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1. UVOD

Posljednja dva desetlje¢a provedena su brojna istrazivanja kojima je dokazano da je kravlje
mlijeko bogat izvor bioaktivnih peptida. Bioaktivni peptidi nastaju proteolizom mlije¢nih
proteina djelovanjem proteolitiCkog sustava bakterija mlijecne kiseline. Peptidi su neaktivni
unutar svoje primarne proteinske sekvence, ali se proteolizom, iz neaktivnih proteina mogu
nakupljati peptidi, pri ¢emu pojedini mogu imati bioloske funkcije. Bioaktivni peptidi, osobito
derivati kazeina, osim §to imaju nutritivnu vrijednost, pokazuju i pozitivne u¢inke na zdravlje
(Mohanty 1 sur., 2016). Bioaktivni peptidi mogu nastati na nekoliko nacina: enzimskom
hidrolizom djelovanjem probavnih enzima (in vivo ili in vitro), enzimskom hidrolizom
mikrobnim ili biljnim enzimima te mikrobnom fermentacijom proteolitickim bakterijskim
kulturama (Jakopovi¢, 2019). U mlijecnoj industriji, mlije¢ni proteini najcesce se fragmentiraju
mikrobnom fermentacijom proteolitickim bakterijskim kulturama, a proteoliticka aktivnost
bakterija moZe se pojacati metodama genetiCkog inZenjerstva. Bakterije mlijeCne kiseline su
heterogena skupina mikroorganizama koja se najvise koristi za fermentaciju mlijeka 1 koja
proizvodi mlijecnu kiselinu kao krajnji produkt metabolizma. Osim S§to proizvode mlijecnu
kiselinu, ¢ija je osnovna uloga konzerviranje novonastalog proizvoda, svojim metabolizmom
pridonose 1 organoleptickim svojstvima istog. Proteolitickom aktivno$¢u bakterija nastaju
slobodne aminokiseline unutar bakterijske stanice koje postaju prekursori za tvorbu aromatskih
spojeva. NajceS¢e koriStene bakterijske kulture za fermentaciju su: Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp. 1 bakterijski sojevi Bifidobacterium
spp. (Samarzija, 2015).

Cilj ovog istrazivanja bio je identificirati 1 kvantificirati bioaktivne peptide te identificirati
aromatske spojeve nastale u uzorcima mlijeka Veronika nakon fermentacije provedene
djelovanjem komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229, djelovanjem
komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229 i soja Lactococcus lactis ZGBP5-
51 te usporediti s uzorkom mlijeka u kojem je primijenjen samo soj Lactococcus lactis ZGBPS5-
51. Identifikacija je provedena spregnutom tehnikom tekucinske kromatografije i
spektrometrije masa MALDI-TOF/TOF, a relativna kvantifikacija peptida s bioaktivnim
svojstvima provedena je LC-MS/MS metodom viSestrukog pracenja reakcije (engl. multiple
reaction monitoring, MRM). Identifikacija aromatskih spojeva provedena je metodom plinske

kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FIZIKALNO-KEMIJSKE KARAKTERISTIKE MLIJEKA

Mlijeko je prirodni sekret mlijecne Zlijezde sisavaca. Bioloski sluzi kao hrana za dojencad
jer sadrzi sve esencijalne tvari potrebne za optimalno funkcioniranje organizma.

Mlijeko se najve¢im dijelom sastoji od vode u kojoj je suha tvar otopljena ili suspendirana.
Samo mali dio vode (<2 %) je u obliku vezane vode u sastavu laktoze, soli i proteina. Suhu tvar
¢ine hranjivi sastojci: proteini, ugljikohidrati, vitamini i minerali. Mlijeko je bogat izvor
proteina koji se mogu podijeliti u dvije skupine: kazeini 1 proteini sirutke. Obje skupine proteina
pripadaju heterogenim proteinima. Kazeini se mogu talozenjem izdvojiti iz otopine, dok ¢e
proteini sirutke, pri uvjetima u kojima se provodi taloZenje, ostati otopljeni.

Mlije¢na mast je najveéi izvor energije, a sastoji se od zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina, kao 1 vitamina topljivih u mastima A, D, E 1 K, stoga se smatra najvaznijom
komponentom mlijeka. Komponente arome 1 karotenoidni pigmenti prisutni su u vrlo malim
koli¢inama u mlije¢noj masti, ali su zna€ajni pri odredivanju nutritivne kvalitete 1 senzorskih
osobina mlijeka. U svjezem mlijeku, mlije¢na mast nalazi se u obliku okruglastih Cestica
obavijenih bioloSkom membranom. Sadrzaj mlije¢ne masti koristi se za klasifikaciju mlije¢nih
jedinice glukoze i jedinice galaktoze koja povecava energetsku vrijednost mlijeka. U mlijeku
je prisutna u dva izomerna oblika (a-laktoza i B-laktoza) koji se medusobno razlikuju prema
poloZzaju H" i OH" skupine na prvom C-atomu glukozidnog dijela laktoze. Koncentracija
pojedinog izomera ovisi o koncentraciji drugih ugljikohidrata, soli te o pH vrijednosti i
temperaturi. Laktoza se ne nakuplja u jetri, stoga je pogodna i za dijabeticare (Tratnik i BoZani¢,
2012; Samarzija, 2015). Mlijeko obiluje vitaminima i mineralima. Od vitamina izdvaja se
kompleks vitamina B (topljiv u vodi), a od minerala, u znacajnoj koncentraciji, prisutne su soli
kalcija i fosfata. Koncentracija vitamina B ovisi o prehrani sisavaca npr. koncentracija vitamina
B12 u kravljem mlijeku je pet puta visa u usporedbi s kozjim mlijekom. Koncentracije kalcija
i fosfata povezane su s ukupnim udjelom proteina u mlijeku. Sastav mlijeka mijenja se ovisno
o vrsti sisavaca, fazi dojenja, prehrani, dobi, genetickim i okolisSnim ¢imbenicima (Dominguez-

Salas i sur., 2019).



2.2. AROMATSKE KOMPONENTE MLIJEKA

Percepcija arome je sloZzen proces koji ukljucuje interakciju izmedu dozivljaja mirisa i
okusa putem svih osjetila. Hlapljive komponente mlije¢ne masti daju jedinstven miris mlijeku
1 mlije¢nim preradevinama. Kao $to je nutritivni sastav mlijeka promjenjiv i pod utjecajem
razli¢itih ¢imbenika, tako je promjenjiv 1 sam miris mlijeka. Aromatski profil ovisi o porijeklu
mlijeka, prehrani sisavca te naCinu prerade mlijeka. Miris fermentiranog mlijeka moze se
znacajno razlikovati od mirisa svjeZzeg mlijeka. Fermentirano mlijeko, osim aromatskih spojeva
koji su prvotno prisutni u mlijeku, sadrzava i aromatske spojeve koji nastaju tijekom
fermentacije i1 skladiStenja djelovanjem bakterija mlijecne kiseline. (Tong 1 sur., 2019). Tijekom
fermentacije znaCajno se povecava i koncentracija hlapljivih masnih kiselina: octene, mravlje,
kapronske, maslacne i izovalerijanske kiseline. Za okus kiselog mlijeka i srodnih fermentiranih
mlije¢nih proizvoda kljuc¢an je aromatski spoj actealdehid koji nastaje fermentacijom citrata
prisutnog u mlijeku. L. lactis, L. diacetylactis 1 Leuconostoc spp. su citrat pozitivni laktokoki
koji metabolizom citrata u fermentacijskom mlijeku akumuliraju acetaldehid koji daje okus po
jogurtu. Koncentracija acetaldehida odredena je koncentracijom mlije¢ne kiseline, odnosno pH
vrijednos¢u. Biosinteza acetaldehida zapocinje pri pH vrijednosti 5 i njegova koncentracija se
povecava sve dok se pH vrijednost ne spusti na 4,4. Tada je poveéanje koncentracije minimalno,
a sinteza acetaldehida u potpunosti prestaje pri pH vrijednosti 4. Bakterijska vrsta Leuconostoc
uz sintezu acetata, CO2 i reduciranih C4 ima sposobnost konverzije acetaldehida u etanol, koji
nema veliki znacaj za okus fermentiranog mlijeka. Kombinacija navedenih mezofilnih kultura
osigurava Zeljeni okus fermentiranog mlijeka. Kako bi se u potpunosti formirali potencijalni
aromatski spojevi, fermentacija mezofilnim kulturama mora trajati najmanje 10 h 1 odvijati se
na temperaturi izmedu 20 1 30 °C. Za formiranje karakteristicnog okusa fermentiranog mlijeka,
vazan je 1 proteoliticki sustav mezofilnih kultura jer slobodne aminokiseline (dobivene

