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1. UVOD

Bioaktivni peptidi predmet su mnogih znanstvenih istrazivanja povezanih s funkcionalnom
hranom i pozeljnim ucincima na zdravlje. U vecini slucajeva, pronadeni su u fermentiranim
prehrambenim proizvodima (npr. soja, krastavci, kimchi, kupus) dok su najbrojniji u mlijeku i
fermentiranim mlije¢nim proizvodima (Castellone i sur., 2021).

Mlijeko je vitalna tekucina, koja zadovoljava sve nutritivne potrebe novorodencadi te je njezin
sastav evolucijski usavr$en u svrhu prezivljena sisavaca. Mlije¢na industrija predstavlja jednu
od najraznovrsnijih i najrazvijenijih industrija prehrambenog sektora, ¢iji su brojni i inovativni
proizvodi detaljno formulirani kako bi zadovoljili nutritivne potrebe razli¢itih grupa potrosaca.
Mlijeko i mlije¢ni proizvodi potvrdeni su izvori aminokiselina, proteina, masti, vitamina
topljivih u vodi, kalcija, esencijalnih masnih kiselina i ostalih bioaktivnih komponenti s raznim
biokemijskim 1 fizioloskim funkcijama. Primarni protein mlijeka je kazein iz kojeg
razgradnjom pomocu proteolitickog sustava bakterija mlijecne kiseline nastaju bioaktivni
peptidi (Punia i sur., 2020).

Bakterije mlijeCne kiseline velika su grupa raznovrsnih bakterijskih vrsta Siroko
rasprostranjenih u okoliSu ¢iji je glavni metabolicki produkt mlije¢na kiselina. Bioaktivni
peptidi gradeni su od kratkih sekvenci aminokiselina koji in vivo nastaju proteolitickim
djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline ili enzimskom razgradnjom u gastrointestinalnom
traktu. Velik broj ovih peptida pokazuje pozitivne ucinke na kardiovaskularni, neuroloski,
endokrini, probavni i imunoloski sustav, ¢ime predstavljaju moguci dodatni pristup u terapiji
razli¢itih bolesti uz ve¢ postojece farmaceutske lijekove. Zbog svih navedenih pozitivnih
ucinka bioaktivnih peptida na zdravlje, proteomika moze pruziti znacajan alat u prou¢avanju
bioaktivnih peptida primjenom analitickih metoda kao $to su kromatografija i spektrometrija
masa te uz bioinformaticka rjeSenja koja omoguéavaju brzu i detaljnu
kvantifikaciju/kvalifikaciju peptida (Punia i sur., 2020).

Cilj ovog istrazivanja bio je identificirati peptide, spregnutom tehnikom tekucinske
kromatografije i spektrometrije masa MALDI-TOF/TOF, nastale razgradnjom kazeina u mlijeku
pomocu proteolitiCkog sustava bakterije Lactococcus lactis ZGBP5-32 te istraziti njihovo
potencijalno bioaktivno djelovanje. Relativna kvantifikacija peptida s bioaktivnim svojstvima
provedena je LC-MS/MS metodom visestrukog pracenja reakcije (engl. multiple reaction
monitoring, MRM). Takoder, odredivanje proteinskog profila uzoraka i raspona molekulskih
masa proteinskih lizata provedeno je kromatografijom iskljuc¢ivanja prema veli¢ini kako bi se

pratila dinamika proteolize kroz vrijeme.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) sveprisutne su i Siroko rasprostranjene u okoliSu te su
izolirane iz raznih izvora kao $to su kompost, fermentirana hrana, gastrointestinalni i vaginalni
trakt, biljne povrsine i silaze. Vecina bakterija mlije¢ne kiseline pripadaju koljenu Firmicutes,
razredu Bacilli, redu Lactobacillales. Red Lactobacillales sadrzi 6 porodica unutar kojih se
nalazi 36 vrsta, a neke od najpoznatiji su Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc. To su nesporulirajuce, acido- i aerotolerantne,
katalaza-negativne, Gram-pozitivne bakterije koje se najée$ce na osnovi morfoloskih svojstava
identificiraju kao kuglaste (lat. coccus) ili Stapicaste bakterije (lat. bacillus) (Mora-Villalobos i
sur., 2020).

U prosjeku sadrze oko 2000 gena. Evolucijom su izgubile oko 1000 gena koji su kodirali za
sporulaciju, kofaktore, hem citokrome i katalazu. No, duplikacijom i horizontalnim prijenosom
gena, bakterije mlijecne kiseline, stekle su oko 86 novih gena te osigurale nekoliko prednosti:
biosinteza mureina i vitamina B12, otpornost na antibiotike te razvijeni obrambeni mehanizam
zaStite od bakteriofaga. Otpornost na antibiotike te obrambeni mehanizam zaStite od
bakteriofaga, kao i proizvodnja bakteriocina, fermentacija ugljikohidrata i aktivnost proteinaze
povezani su s postojanjem kruznih i linearnih plazmida u njihovom genomu (Konig i Frohlich,
2017).

Karakterizira ih proizvodnja mlijecne kiseline kao glavnog krajnjeg metabolickog produkta
razgradnje ugljikohidrata. Osim sintetiziranja glavnog metabolita, mlije¢ne kiseline, BMK
imaju sposobnost sintetiziranja Sirokog spektra korisnih metabolita koji se intenzivno koriste u
biotehnologiji, proizvodnji hrane i terapeutskih proizvoda. Brojne vrste BMK kao i derivati
njihovih metabolita prepoznati su kao sigurni za konzumaciju, odnosno sadrze GRAS (engl.
Generally Recognized as Safe) status (Mora-Villalobos i sur., 2020).

Vazno fizioloSko svojstvo odredenih BMK je proteoliticka aktivnost koja doprinosi
organoleptickim svojstvima fermentiranih mlije¢nih proizvoda, a takoder pokazuju potencijal

u proizvodnji bioaktivnih peptida (Novak i sur., 2022).

2.1.1. Pozitivni u¢inci metabolita bakterija mlijecne kiseline u fermentiranoj hrani
Prema Mathur i sur. (2020) fermentirana hrana je hrana koja sadrzi mikroorganizme koji se

smatraju sigurnim za konzumaciju te obi¢no proizvode razne korisne metabolite kao $to su



antimikrobni  peptidi,  organske  kiseline,  etanol, masne  kiseline,  CO..
Metabolicki put fermentacije mlije¢ne kiseline jedan je od najvaznijih metaboli¢kih puteva u
smislu proizvodnje fermentirane hrane. Temelj je proizvodnje fermentiranih mlije¢nih
proizvoda, a ujedno i fermentiranih proizvoda na bazi razli¢itih biljnih i Zivotinjskih sirovina.
BMK mogu se ovisno o vrsti fermentacije podijeliti na homofermetativne (Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus), heterofermetativne (Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum,
Leuconostoc spp.) te na fakultativne (Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei,
Latilactobacillus curvatus). Homofermentacijom iz jednog mola glukoze nastaju dva mola
laktata dok heterofermentacijom iz jednog mola glukoze nastaju etanol, CO. i laktat.
Fakultativni fermentori ovisno o uvjetima i dostupnosti supstrata fermentaciju mogu provesti
homogenim ili heterogenim putem (Leeuwendaal i sur., 2022).

Proizvodi metabolizma bakterija mlije¢ne kiseline, nastali tijekom fermentacije, ¢esto nose
bioaktivna 1 ljekovita svojstva: zaStita od infekcija, poticanje rada imunosnog sustava,
antialergijsko djelovanje, povecanje bioraspolozivosti vitamina i minerala, antioksidacijska
svojstva te smanjenje faktora pretilosti. Razlicita istrazivanja potvrdila su pozitivna djelovanja
fermentiranih proizvoda. Dokazano je kako svakodnevna konzumacija jogurta i ostalih
mlije¢nih proizvoda smanjuje rizik od razvijanja kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa tipa 2.
Takoder, konzumacija fermentiranog mlijeka poboljSava metabolizam glukoze Sto rezultira
njezinim boljem iskoriStenjem u procesu regeneracija misi¢nog tkiva. Fermentirana hrana moze
pozitivno stimulirati mikrobiotu crijeva tako da omogucuje proliferaciju pozeljnih
mikroorganizama ili obogacuje mikrobiom novim bakterijskim vrstama te time pozitivno
djeluje na ublazavanje simptoma upalnih bolesti crijeva. Istrazivanja su pokazala da bakterije
iz roda Bifidobacterium i BMK pokazuju pozitivne u¢inke na smanjene simptoma intolerancije
na laktozu produkcijom mlijec¢ne kiseline i omogucavanjem lakSe probave laktoze. Takoder,
bakterije roda Bifidobacterium i Lactobacillus fermentiranu hranu potencijalno obogacuju
vitamin B kompleksom. Pankreasna lipaza (PL) je enzim koji hidrolizira masti u monogliceride
1 slobodne masne kiseline te omogucava apsorpciju masti u crijevima. Dokazano je da odredeni
fermentori iz grupe BMK imaju mogucénost redukcije aktivnosti PL i do 50 % te tako smanjuju
apsorpciju masti u crijevima. Takoder, odredeni sojevi Lactobacillus helveticus poticu sintezu
glukagonu sli¢nih peptida 1 (GLP-1) koji povecavaju osjecaj sitosti (Mathur i sur., 2020).
Konzumacijom hrane s antioksidativnim djelovanjem, to¢nije hrane s visokom koncentracijom
vitamina C, E, polifenola i karotenoida, pojac¢ava se prirodno prisutan mehanizam obrane od

oksidativnog stresa. Novija su istrazivanja dokazala kako mlijecni peptidi, nastali hidrolizom
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kazeina, i proteini sirutke djeluju antioksidativno, na nacin da privlace i neutraliziraju radikale
superoksida (Marcone i sur., 2016).

Prema Peighambardoust i sur. (2021) sojino mlijeko i fermentirani proizvodi na bazi soje
zanimljivi su izvori bioaktivnih peptida. Navode kako kefir proizveden iz sojinog mlijeka
pokazuje zna¢ajna antimutagena i antioksidativna svojstva. Takoder, hidrolizom sojinih peptida

pomocu mikrobnih proteaza nastaju bioaktivni peptidi izrazenog antioksidativnog djelovanja.

