodnoceni prebiotickych vlastnosti
hydrolyzata CMP pftipravenych oSetienim polypeptidu pepsinem nebo trypsinem (davka 0,5
g/l). Jako rtstového média bylo pouzito MRS agaru nebo odstfedéného mléka a jako
probiotickych kment opét bakterii Lactobacillus rhamnosus RW-959-M a Bifidobacterium
thermophilum RB 267. Bylo pozorovano, Ze pepsinovy hydrolyzat CMP mutze podporovat
rast obou kultur, které rostly Spatné v MRS i odstfedéném mléce. Zaznamenané zlepSeni bylo

v zavislosti na kmenu zhruba 1,5% pro MRS a 1,7 az 2,6% pro mléko. Trypsinovy hydrolyzat
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CMP byl pak v porovnani s pepsinovym méné (p > 0,05) G¢inny u vSech analyzovanych
kmenti ve vSech pouzitych rustovych médiich. (Robitaille et Champagne, 2014).

Muthaiyan a kol. (2012) studovali prebiotické vlastnosti konjugati CMP
s galaktooligosacharidy (GOS), jez byly pfipraveny pomoci Maillardovy reakce. Uginek
téchto latek byl charakterizovan jako vliv na rlst a toleranci zIu¢i kmenem Lactobacillus
bulgaricus ATCC 7517, kdyz byly konjugaty CMP s GOS pouzity jako jediny zdroj uhliku.
Autofi prokdzali schopnost vybranych probiotickych mikroorganismii nejen fermentovat
konjugaty CMP s GOS, ale také jejich zvySenou rezistenci vici koncentraci zluci po aplikaci
téchto latek. To ¢ini konjugaty CMP s GOS potencialnim vicetucelovym prebiotickym
substratem tvoficim zkvasitelny zdroj pro produkci prospé$nych metaboliti v hostitelském
organismu (Muthaiyan et al., 2012). Bouhallab a kol. (1993) a Thoméa-Worringer a kol.
(2006) pozorovali, Ze 2 hydrolyzaty CMP s riiznou molekularni hmotnosti stimulovaly rist
bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis v odstiedéném mléce (Bouhallab et al., 1993; Thomé-
Worringer et al., 2006).

3.2.2.3 Antikariogenni vlastnosti CMP

Jednou z dalsich bioaktivnich vlastnosti CMP, jez je intenzivné studovana, je jeho
antikariogenni ucinek. Bylo totiz pozorovano, Ze polypeptid mize ucinn¢ inhibovat pfilnuti
bakterii zpusobujici zubni kaz jako Streptococcus mutans, sanguis a sobrinus na zubni
sklovinu, ¢imZ pozitivné méni sloZeni mikrobioty zubniho plaku (Thoméa-Worringer et al.,
2006).

Touto problematikou se zabyvali také Setarehnejad a kol. (2010), ktefi
charakterizovali adsorpci CMP a jeho vliv na rozpustnost HA, jez slouzil jako model pro
zubni sklovinu. Podminky jejich experimentu a pouzité substraty jiz byli popsany v kapitole
3.2.1.3. Autofi zaznamenali, ze vSechny pouzité formy polypeptidu (cCMP, gCMP, aCMP
a mCMP) prokazaly dobrou adhezivitu na HA pii vSech zvolenych hodnotach pH (2,5; 3,5;
4,5). Jak je patrno z obrazku 7, nejvyssi ochranny uc¢inek (28 — 32 %) byl celkové pozorovan
pro pH 2,5. To lze pravdépodobné vysvétlit nejvyssi mirou rozpustnosti HA (nejsilnéjsim
uvolnovanim Ca a P ze slouceniny) pii této aktivni kyselosti (Larsen et Nyvad, 1999).
V ramci jednotlivych typtli bylo nejlepsi ochrany HA vii¢i demineralizaci dosazeno pii pouziti
cCMP (45 %) pii pH 4,5. Tento substrat také prokézal vzristajici trend ochranného G¢inku
z30 na 45 %, ktery byl vy$§i neZ u mCMP bez zbytkovych syrovatkovych proteint.
Pfitomnost téchto zbytkovych proteini u ¢cCMP by tedy mohla ovlivnit miru redukce
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rozpustnosti HA. Autofi se domnivali, ze lep$i antidemineraliza¢ni funkce cCMP
je pravdépodobné zpusobena zbytkovym obsahem syrovatkovych bilkovin v substratu,
zejména a-laktalbuminu. Tento protein ma totiz schopnost vazat pii pH 4,5 Ca. Tato studie
tedy ukazala, ze cCMP, gCMP, aCMP a mCMP mély ochranny ucinek proti kyselému
rozpousténi HA. VSechny formy CMP chranily HA v kyselém pH a jejich ucinky rostly
s rostoucim pH pro cCMP, gCMP. Vysledky studie prokadzay, ze CMP, v zavislosti na své
formé a CdCistoté, by mohl U¢inné, diky adsorpci na zubni sklovinu, pisobit vic¢i jeji
demineralizaci a chranit ji pfed naruSenim patogeny podilejicimi se na vzniku zubniho kazu