razgradnjom kazeina) postaju prekursori za tvorbu aromatskih spojeva (Samarzija, 2015).
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Slika 1. Biokemijske reakcije koje sudjeluju u formiranju aromatskih spojeva fermentiranog

mlijeka. U plavo osjencanom dijelu nalaze se spojevi koji imaju znacajan utjecaj na kona¢nu

aromu proizvoda ( preuzeto sa Samarzija, 2015)



2.3. MLIJEKO KAO FUNKCIONALNA HRANA

Mlijeko, kada se konzumira kao dio uravnotezene prehrane, osim svoje nutritivne
vrijednosti ima i dodatne pozitivne u¢inke na zdravlje. Mlijecna industrija ostvarila je vode¢u
ulogu u razvoju funkcionalne hrane i ve¢ je komercijalizirala proizvode koji poboljSavaju
imunoloski sustav, smanjuju poviSeni krvni tlak, suzbijaju gastrointestinalne infekcije, pomazu
u regulaciji tjelesne tezine te sprjeavaju osteoporozu (Park, 2009). Za proizvodnju mlije¢nog
funkcionalnog napitka koriste se funkcionalne kulture. Pojam funkcionalna kultura oznacava
bakterijsku kulturu s najmanje jednim funkcionalnim svojstvom (stvaranje antimikrobnih
spojeva, korisnih enzima, nutraceutika te bilo kojih drugih spojeva koji imaju povoljan utjecaj
na ljudsko zdravlje ili na organolepticka svojstva samog proizvoda). Bioaktivni sastojci mlijeka
uglavnom potjecu od kazeina i proteina sirutke $to je rezultiralo povecanim znanstvenim i
komercijalnim interesom usmjerenim na njihova svojstva (Jakopovi¢ i sur., 2019).

Glavni proteini mlijeka su kazein i proteini sirutke. Razlikuju se po aminokiselinskom
sastavu, svojstvima te na¢inu koagulacije.

Kazein je najzastupljeniji protein i ¢ini oko 80 % ukupnih proteina u mlijeku. Uglavnom se
nalazi u obliku heterogenih koloidnih Cestica koje, osim proteina, sadrZe kalcij, magnezij, fosfat
i citrat. Unutar kazeinske micele zastupljene su cCetiri frakcije: osi-kazein (os1-CN),
as2-kazein (as2-CN), PB-kazein (B-CN) 1 k-kazein (x-CN). Po svom kemijskom sastavu,
kazeinske frakcije su fosfoproteini jer imaju fosfatnu skupinu vezanu na serinski ostatak
proteinskog lanca. Izmedu kazeinskih molekula unutar micele prisutne su elektrostatske i
hidrofobne interakcije. Micela se stabilizira vezanjem fosfatne skupine na kalcijev ion te je
vezanje kalcija za proteine kazeina proporcionalno udjelu fosfata u njihovoj strukturi. Struktura
kazeina je relativno otvorena. Strukturu sva Cetiri kazeina karakterizira razdvojenost hidrofilnih
1 hidrofobnih podrucja. Hidrofobni ostatci izloZeni su vodenoj fazi okoli$a, stoga su kazeinske

micele visoko hidratizirane koloidne ¢estice (O' Kennedy, 2011; Samarzija, 2015).
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Slika 2. Struktura kazeinske micele (prilagodeno prema Petrova i sur., 2022)

Proteini sirutke Cesto se koriste u prehrambenoj industriji zbog visoke topljivosti u vodi i
zbog svojih funkcionalnih svojstava (djeluju kao emulgatori, stabilizatori te poboljSavaju okus
1 teksturu mlije¢nog proizvoda). Takoder, obiluju esencijalnim aminokiselinama §to ih Cini
izvrsnim izvorom hranjivih tvari potrebnih za rast, obnovu tkiva i odrzavanje zdravlja.
Proteinski lanci proteina sirutke kraci su od proteinskih lanaca kazeina, jednostavnije su grade
te su hidrofilniji i termolabilniji (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Proteini koji se nalaze u sirutki ukljucuju a-laktoalbumin, B-laktoglobulin, serum albumine,
imunoglobuline, proteoza-peptone, -mikroglobulin, laktoferin, transferin, feritin, kalmodulin
1 skupinu acilglikoproteina. a-laktoalbumin i B-laktoglobulin dva su najzastupljenija proteina
sirutke. a-laktalbumin ima ulogu u regulaciji sinteze laktoze. B-laktoglobulin veze hidrofobne
1 amfifilne molekule. Svi navedeni proteini pridonose nutritivnoj vrijednosti 1 funkcionalnim

svojstvima sirutke (Deeth 1 Bansal, 2019).



24. BIOAKTIVNI PEPTIDI

Bioaktivni peptidi nastaju fragmentacijom proteina kazeina ili proteina sirutke. Obi¢no u
strukturi sadrze 3-20 aminokiselinskih ostataka po molekuli. Aktivnost bioaktivnih peptida
rezultat je specificnog aminokiselinskog sastava i redoslijeda aminokiselina unutar proteinske
sekvence. Peptidi nisu aktivni dok su dio strukture proteinskog prekursora i tek nakon
razgradnje proteinskog prekursora iskazuju bioaktivna svojstva (Janda, 2019). Bioaktivna
svojstva podrazumijevaju antihipertenzivno, antioksidtivno, imunomodulatorno, antitumorsko,
opiodino djelovanje te aktivnost prenosenja minerala.

Antihipertenzivni peptidi (ACE inhibitorni peptidi) imaju povoljan u¢inak na regulaciju
krvnog tlaka. Mogu inhibirati angiotenzin-konvertiraju¢i enzim koji katalizira hidrolizu
angiotenzina [ u angiotenzin II. Inhibicija angiotenzina II moZe dovesti do smanjenja
vazokonstrikcije krvnih zila i snizavanja krvnog tlaka (Park 1 Nam, 2015).

Antioksidativna svojstva peptida izoliranih iz mlijeka izraZzena su kroz neutralizaciju
slobodnih radikala i inhibiciju oksidacijskih procesa ¢ime se stanica $titi od oksidativnog stresa
te se na taj naCin sprjecava razvoj raznih bolesti 1 oSte¢enje tkiva (Pihlanto, 2006).