2.2. PROTEOLITICKI SUSTAVI BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Autohtone vrste BMK ¢esto obitavaju u ekstremnom okolisu koji karakteriziraju varijacije
temperature, pH vrijednosti i dostupnosti nutrijenata zbog c¢ega su razvile specifican
metabolizam koji im omogucuje kompetitivnu prednost nad drugim mikroorganizmima. Ova
prednost manifestira se kroz razvijeni specifi¢ni proteoliti¢ki sustav i proizvodnju bakteriocina.
Bakteriocini se definiraju kao peptidi koji inhibiraju rast bakterijskih vrsta koje nisu nuzno
srodne soju koji ih proizvodi. Proteoliticki sustav hidrolizira slozene proteine, ¢ime se
omogucava rast i proces fermentacije u BMK. Produkti hidrolize su aminokiseline i jednostavni
peptidi s raznolikim fizioloSkim ulogama: sinteza proteina, intracelularna regulacija pH,
rezistencija na stresne uvjete te generiranje metabolicke energije (Venegas-Ortega i sur., 2019).
Ve¢ina BMK izoliranih iz fermentiranih mlije¢nih proizvoda su auksotrofi za nekoliko
aminokiselina te njihov rast u mediju bogatom proteinima ovisi o ekspresiji kompleksnog
proteolitickog sustava. Proteoliti¢ki sustav najbolje je proucen i opisan kod Lactococcus lactis
(Beganovi¢ i sur., 2013). Zbog niske koncentracije slobodnih aminokiselina u okolisu,
hidroliticki enzimi ovog sustava imaju vaznu ulogu u opskrbi stanica spojevima s dusikom koji
su esencijalani za njihov rast. Prema Kieliszek i sur. (2021) proteoliti¢ki sustav bakterija
mlije¢ne kiseline sastoji se od proteinaza, peptidaza i specifiénih transportnih proteina.
Izvanstani¢ne proteinaze cijepaju proteine na peptide koji se pomocu transportnog sustava
prenose unutar stanice gdje ih intracelularne peptidaze cijepaju na manje peptide |i
aminokiseline. Optimalna pH vrijednost za rast i razvoj proteolitickih bakterija iznosi 77,5
dok velike temperaturne varijacije negativno utjecu na aktivnost proteolitickih enzima. BMK
pokazuju raznoliku proteoliticku aktivnost ovisno o vrsti, podvrsti ili soju. Lactococcus
salivarius subsp. thermophilus i Lactococcus lactis subsp. cremonis smatraju se najaktivnijim
vrstama kuglastih BMK, dok je najvisa proteoliticka aktivnost medu Stapi¢astim BMK
zabiljezena kod Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,

Lactobacillus helveticus i Lactobacillus acidophilus.



2.2.1. Izvanstani¢ne proteinaze

Izvanstanicne proteinaze sintetiziraju se u obliku proproteina duzine oko 2000 aminokiselinskih
ostataka. SmjeStene su na povrsSini stanica gdje su kovalentnim vezama vezane za stanicnu
stijenku bakterija te sadrze nekoliko funkcionalnih regija (Yukalo i Krupa, 2017).

Prva funkcionalna regija od N-terminalnog kraja enzima je PP (pre- i pro- sekvence) koja se
sastoji presekvence duzine oko 40 aminokiselinskih ostataka i prosekvence duzine oko 150
aminokiselinskih ostataka. PrtM protein (lipoprotein) nalazi se unutar stanice te je odgovaran
za autoproteolizu prosekvence (154 aminokiselinskih ostataka) novosintetiziranog proproteina.
Druga funkcionalna regija (engl. catalytic serine protease domain, PR), koja je ujedno i aktivni
centar enzima, gradena je od asparaginske kiseline, histidina i serina te je duzine oko 500
aminokiselinskih ostataka. Trec¢a funkcionalna regija je insercijska regija (I) duzine oko 150
aminokiselinskih ostataka te je zasluzna za afinitet prema supstratu. Nakon regije I, nalaze se
domene A i B, ¢ije funkcije nisu dovoljno istrazene, no smatra se da sudjeluju u stabilnosti
aktivnosti proteinaza. Sljedeta regija je H regija, gradena od a-uzvojnice duzine 200
aminokiselinskih ostataka te je s jedne strane povezana s regijom B, a s druge sa stani¢cnom
stijenkom bakterije. Regija H prisutna je u nekoliko proteinaza, tj. u PrtP, PrtS i PrtH.
Posljednja regija je hidrofilna regija W, koja sadrzi sekvencu bogatu Pro-Gly i Ser-Thr nalik na
stani¢nu stijenku Gram-pozitivnih bakterija. Proteinaze PrtP (izolirana iz Lactococcus lactis),
PrtS i PrtR sadrze nakon regije W (regija stani¢ne stijenke) regiju AN (regija pri¢vri¢ivanja),
koja direktno sudjeluje u povezivanju proteinaza i stani¢ne stijenke (Kieliszek i sur., 2021).

Na slici 1 shematski su prikazane proteinaze vezane na stani¢nu stijenku raznih sojeva BMK.
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Slika 1. Shematski prikaz proteinaza vezanih na stani¢nu stijenku (SS) raznih sojeva BMK

(prema Savijoki i sur., 2006)
PP oznacava pre- i prosekvencu, PR proteaznu domenu, | insercijsku domenu, A A domenu, B B domenu, H
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2.2.2. Transportni sustavi peptida

Peptidi nastali degradacijom kazeina, transportiraju se u unutrasnjost bakterijske stanice
pomocu tri proteinska sustava: Opp, DtpT 1 Dpp. Opp proteini pripadaju ABC transporterima
te se sastoje od dvije molekule za vezanje nukleotida (OppD, OppF), dva proteina integrirana
u stani¢nu membranu (OppB, OppC) te proteina koji veze oligopeptide (OppA). Za djelovanja
Opp transportnog sustava potrebna je energija u obliku ATP-a, kako bi se u stanicu unijeli
peptidi od Cetiri do osam aminokiselinskih ostataka. Specifi¢no, Opp sustav u Lactococcus
lactis transportira kompleksne peptide koji su duljine od pet do dvadeset aminokiselinskih
ostataka. Transport kra¢ih peptida, tj. dipeptida i tripeptida vrsi se sustavom DtpT i Dpp. Sustav
Dpp transportira di-, tri- i tetrapeptide uz utrosak ATP-a, koji pretezito sadrze hidrofobne
aminokiselinske ostatke te najveci afinitet pokazuje prema tripeptidima. Sustav DtpT

transportira hidrofilnije di- i tripeptide (Kieliszek i sur., 2021; Beganovi¢ i sur., 2013).

2.2.3. Unutarstani¢ne peptidaze

Skupina ovih enzima moZze se klasificirati u dvije grupe: endopeptidaze (oligopeptidaze) i
aminopeptidaze. Endopeptidaze djeluju na intracelularne veze u peptidima, dok
aminopeptidaze odstranjuju aminokiseline s N- i C-terminalnih krajeva peptida. Velik broj ovih
enzima izolirano je iz BMK rodova Lactococcus i Lacticaseibacillus te okarakterizirano kao

metaloenzimi (Kieliszek i sur., 2021).



Nakon uspjeSnog transporta oligopeptida u unutrasnjost bakterijske stanice, zapazena je
primarno aktivnost aminopeptidaze PepN i PepC te X-prolil dipeptidil aminopeptidaza (PepX).
Produkti prije nabrojenih enzima supstrati su raznih di- i tripeptidaza, ¢ija aktivnost varira od
soja do soja BMK. Dipeptidaze PepV i PepD te tripeptidaza PepT stupaju u interakcije s
peptidima koji pretezito sadrzavaju hidrofobne aminokiselinske ostatke (leucin, metionin,
fenilalanin, glicin), dok ostatak ovih enzima pokazuje vecu specificnost prema svojim
supstratima. PepA odstranjuje od tri do devet aminokiselinskih ostataka s N-terminalnog kraja
peptida, PepP kao supstrat koristi tripeptide s prolinom na srediSnjem polozaju, PepR 1 Pepl
stupaju u interakcije s dipeptidima u kojima je prolin na prvoj poziciji, PepQ s dipeptidima u
kojima je prolin na drugoj poziciji, dok PepS Koristi peptide s dvije do pet aminokiselina od
kojih je barem jedna arginin ili peptide koji sadrzavaju aromatski aminokiselinski ostatak na
N-terminalnom kraju (Yukalo i Krupa, 2017).

Produkti unutarstani¢nih hidroliza su slobodne aminokiseline, koje BMK sluze za rast i sintezu
proteina, ¢ime se znacajno smanjuje potrebna energija za sintezu novih aminokiselina (de novo
sinteza aminokiselina) (Kieliszek i sur., 2021).

Na slici 2 shematski su prikazani proteoliticki sustavi BMK.

Peptidi

‘ \ s Izvanstanicni prostor
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proteinaze Transportni
proteini
Opp| |Ppp| |Dtp Stani¢na stijenka
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. ® @
Slobodne aminokiseline

Slika 2. Shematski prikaz proteolitickih sustava BMK (prema Raveschot i sur., 2018)



2.3. BIOAKTIVNI SASTOJCI MLIJEKA

Mlijeko je koloidna tekuéina, slozenog sastava, koju pomoc¢u mlijecnih zlijezda luce zenke svih
vrsta sisavaca kako bi zadovoljile nutritivne potrebe novorodencadi (Fox, 2008).

sisavaca. lzvor je laktoze, lipida, proteina, vitamina, minerala, oligosaharida, faktora imuniteta,
imunoglobulina, hormona, enzima i neonatalnih faktora rasta. Ove komponente izravno
sudjeluju u razvoju raznih tjelesnih funkcija kao Sto su kardiovaskularni sustav,
imunomodulacija, metabolicki i1 zivcani razvitak te utvrdivanje i implementacija mikrobioma
crijeva (Punia i sur., 2020).

Specifi¢ni proteini mlijeka uklju€eni su u rani razvoj novorodencadi, odnosno razvoj
imunoloskog sustava dok drugi sudjeluju u neimunoloskoj obrani (npr. laktoferin). Prosjecni
uzorak jedne litre mlijeka sadrzi 33 g lipida, koje ¢ine u postotku od 95 % triacilgliceroli s
razli¢itim duljinama masnih kiselina i zasi¢enosti (Haug i sur., 2007).

Sastavni dio fosfolipida mlije¢ne masti je kolin koji sudjeluje u oksidaciji masti u jetri te na taj
nacin odrzava ravnoteznu koncentraciju kolesterola. Najve¢i udio Secera u mlijeku Cini laktoza
koja osim $to je vazan izvor energije, pozitivno stimulira djelovanje probavnog sustava te
povecava apsorpciju fosfora i kalcija u organizmu. Mlijeko 1 mlijecni proizvodi bogati su
makro- i mikronutrijentima, a znacajan su izvor kalcija, vitamina D, kalija, magnezija, vitamina
A te konjugirane linolenske kiseline koja pokazuje protukancerogeno i imunostimulirajuce
djelovanje (Curin i Cetini¢, 2007).

Najvazniji antioksidansi u mlijeku su selen, vitamin E 1 vitamin A, ¢ija je funkcija sprjeCavanje
oksidacije mlijeka 1 zaStita stanica producenta. Takoder, antioksidacijski potencijal mlijeka
povecava i prisutnost aminokiselina sa sumporom, kao §to su metionin i cistein, karotenoidi i
antioksidativni enzimi (superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza) (Punia i sur.,
2020).

posjeduje velik broj benefita za ljudsko zdravlje, od pravilne sinteze i funkcionalnosti kostanog
tkiva do prevencije hipertenzije, raka debelog crijeva i dojke, te stvaranja bubreznih kamenaca.
Kravlje mlijeko sadrzi u prosjeku 32 g proteina/L, koji predstavljaju izvor esencijalnih
aminokiselina. Najvecu frakciju proteina u mlijeku ¢ine kazein (80 %) i proteini sirutke.
Proteini sirutke (engl. whey proteins) globularne su strukture te su za razliku od kazeina bolje
topljivi u vodenom mediju. Sastoje se od nekolicine frakcija: a-laktalbumin, B-lactoglobulin,

albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA) i imunoglobulini. Benefiti



konzumacije ovih proteina poznati su stolje¢ima, te se u danasnjici koriste u proizvodnji sira i

kao aditivi u raznim prehrambenim proizvodima (Haug i sur., 2007).

2.3.1. Kazein

Primarni protein mlijeka, kazein, sastoji se od ¢etiri frakcije: asi-, asz-, B- i k-kazein (slika 3).
Svaka frakcija sadrzi znacajan broj prolina, Sto sprjeCava stvaranja sekundarne proteinske
strukture (a-uzvojnice 1 B-nabrane ploce) te omogucava nasumic¢no smatanje polipeptidnih
lanaca (Kieliszek i sur., 2021).