(Lonnerdal et Glazier, 1985; Setarehnejad et al., 2010).
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Obrazek 7: Vliv pfidavku CMP na demineralizaci HA. Chybové tusecky piedstavuji

smérodatnou odchylku z 3 paralelnich stanoveni. B cCMP; &1 gCMP; B aCMP; B mCMP
(Setarehnejad et al., 2010).

3.2.2.4 Vliv kaseinomakropeptidu na gastrointestinalni trakt

Problematika ptisobeni CMP na gastrointestinalni soustavu a jeji funkce je studovana
zhruba od roku 1970. Jedny z prvnich hypotéz vyslovili védci z Vyzivového institutu
Moskevské Lékaiské Akademie, ktefi zdlraziovali roli tohoto polypeptidu pii zaludeéni
sekreci u novorozenych savct. Na pokusnych zvitatech (psi a krysy) bylo pozorovano,
ze intravendzni infuze s obsahem CMP (smési s obsahem gCMP a ¢isté frakce o koncentraci

0,1 az 3,3 mg/kg zivé vahy) vedla k potlaceni sekrece zaludecnich kyselin a naopak
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ke stimulaci syntézy Zalude¢nich protedz (Guilloteau et al., 1994; Slygin et al., 1974). Tyto
pochody jsou indukovany hormonalné a pomoci riznych stimulanti, napiiklad gastrinem
ajeho C-koncovym tetrapeptidem, pentagastrinem, histaminem a pfijmem potravy.
Zaznamenana doba odezvy byla relativné dlouha (1 az 2 h po infuzi, v ptipad¢ ¢istého gCMP
30 min) a ucinky trvaly v priméru 3 az 5 h (Stan et al., 1983). Tyto vysledky by mohly byt
pravdépodobné vysvétleny snizenim hladiny gastrinu v Krvi a zalude¢nich tkanich. Abd EI-
Salam a kol. (1996) navic zaznamenali, Ze intravenozni injekce pepsinovych hydrolyzati
kaseinu nejen snizovala sekreci ZaludeCnich kyselin u pst, ale také stimulovala jejich
pankreatickou sekreci, tlumila zaludeéni a stfevni motilitu a zpomalovala aktivitu dvanactniku
(Abd EI-Salam et al., 1996; Pedersen et al., 2000; Yvon et al., 1994).