Imunomodulatorni peptidi dobiveni fragmentacijom kazeina i proteina sirutke imaju utjecaj
na aktivnost, funkciju i odgovor imunoloskog sustava tj. imaju funkcije imunoloskih stanica
(reguliraju proliferaciju limfocita, sintezu antitijela te proizvodnju, izlu¢ivanje i aktivnost
citokina).

Peptidi antitumorskog djelovanja sprjecavaju rast i razvoj tumorskih stanica. Imaju razlicite
mehanizme djelovanja protiv tumorskih stanica: indukcija stanicne smrti tj. apoptoze,
inhibicija angiogeneze odnosno inhibicija opskrbe tumorskih stanica krvlju te inhibicija
metastaze odnosno Sirenja tumorskih stanica (Pepe 1 sur., 2013).

Antimikrobni peptidi imaju i1 antimikrobno djelovanje. U kolostrumu je prisutna najvisa
koncentracija navedenih peptida. Antimikrobni peptidi djeluju na bakterijske stanice tako da
mijenjaju strukturu i funkciju stani¢nih membrana. Stvaraju pore ili kanale u membranama
bakterijskih stanica ¢ime se naruSava propusnost i1 posljedicno ometa ionska ravnoteza §to
uzrokuje oStecenja vitalnih stani¢nih funkcija (Benkerroum, 2010).

Opioidni peptidi reguliraju funkcije centralnog ziv€anog sustava. Prvi identificirani
opioidni peptid je P-kazomorfin-7 (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile) iz kravljeg P-kazeina.
Aminokiselinski slijed opioidnog peptida uvjetuje vezanje na specificni opioidni receptor Sto
uvjetuje njihovo daljnje djelovanje u organizmu. Svi opoidni peptidi imaju isti N-terminalni

kraj Tyr-Gly-Gly-Phe (Liu i Udenigwe, 2018).



Peptidi koji vezu mineralne tvari stvaraju komplekse s mineralima poput Zeljeza, kalcija,
fosfora i drugih. Nastali kompleksi stabiliziraju minerale tijekom transporta kroz probavni trakt
Sto rezultira poboljSanom apsorpcijom minerala. Laktoferin je viSefunkcionalni glikoprotein

koji se nalazi u sirutki. Osim antimikrobnih i imunomodulatornih svojstava, ima znac¢ajnu ulogu

u regulaciji koncentracije Zeljeza u krvi (Vegarud i sur., 2000).
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Slika 3. Razlic¢iti bioaktivni peptidi i njihove funkcionalne uloge (prilagodeno prema Punia i

sur., 2020)

2.5. PROIZVODNJA BIOAKTIVNIH PEPTIDA

Fragmentacija mlije¢nih proteina odvija se na nekoliko nac¢ina: enzimskom hidrolizom
djelovanjem probavnih enzima (in vivo ili in vitro), enzimskom hidrolizom mikrobnim ili
biljnim enzimima te mikrobnom fermentacijom proteolitiCkim bakterijskim kulturama
(Jakopovi¢, 2019). Konvencionalne metode za proizvodnju bioaktivnih peptida u mlijecnoj
industriji su mikrobna fermentacija i enzimska hidroliza mikrobnim ili biljnim enzimima.
Vazno je poznavati princip metoda te njihove prednosti i nedostatke kako bi se omogucio

ispravan odabir (Murtaza i sur., 2022).



Enzimska hidroliza mikrobnim ili biljnim enzimima ukljucuje enzime izolirane iz odredenih
mikroorganizama ili biljaka. Enzimi izolirani iz mikroorganizama su stabilniji. Takoder,
mikroorganizmi su podlozni genetickoj manipulaciji S§to omogucava dobivanje Zzeljene
koncentracije i karakteristike enzima, zbog cCega se CeS¢e primjenjuju. Osnovna prednost
procesa enzimske hidrolize jest brzina reakcije. Izvedba samog procesa, kao i optimizacija
uvjeta pri kojima se proces odvija, je jednostavna. Takoder, proces je jednostavno zaustaviti
inaktivacijom enzima. Kako bi se unaprijedio proces enzimske hidrolize, supstrat je ponekad
potrebno prethodno obraditi. Nedostatak ove metode je koristenje toplinske predobrade koja
moze dovesti do denaturacije proteina. (Cruz-Casas i sur., 2021)

Fermentacija proteolitickim starter kulturama ukljucuje koriStenje odabranih
mikroorganizama koji imaju sposobnost razgradnje proteina prisutnih u mlijeku. Proteoliticke
starter kulture proizvode enzime (proteaze) koji hidroliziraju kazein i proteine sirutke na manje
peptidne fragmente. Fermentacija se provodi prirodnim putem i pod kontroliranim uvjetima $to
poboljsava tehnoloska i nutritivna svojstva hrane te formira specificnu teksturu i okus. Vrsta
odabranog mlijeka, specificni mikroorganizmi te razliiti uvjeti fermentacije omogucavaju
dobivanje bioaktivnih peptida s razlicitim funkcionalnim svojstvima. Prednost ove metode je
to Sto se geneticCkom manipulacijom moze povecati proteoliticka aktivnost bakterijskih sojeva.
Takoder, prednost mikrobne fermentacije u usporedbi s enzimskom hidrolizom je jednostavnost

1 ekonomicnost procesa. (Murtaza i sur., 2022).

2.6. PROTEOLITICKI SUSTAV BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlije¢ne kiseline su skupina Gram-pozitivnih bakterija koje fermentacijom
ugljikohidrata proizvode mlije¢nu kiselinu. Prema metaboli¢kom putu razgradnje Secera dijele
se u dvije skupine: homofermentativne i heterofermentativne. Homofermentativne bakterije
razgraduju Secer (laktozu) do mlije¢ne kiseline, dok su produkti razgradnje laktoze
heterofermentativnih bakterija, uz mlijenu kiselinu, etanol, octena kiselina 1 CO2. Asporogene
su 1 nepokretne, prezivljavaju u anerobnim ili fakultativno aerobnim uvjetima. Tolerancija na
nisku pH vrijednost omogucuje im prezivljavanje i funkcioniranje u kiselom okruzenju kao §to
je mlijecni proizvod. U prehrambenoj industriji imaju vaznu ulogu u proizvodnji fermentiranih
proizvoda jer pruzaju karakteristicnu kiselost, okus i teksturu proizvodima. Proizvode i
bakteriocine koji, inhibicijom rasta patogenih mikroorganizama, povecavaju rok trajanja samog

proizvoda. [ako bakterije mlijecne kiselina ukljucuju vise od 60 rodova, najces¢i rodovi prisutni



u fermentiranim proizvodima su: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus 1 Enterococcus (Wang i sur., 2021; Samarzija, 2015).

Bakterije mlije¢ne kiseline, za svoj rast i razvoj, trebaju unos esencijalnih aminokiselina.
Glavni izvor esencijalnih aminokiselina je mlije¢ni protein kazein kojeg fragmentiraju vlastitim
proteolitiC¢kim sustavom (Mirzapour-Kouhdasht i Garcia Vaquero, 2022).

Proteoliticki sustav bakterija sastoji se od enzima 1 transportnih molekula koji omogucavaju
razgradnju proteina na oligopeptide 1 aminokiseline te njihovu apsorpciju u stanice. (Rafiq i
sur., 2020).