Kazein se u mlijeku nalazi u obliku micelijskih Cestica koje su stabilne i visoko hidratirane, a
sastoje se od kazeina i anorganskog kalcijevog fosfata. U kravljem mlijeku, kazeinske micele
u prosjeku su veli¢ine oko 200 nm u promjeru. Kazeinske micele izgradene su od oko 20 000
individualnih proteinskih molekula koje ne formiraju tipi¢nu micelijsku strukturu, ve¢ nastaju
agregacijom as- i B-kazeina uz pomo¢ kalcijeva fosfata, dok k-kazein sudjeluje u povrsinskoj

stabilizaciji same strukture (Dalgleish, 2011).

Slika 3. Shematski prikaz predlozene strukture kazeinske micele (prema Raveschot i sur.,

2018)
as- i B-kazein ( ) stupaju u elektrostatske interakcije s kalcijevim fosfatom (sivo) kako bi stabilizirali
strukturu micela. Pojedini B-kazeini stupaju u hidrofobne interakcije s ostalim frakcijama kazeina (plavo). k-kazein
(zeleno) smjesten na povrsini micele s hidrofilnim dijelom molekule (crno) okrenute prema van stabilizira vanjsku
strukturu kazeinske micele



Bioloska funkcija kazeina je prijenos kalcija i fosfata te poboljsanje rada probavnog sustava,
dok se njegovom razgradnjom generiraju potencijalni efektori raznih procesa u ljudskom
organizmu. 1z tog se razloga nekolicina njih proizvodi na industrijskoj skali te koriste u
formulaciji funkcionalne hrane i farmaceutskih pripravaka (Haug i sur., 2007).

Brojna istrazivanja sugeriraju kako je kazein odlican prekursor za nastanak Sirokog spektra
bioaktivnih peptida s antimikrobnim, imunomodularnim, antikoagulacijskim i ACE-
inhibitorskim djelovanjem (Fan i sur., 2019).

2.3.1.1. Razgradnja kazeina

BMK Kkarakterizira brz unutarstani¢ni metabolizam te je potreba za ugljikohidratima i
proteinima kod ove skupine bakterija veoma izraZzena. Kako koli¢ina slobodnih aminokiselina
u mlijeku ne zadovoljava njihove potrebe, BMK razgraduju mlijecne proteine (primarno
kazein) te time osiguravaju potrebne nutrijente (Kieliszek i sur., 2021).

U prvom koraku proteolize, izvanstani¢ni proteliticki enzimi razgraduju lanac kazeina na manje
jedinice. Lactococcus lactis posjeduje dva izvanstani¢na enzima: laktocepin I (PI-) i laktocepin
11 (PIll-) te su Kklasificirani po specifi¢nosti prema individualnim frakcijama kazeina.
Laktocepin I primarno stupa u interakcije s B-kazeinom koji sadrzava velik udio hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka i velik broj prolina na C-terminalnom kraju polipeptidnog lanca. -
kazein razgraden je na viSe od 100 razli¢itih oligopeptida koji sadrzavaju od Cetiri do trideset
aminokiselinskih ostataka, dok najvec¢i udio nastalih oligopeptida sadrze od Cetiri do deset
aminokiselinskih ostataka. k-kazein razgraden je do jo§ manjih jedinica, takoder djelovanjem
istih enzima (PI i PIII). Laktocepin Il (PIlI-) podjednako uspjesno razgraduje aS1-, - i k-
kazein, Sto sugerira kako ove proteinaze cijepaju veci broj peptidnih veza u usporedbi s
laktocepin | proteinazama (Yukalo i Krupa, 2017).

Peptidi nastali djelovanjem proteinaza vezanih za stanicnu membranu transportiraju se u
bakterijsku stanicu pomocu transportnih sustava Opp, Dpp 1 DtpT. Daljnja degradacija vrsi se
uz pomo¢ unutarstani¢nih peptidaza. Unutarstani¢ne peptidaze nisu u moguc¢nosti hidrolizirati

nativne frakcije kazeina, ve¢ samo unutarnje veze kazeinskih derivata (Kieliszek i sur., 2021).
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2.4. BIOAKTIVNI PEPTIDI

Bioaktivni peptidi definiraju se kao specifi¢ni proteinski fragmenti, nastali u vecini slucajeva
djelovanjem enzima iz vec¢ih proteina. Sekvence ovih proteina nalaze se unutar sekvenci
mlijecnih proteina te bez njihovog enzimskog oslobodenja ostaju neaktivni, §to se moze postici
fermentacijom mlijeka pomocu starter kulture (BMK) ili enzimskom hidrolizom pomocu
gastrointestinalnog sustava. Djelovanje samog bioaktivnog peptida ovisi primarno o sastavu
aminokiselinskih ostataka i njihovom redoslijedu. Potvrdeno je kako je prosjecna duljina od 2
do 20 aminokiselinskih ostataka, s nekolicinom hidrofobnih aminokiselinskih ostataka uz
prolin, lizin i arginin. Najvaznija funkcionalna svojstva za karakterizaciju bioaktivnih peptida
prema Peighambardoust i sur. (2022) su: topljivost, sposobnost stabilizacije emulzija,
sposobnost pjenjenja, kapacitet zadrzavanja vode i hidrofobnost. Topljivost bioaktivnih peptida
ovisi primarno o molekulskoj masi i aminokiselinskom sastavu. Generalno, topljivost peptida
se povecava sa smanjenjem molekulske mase te ve¢im udjelom polarnih aminokiselinskih
ostataka, ¢ime se formiraju vodikove veze, u odnosu na hidrofobne ostatke. Sposobnost
stabilizacije emulzije bazira se na interakciji peptida i uljnih kapljica tijekom homogenizacije,
¢ime se stvara sloj odbijanja i sprjec¢ava sjedinjenje uljne faze. Ova sposobnost ovisi primarno
o duzini samih peptida te duzi peptidi bolje stabiliziraju emulzije, zbog mogucnosti
reorijentacije prema uljnoj i vodenoj fazi. Sposobnost pjenjenja, slicno kao i Sposobnost
stabilizacije emulzija, bazira se primarno na molekulskoj masi peptida. Peptidi s vecom
molekulskom masom pozitivno utjeCu na stabilnost pjene. S druge strane, denaturirani i
hidrolizirani proteini mogu stvarati pjene zahvaljuju¢i njihovim strukturnim promjenama, zbog
¢ega olakSano migriraju kroz sustav voda-zrak i vr$e reorijentaciju. Kapacitet zadrzavanja vode
kljucan je parametar za koriStenje peptida u prehrambenoj industriji te opisuje mehanicka
svojstva (elasti¢nost, plasti¢nost) prehrambenih proizvoda. Ovaj parametar ovisi 0
koncentraciji peptida, pH 1 vrsti koriStenih enzima tijekom dobivanja samih peptida. Takoder,
ovaj parametar ovisi i 0 molekulskoj masi i udjelu hidrofilnih aminokiselinskih ostataka, te
hidrofilni peptidi s nizim molekulskim masama pokazuju bolji kapacitet zadrzavanja vode.
Hidrofobnost je svojstvo o kojem ovisi fizicka interakcija izmedu peptida 1 bioloSkih molekula,
Sto direktno utjece na njihovo djelovanje. Djeluje na moguénost povezivanja proteina i
stanicnih membrana stanica, interakcije izmedu proteina 1 formiranje kompleksnih struktura s
raznim bioloskim molekulama. Hidrolizom proteina, hidrofobni aminokiselinski ostaci,
prethodno smjeSteni u unutra$njosti nativne proteinske strukture, izlaze na povrsinu ¢ime se

povecava povrsSinska hidrofobnost i pove¢ava mogucénost prije opisanih interakcija.
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Faktori kao $to su proteinski sastav, prehrana i genetika sisavca proizvodaca, okolisni uvjeti,
stupanj laktacije i fiziolosko stanje samog sisavca, mogu direktno utjecati na sastav proteina u
mlijeku, a time i na sastav bioaktivnih peptida i njihovo djelovanje. Do sada je u bazi podataka
,Biopep* zabiljezeno 1500 razlicitih bioaktivnih peptida s raznolikim pozitivnim djelovanjem
na ljudsko zdravlje (Punia i sur., 2020; Sanchez i Vazquez, 2017). Fokus su mnogih istrazivanja
zbog svog visokog afiniteta za tkiva, specifi¢nosti i efikasnosti u odrzavanju zdravlja (Daliri i
sur., 2017). Takoder, bioaktivni peptidi smatraju se novom generacijom bioloski aktivnih
regulatora, Cije je djelovanje raznoliko: sprjecavanje oksidacije i mikrobioloske degradacije
hrane; lijecenje raznih medicinskih stanja. Iako su bioaktivni peptidi identificirani i izolirani iz
mnogo prirodnih sirovina, kravlje mlijeko, sir i mlije¢ni proizvodi smatraju se Ssirovinama
najbogatijim bioaktivnim proteinima, a stoga i bioaktivnim peptidima. Takoder, od zivotinjskih
izvora pronadeni su i u kravljoj krvi, zelatini, mesu, jajima te ribama (tuna, sardina, haringa,
losos). S druge strane, biljne sirovine kao $to su pSenica, kukuruz, soja, riza, gljive, bundeva,
kineska Secerna trska i amarant takoder sadrze bioaktivne peptide u svom sastavu (Sanchez i
Vazquez, 2017).

Mlije¢ni proteini bogat su izvor bioaktivnih peptida koji nastaju enzimskom hidrolizom ili
mikrobioloskom fermentacijom. Kako je navedeno prije, hidroliza se moze provesti in vivo
tijekom probavnog procesa uz pomoc¢ probavnih enzima (npr. tripsin) ili uz pomo¢ enzima
mikrobiote crijeva, procesiranjem i fermentacijom hrane ili in vitro hidrolizom uz izolirane
enzime. Tijekom probave, bioaktivni peptidi mogu biti apsorbirani iz crijeva u krvotok te
djelovati lokalno na probavni sustav ili ispoljavati opcenitije benefite za cijeli organizam
(Marcone i sur., 2016).

Jedan od primarnih problema vezano uz bioaktivne peptide je njihova bioraspolozivost nakon
konzumacije (Rojas-Ronquillo i sur., 2012).

Fermentacija mlijeka pomo¢u BMK smatra se najboljim pristupom za dobivanje bioaktivnih
peptida zbog svoje cijene, ali i jednostavnosti samog procesa (Sanchez i Vazquez, 2017).
Razvitak znanosti o peptidima omogucuje KoriStenje raznih alata kao $to su kromatografija,
masena spektrometrija te bioinformatika brzo i precizno proucavanje heterogenih peptida.
Kombinacijom kapilarne elektroforeze, teku¢inske kromatografije, teku¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti, masene spektrometrije i tekucinske kromatografije temeljene na
hidrofilnim interakcijama dokazane su sekvence bioaktivnih peptida u homogeniziranom
mlijeku 1 ljudskim uzorcima kao §to je krvi serum, urin i ostalih tekucina iz gastrointestinalnog
sustava (Punia i sur., 2020).