Autofi Yvon a kol. (1994) vyuzili ve svém pokusu telata krmend nahrazkou mléka
zalozenou na syrovatkovych proteinech bez CMP. Zjistili, Ze intravendzni infuze CMP béhem
jidla (vdavce 2 mg/kg zivé vahy) vyvolala u experimentdlni skupiny mirné sniZeni
koncentrace H" ionti veslezu, ale nevedla k vyraznym zméndm v celkovém mnoZstvi
vyprodukovanych Zaludeénich sekretu ($tav, kyselin a enzymu) ve srovnani s kontrolnim
stddem, jemuz CMP podavan nebyl. Naopak zaznamenali, Ze jakmile byla CMP v koncentraci
odpovidajici jeho nativnimu obsahu v kravském mléce (210 mg/kg zivé vahy) obohacena
teleci krmné davka, doslo ke zpomaleni jak zalude¢ni sekrece (Stavy, kyseliny a enzymy), tak
1 ke snizeni koncentrace gastrinu a zejména cholecystokininu (CCK) a ke zvySeni obsahu
somatostatinu v plazmé. Tyto u€inky byly pozorovany béhem prvnich 2 h po krmeni. Oproti
tomu pii pétinasobné vysSich davkach polypeptidu byly jmenované zmény mirné&jsi nebo
zadné (Yvon et al., 1994). U prasat bylo pfi piidavku CMP do stravy zaznamenano zvyseni
produkce slinivkovych $tav. Bylo potvrzeno, Ze tento jev nesouvisi s celkovou davkou
proteinli v krmné déavce, nebot podani dvacetinasobku celkového mnozstvi kaseinu bez
obsahu CMP oproti kontrolnimu vzorku nemélo zadny ucinek. Navic byla zaznamenana
korelace odezvy sekrece slinivky na koncentraci CMP v duodendlni infiizi obsahujici smés
latek podporujicich traveni (Guilloteau et al., 1994). Pii vyzkumu tG¢inku tohoto polypeptidu
na lidsky gastrointestinalni trakt bylo mimo jiné zjisténo, ze oralni podani 4 g CMP snizilo
po 30 min 0 15 % sekreci zaludecnich kyselin. Nebot’ stejny Gc¢inek nebyl pozorovan pii
davce 1 g, Ize fici, ze neni funkci pufraéni kapacity polypeptidu (Guilloteau et al., 1994; Yvon
etal., 1993; Yvon et al., 1994).

Rada studii zaméfenych na toto téma byla provedena také in vitro pomoci izolovanych
organu, predev§im krysiho puvodu. Piidavek hydrolyzdtu gCMP v mnozstvi 1 mg/ml

do uchovavaciho roztoku pro izolovany krysi zaludek naptiklad vyvolal po 30 min 51%
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snizeni vyluovani kyselin. Autofi Cuber a kol. (1989) pouzili pro tvorbu systému
eliminujiciho ostatni stimuly mimo ptidavku CMP, jez by se mohly podilet na sekreci CCK
in vivo, izolovany krysi dvanactnik a la¢nik. P#i infuzi polypeptidu (délka trvani 30 min,
davka odpovidajici nativnimu mnozstvi) bylo pozorovano okamzité zvySeni hladiny CCK
v krvi, které dosahlo své maximalni hodnoty b&hem prvnich 10 min. Tato nejvyssi
zaznamenand hladina hormonu, pak ptetrvala béhem celé doby podavani inflze (Beucher
etal., 1994; Cuber et al., 1989; Guilloteau et al., 1994; Yvon et al., 1994).

Z vysledkti uvedenych praci vyplyva, Ze vyznamnou roli pii Gaéinku CMP
na gastrointestinalni trakt hraje struktura polypeptidu. Cas a zpisob odezvy zkoumanych
organti zalezi na pritomnosti cukernych zbytkli v molekule, pfipadné¢ na typu hydrolyzatu.
Diky uspésné aplikaci CMP modifikovaného proteolyzou bylo demonstrovano, Ze tplna
molekula polypeptidu neni k vyvolani pozadovaného u¢inku zapotiebi. Pro podporu sekrece
CCK je vSak nutny obsah glykosidickych skupin, jez obsahuji kyselinu sialovou.
Mechanismus ucinku polypeptidu na travici trakt zatim nebyl plné objasnén. Na zakladé
vysledkii popsanych vysSe se lze domnivat, Ze CMP plsobi na bunééné mechanismy
zalude¢nich a stfevnich (lumindlnich) receptori a tedy na sekrec¢ni bunky téchto organt

(Yvon et Pelissier., 1987; Yvon et al., 1993; Yvon et al., 1994).

3.2.2.5 Vliv kaseinomakropeptidu na pankreatickou sekreci

Jak jiz bylo zminéno v ptfedchozi kapitole, CMP ma schopnost ovliviiovat
pankreatickou sekreci. Touto problematikou se zabyvali mimo jinych i Pedersen a kol. (2000).
V jejich studii byl laboratornim krysam intraduodendlné podan sodik (ve formé solné¢ho
roztoku) nebo bikarbonat spolu s riznymi druhy bilkovin (gluten, syrovatkové proteiny bez
obsahu CMP a izolat CMP) a nasledné charakterizovana pankreaticka odpovéd’. Jako kontrola
bylo pouzito standardni krmeni.