Proteaza koja se nalazi na vanjskoj stani¢noj membrani (engl. Cell-Envelope Proteinase,
CEP) klju¢ni je enzim u pocetnoj hidrolizi kazeina (Raveschot i sur., 2018). Nakon hidrolize
kazeina, oligopeptidi, pomoc¢u peptidnog transportnog sustava prolaze kroz stani¢nu membranu
1 ulaze u stanice.

Svaki peptidni transporter specificno prepoznaje odredene oligopeptide. Unutar stanica,
peptidi podlijezu djelovanju razli¢itih intracelularnih peptidaza koje ih hidroliziraju najprije na
krace peptide, a naposljetku i na pojedinacne aminokiseline. Neke od njih su aminopeptidaze,
endo- 1 egzopeptidaze. Aminopeptidaze hidroliziraju peptide od N-terminalnog kraja.
Endopeptidaze hidroliziraju veze unutar polipeptidnih lanaca, dok egzopeptidaze hidroliziraju
veze s krajeva polipeptidnih lanaca. Proteoliticki sustav bakterija mlijecne kiseline, osim §to
osigurava esencijalne aminokiseline za rast 1 metabolizam bakterija, osigurava i poboljSana
organolepti¢ka svojstva fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Razgradnja proteina utjece na
konzistenciju 1 teksturu proizvoda te pridonosi razvoju karakteristicnih okusa (Kieliszek 1 sur.,

2021; Savijoki i sur., 2006).
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Slika 4. Proteoliticki sustav bakterija mlije¢ne kiseline (prilagodeno prema Garcia-Kano 1

sur., 2020)
2.7. ROD Lactoccocus

Prema taksonomiji, rod Lactoccocus pripada koljenu Firmicutes, redu Lactobacillales 1
porodici Streptococcaceae. Njihovo prirodno staniSte su zelene biljke. lako za mlije¢nu
industriju je vazan samo soj Lactococcus lactis, u dosadasnjim istrazivanjima opisano je jos 6
drugih vrsta: L. garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffi nolactis, L. fujiensis 1 L.
chungangensis. L. lactis ima dva genotipa: L. lactis subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris te
tri industrijski vazna fenotipa: lactis, cremoris 1 diacetylactis. Lactococcus lactis Cesto se nalazi
u sastavu komercijalnih mezofilnih kultura za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih proizvoda
jer u zadovoljavajuéoj koncentraciji proizvodi mlije¢nu kiselinu i aromatske spojeve. U takvom
sastavu kultura za proizvodnju kiselog mlijeka, u simbiotskom odnosu rasta i razmnoZzavanja s
laktokokima se najce$¢e nalaze bakterije Leuconostoc spp. Uz to, Leuconostoc spp. imaju
izrazenu sposobnost sinteze aromatskih spojeva, dok Lactococcus spp. su vazne za sintezu
mlijecne kiseline (Samarzija, 2015).

Glutaminska kiselina, glicin, leucin, izoleucin, histidin, valin 1 metionin neizostavne su
aminokiseline potrebne za rast bakterija roda Lactococcus. Slobodne aminokiseline i ostali

izvori dusika, prisutni u mlijeku, ne zadovoljavaju bakterijske potrebe, stoga moraju vlastitim
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proteolitiC¢kim sustavom hidrolizirati kazein do aminokiselina. U prvoj fazi hidrolize kazeina,
klju¢nu ulogu ima proteinaza PrtP koja je vezana za stani¢nu ovojnicu. Djelovanjem proteinaze
PrtP, kazein se hidrolizira na peptide razli¢ite duljine. Za daljnju proteolizu, laktokoki koriste
transportne sustave 1 intracelularno locirane peptidaze. Postoje tri transportna sustava koja su
dio proteolitickog sustava soja Lactococcus lactis: di- i tripeptidni transportni sustav DtpT i dva
oligoppetidna transportna sustava: Opp 1 Opt. Opp 1 Opt sustav pripadaju ABC transporterima
koji imaju transmembransku domenu i domenu koja veze ATP. Za razliku od Opt-a, Opp ima
dva proteina (OptS 1 OptA) koji vezu peptide. Pomocu navedenih transportnih sustava,
razgradni produkti kazeina uneSeni su u stanicu. U stanicama se hidroliziraju na peptide nizih
molekulskih masa ili na aminokiseline djelovanjem razli¢itih peptidaza karakteristi¢nih za sve

rodove bakterija mlijecne kiseline (Lamarque 1 sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom poglavlju navedeni su mikroorganizmi koriSteni za proizvodnju funkcionalnih
probiotickih napitaka kojima je odreden aromatski profil te koji su koriSteni za identifikaciju i

kvantifikaciju bioaktivnih peptida.

3.1.1. Radni mikroorganizam

Za proizvodnju prvog uzorka funkcionalnog napitka koristena je komercijalna mezofilna
kultura Bioprox® DI-PROX M229 sljedeéeg sastava: Lactococcus cremoris, Lactococcus
diacetylactis 1 Leuconostoc mesenteroides. Za proizvodnju drugog uzorka funkcionalnog
napitka koriStena je navedena komercijalna mezofilna kultura i autohtoni bakterijski soj
Lactococcus lactis ZGBPS5-51 koji je dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo Sveucilista
u Zagrebu Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta— ZBMK. Za proizvodnju tre¢eg uzorka

funkcionalnog napitka koristen je samo bakterijski soj Lactococcus lactis ZGBP5-51.

Tablica 1. Sojevi bakterija koristeni za fermentaciju mlijeka

Naziv i oznaka soja Uvjeti ¢uvanja
Lactococcus lactis ZGBP5-51 37 °C, aerobno
mezofilna kultura Bioprox® DI-PROX M229 4°C, anaerobno

3.1.2. Laboratorijski uredaji

e Analiticka vaga, Mettler Toledo, XPE205, SAD

e Autoflex speed MALDI — TOF/TOF, Bruker, Njemacka

e Centrifuga Centric, Tehtnica, Slovenija

e Centrifuga s hladenjem 5804R, Eppendorf, SAD

e Centrifuga, Digitor21R, OrtoAlersa, Spanjolska

e FVL-2400N Combi-Spin mini-centrifuga/vortex, Biosan, Latvija
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HPLC Dionex Ultimate 3000 RSLC nano sustav, Thermo scientific, SAD

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

Njemacka

Magnetna mjesalica, Thermo Scientific, SAD

pH metar, Metrohm, Svicarska

Sakuplja¢ frakcija, PROTEINEER fcll, Bruker, Njemacka

Termostat, Instrumentarija, Hrvatska

Thermo Fisher GC Trace 1300 u sprezi s TSQ 9000 trostrukim kvadropolom
Ultrazvucna kupelj, FALC Instruments, Italija

6460 TripleQuad LC/MS system, Agilent Technologies, SAD

. Laboratorijski pribor

Automatske pipete (0,1 — 5000 pL), Eppendorf, SAD
Eppendorf epruvete (1,5 mL; 2 mL; 5 mL), Eppendorf, SAD
Epruveta za centrifugu tipa Falcon (50 mL), neoLab, Njemacka
Epruvete, Scherf Prazision Europe GmbH, Njemacka
Filtrak filter papir No.388
Kivete za centrifugu
MALDI plo¢ica, MTP Anchor Chip 384 BC, Bruker, Njemacka
NANOSERP filteri za centrifugiranje s porama 0,2 pm, Pall Corporation, SAD
Nastavci za automatske pipete (0,1 — 5000 uL), Eppendorf, SAD
Stalci za kivete/epruvete, neoLab, Njemacka
Viale, Agilent Technologies, SAD
Kolone :
= Acclaim PepMap 100 C18, 3 um, 100 A, 75 pm i.d. x 15 cm, Thermo
Scientific, SAD
= ACQUITY UPLC® BEH C18 1,7 um, 2,1x50 mm, Waters, SAD