Bioaktivni peptidi iz mlijeka mogu djelovati na rizi¢ne faktore razvijanja kardiovaskularnih
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bolesti, Sto ukljucujuce hipertenziju, trombozu, razne upalne procese i narusavanje lipidnog
metabolizma, $to korisnicima daje alternativu za sintetske farmaceutske pripravke (Marcone i
sur., 2016). Na slici 4 prikazana su do sada ustanovljena funkcionalna svojstva bioaktivnih
peptida, odnosno njihov utjecaj na metabolizam.

Bioaktivni peptidi, kao $to su fosfopeptidi koriste se u proizvodnji funkcionalne hrane te sluze
kao dodatci prehrane ili u medicinske svrhe. Dodatak bioaktivnih peptida u hranu moze
potencijalno popraviti zdravlje samih potrosaca, primarno zbog svojih antimikrobnih svojstava,

¢ime se mogu kontrolirati infekcije te prevenirati razne bolesti (Punia i sur., 2020).

«I

Unapr] edenje
probavnog sustava

kardiovaskularnog
sustava

[ Sprjecavanje nastanka J

Unaprjedenje J

i

Peptidi iz mlijeka

slobodnih radikala

Regulacija tjelesne

mase

1T

Slika 4. Funkcionalna svojstva bioaktivnih peptida iz mlijeka i njihov utjecaj na metabolizam
Covjeka (prema Punia i sur., 2020)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom diplomskom radu provedena je detekcija proteoliticke aktivnosti bakterija mlije¢ne

kiseline Lactobacillus, Lactococcus i Enterococcus rodova. U tablici 1 prikazani su sojevi

BMK, izolirani iz razli¢itih ekostanista, koji su koristeni u in vitro eksperimentima detekcije

aktivnosti proteinaza. Sojevi su pohranjeni u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za

tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Tablica 1. Autohtoni sojevi bakterija mlije¢ne kiseline izolirani iz razli¢itih tradicionalno
proizvedenih fermentiranih proizvoda, koristeni u detekciji proteoliticke aktivnosti, i uvjeti

Naziv i oznaka soja
Lactobacillus helveticus M92
Lactobacillus brevis D6
Lactobacillus brevis ZG1-K7
Lactobacillus brevis SF9B
Lactobacillus brevis SF15B
Lactobacillus plantarum SF9C
Lactobacillus plantarum
SF15C
Lactobacillus plantarum D13
Lactobacillus fermentum D12
Enterococcus faecium ZGZA7-
10
Lactococcus lactis ZGPR1-51
Lactococcus lactis ZGPR2-4
Lactococcus lactis ZGPR2-11
Lactococcus lactis ZGBP4-1
Lactococcus lactis ZGBP4-2

njihovog ¢uvanja

EKkostaniste
Silaza
Dimljeni sir
Svjezi sir
Kiseli kupus
Kiseli kupus
Kiseli kupus

Kiseli kupus

Dimljeni sir
Dimljeni sir

Svjezi sir

Svjezi sir
Svjezi sir
Svjezi sir
Svjezi sir

Svjezi sir

Uvjeti cuvanja
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno

MRS, 37 °C, anaerobno
MRS, 37 °C, anaerobno
M17, 37 °C, aerobno

M17, 37 °C, aerobno
M17, 37 °C, aerobno
M17, 37 °C, aerobno
M17, 37 °C, aerobno
M17, 37 °C, aerobno
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Tablica 1. Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline koriSteni u detekciji proteoliticke aktivnosti,
ekostaniste i uvjeti Cuvanja - nastavak

Naziv i oznaka soja EkostanisSte Uvjeti uvanja
Lactococcus lactis ZGBP5-32 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis ZGBP5-51 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis ZGBP6-51 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis ZGZAT7-6 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis ZGZA9-2 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno
Lactococcus lactis ZGZA9-11 Svjezi sir M17, 37 °C, aerobno

3.1.2. Hranjiva podloga

a) Hranjiva podloga za rast Lactobacillus i Enterococcus sojeva

Tablica 2. Sastav MRS (engl. De Man, Rogosa i Sharpe) krute hranjive podloge

Sastojak g/L destilirane vode
Pepton 10
Mesni ekstrakt 10
Kvascev ekstrakt 5
Glukoza 20
Tween 80 1
MgSO4x7H20 0,1
MnSOsx7H20 0,05
Natrijev acetat 5
Agar 20

pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 min.

MRS tekuca hranjiva podloga istog je sastava kao MRS agar podloga, ali bez dodatka agara.
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b) Hranjiva podloga za rast Lactococcus sojeva

Tablica 3. Sastav M17 krute hranjive podloge

Sastojak g/L destilirane vode
Tripsinski hidrolizat kazeina 2,5
Pepton 2,5
Sojin pepton 5
Kvaséev ekstrakt 2,5
Mesni ekstrakt 5
Laktoza 5
Natrijev glicerofosfat 19
Magnezijev sulfat 0,25
Askorbinska kiselina 0,5
Agar 20

pH vrijednost podloge iznosi 7,1, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 min.

M17 tekuca podloga je istog sastava kao podloga M 17 agar, ali bez dodatka agara.

3.1.3. Kemikalije

Acetonitril (ACN), VWR Chemicals, SAD

Agar, Biolife, Italija

Amonijev dihidrogenfosfat, Merck, Njemacka
Fenolftalein, Kemika, Hrvatska

Fosfatna kiselina, Merck, Njemacka

HCCA (a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina) stock otopina matrice, Sigma, SAD
Izopropanol, Merck, Njemacka

Kalibrant za MALDI/TOF-TOF, Sigma, SAD
Natrijev hidroksid, Kemika, Hrvatska

Obrano mlijeko u prahu, Sigma-Aldrich, Svicarska
Trifluoroctena kiselina (TFA), Merck, Njemacka
Ultracista voda, 18 M Q cm™
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3.1.4. Pufer

Pufer za kromatografiju isklju¢ivanja: 150 mM Na;HPO4

3.1.5. Aparatura i pribor

Analiticka vaga, Sartorius, Njemacka

Automatske pipete, Eppendorf, SAD

Centrifuga Centric, Tehtnica, Slovenija

Centrifuga s hladenjem 5804R, Eppendorf, SAD

Eppendorf kivete, Eppendorf, SAD

Epruvete, Scherf Prizision Europe GmbH, Njemacka

Erlenmayer tikvice, Gram-mol, Hrvatska

Filter veli¢ina pora 0,4 um, Sigma-Aldrich, SAD

Filter veli¢ine pora 0,2 um, Sigma-Aldrich, SAD

HPLC 1260 Infinity sa sakupljacem frakcija, Agilent Technologies, SAD
HPLC 1290 Infinity LC System, Agilent Technologies, SAD

HPLC Dionex Ultimate 3000 RSLC nano sustav uz UV/VIS detektor, Thermo Fischer
Scientific, SAD

Kivete za centrifugiranje Falcon, neoLab, Njemacka

LC/MS 6460 TripleQuad, Agilent Technologies, SAD

Liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Njemacka

Magnetska mijeSalica IKA WERKE, Njemacka

MALDI plo¢ica, MTP Anchor Chip 384 BC, Bruker, Njemacka
MALDI-TOF/TOF, Bruker, Njemacka

Petrijeve zdjelice, Golias, Slovenija

pH metar, Metrohm, Svicarska

Proteineer fcll sakupljac frakcija, Bruker, Njemacka

Stalci za Eppendorf kivete, neoLab, Njemacka

Stalci za epruvete, neoLab, Njemacka

Standardi peptida, Thermo Fischer Scientific, SAD

Termostat, Instrumentarija, Hrvatska

Ultrazvuc¢na kupelj Elmasonic S 60 H, Elma, Njemacka

Uredaj za procis¢avanje vode, Synergy UV ultrapure Water (type 1), Sigma, Njemacka
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e Vaga, Tehtnica, Slovenija
e Viale, Agilent Technologies, SAD
e Vortex V1 plus, Biosan, Latvija
e Zamrzivac (-80 °C), Eppendorf, Njemacka
e Kolone:
» Acclaim PepMap 100 Cis, 3 um, 100 A, 75 um i.d. x 15 cm, Thermo Scientific,
SAD
= Agilent, Bio SEC-3, 3 um, 100 A, 4,6 x 300 mm
= ACQUITY UPLC®BEH CI18 1,7 um, 2,1x50 mm, Waters, SAD

3.1.6. Programi i baze podataka

e MassHunterWorkstation - program za identifikaciju pikova i analizu spektra, Agilent
Technologies, SAD

e Milk Bioactive Peptides Database- baza podataka, pristupljeno 11.04.2022.

e ProteinScape, verzija 3.0 - program za pretragu baze podataka s integriranim MASCOT
algoritmom za pretraZivanje baze podataka, Bruker, Njemacka

e Skyline, verzija 4.2.0. - program za kreiranje metoda za ciljanu analizu proteina,
MacCoss Lab Software, SAD

e SwissProt - baza podataka, pristupljeno 11.04.2022.

e WARP-LC, verzija 1.3 - program za automatizirano snimanje MS i MS/MS spektara,

Bruker, Njemacka

3.2. METODE

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje radnih mikroorganizama

Sojevi BMK ¢uvani su pri -80 °C u tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % v/v glicerola
kao krioprotektivnog sredstva. 24 sata prije provodenja eksperimenta sojevi su inokulirani u
optimalni hranjivi medij (MRS ili M17, poglavlje 3.1.2.), odnosno obrano mlijeko te inkubirani

pri optimalnim uvjetima rasta navedenim u tablici 1.

3.2.2. Odredivanje proteoliticke aktivnosti bakterija mlije¢ne kiseline
Proteoliticka aktivnost prekono¢nih kultura odredena je kvalitativnom metodom difuzije u

podlogu koja sadrzi obrano mlijeko uz dodatak agara. Pripremljena sterilna kruta podloga s
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obranim mlijekom (10 %) uz dodatak 1 % (m/V) agara ohladena je i izlivena u Petrijeve
zdjelice. Nakon skrutnjivanja podloge, pomocu laboratorijskog busaca promjera 7 mm izbusene
su ,,rupe” u agaru te je ukapano po 50 ul. biomase stanica i supernatanta kulture stanica
odabranih sojeva (tablica 1). Pripremljene Petrijeve zdjelice inkubirane su na sobnoj
temperaturi te su zone razgradnje kazeina, koje potencijalno upucuju na proteoliticku aktivnost,
mjerene nakon 24 sata. Nakon mjerenja zona inhibicija odabran je soj s najboljom
proteolitiCkom aktivnosti (Lactococcus lactis ZGBP5-32) u svrhu odredivanja bioaktivnih

peptida.

3.2.3. Priprema uzorka za odredivanje bioaktivnih peptida

Dan prije izvodenja eksperimenta, soj Lactococcus lactis ZGBP5-32 inokuliran je u M17
tekucu hranjivu podlogu 1 preko noci aerobno inkubiran na 37 °C. Porasle kulture stanica
centrifugirane su pomocu centrifuge (Centric, Tehtnica, Slovenija) te je biomasa stanica
resuspendirana u mlijeku ,,VVeronika“. Uzorci mlijeka ,,Veronika® s precijepljenom kulturom L.
lactis ZGBP5-32 inkubirani su 24 i 48 sata na 37 °C u 3 paralele. Uzorci mlijeka s
precijepljenom kulturom i kontrola (mlijeko ,,Veronika®) u 3 paralele liofilizirani su u Christ
Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka).