Autofi zaznamenali, Ze aplikace ¢istého roztoku NaCl neméla zadny pozorovatelny
ucinek na pankreatickou sekreci. Pfi podani standardni krmné davky byla odpovéd’ tohoto
organu vyznamna mezi 40. a 100. min pro sodik i bikarbonat. Gluten a syrovatkové bilkoviny
neobsahujici CMP pak vyvolaly jen malou stimulaci pankreaticke sekrece, ktera byla
vyznamna pouze pro bikarbonat. Narust charakterizované orgdnové odpovédi byl vyznamné
(p > 0,05) nizsi nez pfi podani izolatu CMP. V ptipadé polypeptidu byla zaznamenana

vzristajici pankreaticka sekrece, jez vrcholila v zavislosti na jeho koncentraci ve 20. az 40.
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(0,2 20,2 g CMP) nebo 40. az 60. min (0,4 a 0,8 g CMP) a na bazalni troven klesla nejdiive
2 h po aplikaci (0,1 a 0,2 g polypeptidu).

Na zakladé¢ téchto vysledka autofi dokazali, Ze podani CMP v dostatecném mnozstvi
vyznamné stimuluje sekreci pankreatu a to jak jeji intenzitu, tak délku. Zaroven postulovali,

ze pozorované lze pravdépodobné vysvétlit vlivem polypeptidu na uvolnovani CCK

(Pedersen et al., 2000).

3.2.2.6 Vliv kaseinomakropeptidu na regulaci hmotnosti

Jak jiz bylo podrobngji popsano v kapitole 3.2.2.4 a 3.2.2.5, CMP ma schopnost
stimulovat sekreci CCK, jez mimo jiné ovliviiuje pocity sytosti a hladu v organismu. Pridavek
polypeptidu nebo jeho biologicky aktivnich frakci do lidské stravy by tedy mohl uspisit
dosazeni pocitu sytosti, ¢imz by mohl byt vyuzit k snizeni pfijmu energie a regulaci hmotnosti
(Abd El-Salam et al., 1995; Koegh et al., 2010; Pedersen et al., 2000). Touto problematikou
se mezi jinymi zabyvali i Gustafson a kol. (2001), Hursel a kol. (2010) a Koegh a kol. (2010).

Gustafson a kol. (2001) provedli studii, které se zi€astnilo 20 muzii a 32 Zen ve véku
mezi 18 az 35 lety. Zeny nesmély byt gravidni, kojici a mit nepravidelny menstruaéni cyklus.
Zajemkyné splitujici uvedené podminky absolvovaly testovaci obdobi béhem folikularni faze
menstruaéniho cyklu. Respondenti v experimentalni skupiné (26) konzumovali mimo
pravidelné stravy zahrnujici snidang, obédy a vecefe nekaloricky napoj s ovocnou ptichuti
aptidavkem CMP po dobu 5 dni. Napoj podavany kontrolni skupiné (26) polypeptid
neobsahoval. Vyhodnoceni vyzkumu je uvedeno v tabulce 2 a 3. Autofi zjistili, Ze zeny
obecné zkonzumovaly (p > 0,05) méné jidla ve srovnani s muzi. Energeticky pfijem pied
obédem pak u obou pohlavi koreloval s pfijmem energie po ob&dé€. Vysledky neprokazaly
zadnou korelaci mezi reakci na pfidavek CMP a pohlavim. Také nebyl ani u jednoho

z pohlavi pozorovan zadny vliv zahrnuti tohoto polypeptidu do stravy na objektivni

&i subjektivni pocit sytosti, nasyceni nebo chuté k jidlu (Gustafson et al., 2001).
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Tabulka 2: Vliv pfidavku CMP na mnozstvi zkonzumované stravy a piijaté energie. Vysledky

jsou vypocitany metodou nejmensich ¢tvercti (Gustafson et al., 2001).