= DB-225MS, 30m x 0,25 mm, 0,25 um; Agilent Technologies (P/N 122-2932)

3.1.4. Kemikalije

Acetonitril (ACN), VWR Chemicals, SAD
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Amonijev dihidrogenfosfat, Sigma-Aldrich, SAD

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

Kalibrant za MALDI/TOF-TOF, Sigma, SAD

Mravlja kiselina (HCOOH), Merck, Njemacka

Trifluoroctena kiselina (TFA), Merck, Njemacka

. Otopine

0,1 % TFA
10 % TFA
100 mM NH4H2PO4
95/5 0,1 % TFA u vodi/ ACN [v/V]
TA30 (30/70 [v/v] ACN /0,1 % TFA)
TA9S5 (95/5 [v/ivV] ACN /0.1 % TFA)
za nano-LC:
= Mobilna faza A: 98 % voda, 2 % ACN, 0,1 % TFA
» Mobilna faza B: 98 % ACN, 2 % voda, 0,1 % TFA
za HPLC:
* Mobilna faza A: 100 % voda, 0,1 % FA
* Mobilna faza B: 100 % ACN, 0,1 % FA

. Programi i baze podataka

BIOPEP-UWM - baza podataka

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

NIST MS Search; verzija 2.3 - baza podataka

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

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

SRplot - ra¢unalna aplikaciju za izradu grafickog prikaza podataka

Thermo TraceFinder 4.1 General Quan
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* WARP-LC, verzija 1.3 - program za automatizirano snimanje MS i MS/MS spektara,

Bruker, Njemacka

3.2. METODE

U ovom poglavlju prikazani su provedeni postupci identifikacije i kvantifikacije bioaktivnih
peptida u proizvedenim uzorcima funkcionalnih probiotickih napitaka, kao i postupci za

odredivanje njihovih aromatskih profila.

3.2.1. Uzorci

Za proizvodnju probioti¢kih fermentiranih napitaka koristeno je mlijeko Veronika. Tri

uzorka mlijeka fermentirana su tijekom 18 sati pri 22 °C u 3 paralele.

3.2.2. Odredivanje aromatskog profila

3.2.2.1. Priprema uzoraka za odredivanje aromatskog profila

Svi uzorci funkcionalnog napitka zamrznuti su nakon proizvodnje na -20 °C i skladisteni
pri toj temperaturi.

Nekoliko sati prije analize, uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi kako bi se odmrznuli.
Priprema uzoraka provedena je prema Tong i sur., 2017. Nakon odmrzavanja, 3 mL uzorka
pipetirano je u headspace vijalu. U vijalu stavljen je i magnet kako bi se ubrzalo uspostavljanje
ravnoteze na magnetskoj mijeSalici. Uspostava ravnoteze provedena je pri 50 °C tijekom 20
min. Nakon uspostave ravnoteze, u headspace vijalu umetnuto je vlakno koje je prethodno
o€iS¢eno pri istim uvjetima instrumentalne metode. Adsorpcija na vlakno provedena je pri 50
°C tijekom 1 h, uz stalno mijesanje. Nakon adsorpcije, uzorak je injektiran. Vrijeme desorpcije

iznosilo je 5 min. Postupak pripreme bio je isti za sve uzorke.

16



3.2.2.2. Analiza i identifikacija aromatskih spojeva

Analiza 1 identifikacija aromatskih spojeva provedena je instrumentalom metodom plinske

kromatografije spregnute sa spektrometrijom mase prema navedenim parametrima (tablica 2).

Metoda je opisana u ¢lanku Tong i sur. 2018.

Tablica 2. Parametri instrumentalne metode

Software:

Plin nosac:

Kolona:

Temperaturni gradijent:

Temperatura inleta:

Vrijeme i temperatura
adsorpcije:

Vrijeme desorpcije:
Nacin injektiranja:
Protok:
Vrijeme analize:

Detektor:
Nacin snimanja:

Ionizacijski mod:

Temperatura MS transfer
line-a:

Temperatura ionskog
izvora:

Thermo Fisher GC Trace 1300 u sprezi sa TSQ 9000

troskrukim kvadropolom

Thermo TraceFinder 4.1 General Quan
Baza podataka: NIST MS Search; verzija 2.3

Helij (6.0)

DB-225MS, 30m x 0,25 mm, 0,25 um; Agilent
Technologies (P/N 122-2932)

Zadrzavanje 5 min na 35 °C

porast temperature 4 °C/min sve do 140 °C
zadrzavanje 5 min na 140 °C

porast temperature 10 °C/min sve do 240 °C
zadrzavanje 5 min na 240 °C

250 °C
1h/50°C

5 min
Splitless
1.2 mL/min, konstantan protok
52 min

MS/MS
Snimanje raspona m/z 40-400 (engl. Full Scan)
EI (engl. Electron Impact)

250 °C

250
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3.2.3. Priprema uzoraka za odredivanje bioaktivnih peptida

U 40 mL pojedina¢nog uzorka mlijecnog napitka, dodano je 80 mL vode. Uzorak je
homogeniziran vorteksiranjem tijekom 10 min. Dobivenom homogenatu izmjerena je pH
vrijednost. Homogenat je inkubiran 1 h pri 40 °C. Nakon toga, provedeno je centrifugiranje na
3000 x g tijekom 30 min pri 4 °C. Supernatant je profiltriran kroz staklenu vunu i filter papir, a

potom zamrznut na -80 °C te liofiliziran. Liofilizirani uzorci skladiSteni su na + 4 °C.

3.2.4. Ne-ciljna analiza peptida iz uzoraka mlijeka

Za identifikaciju peptida u liofiliziranim uzorcima fermentiranog mlijeka koriStena je
metoda tekuc¢inske kromatografije obrnutih faza (nano LC) i spektrometrija masa (MS i

MS/MS). Opisan je cjelokupan proces provodenja ne-ciljne analize.

3.2.4.1. Priprema uzoraka za nano LC

Uzorci liofiziranog mlijeka (3 uzorka u 3 paralele), mase od 1 do 4 mg, odvagani su u
Eppendorf epruvete volumena 5 mL. Odvagani uzorci otopljeni su u odredenom volumenu
otopine koja je sadrzavala 95 % 0,1 % trifluorooctene kiseline (TFA) 1 5 % acetonitrila (ACN)
(v/v) kako bi konacna koncentracija uzoraka iznosila 1 mg/mL. Uzorci su izmijeSani
vorteksiranjem, a potom postavljeni u ultrazvu¢nu kupelj pri sobnoj temperaturi tijekom 10 min
kako bi se otopile zaostale krute cestice. Volumen od 500 pL svakog uzorka filtriran je kroz
filter veli¢ine pora 0,2 um (Sigma-Aldrich, SAD). Filtriranje je provedeno centrifugiranjem
uzoraka na sobnoj temperaturi pri brzini od 10000 o/min. Volumen od 100 pL filtrata prenesen
je u vijale za tekuéinsku kromatografiju. Postupak je isti za sve uzorke kako bi se osigurala

dosljednost izmedu paralelnih uzoraka.