3.2.4. Odredivanje broja stanica odabranog soja Lactococcus lactis ZGBP5-32 te utvrdivanje

acidifikacijskog kapaciteta

3.2.4.1. Odredivanje broja stanica

Pocetni broj bakterijskih stanica te broj bakterijskih stanica nakon inkubacije od 24 hi48 hu
mlijeku ,,Veronika“ odreden je indirektnom metodom, odnosno priredivanjem odgovarajucih
razrjedenja u fizioloskoj otopini i nacjepljivanjem na M17 agar uz aerobnu inkubaciju pri 37

°C. Ukupan broj stanica odreden je prema navedenoj formuli:
CFU= (a/b) x ¢

a = broj poraslih kolonija

b = nacijepljen volumen uzorka

¢ = reciproc¢na vrijednost decimalnog razrjedenja

3.2.4.2. Odredivanje pH vrijednosti i stupnja Kiselosti
U supernatantu kulture pomoéu pH metra (Metrohm, Svicarska) izmjerena je pH vrijednost

kontrole 1 uzoraka. Stupanj kiselosti odreden je iz 1 mL uzorka supernatanta razrijedenog s 19
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mL destilirane vode u Erlenmeyerovoj tikvici. Razrijedeni uzoreci titrirani su s 0,1 M NaOH
(Kemika, Hrvatska) uz fenolftalein kao indikator do pojave ruziaste boje. Kiselost u
stupnjevima Soxhlet-Henkela (°SH ), odnosno postotak proizvedene mlijecne kiseline (%

mlijecne kiseline) odreden je prema navedenim formulama:
°SH = a x 20 X fnaoH X 2
% mlijecne kiseline = °SH x 0,0225
a =volumen 0,1 M NaOH (mL)
fnaon =1
(1 °SH ~ 0,0225 g mlijecne kiseline (%))

3.2.5 Neciljana analiza proteina

3.2.5.1. Priprema uzoraka

Liofilizirani uzorci otopljeni su u vodenoj otopini 0,1 % trifloroctene kiseline (TFA, Sigma-
Aldrich, SAD) u kona¢noj koncentraciji 1 mg/mL te filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0,2 um
(Sigma-Aldrich, SAD).

3.2.5.2. Razdvajanje peptida te skupljanje frakcija

Razdvajanje peptida provedeno je metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) pomoc¢u Dionex Ultimate 3000
RSLCnano System instrumenta (Thermo Fischer Scientific, SAD) koji je direktno povezan sa
skupljacem frakcija PROTEINEER fcIl (Bruker, Njemacka). Razdvajanje je provedeno na
koloni Acclaim PepMap 100 Cig, 3 um, 100 A, 75 um i.d. x 15 cm (Thermo Scientific, SAD)
prema parametrima navedenim u tablici 4. Sakupljene su ukupno 192 frakcije koje su
automatski sakupljene na MALDI (engl. Matrix-assisted laser desorption) ploc¢icu (MTP

Anchor Chip 384 BC, Bruker, Njemacka) prema parametrima navedenim u tablici 5.
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Tablica 4. Parametri razdavanja proteina

Pokretna faza A vodena otopina 0,1 % TFA (v/v)
Pokretna faza B TFA u acetonitrilu (ACN, v/v)
Temperatura kolone 40 °C
Protok 0,3 uL/min
Ispiranje kolone Gradijentalno
Retencijsko vrijeme B (%) Protok (uL/min)
0 2,0 0,3
10 2,0 0,3
58 40,0 0,3
59 90,0 0,3
69 90,0 0,3
70 2,0 0,3
75 2,0 0,3
Detektor UV/VIS detektor, valna duljina od 214 nm

Tablica 5. Parametri sakupljanja frakcija peptida

Protok matrice 100 pL/h
Vrijeme skupljanja frakcija 15-63 min
Vrijeme sakupljanja 15

frakcija/frakcija
Ukupan broj sakupljanja 192

frakcija

3.2.5.3. Analiza peptida spektrometrijom masa MALDI-TOF/TOF

Analiza peptida nakon separacije provedena je pomocu spektrometra masa Autoflex Speed
MALDI-TOF/TOF (engl. Time Of Flight, TOF) (Bruker, Njemacka). Vanjska kalibracija
spektra napravljena je pomocu algoritma krivulje Cetvrtog reda uz snimanje minimalno 6
signala peptida poznatih masa. Parametri snimanja MS i MS/MS spektara navedeni su u

tablicama 6 7.
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Tablica 6. Parametri snimanja MS spektara

Tip analize MS pozitiv
Detekcija iona pozitivna
lonsko zrcalo reflektron
Raspon masa 700 - 4 000 Da
Kalibracija MS spektara algoritam krivulje Cetvrtog reda uz signale

dobivene snimanjem standardnih peptida
poznatih masa, minimalno 6 signala
Tolerancija mase pri kalibraciji 50 ppm
Vrsta fragmentacije inducirana laserom

Tablica 7. Parametri snimanja MS/MS spektara nakon LC separacije
Odabir prekursora za MS/MS analizu
Maksimalna tolerancija mase peptida

unutar razli¢itih frakcija 100 ppm
Maksimalan broj frakcija u kojima 5
se dopusta ponavljanje istog peptida
Identifikacija pozadinskih signala Ponavljanje signala u 70 % frakcija
Minimalan s/n za snimanje MS/MS 50
Minimalna razlika izmedu peptida koji 5
koeluiraju / Da
Maksimalan broj peptida prekursora po 10
frakciji
MS/MS analiza
Tip analize MS/MS pozitiv
Detekcija iona Pozitivna
lonsko zrcalo Reflektron
Broj snimaka/spektar 1500
Vrsta fragmentacije Inducirana laserom

Podaci dobiveni snimanjem spektara MS i MS/MS koristeni su za pretragu SwissProt baze
podataka. Pretraga baze podataka provedena je primjenom ProteinScape, verzija 3.0 (Bruker,

Njemacka) s parametrima navedenim u tablici 8.
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Tablica 8. Parametri pretrage baze podataka

Taksonomija Bos taurus
Enzim Nespecifi¢no cijepanje
Varijabilne modifikacije Oksidacija metionina, deaminacija
asparagina i glutamina
Tolerancija mase prekursora 100 ppm

Dobivene proteinske sekvence peptida pretrazene su pomocu baze podataka za bioaktivne peptide

izolirane iz mlijeka (engl. Milk Bioactive Peptide Database, MBPD).

3.2.6. Ciljana analiza peptida-relativna kvantifikacija i karakterizacija bioaktivnih peptida LC-
MRM-MS metodom

Kako bi se kvantificirali peptidi s bioaktivnim svojstvima odabrana je LC-MS/MS metoda
visestrukog pracenja reakcije (engl. multiple reaction monitoring, MRM). Nakon identifikacije
bioaktivnih peptida za optimizaciju metode MRM KoriStena je verzija softvera Skyline
21.1.0.278. Razvoj metode i analiza uzorka provedena je pomoc¢u 6460 TripleQuad LC/MS
sustava opremljenog s elektrosprej ionizacijskom tehnikom. Za razvoj metode koristeni su
standardi peptida (Thermo Fisher Scientific, SAD). Parametri analize postavljeni su kao §to je
opisano u Novak i sur. (2022) te su navedeni u tablici 9. Za kromatografsko razdvajanje
koristena je ACQUITY UPLC® BEH Cis 1,7 um, 2,1x50 mm (Waters, SAD) kolona. Analiza
spektara provedena je pomocu MassHunterWorkstation softwarea (Agilent Technologies,
SAD).

Tablica 9. Parametri kromatografskog razdvajanja peptida LC-MRM-MS metodom

Mobilna faza A 0,1 % vodena otopina mravlje kiseline (v/v)
Mobilna faza B Acetonitril
Temperatura 40 °C
Protok 0,3 mL/min
Ispiranje kolone Gradijentalno
Detekcija MS, metoda MRM
Detekcija iona Pozitivna

3.2.7. Odredivanje mase peptida teku¢inskom kromatografijom isklju¢ivanja po veli¢ini

Kako bi se odredio raspon masa nastalih peptida te pratila dinamika proteolize u uzorcima
provedena je kromatografija iskljuc¢ivanja po veli¢ini (engl. Size-Exclusion Chromatography,
SEC) pomoc¢u 1260 Infinity binarnog HPLC sustava s UV/VIS detektorom (Agilent
Technologies, SAD) na Bio SEC-3, 3 um, 100 A, 4,6 x 300 mm koloni (Agilent Technologies,
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SAD). Kalibracijska krivulja koja prikazuje ovisnost logaritamske vrijednosti molekulske mase
(log (MW)) o vremenu zadrzavanja analita na koloni izradena je koriste¢i molekule poznate
molekulske mase (slika 5). Na temelju dobivene kalibracijske krivulje izracunate su molekulske

mase molekula prisutnih u uzorcima nakon proteolize.

2
1,8
1,6
1,4
S1.2
=1
Sos
0,6
0,4
0,2 y =-0,3816x + 3,7424

R*=0,9683
0

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Vrijeme (min)

Slika 5. Kalibracijska krivulja ovisnosti logaritamske vrijednosti molekulske mase standarda
o vremenu zadrzavanja na koloni

3.2.7.1. Priprema standarda
Po 10 pL svakog standarda poznatih koncentracija odmjereno je u vialu: vitamin B12 (2,5
mg/mL), BSA (25 mg/mL), RNaza H (12,5 mg/mL) i inzulin (2 mg/mL).

3.2.7.2. Priprema uzoraka

Liofilizirani uzorci otopljeni su u 150 mM natrij hidrogenfosfatnom puferu (pH 7,0) u kona¢noj
koncentraciji od 1 mg/mL te centrifugirani pri 10 000 x g 5 minuta u ohladenoj centrifugi
(Eppendorf, SAD) na 4 °C. Dobiveni supernatant filtriran je kroz filter veli¢ina pora 0,4 um
(Sigma-Aldrich, SAD). Tako pripremljeni uzorci separirani su kromatografijom isklju¢ivanja
prema parametrima navedenim u tablici 10.
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Tablica 10. Parametri analize kromatografije isklju¢ivanja po veli¢ini

Protok 0,3 mL/min
Volumen injektiranja 10 uL
Temperatura autosemplera 7°C
Temperatura kolone 40 °C
Valna duljina 214 nm
Ispiranje Izokratno
Raspon masa 100-100 000 Da

3.2.8. Statisticka obrada

Eksperimenti su ponovljeni tri puta i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri nezavisna
uzorka * standardna devijacija. Srednja vrijednost i standardna devijacija izracunate su pomocu
MS Excel (Microsoft corporation, 2010) pomocu intergriranih funkcija (AVERAGE i STDEV).

Statisticka analiza rezultata ciljane analize peptida napravljena je koriStenjem JASP 0.17.1
programa. Rezultati su statisticki obradeni koriste¢i Kruskal-Wallis test. Dunnov test je koristen
kao Post Hoc test uz Turkey korekciju. Signifikantne razlike izmedu uzoraka smatrane su pri
p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati ispitivanja proteoliticke aktivnosti autohtonih sojeva
bakterija mlije¢ne kiseline, izoliranih iz razli¢itih tradicionalno proizvedenih fermentiranih
proizvoda, i odabir soja s najboljom proteolitickom aktivnos¢u. Spregnutom tehnikom
tekucinske kromatografije i spektrometrije masa provedena je neciljana identifikacija peptida u
6 uzoraka necijepljenih sojem Lactococcus lactis ZGBP5-32 i 3 uzoraka kontrole. Relativna
kvantifikacija peptida s bioaktivnim svojstvima provedena je ciljanom analizom peptida
pomoc¢u LC-MS/MS sustava metodom MRM. Kako bi se odredio proteinski profil u uzorcima

i raspon masa nastalih peptida provedena je kromatografija isklju¢ivanja po veliéini.