Skupina  Hmotnost Energie Energie pied Energie po Celkova
obéda [g] obéda [J] obédem [J] obédé [J] energie [J]

1 3459+153 32129+142,3 2264,8+209,6 5084,8+354,0 7349,6+405,8

2 3440+ 152 31953+141,0 2512,1+209,2 4590,7+351,5 7066,4+403,3

3 342,4+154 3180,3+143,1 2320,9+210,9 5102,0+356,1 74224 +407,9

4 341,2+14,8 3169,4+137,7 1993,7+202,1 5546,3+341,4 74956+ 391,6

Tabulka 3: Vliv pfidavku CMP na mnozstvi zkonzumované stravy a piijaté energie

v z4vislosti na pohlavi. Vysledky jsou vypoéitany metodou nejmensich ¢tvercii (Gustafson

etal., 2001).
Pohlavi ~ Hmotnost Energie Energie pied Energie po Celkova
talife [Q] obéda [J] obé&dem [J] obédé [J] energie [J]
Zeny 2705+9,2  2512,9+859 1892,8+126,4 4453,0+213,8 6305,3 +
245,2
Muzi 416,2+12,0 3866,0+111,3 2653,1+164,8 5708,6+278,2 8361,7 +
318,8

Cilem Koegha a kol. (2010) bylo charakterizovat u¢inek stupné glykosylace CMP
na pocit sytosti a piijem potravy. Jako substrat byly pouzity 3 typy gCMP, CMP s nizkym
stupném glykosylace (3,5 % NeuNAc a 1,5 % Gal), gCMP (12,0 % NeuNAc a 4,2 % Gal)
a koncentrat syrovatkovych bilkovin (WPC) ochuzeny o gCMP. Testovaci panel byl tvoien
20 muzi s nadvahou (primérna hmotnost 97,4 kg) ve véku 57 let s BMI 31,5. Respondenti
zkonzumovali béhem 3 dnu celkem 4 50g davky vybraného typu substratu (kontrolni skupiné
byla podavéana glukdza), které obsahovaly praimérné 895 kJ. Uginek aplikace polypeptidu byl
posuzovan ve vztahu k sekreci CCK (vzorky krve byly odebrany pied a po konzumaci gCMP
v ¢asovém rozpéti 15, 30, 60, 90, 120 a 180 min), subjektivnimu pocitu sytosti (zd&znamy byly
provedeny ve stejnych ¢asovych intervalech jako odbéry krve) a mnoZstvi piijaté potravy
(béhem experimentu bylo panelistim poskytnuto teplé jidlo ad libitum). Bylo zjisténo,
Ze ptijimana energie v dobé obéda nebyla rozdilna u jednotlivych typt gCMP. Podle tabulky
4 byla celkova pfijata energie pii podavani syrovatkoveho koncentratu ochuzeného o gCMP
3985 kJ. V porovnani s energetickym piijmem pfi pozivani jednotlivych substrati gCMP
i kontrolni glukézy byl tedy rozdil minimalni (QCMP 3785 kJ, CMP s nizkym stupném
glykosylace 3797 kJ a glukdza 3870 kJ) (Koegh et al., 2010).
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Tabulka 4: VIiv WPC a CMP sriznym stupném glykosylace na piijem energie
a makronutrientti. Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota z 20 paralelnich méfeni

+ smérodatna odchylka (Koegh et al., 2010).

WPC gCMP CMP Glukoéza

Stiedni SD Stfedni SD Stfedni SD Stiedni SD
hodnota hodnota hodnota hodnota

Energie 3985 917 3785 1037 3797 1023 3870 999
[kd]
Bilkoviny 63,8 18,3 61,3 19,6 61,0 16,6 63,4 18,7

[0]
Tuky 21,5 6,9 20,6 7,1 20,3 6,6 21,5 6,8

[9]
Sacharidy 1198 266 1125 314 1136 357 1134 305

[g]

Autofi po vyhodnoceni vysledk shrnuli, ze ani jeden ztypi gCMP nemél vliv
na zadny ze stanovovanych parametrd, tedy Ze aplikace CMP bez ohledu na jeho stupen
glykosylace neovlivnila sekreci CCK, subjektivni pocit sytosti ani piijem potravy (Koegh
et al., 2010). Toto zjisténi je v rozporu s jinymi studiemi, které byly provedeny v dané oblasti.
Napiiklad autofi Bowen a kol. (2006) uvadéji, Zze 19 obéznich muzt konzumujicich jidlo
s podobnymi substraty (52 g syrovatkovych nebo kaseinovych bilkovin a 56 g laktdzy
a glukozy) méli o 10 % vyssi energeticky piijem. Také hladina CCK byla o 71 % vyssi po 90
min konzumace bilkovin neZ v piipadé cukrt (Bowen et al., 2006; Koegh et al., 2010).