3.2.4.2. Analiza uzoraka MALDI-TOF/TOF

MALDI plocica isprana je izopropanolom i posusena papirnatim ubrusom. Nakon toga,
isprana je destiliranom vodom i posusena papirnatim ubrusom. Plocica je uronjena u kadicu s
izopropanolom i postavljena u ultrazvu¢nu kupelj pri sobnoj temperaturi tijekom 10 min. Nakon
toga, plocica je uronjena u kadicu s otopinom koja je sadrzavala 70 % TFA 1 30 % ACN (v/v)

i stavljena u ultrazvucnu kupelj pri istim uvjetima. Nakon ispiranja ploCica je posusena
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propuhivanjem komprimiranim zrakom. Za ionizaciju peptida metodom MALDI-TOF/TOF

spektrometrijom masa koristena je matrica a-cijano-4-hidroksicimetna kiseline (CHCA) .

Tablica 3. Sastav CHCA matrice za kalibrante

za 50 uL
10 mg/mL CHCA SuL
ACN 35,5 uL
100mM NHsH;PO4 0,5 },LL
0,1 % TFA 7 uL
Tablica 4. Sastav radne otopine kalibranata
1,4 % CHCA matrica 50 uL
Temeljna otopina kalibranata 1 uL
Tablica 5. Sastav CHCA matrice za uzorke
Otopina 5 % TFA i 95 % ACN, v/v 748 uL
HCCA (otopljena u otopini 10 % TFA i 90 36 UL
% ACN, v/v) :
100 mM NH4H;PO4 8 uL
10%TFA 8 uL
3.2.4.3. Razdvajanje peptida i skupljanje frakcija

Razdvajanje je provedeno metodom tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC). KoriSten je instrument Dionex Ultimate
3000 RSLCnano System (Thermo Fischer Scientific, SAD) koji je direktno povezan s
frakcijskim skupljacem PROTEINEER fcll (Bruker, Njemacka). Separacija peptida provedena
je na koloni Acclaim PepMap 100 C18, 3 um, 100 A, 75 um i.d. x 15 cm (Thermo Scientific,
SAD) prema navedenim parametrima (tablica 6). Za svaki uzorak su automatski sakupljene 192

frakcije na MALDI plo€icu prema navedenim parametrima (tablica 7).
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Tablica 6. Parametri separacije proteina

Pokretna faza A 0,1 % TFA (v/v)
Pokretna faza B 0.1 % TFA u acetonitrilu (v/v)
Temperatura kolone 40 °C
Protok 0,3 uL/min
Gradijentno
Retencijsko vrijeme B(%) Protok (nuL/min)
0 2,0 0,3
10 2,0 0,3
Ispiranje kolone 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 7. Parametri sakupljanja frakcija peptida

Protok matrice 100 uL/h

Vrijeme sakupljanja frakcija 15-63 min
Vrijeme sakupljanja/frakcija 15s
Ukupan broj sakupljenih frakcija 192
3.2.44. Analiza peptida spektrometrijom masa MALDI-TOF/TOF

Nakon separacije, peptidi su analizirani pomocu spektrometra masa Autoflex Speed
MALDI-TOF/TOF (Bruker, Njemacka). Vanjska kalibracija spektra izvedena je pomocu
algoritma krivulje Cetvrtog stupnja. Snimljeno je minimalno 6 signala peptida ¢ije su mase

poznate. U tablici 8 i tablici 9 navedeni su parametri za provodenje MS i MS/MS metode.
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Tablica 8. Parametri snimanja MS spektra nakon provedene nano LC separacije.

Tip analize MS pozitiv
Detekcija iona pozitivna

Vrsta lasera Smartbeam-II laser
Ionsko zrcalo reflektron
Raspon masa 700-4000 Da

Algoritam krivulje 4.reda uz signale

Kalibracija MS spektra dobivene snimanjem minimalno 6 peptida

poznatih masa
Tolerancije mase pri kalibraciji 100 ppm

Vrsta fragmentacije inducirana laserom

Tablica 9. Parametri snimanja MS/MS spektra nakon provedene nano LC separacije

Prekursori za MS/MS analizu

Maksimalna tolerancija mase peptida

unutar razlicitih frakcija 100 ppm
Maksimalan broj frakcija unutar kojih se
dopusta ponavljanje istog peptida ¢
Identifikacija pozadinskih signala Ponavljanje signala u 70 % frakcija
Minimalan S/N 10
Minimalna razlika izmedu peptida koji 5 Da
koeluiraju/Da
Maksimalan broj peptida prekursora po
frakciji %
MS/MS analiza
Tip analize MS/MS pozitiv
Detekcija iona Pozitivna
Ionsko zrcalo Reflektron
Broj snimaka/spektar 1500
Vrsta fragmentacije Inducirana laserom
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3.2.4.5. Identifikacija peptida

Podaci koji su dobiveni snimanjem MS i MS/MS spektara koriSteni su za pretrazivanje
Swiss-Prot baze podataka uz pomo¢ Mascot 2.5.0. algoritma. KoriStena je proteomska
softverska platforma ProteinScape 3.0. Baza podataka pretrazivana je prema navedenim
parametrima (tablica 10).

Tablica 10. Parametri pretrage baze podataka

Baza podataka Swiss Prot
Taksonomija Bos taurus
Enzim Nespecifi¢no cijepanje
Varijabilne modifikacije /
Tolerancija mase prekursora 100 ppm

3.2.5. Ciljna analiza peptida

Nakon provedene identifikacije bioaktivnih peptida, u svim uzorcima funkcionalnog
napitka, provedena je ciljna analiza u svrhu kvantifikacije istih. Za kvantifikaciju peptida
koriStena je spregnuta tehnika RP — HPLC (engl. Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography) i QQQ — MS (engl. Triple Quadrupole Mass Spectrometry). Razvoj metode
za analizu navedenih uzoraka, kao i sama analiza, proveden je na 1290 Infinity UHPLC sustavu
(Agilent Technologies, SAD) koji je povezan na Agilent 6460 Triple Quad spektrometar masa
s ugradenim ESI (engl. Electrospray Ionization) izvorom (Agilent Technologies, SAD).
Koristena je metoda MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring Method) opisana u ¢lanku
Novak i sur. 2021. Peptidi su identificirani i kvantificirani pomoc¢u softvera MassHunter

Workstation, verzija B.08.00. (Agilent Technologies, SAD).

3.2.5.1. Priprema uzoraka za ciljnu analizu

Priprema uzoraka za ciljnu analizu sli¢na je pripremi uzoraka za ne-ciljnu analizu. Razlika
u pripremi uzoraka jedino je u otapalu u kojem su uzorci otopljeni za analizu. Umjesto otopine
od 95 % 0,1 % TFA 1 5 % ACN (v/v) koriStena je otopina 95 % 0,1 % mravlje kiseline 1 5 %
ACN (Vv/v).