4.1. PROTEOLITICKA AKTIVNOST

Osnovne gradevne jedinice, a samim time i esencijalne komponente zivih organizama su
aminokiseline. Bakterije mlije¢ne kiseline posjeduju kompleksan i dobro poslozen proteoliticki
sustav kojim iz proteina hidrolizom nastaju peptidi i slobodne aminokiseline (Lim i sur., 2019).
U ovom radu ispitan je potencijal BMK za razgradnju kazeina iz obranog mlijeka prema metodi
opisanoj u Poglavlju 3.2.2. kako bi se odabrao soj s najboljom proteolitickom aktivnoscu.
Analizirani sojevi pripadaju rodovima Lactococcus, Lactobacillus i Enterococcus d¢ija
potencijalna proteoliticka aktivnost upucuje na akumulaciju biopeptida (Novak 1 sur., 2022).
Potencijalna proteoliticka aktivnost ispitivana je u prisutnosti koncentrirane biomase stanica
kako bi se detektirala aktivnost proteinaze vezane za stani¢nu stijenku, odnosno u supernatantu
kulture ako se radi o izvanstani¢noj proteinazi. Primjer rezultata kvalitativne metode difuzije u

podlogu koja sadrzi obrano mlijeko prikazan je na slici 6.
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Slika 6. Primjer rezultata preoteolitickih zona nastalih nakon inkubacije odabranih sojeva
bakterija mlije¢ne kiseline u obranom mlijeku

Sumirani rezultati hidrolize kazeina iz obranog mlijeka prikazani su na slici 7.

20,00 B Optimalni medij-biomasa
B Optimalni medij - supernatant
1
8,00 o i Obrano mlijeko-biomasa
E 16,00 r : :l Obrano mlijeko - supernatant
£ 1 1
- 1
© 14,00 - Hl
(= 1 ]
3 T T ] .
3 12,00 I _ 1=
o 1 I
= 1 1
& 10,00 — i 1
& It H
% d W |
2 8,00 H I
3 1§ H
2 6,00 1 1
e 1 1
1 1
o 1
o 4,00 1 1
c 1
o 1 :
N 2,00 i I
][l
0,00 Ll
N L > L O & M D N N DO
S ,\9\’ «® <<" £ 9 < 1,@:\, ISP T o T &v C;\? /\y°’
B I SR A SN O L S e

Slika 7. Zone proteoliti¢kog djelovanja ispitivanih supernatanata i biomase odabranih sojeva
bakterija mlije¢ne kiseline dobivene nakon njihovog uzgoja u optimalnom mediju i u

obranom mlijeku
Isprekidanim okvirom oznacen je soj s hajzna¢ajnijom proteolititkom aktivno$é¢u

Iz priloZenog grafi¢kog prikaza vidljivo je da vecina ispitanih sojeva pokazuje proteoliti¢ku
aktivnost. Sojevi SF15B, SF9C, D13 pokazuju izrazeno proteoliti¢ko djelovanje nakon uzgoja
u optimalnom mediju primjenom biomase dok soj ZGBP5-32 pokazuje znacajno proteoliticko
djelovanje nakon uzgoja u optimalnom mediju primjenom biomase i supernatanta te nakon
uzgoja u obranom mlijeku. Prema dobivenim rezultatima za soj ZGBP5-32 moze se
pretpostaviti da posjeduje proteinaze vezane za stanicnu membranu te proteinaze u

izvanstani¢nom prostoru. Prema rezultatima, sojevi roda Lactobacillus i soj Enterococcus,
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nakon uzgoja u optimalnom mediju, pokazuju vidljiviju moguénost hidrolize kazeina u
usporedbi sa sojevima iz roda Lactococcus. Novak i sur. (2021) ispitivali su proteoliticku
aktivnost istih odabranih sojeva te je i u njihovom slucaju najveéa proteoliticka aktivnost
zabiljezena kod sojeva uzgojenih u optimalnom mediju uz koristenje biomase. Sojevi SF15B,
SF9C, SF15C, ZGZA7-10, ZGBP4-2, ZGBP5-51, ZGBP6-51, ZGZA9-2 pokazuju
kazeinoliticku aktivnost nakon uzgoja u obranom mlijeku isklju¢ivo primjenom biomase §to
sugerira da ovi sojevi ne posjeduju izvanstani¢ne proteinaze ve¢ hidrolaznu aktivnost provode
proteinaze vezane na stani¢nu stijenku.

Nakon rasta u limitiraju¢oj hranjivoj podlozi (obrano mlijeko) s kazeinom kao primarnim
izvorom dusika, ispitani sojevi BMK nisu pokazali znacajnu indukciju aktivnosti proteinaza u
usporedbi s rastom u optimalnoj hranjivoj podlozi.

Soj Lactococcus lactis ZGBP5-32 je odabran za daljnje analize identifikacije i karakterizacije
potencijalnih bioaktivnih peptida proizvedenih kao rezultat njegove proteoliticke aktivnosti
tijekom 24 i 48 h inkubacije u mlijeku jer je i njegova biomasa i supernatant kulture pokazao

proteoliticku aktivnost.

4.1.1 Acidofikacijski kapacitet i broj stanica Lactococcus lactis ZGBP5-32

Tijekom fermentacije u BMK izvori ugljika poput laktoze metaboliziraju do mlijecne kiseline,
Sto rezultira snizavanjem pH vrijednosti okolnog medija te povecanjem postotka (%)
proizvedene mlije¢ne kiseline u supernatantu. Upravo se pracenjem ovih parametara moZe
ocitati uspjeSan rast bakterija mlijecne kiseline (Novak i sur., 2021).

Rast odabranog soja Lactococcus lactis ZGBP5-32 prac¢en je mjerenjem pH vrijednosti i
postotka (%) proizvedene mlije¢ne kiseline nakon inkubacije od 24 i 48 sati u mlijeku, te su
dobivene vrijednosti usporedene s kontrolom (tablica 11). Dobiveni rezultati potvrduju
uspjesan rast soja ZGBP5-32. Nakon inkubacije od 24 i 48 sati vidljivo je smanjenje pH
vrijednosti medija za priblizno 2 jedinice, a u skladu s time i povecanje postotka (%)
proizvedene mlijecne kiseline. Novak i sur. (2021) takoder su u svom istrazivanju pratili
navedene parametre za soj ZGBP5-32 te su rezultati usporedivi s podacima dobivenim u ovom
radu. pH vrijednost medija nakon inkubacije od 24 sati iznosila je 4,71 + 0,13 dok je postotak
(%) mlijecne kiseline iznosio 0,42 = 0,052.

Dodatni prac¢eni parametar CFU/mL (engl. colony forming units) pokazuje da je broj stanica
nakon inkubacije od 24 i 48 sati smanjen u odnosu na pocetni. Broj stanica do 10 sati inkubacije
eksponencijalno raste, nakon ¢ega stanice prelaze u stacionarnu fazu te je nakon 48 sati vidljivo

odumiranje stanica.
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Tablica 11. pH vrijednosti, postotak (%) mlije¢ne kiseline i broj zivih bakterijskih stanica
(CFU/mL) nakon fermentacije mlijeka

Soj Lactococcus lactis ZGBP5-32
Vrijeme Oh 24 h 48 h
pH vrijednost 6,59 + 0,036 4,40 £ 0,006 4,40 £ 0,049
% mlijecne kiseline 0,15 + 0,003 0,42 + 0,104 0,6 +0,104
CFU/mL (1,68 £1,31)x 10°  (1,62+1,19) x10° (8,15 +6,43) x 10°

4.2. NECILJANA ANALIZA PEPTIDA

Spregnutom tehnikom tekuc¢inske kromatografije i spektrometrije masa provedena je analiza
liofiliziranih uzoraka, nakon Cega je pretrazena SwissProt baza podataka. U uzorcima mlijeka
s inokuliranom kulturom Lactococcus lactis ZGBP5-32 dokazana je prisutnost peptida nakon
inkubacije od 24 i 48 sati te je iz tablice 13 vidljivo da prvenstveno potjecu iz -kazeina. Sve
peptidne sekvence usporedene su sa sekvencama pohranjenim u bazi podataka za bioaktivne
peptide izolirane iz mlijeka kako bi se potvrdilo postojanje opisanih bioaktivnih svojstva u
znanstvenoj literaturi. Rezultati pretrazivanja i potencijalno bioaktivno djelovanje
identificiranih peptida prikazani su u tablicama 12 i 13 dok u uzorcima kontrole nije detektiran

niti jedan peptid.

Tablica 12. Svojstva peptida identificiranog u uzorku mlijeka nakon 24 h inkubacije
Lactococcus lactis ZGBP5-32

Molekulsa
Sekvenca peptida Protein masa Bioaktivno djelovanje Referenca
(Da)
1 KYIPIQYVLS x-kazein 1136,68 Antioksidativno TO'E%OZ (l))sur-
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Tablica 13. Svojstva peptida identificiranih u uzorku mlijeka nakon 48 h inkubacije
Lactococcus lactis ZGBP5-32

Molekulska Bioaktivno
Sekvenca peptida Protein masa . . Referenca
djelovanje
(Da)
1 KYIPIQYVLS k-kazein 1136,68 Antioksidativno Tor(‘%oz('))s“r'
2 Imunomodulatorno Sandre” i sur.
YQEPVLGPVRGPFPIIV (2001)
Rojas-
3 YQEPVLGPVRGPFPIIV Antitrombinsko Ronquillo i sur.
1881,08 (2012)
4 YQEPVLGPVRGPFPIIV Antimikrobno B'”gggg')sur'
5  YQEPVLGPVRGPFPIIV ACE-inhibitorno Yamamoto i
. sur. (1994)
B-kazein
6 QEPVLGPVRGPFPIIV 1718,02 ACE-inhibitorno Lu i sur. (2015)
Eisele i sur.
7 VYPFPGPIPN Antioksidativno (2013), Tonolo
1100,58 i sur. (2020)
A Eisele i sur.
8 VYPFPGPIPN ACE-inhibitorno (2013)
A Adams i sur.
9 HQPHQPLPPT 1151,60 ACE-inhibitorno (2020)

e Antioksidativno djelovanje

Oksidativni stres jedan je od temeljnih uzro¢nika nastanka velikog spektra bolesti, a posebno
je znacajan od nastanka 1 razvitka kardiovaskularnih oboljenja. Karakterizira ga nastanak
reaktivnih vrste kisika (engl. reactive oxygen species, ROS), slobodnih radikala superoksida,
hidroksilnih radikala te ne-radikalnog vodikovog peroksida, koji izravno djeluju na stani¢ne
makromolekule, uklju¢uju¢i DNA, RNA, proteini i lipide (Marcone i sur., 2016).