Hursel a kol. (2010) hodnotili u¢inek ptidavku syrovatkovych proteint S pfirozenym
obsahem CMP avsak ochucenych o a-laktaloumin a izolatu a-laktalbuminu do jogurtového
napoje z plnotu¢ného mléka na vydej energie a potlaceni chuti k jidlu. Studie se zGcastnilo
celkem 18 Zen a 17 muzt ve v€ku 20 a 21 let s BMI 23. Jogurtovy napoj byl respondentim
podavan k snidani po dobu 3 nasledujicich tydnt. Autofi zaznamenali, Ze konzumace obou
typt obohaceného jogurtového napoje k snidani vedla u panelisti ke zvySeni energetického
vydeje a zlepSeni rovnovahy bilkovin a tuku v organismu. Podle autort Vedhorse a kol.
(2009) vysledek této studie potvrzuje, ze vysokobilkovinnd snidané zvySuje termogenezi
v porovnani s nizkobilkovinnou snidani. Z hlediska potlaceni chuté k jidlu a snizovani pocitu
hladu pak bylo lepsich vysledki dosazeno v piipadé produktu obohaceného o a-laktalbumin.
Toto lze pravdépodobné vysvétlit energetickou néarocnosti kaseinu, kterd je mensi (8,2
kJ/ATP) v porovnani s a-laktalbuminem a syrovatkou (8,6 a 8,4 kJ/ATP) (Hursel et al., 2010;
Vedhors et al., 2009).
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3.2.2.7 Dalsi biologické vlastnosti kaseinomakropeptidu

Struktura molekuly CMP vykazuje diky svému slozeni vyznamné antialergenni
a dietetické vlastnosti. Polypeptid je charakteristicky absenci fenylalaninu, je tedy vhodny
jako zdroj aminokyselin pro fenylketonuriky. Diky vysokému obsahu aminokyselin
s rozvétvenym fetézcem (valinu, leucinu a isoleucinu) a zaroven deficitu aromatickych
aminokyselin ho lze dale s vyhodou vyuzit v dieté pacientli s onemocnénimi jater (Abd El-
Salam et al., 1996). Kyselina sialova, jez je soucasti cukerného zbytku gCMP, je v pomérné
vysokych koncentracich pfitomna v nervové tkani (v mozku a centrlnim nervovém systému)
ve formé gangliosidii a glykoproteint, které pfispivaji k funk¢énosti bunéénych membran,
membranovych receptori a normalnimu vyvoji mozku (Wang et al., 2001). Bylo také
zaznamenano, ze pozivani CMP zvySuje absorpci zinku (Kelleher et al., 2003). Polypeptid
vSak obsahuje velké mnozstvi threoninu, které by pii jeho nadmérné konzumaci mohlo
zpusobit hyperthreoanemii (Rigo et al., 2001; Thoma-Worringer et al., 2006).

CMP vykazuje také imunomodulacni vlastnosti. Ve studiich zaméfenych na tuto
problematiku byla po aplikaci polypeptidu pozorovana, v zavislosti na jeho davce a obsahu
kyseliny sialové, tspé$na inhibice mitogent vyvolavajicich proliferaci lymfocyta ¢i apoptoza

urcitych lymfocytu.
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4 Zavér

Hypotézou této bakalaiské prace bylo, ze CMP je syrovatkova bilkovina, jez je diky
své biologické aktivité¢ vhodna pro vyuziti ve vyzivé lidi.

Tento polypeptid byl zkouman pro mnoho zajimavych vlastnosti, jak funk¢nich tak
pfedevs§im biologickych. Jednou z dulezitych fyzikalné-chemickych vlastnosti je jeho
povrchovd aktivita, ktera byla maximalni v alkalickém prostiedi a uspokojiva i pfi hodnotach
pH 4,5 — 5,5. Vyznamné jsou také adsorpéni schopnosti CMP, které by mohly byt s vyhodou
vyuzity pro tvorbu biologickych obalti chranicich nutricné vyznamné slozky pted degradaci
béhem vyrobniho a skladovaciho procesu, ptipadné béhem jejich prichodu travicim traktem.
Dalsimi  vyznamnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jsou jeho termostabilita
a acidobazicka stabilita, jez umozniuji zaclenit CMP jako funkéni slozku do Siroké palety
potravinaiskych produkti.