Separacija peptida provedena je na 1290 Infinity HPLC sustavu (Agilent Technologies,

SAD) prema navedenim parametrima (tablica 11).
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Tablica 11. Parametri za separaciju peptida

Mobilna faza A
Mobilna faza B

Kolona

Temperatura kolone

Protok

Ispiranje kolone

(gradijentno)

100 % voda, 0,1 % FA (v/v)
100 % ACN, 0,1 % FA (v/v)
ACQUITY UPLC BEH C18, 130A, 1.7 um,
2.1 mm X 50 mm, 1/pk

40 °C
0,3 mL/min
Retencijsko
vrijeme A (%) B (%)
(min)
2,0 95,0 5,0
16,0 60,0 40,0
25,0 20,0 80,0
26,0 20,0 80,0
26,5 95,0 5,0
35,0 95,0 5,0

Uzorci su ionizirani pomoc¢u ESI ionskog izvora prema navedenim parametrima (tablica 12)

postavljenim u MassHunter WorkStation softveru verzija B.08.00.
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Tablica 12. Parametri ionskog izvora

Temperatura plina

Protok plina

Tlak nebulizera

Kapilarni napon

Temperatura engl. Sheat Gas

Protok engl. Sheat Gas

300 °C

7 L/min

40 psi

300 °C

9 L/min

3,5kV

Pracene su tranzicije opisane u znanstvenom radu Novak i sur. 2021.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Razli¢iti hlapljivi 1 nehlapljivi kemijski spojevi pridonose okusu i mirisu fermentiranog
mlijeka. Nehlapljivi spojevi doprinose okusu, a hlapljivi spojevi doprinose aromi mlijecnih
proizvoda (Liu 1 sur., 2004). U ovom poglavlju prikazani su rezultati identifikacije aromatskih
spojeva u tri razli¢ita uzorka fermentiranog mlijeka nakon primjene komercijalne mezofilne
kulture Bioprox® DI-PROX M229, zatim zdruZene primjene komercijalne mezofilne kulture
Bioprox® DI-PROX M229 i soja Lactococcus lactis ZGBP5-51 te primjenom samo soja
Lactococcus lactis ZGBP5-51. Takoder, prikazani su rezultati ne-ciljne i ciljne analize peptida,

odnosno relativne kvantifikacije peptida s bioaktivnim svojstvima iz istih uzoraka.

4.1. IDENTIFIKACIJA AROMATSKIH SPOJEVA

Rezultati identifikacije aromatskih spojeva prisutnih u uzorcima mlijeka fermentiranog
djelovanjem  komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229, djelovanjem
komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229 i soja Lactococcus lactis ZGBP5-
51 te djelovanjem samo soja Lactococcus lactis ZGBP5-51 prikazani su u sljede¢im tablicama

(tablica 13, tablica 14, tablica 15).

Tablica 13. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku mlijeka koji je fermentiran komercijalnom

mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229

Naziv spoja Molekulska formula  Kemijska skupina  Retencijsko vrijeme
Octena kiselina CH3COOH Karboksilne kiseline 7,51
Acetoin C4Hs0O2 Ketoni 9,62
Dodekan Ci2Ha26 Alkani 14,05
Butanska kiselina C4Hs02 Karboksilne kiseline 14,94
Metional C4HsOS Aldehidi 18,03
Benzaldehid C7HsO Aldehidi 18,73
Nonan-2-on CoHis0O Ketoni 19,24
Tetradekan Ci4H3o Alkani 20,59
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Tablica 13. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku mlijeka koji je fermentiran komercijalnom

mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229-nastavak
# Naziv spoja Molekulska formula Kemijska skupina Retencijsko vrijeme
9 Metoksi-fenil-oksim CsHoNO2 Fenoli 20,91
10 Heksanska kiselina CsH1202 Karboksilne kiseline 21,89
11  Benzen acetalaldehid CsHsO Aldehidi 22,80
12 Heptanska kiselina C7H1402 Karboksilne kiseline 24,78
13 Metil-nonil-keton Ci1H220 Ketoni 25,59
14 Oktanska kiselina CsHi1602 Karboksilne kiseline 27,83
15 Nonanska kiselina CoHi302 Karboksilne kiseline 30,39
16 Benzojeva kiselina C7H602 Karboksilne kiseline 32,31
17 n-dekanska kiselina C10H2002 Karboksilne kiseline 33,43
18 9-decenska kiselina C1oH1502 Karboksilne kiseline 34,16
19 Dodekanska kiselina Ci2H2402 Karboksilne kiseline 39,58
20 0-dekalakton CioHi1s802 Laktoni 41,02
21 o-dodekalakton Ci2H2202 Laktoni 43,84
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m Karboksilne kiseline = Ketoni = Alkani = Aldehidi = Fenoli = Laktoni

Slika 5. Udio pojedinih kemijskih skupina u ukupnoj koli¢ini identificiranih hlapivih spojeva
u uzorku mlijeka koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-

PROX M229

Tablica 14. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku koji je fermentiran komercijalnom
mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim sojem Lactococcus

lactis ZGBP5-51

Naziv spoja Molekulska formula  Kemijska skupina  Retencijsko vrijeme
1 Octena kiselina CH3COOH Karboksilne kiseline 7,62
2 2-hepatanon C7H140 Ketoni 12,03
3 Butanska kiselina C4Hs02 Karboksilne kiseline 14,95
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Tablica 14. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku koji je fermentiran komercijalnom

mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim sojem

Lactococcus lactis ZGBP55-51-nastavak

Naziv spoja
3-metilbutanska

kiselina

Metional
Benzaldehid
Nonan-2-on

Tetradekan
Metoksi-fenil-oksim
Heksanska kiselina
Benzen acetalaldehid
Heptanska kiselina
Metil-nonil-keton
Feniletil alkohol
Oktanska kiselina
Nonanska kiselina
Benzojeva kiselina
n-dekanska kiselina
Oktil oktanoat
Dodekanska kiselina
d-dekalakton

0-dodekalakton

Molekulska formula

CsHi1002

C4Hs0S

C7HsO

CoHi50

CiaHzo

CsHoNO2

CsH1202

CsHsO

C7H1402

C11H220

CsH100

CsHi1602

CoH 1802

C7HsO2

Ci10H2002

Ci16H3202

C12H2402

Ci10H1802

C12H2202

Kemijska skupina

Karboksilne kiseline

Aldehidi
Aldehidi
Ketoni
Alkani
Fenoli
Karboksilne kiseline
Aldehidi
Karboksilne kiseline
Ketoni
Alkoholi
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Esteri
Karboksilne kiseline
Laktoni

Laktoni

Retencijsko vrijeme

16,49

18,03
18,74
19,25
20,59
20,92
21,89
22,81
24,78
25,59
26,84
27,73
30,40
32,31
33,45
37,99
39,59
40,29

43,83
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= Karboksile kiseline = Ketoni

= Aldehidi = Alkani

= Fenoli = Alkoholi
Esteri = Laktoni

Slika 6. Udio pojedinih kemijskih skupina u ukupnoj koli¢ini identificiranih hlapivih spojeva
u uzorku mlijeka koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-

PROX M229 i bakterijskim sojem Lactococcus lactis ZGBP55-51

Tablica 15. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku koji je fermentiran bakterijskim sojem
Lactococcus lactis ZGBP55-51

Naziv spoja Molekulska formula  Kemijska skupina  Retencijsko vrijeme
Octena kiselina CH3COOH Karboksilne kiseline 8,77
2-hepatanon C7H140 Ketoni 13,02
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Lactococcus lactis ZGBP55-51-nastavak

Naziv spoja
1-heksanol
Dodekan
Butanska kiselina
Dimetil trisulfid
Benzaldehid
Tetradekan
Heksanska kiselina
Heptanska kiselina
Metil-nonil-keton
Feniletil alkohol
Oktanska kiselina
Benzojeva kiselina
n-dekanska kiselina
Dodekanska kiselina
0-dekalakton