Antioksidativno djelovanje bioaktivnih peptida ovisi 0 aminokiselinskom sastavu i polozaju
samih aminokiselinskih ostataka unutar peptidne sekvence. Osim direktnog uklanjanja Stetnih
radikala, njihovo antioksidativno djelovanje ocituje se i u aktivaciji odredenih stani¢nih puteva.
Tonolo i sur. (2020) u svom su istrazivanju dokazali pozitivno djelovanje bioaktivnih peptida
iz fermentiranih mlijecnih proizvoda na stani¢ni odgovor na stres preko Keapl/Nrf2 (engl.
Kelch-like ECH-associated protein 1 / nuclear factor erythroid factor 2) puta. Tijekom
prisutnosti slobodnih radikala u stanici, transkripcijski faktor Nrf2 disocira s Keapl i prelazi iz
citosola u jezgru stanice, gdje stupa u interakciju s promotorskom regijom ARE (engl.
antioxidant response element). Transkripcijom gena pod ARE povecava se koncentracija
antioksidativnih enzima, ¢ime se umanjuje Stetno djelovanje slobodnih radikala. In vitro i
stanicnim modelima dokazano je kako stanice tretirane peptidom KYIPIQYVLS (identificiran

i u ovom radu) sadrzavaju povecanu koncentraciju faktora Nrf2 u jezgrama u usporedbi s
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kontrolom, $to dokazuje antioksidativno djelovanje ovog bioaktivnog peptida.

e Imunomodulatorno djelovanje
Neispravno djelovanje imunoloskog sustava organizma lijeci se imunomodulacijom pomocu
raznih lijekova ¢ije su nuspojave Cesto nezanemarive. Stoga, imunomodulacija pomocu
bioaktivnih peptida pruza potencijalnu alternativu. Imunomodulatorno djelovanje peptida moze
se definirati kao stimulacije ili inhibicije odredenih funkcija imunoloskog sustava, koje ovise o
dozi, eksperimentalnim uvjetima i biodostupnosti peptida (Reyes-Diaz i sur., 2017).
Dokazano je kako komponente mlijeka, a-, B-, k-kazein, proteini sirutke i laktoferin djeluju
pozitivno na proliferaciju limfocita, dok peptidni produkti nastali fermentacijom B-kazeina
imunomodulatorno djeluju na mononuklearne stanice 1 Th stanice. Specificnije, peptidi Tyr-
Gly i Tyr-Gly-Gly te beta kazomorfin 7 i beta kazomofrin 10 znacajno pojacavaju proliferaciju
limfocita (Marcone i sur., 2016).
Takoder, dokazano je kako peptidi nastali hidrolizom kazeina stimuliraju fagocitoznu aktivnost
makrofaga (Park i Nam, 2015).
Peptid Gly-Leu-Phe znacajno je povecao fagocitoznu aktivnost u miseva te sprijecio letalnu
infekciju Klebsiella pneumoniae, te se pozitivno djelovanje ovog peptida uspjesno prenijelo i
na ljudski model (Reyes-Diaz, 2017).

e Antitrombinsko djelovanje

Peptidi antitrombinskog djelovanja sprjecavaju pretvorbu humanog fibrinogena u fibrin na
nacin da inhibiraju aktivnost trombina ¢ime se onemogucava stabilnost tromba, odnosno
omogucuje normalna cirkulacija krvotoka bez povecanja pritiska na stijenke vena ili arterija
(Pérez-Escalante i sur., 2018).

Prema Marcone i sur. (2016) najvazniji peptid antitrombinskog djelovanja je
MAIPPKKNQDK, dobiven iz «-kazeina. Svojim djelovanjem inhibira ADP-induciran
fibrinogen vezajuci se na receptor trombocita, §to onemogucuje agregaciju i stvaranje tromba.
Rendon-Rosales i sur. (2019) svojim su istrazivanjem dokazali antitrombinsko djelovanje
peptida iz mlijeka fermentiranog uz specificne sojeve Lactococcus lactis, sto je u korelaciji s
rezultatima dobivenim u ovom radu. Rojas-Ronquillo i sur. (2012) provodili su fermentaciju
kazeina uz Lactobacillus casei Shirota te evaluirali nastale peptide. Najvece antitrombinsko
djelovanje zabiljezeno je u 27. satu fermentacije te je iznosilo 80,7 %. Procis¢avanjem je
dobiveno sedam peptida, od kojih je peptid YQEPVLGPVRGPFPIIV (identificiran i u ovom

radu) bio najaktivniji s antitrombinskim djelovanjem od 4,6 % / koncentracija peptida (mg/mL).
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Kazoplatelin (MAIPPKKNQDDK) i KRDS peptidi, nastali iz mlije¢nih proteina, takoder su
okarakterizirani kao peptidi antitrombinskog djelovanja. Kazoplatelin je peptid ¢ija se sekvence
nalazi unutar sekvence k-kazeina izmedu 106. i 116. aminokiseline te inhibira agregaciju
trombocita i povezivanje fibrinogenskih vlakna. Sekvenca KRDS peptida nalazi se unutar
sekvence ljudskog laktoferina, izmedu 39. i 42. aminokiseline te pokazuje jednako djelovanje

(Rojas-Ronquillo i sur., 2012).

e Antimikrobno djelovanje
Antimikrobni peptidi ubijaju ili inhibiraju rast bakterija pomoc¢u raznih mehanizama: razaranje
membrane, promjena metabolizma, interakcija s komponentama citoplazme. Ovi mehanizmi
predstavljaju novi pristup u razvoju farmaceutskih pripravaka protiv rezistentnih bakterija.
Zbog razlicite kemijske strukture i organizacije stanica, ovi su peptidi selektivno toksi¢ni za
bakterije te mogu biti koristeni u medicini kao bakteriocini (Esmaeilpour i sur., 2016).
Birkemo 1 sur. (2009) istrazivali su antimikrobnu aktivnost peptida iz govedeg kolostruma.
Identificirana su dva aktivna peptida, kasecidin 17 (YQEPVLGPVRGPFPIIV) i kasecidin 15
(YQEPVLGPVRGPFPI), sa sekvencama prisutnim u sekvenci govedeg -kazeina. Oba peptida
pokazala su jednaku minimalnu inhibitornu koncentraciju protiv bakterije Escherichia coli
DPC6053 koja je iznosila 0,4 mg/mL. Peptid sa sekvencom jednakom kasecidinu 17
identificiran je i u ovom radu.
Esmaeilpour i sur. (2016) tretirali su kozje mlijeko enzimima tripsinom i ficinom te evaluirali
dobivene peptide 1 njithovo antimikrobno djelovanje. Dobiveni peptidi pokazali su poja¢ano
antimikrobno djelovanje protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Najvece
antimikrobno djelovanje protiv E. coli i Bacillus cereus zabiljezeno je kod uzorka mlijeka
tretiranim ficinom, s peptidima molekulskih masa manjim od 3 kDa. Rezultati ovog istrazivanja
sugeriraju kako se peptidi dobiveni razgradnjom kozjeg kazeina ficinom mogu potencijalno
koristiti kao antimikrobni agensi u farmaceutskoj industriji. Algboory i sur. (2021) koristili su
Lactobacillus plantarum 1S10 za fermentaciju devinog mlijeka kako bi dokazali antimikrobno
djelovanje nastalih peptida na E. coli i Staphilococcus aureus subsp. aureus. Novoidentificirani
peptidi s antimikrobnim djelovanjem pokazuju sli¢nost u sekvencama s bakteriocinima i
peptidima iz baze podataka antimikrobnih peptida (engl. Antimicrobial Peptides Data
base, APD).
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e Inhibicija angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE)
Angiotenzin konvertiraju¢i enzim 1 je peptidildipeptid hidrolaza koja ima klju¢nu ulogu u
regulaciji povisenog krvog tlaka (hipertenzije). Njegova aktivnost povisuje krvni tlak na nacin
da konvertira angiotenzin I u angiotenzin II, koji je vazokonstriktor, dok razgraduje bradikinin
koji djeluje kao vazodilatator. 1z ovog razloga, ako odredena molekula inhibira rad angiotenzin
konvertiraju¢eg enzima (engl. Angiotensin-l-converting enzyme inhibitors, ACE-inhibitors)
direktno djeluje 1 na rad krvozilnog sustava. Peptidi s ACE-inhibitornim djelovanjem
identificirani su u fermentiranim mlije¢nim proizvodima, ukljucujuéi kiselo mlijeko i sir. Iz
mlijeka fermentiranog s vise sojeva Lactobacillus helveticus izolirana su dva tripeptida IPP i
VPP, te je njihovo ACE-inhibitorno djelovanje dokazano kod snizavanja sistolickog krvnog
tlaka ljudi s blagom hipertenzijom. Velik broj peptida s ACE-inhibitornim djelovanjem (IPP,
VPP, VRYL, FFVAP, EKDERF i YPFPGPIPN) identificirano i izolirano je iz nekolicine
razli¢itih sireva, dok se koncentracija povecava s vremenom sazrijevanja do odredene razine
(Luisur., 2015).
Adams 1 sur. (2020) u svom su istrazivanju identificirali peptide dobivene fermentacijom
mlijeka pomo¢u dva soja BMK. Bioaktivni peptidi pokazali su slicno ACE-inhibitorno
djelovanje kao i ve¢ poznati VPP i IPP peptidi te pokazuju potencijal koriStenja u proizvodnji
funkcionalne hrane i probiotika. Jedan od identificiranih i izoliranih peptida je peptid sekvence
HQPHQPLPPT, koji je takoder identificiran i u ovom diplomskom radu.
Eisele i sur. (2013) koristili su alkalnu peptidazu izoliranu iz Bacillus lentus (BLAP) za
hidrolizu kazeina te evaluirali dobivene peptide. Dobivene peptidne frakcije pokazale su ACE-
inhibitorno 1 antioksidativno djelovanje, dok su najaktivniji izolirani peptidi sekvenca
VYPFPGPIPN (ACE-inhibitorno djelovanje) i YQEPVLGPVRGPFPIIV (antioksidativno
djelovanje), a koji je identificiran i u ovom radu.
Yamamoto i sur. (1994) tretirali su aS1- i B-kazein proteinazom izoliranom iz Lactobacillus
helveticus CP790 te su dobivene peptide testirali na ACE-inhibitorno djelovanje na sam enzim
te u miSevima s hipertenzijom. Peptidi iz asi- i B-kazeina inhibirali su 50 % djelovanja
angiotenzin konvertiraju¢eg enzima u koncentraciji 4 pM, dok je u miSeva oralna doza iznosila
15 mg/kg tjelesna masa. Takoder, ACE-inhibitorno djelovanje uoceno je i kod mlijeka
fermentiranog sa sojem Lactobacillus helveticus CP790 te je potrebna doza kod miSeva s

hipertenzijom iznosila 5 mL/kg tjelesne mase.
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4.3. CILJANA ANALIZA BIOAKTIVNIH PEPTIDA

Na temelju rezultata neciljane analize uzoraka, za ciljnu analizu, odnosno relativhu
kvatifikaciju peptida odabrani su sljede¢i peptidi: KYIPIQYVLS, YQEPVLGPVRGPFPIIV,
QEPVLGPVRGPFPIIV, VYPFPGPIPN, HQPHQPLPPT koji su analizirani MRM metodom
opisanom u Poglavlju 3.2.6. Cilj ove analize bio je identificirati te utvrditi zastupljenost peptida
sadrzanih u uzorcima mlijeka s nacijepljenim sojem ZGBP5-32 nakon inkubacije od 24 i 48
sati.