CMP prokazal také fadu bioaktivnich ucinkd. Obecné lze fici, ze vysSi bioaktivitu
vykazuji glykosylované formy polypeptidu, at’ uz v nativni ¢i hydrolyzované formé. Dobrych
vysledku bylo také dosazeno v ptipadé konjugati CMP s galaktooligosacharidy (zkouman byl
jejich prebioticky potencial). Mezi vyznamné biologické schopnosti polypeptidu patii
zejména antibakteridlni a prebioticka ¢innost. Bylo prokazano, ze aplikace CMP dokézala
uspésné potlacovat rast patogennich kment bakterii Escherichia coli ETEC K88, Listeria
monocytogenes CECT 935, Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp typhimurium CECT
443 a Streptococcus mutans, sanguis a sobrinus. Naopak pomnozovani Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB12, Bifidobacterium bifidum CCDM 94, Bifidobacterium
thermophilum RB 267, Lactobacillus bulgaricus ATCC 7517, Lactobacillus rhamnosus RW-
959-M a Lactococcus lactis subsp. lactis bylo piidavkem polypeptidu podpoifeno. Diky
dobrym adsorp¢nim schopnostem, jez byly potvrzeny na modelovém systému HA a byly
spojeny s ochranou této slouceniny vuc¢i demineralizaci, a zaroven inhibici rustu kmend
Streptococcus mutans, sanguis a sobrinus mechanismem pokryti vazebnych mist pro tyto
mikroorganismy, prokéazal CMP také antikariogenni vlastnosti.

Polypeptid se dale vyznacuje ucinky na zvifeci i lidsky gastrointestinalni trakt. V fadé
studii bylo po jeho aplikaci pozorovano snizeni sekrece zalude¢nich kyselin a Zalude¢ni
I sttevni motility a naopak zvySeni syntézy zaludecnich a pankreatickych enzymi a CCK. Jiné
prace na toto téma vSak po piidavku CMP Zadné popisované zmény nepozorovaly. Rozpory
1ze vysvétlit riznou formou pouzitého polypeptidu, nebot’” pro pozitivni vliv na travici trakt je

dilezity obsah kyseliny sialové, jeZ je soucasti glykosidové skupiny. Ackoli glykosylovana
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forma CMP moduluje gastrointestinalni procesy, jeho pozitivni G¢inek na objektivni
¢i subjektivni pocit sytosti, nasyceni, chuti K jidlu a mnozstvi piijaté potravy a energie
potvrzen nebyl. Nelze tedy ptredpokladat, ze by piidavek tohoto polypeptidu mohl pomahat
pii regulaci hmotnosti.

Zavérem je mozno fici, ze hypotéza bakalarské prace byla potvrzena a CMP je

syrovatkova bilkovina, jeZ je diky své biologické aktivité vhodna pro vyuziti ve vyzivé lidi.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Ala —alanin

Arg —arginin

ATCC - Lactobacillus bulgaricus ATCC 7517
ATP — adenosintrifosfat

BB12 — Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
CCDM 94 — Bifidobacterium bifidum CCDM 94
CCET 443 - Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp typhymarium CCET 443
CCK — cholecystokinin

CCP — koloidni fosfore¢nan vapenaty

CECT 935 — Listeria monocytogenes CECT 935
CMP — kaseinomakropeptid

CN — kasein

Cys — cystein

EDTA — kyselina ethylendiaminotetraoctova

ESL — ultrapasterace

ETEC K88 — Escherichia coli K88

FPLC — rychlo-bilkovinna kapalinova chromatografie
gCMP — glykokaseinomakropeptid

GalNAc — N-acetylgalaktézamin

GalNAc-ol — N-acetylgalaktézaminitol

GMP — glykomakropeptid

Glu — glutamin

Gly —glycin

GOS - galaktooligosacharidy

GOS-La — laktdza

GOS-Lu — laktuléza

HA — hydroxyapatit

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
HTST I. — Setrna pasterace

HTST Il. — vysoka pasterace

lle —izoleucin

Leu — leucin
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LTLT — dlouhodoba pasterace

Neu5AC, NeuNAc — kyselina N-acetylneuraminova

Pro — prolin

RP-HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
S —sterilace

SD — smérodatna odchylka

Ser — serin

Thr — threonin

UHT - vysokoteplotni Gprava

WPC - bilkovinny syrovatkovy koncentrat
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