Reprezentativni primjer rezultata nakon MRM analize peptida TKVIPYVRYL, m/z=417,9
prikazan je na slici 8 koja prikazuje kromatogram MRM, kromatogram fragmentnih iona
pracenih tijekom MRM analize te spektar fragmentnih iona nakon fragmentacije ciljanog iona

m/z=417,9.
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Slika 8. Reprezentativni kromatogram MRM, kromatogram fragmentnih iona pracenih
tijekom MRM analize te spektar fragmentnih iona dobivenih fragmentacijom iona m/z=417,9

Analizom uzorka provedenom pomocu 6460 TripleQuad LC/MS sustava detektirana su
dodatna dva peptida koja neciljanom analizom uzoraka nisu bila identificirana. Sekvence
navedenih peptida su: RDMPIQAF i TKVIPYVRYL. Peptidne sekvence usporedene su sa
sekvencama pohranjenim u MBPD bazi. Osim ve¢ spomenutog -kazeina i k-kazeina kao
izvora peptida, u ovom je slucaju peptid TKVIPYVRYL dobiven iz asz-kazeina. U tablici 14

prikazani su rezultati pretrazivanja i bioaktivno djelovanje identificiranih peptida.
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Tablica 14. Peptidi identificirani MRM metodom primjenom LC-MS/MS u uzorcima mlijeka
nakon 24 i 48 h inkubacije soja ZGBP5-32 te njihovo bioaktivno djelovanje

Sekvenca Oznaka Bioaktivno

peptida Protein uzorka djelovanije Referenca
- 24 h N Yamamoto i sur.
1 RDMPIQAF B-kazein 4gh  ACE-inhibitorno (1904)
K 7~
2  TKVIPYVRYL asy-kazein 24 h Antimikrobno AI\_/arez- Ordoiiez
48 h ISUT.(2013)

Bioaktivni peptidi KYIPIQYVLS, RDMPIQAF, VYPFPGPIPN, HQPHQPLPPT nisu
detektirani u uzorcima mlijeka ,,Veronika“, odnosno u kontrolama. Svi navedeni peptidi
detektirani su u uzorcima mlijeka s Lactococcus lactis ZGBP5-32 inkubiranom 24 sati (o0znaka
na grafu: 24) te 48 sati (oznaka na grafu: 48). Takoder, detektirana je veca koli¢ina peptida u
uzorcima mlijeka s nacijepljenom kulturom ZGBP5-32 inkubiranom 48 sati. Navedeni rezultati
vidljivi su slikama 9-12. Na grafickim prikazima vrijednost povrSine (engl. area under curve,

AUC) u korelaciji je s koli¢inom detektiranih peptida.
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Slika 9. Usporedba zastupljenosti peptida KYIPIQYVLS u uzorcima mlijeka prije i nakon 24
i 48 h inkubacije sa sojem ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisti¢ko znacajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka
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RDMPIQAF
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Slika 10. Usporedba zastupljenosti peptida RDMPIQAF u uzorcima mlijeka prije i nakon 24 i
48 h inkubacije sa sojem ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisticko znacajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka

VYPFPGPIPN

3000
2500
2000

1500

AUC

1000

500

Slika 11. Zastupljenost VYPFPGPIPN peptida u uzorcima mlijeka prije i nakon 24 i 48 h
inkubacije soja ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisticko znacajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka
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HQPHQPLPPT
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Slika 12. Zastupljenost HQPHQPLPPT peptida u uzorcima mlijeka prije i nakon 24 i 48 h
inkubacije soja ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisti¢ko zna¢ajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka

Bioaktivni peptid QEPVLGPVRGPFPIIV detektiran je u uzorcima 24 satne te 48 satne
inkubacije u podjednakim koli¢inama dok u samoj kontroli nije detektiran. Odnos
zastupljenosti bioaktivnog peptida QEPVLGPVRGPFPIIV u pojedinom uzorku vidljiv je na
slici 13.
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Slika 13. Zastupljenost QEPVLGPVRGPFPIIV peptida u uzorcima mlijeka prije i nakon 24 i
48 h inkubacije soja ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisticko znacajnu vrijednost pri usporedbi razlicitih uzoraka
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Bioaktivni peptid YQEPVLGPVRGPFPIIV detektiran je u kontroli u malim koli¢inama te je
vidljiv porast koli¢ine peptida s viemenom inkubacije Lactococcus lactis ZGBP5-32 u mlijeku.
Odnos zastupljenosti bioaktivnog peptida YQEPVLGPVRGPFPIIV u pojedinom uzorku

vidljiv je naslici 14.
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Slika 14. Zastupljenost YQEPVLGPVRGPFPIIV peptida u uzorcima mlijeka prije i nakon 24
I 48 h inkubacije soja ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisticko zna¢ajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka

Zanimljivo, bioaktivni peptid TKVIPYVRYL detektiran je u kontroli u znacajnim koli¢inama
s obzirom na uzorke od 24 i 48 satne inkubacije. Odnos zastupljenosti bioaktivnog peptida
TKVIPYVRYL u pojedinom uzorku vidljiv je na slici 15.
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Slika 15. Zastupljenost TKVIPYVRYL peptida u uzorcima mlijeka prije i nakon 24 i 48 h
inkubacije soja ZGBP5-32

Slova a i b predstavljaju statisticko znacajnu vrijednost pri usporedbi razli¢itih uzoraka

Povecanje koli¢ine peptida u uzorcima s 24 i 48 satnom inkubacijom sugerira da dolazi do
razgradnje kazeina i oslobodenja peptida iz kazeinske strukture. Takoder, vidljivo je da dulja
inkubacija rezultira statisti¢ki znac¢ajnijom koli¢inom nastalih peptida $to je rezultat produljene
aktivnosti proteolitickih enzima BMK.

Peptidi YQEPVLGPVRGPFPIIV i TKVIPYVRYL zastupljeni u kontroli impliciraju da
mlijeko “Veronika” i bez dodatka soja ZGBP5-32 sadrzi odredenu koli¢inu bioaktivnih peptida
§to dodatno doprinosi funkcionalnosti pocetnog proizvoda, mlijeka. Vidljivo smanjenje u
koli¢ini peptida TKVIPYVRYL tijekom inkubacije od 24 i 48 sati potencijalno ukazuje da
dolazi do razgradnje ovog peptida u svrhu dobivanja slobodnih aminokiselina potrebnih za rast
BMK.
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4.4, KROMATOGRAFIJA ISKLJUCIVANJA PREMA VELICINI

Kako bi se dodatno okarakterizirali identificirani peptidi te utvrdio raspon masa nastalih
peptida, provedena je kromatografija iskljuc¢ivanja po veli¢ini. Koristeni su standardi poznatih
molekulskih masa i biljeZena su retencijska vremena pri kojima pojedini analiti eluiraju s
kolone. Nakon dobivenih rezultata analize standarda (tablica 15) izradena je kalibracijska
krivulja ovisnosti logaritamske vrijednosti molekulske mase standarada (log (MW)) o vremenu
zadrzavanja (slika 5). Iz jednadZbe pravca kalibracijske krivulje izraGunate su molekulske mase

molekula nastalih proteolitickim cijepanjem uslijed djelovanja soja ZGBP5-32.

Tablica 15. Standardi proteina poznatih molekulskih masa i njihovo vrijeme zadrzavanja na
kromatografskoj koloni

Protein Masa (kDa) RT (min)
BSA 66 5,35
Ovalbumin 44 5,70
Mioglobin 17 6,26
RNAza A 13,7 6,50
Vitamin B12 1,35 9,61

Usporedbom eluacijskih profila prikazanih na slici 16 vidljiv je sli¢an profil u uzorcima mlijeka
nakon fermentacije u trajanju od 24 i 48 sati, dok se profil uzorka kontrole razlikuje.

U uzorcima kontrole veéi je udio molekula ve¢ih molekulskih masa od 26,2-71,2 kDa koji
eluiraju s kromatografske kolone izmedu 4,5-6 min te je vidljivo da signali analita koji eluiraju
priblizno nakon 4,95 1 5,05 min nisu detektirani u uzorcima mlijeka nakon inkubacije od 24 1
48 sati.

U uzorcima mlijeka nakon fermentacije od 24 i 48 sati u vremenu eluacije izmedu 5,1-7 min
uocena su dva signala koja nisu vidljiva u kontroli te odgovaraju molekulskim masama u iznosu
od otprilike 11 kDa i 58 kDa.

U vremenu eluiranja izmedu 7,9-9,8 min vidljiv je gotovo identican peptidni profil u svim
uzorcima gdje s kromatografske kolone izlaze peptidi s odgovaraju¢im molekulskim masama
u iznosu od 5kDa, 4kDa, 3kDa, 2kDa, 1,3kDa, 1kDa, no najve¢i intenzitet signala vidljiv je u
uzorku 48h.

Tijekom 10,2 min eluiraju molekule koje odgovaraju molekulskoj masi od 0,7 kDa te se isti
pojavljuje samo u uzorcima 24 h i 48 h. U vremenu eluacije od 10,6 min uocen je signal u

uzorku 48 h dok se u ostalim uzorcima nije detektiran. Takoder je vidljivo da se u uzorcima 24
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i 48 sati inkubacije ne javlja pik, zabiljeZen u uzorku kontrole u vremenu eluacije koje iznosi
11,2 min i ¢ija molekulska masa iznosi 0,3 kDa.

Proteoliticka aktivnost soja ZGBP5-32 odituje se u smanjenju intenziteta odredenih signala
prisutnih u rezultatima kontrolnog uzorka i pojavljivanju novih signala manjih molekulskih
masa u uzorcima inkubacije od 24 i 48 sati. Stoga je iz dobivenih rezultata vidljivo da dolazi
do razgradnje proteina iz mlijeka te do nastanka peptida s potencijalnim bioaktivnim
djelovanjem $to dodatno dokazuje proteoliticku aktivnost soja Lactococcus lactis ZGBP5-32.
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Slika 16. Usporedba eluacijskih profila peptida dobivenih kromatografijom isklju¢enjem
prema veli¢ini Cestica, prije (a), i nakon 24 h (b) i 48 h (c) inkubacije soja ZGBP5-32 u

mlijeku
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5. ZAKLJUCCI

1.

Najbolju proteoliticku aktivnost biomase i1 supernatanta kulture od svih ispitivanih
sojeva bakterija mlije¢ne kiseline pokazao je soj Lactococcus lactis ZGBP5-32, sto je
rezultat enzimske aktivnosti proteinaza vezanih za stani¢énu membranu i proteinaza
prisutnih u izvanstanicnom prostoru.

Neciljanom analizom peptida identificirani su bioaktivni peptidi (KYIPIQYVLS,
YQEPVLGPVRGPFPIIV, QEPVLGPVRGPFPIIV, VYPFPGPIPN, HQPHQPLPPT)
za koje je wutvrdeno 1 u znanstvenoj literaturi opisano antioksidativno,
imunomodulatorno, antitrombinsko, antimikrobno i ACE-inhibitorno djelovanje.
Ciljanom analizom peptida identificirana su dva dodatna peptida s bioaktivnim
djelovanjem: RDMPIQAF i TKVIPYVRYL.

Ciljanom analizom peptida dokazano je da nakon 48 h inkubacije soja Lactococcus
lactis ZGBP5-32 u mlijeku nastaje statisticki vise bioaktivnih peptida nego nakon 24 h
inkubacije, dok u kontroli nisu detektirani. Pove¢ana koli¢ina bioaktivnih peptida
rezultat je produljenog vremena cijepanja peptidnih veza unutar kazeinske strukture.
Smanjenje koli¢ine peptida TKVIPYVRYL s vremenom inkubacije sugerira da soj
Lactococcus lactis ZGBP5-32 provodi razgradnju peptida te dolazi do nastanka

aminokiselina potrebnih za njegov rast.
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