0-dodekalakton

Molekulska formula

CesH120

Ci2Hazs

C4HzO2

C2HeS3

C7HsO

CisHzo

CsH1202

C7H1402

C11H220

CsHi00

CsHi1602

C7Hs602

Ci10H2002

C12H2402

Ci1o0H1802

C12H2202

Kemijska skupina
Alkoholi
Alkani
Karboksilne kiseline
Sulfidi
Aldehidi
Alkani
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Ketoni
Alkoholi
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Karboksilne kiseline
Laktoni

Laktoni

Tablica 15. Hlapivi spojevi identificirani u uzorku koji je fermentiran bakterijskim sojem

Retencijsko vrijeme
13,86
15,01
15,90
16,21
19,81
21,54
22,81
25,75
26,61
27,90
28,76
33,52
34,72
40,41
41,82

44,48
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11%

449%
Karboksilne kiseline = Ketoni
= Alkoholi = Alkani
= Sulfidi = Aldehidi
Laktoni

Slika 7. Udio pojedinih kemijskih skupina u ukupnoj koli¢ini identificiranih hlapivih spojeva
u uzorku mlijeka koji je fermentiran bakterijskim sojem Lactococcus lactis ZGBP55-51

60%
50%
40%
30%

20%

N IIl T | B | I 1

Karboksilne  Ketoni Aldehidi Alkani Fenoli Alkoholi Esteri Laktoni Sulfidi
kiseline

Udio pojedinih kemijskih skupina u uzorku

Kemijske skupine

| MK o MK+L mL

Slika 8. Usporedba udjela pojedinih kemijskih skupina u uzorcima (MK-mezofilna kultura;
L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Plinskom kromatografijom u sprezi sa spektrometrijom masa (GC-MS) provedene su
analize hlapivih spojeva arome u uzorcima fermentiranog mlijeka. Identificirani spojevi arome
mogu se svrstati u sljede¢e kemijske skupine: karboksilne kiseline, ketoni, aldehidi, alkani,
fenoli, alkoholi, esteri, laktoni i1 sulfidi. Hlapive tvari arome sintetiziraju se u reakcijama
kemijske ili enzimske oksidacije te interakcijom nastalih spojeva s proteinima, peptidima i
slobodnim aminokiselinama (Krvavica 1 sur, 2010). Takoder, razgradnjom slobodnih
aminokiselina nastaju hlapive tvari koje imaju veliki utjecaj na aromu kona¢nog proizvoda. Po
udjelu, najzastupljenija kemijska skupina u analiziranim uzorcima su karboksilne kiseline.
Najve¢i udio karboksilnih kiselina ima uzorak mlijeka koji je fermentiran komercijalnom
mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229. Karboksilne kiseline nastaju lipolizom te
hidrolizom laktoze i1 aminokiselina. Npr. 3-metilbutanska kiselina prisutna je samo u
fermentiranom mlijeku jer nastaje razgradnjom slobodnih aminokiselina proteolitiC¢kim
sustavom mlijecnih bakterija. Karboksilne kiseline daju oStru i uZeglu aromu te su prekursori u
sintezi ketona, aldehida, alkohola i estera (Beltran-Barrientos i sur., 2019). Prema rezultatima
prikazanim na slici 4. uzorak mlijeka koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom kulturom
Bioprox® DI-PROX M229 i uzorak mlijeka koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom
kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51 imaju
veéi udio ketona od uzorka koji je fermentiran samo bakterijskim sojem Lactococcus lactis
ZGBP5-51. To se, prvenstveno, odnosi na ve¢e koncentracije acetoina. Naime, bakterijske vrste
Lactococcus diacetylactis 1 Leuconostoc mesenteroides metabolizmom citrata sintetiziraju
acetoin koji daje maslacnu aromu karakteristiénu za fermentirane mlijecne proizvode (Liu 1
sur., 2020). U mjeSovitim bakterijskim kulturama, Leuconostoc spp. koriste se za sintezu
diacetila iz acetaldehida ¢ime se smanjuje koncentracija acetaldehida koji uzrokuje ,,nezreli
okus mlijeka (Samarzija, 2015). Uzorak koji je fermentiran samo bakterijskim sojem
Lactococcus lactis ZGBP5-51 sadrzi najmanji udio aldehida. U svim uzorcima prisutan je
benzaldehid. Opcenito, aldehidi su meduprodukti u fermentiranom mlijeku, te se brzo
reduciraju u alkohole ili oksidiraju u kiseline (Beltran-Barrientos i sur., 2019). Neke od masnih
kiselina, u mlijeku se nalaze u obliku n-alkana te njihov sastav ovisi o prehrani sisavca. Mogu
se koristiti kao biomarkeri za odredivanje prehrane sisavaca (Wright i sur., 2020). Sulfidi
nastaju kao nusproizvod fermentacijskih procesa, a u fermentiranom mlijeku prisutni su u
tragovima (Fang 1 sur., 2019). Alkani, alkoholi i sulfidi zastupljeniji su u uzorku koji je
fermentiran samo bakterijskim sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51 u odnosu na uzorak koji je
fermentiran komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i uzorak koji je

fermentiran komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim
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sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51. Esteri su najviSe prisutni u uzorku koji je fermentiran
komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim sojem
Lactococcus lactis ZGBP5-51. Laktoni su ciklicki karboksilni esteri koji nastaju iz
hidroksikiselina. Najzastupljeniji su o-dekalakton 1 o-dodekalakton ¢ija se koncentracija
dokazano povecéava fermentacijom (Nishimura i sur., 2021). Aroma koju laktoni daju mlije¢nim
proizvodima ¢esto se opisuje kao masna, oraSasta i kremasta. Laktoni su identificirani u sva tri
uzorka koristena u ovom istrazivanju. Fenoli su kemijska skupina koju karakterizira prisutnost
barem jednog arilnog prstena na koji je vezana barem jedna hidroksilna skupina. Fenolni
spojevi identificirani su u uzorku mlijeka koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom
kulturom Bioprox® DI-PROX M229 te u uzorku koji je fermentiran komercijalnom mezofilnom
kulturom Bioprox® DI-PROX M229 i bakterijskim sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51. U
niskim koncentracijama, fenolni spojevi pridonose pozeljnom okusu sira, ali u veéim
koncentracijama uzrokuju negativne promjene organoleptic¢kih svojstava mlije¢nog proizvoda

(O'Connell i Fox, 2001).

4.2. NE-CILJNA ANALIZA PEPTIDA

Ne-ciljnom analizom uzoraka fermentiranog mlijeka spregnutom tehnikom tekudéinske
kromatografije 1 spektrometrije masa, ustanovljena je prisutnost niza raznovrsnih peptida.
Prema rezultatima vecina peptida proizlazi iz hidrolize asi-kazeina, B-kazeina i k-kazeina.
Identificirane peptidne sekvence pretraZivane su u Biopep bazi podataka kako bi se pronasli

peptidi kojima su, u znanstvenoj literaturi, prethodno opisana bioaktivna svojstva.
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Tablica 16. Peptidi iz uzorka mlijeka fermentiranog komercijalnom mezofilnom kulturom
Bioprox® DI-PROX M229 kojima su prethodno utvrdena bioaktivna svojstva

Sekvenca peptida

HKEMPFPKYPVEPF

NLHLPLPLL

LLYQEPVLGPVRGPFPIIV

QEPVLGPVRGPFP

YPFPGPIPN

PFPGPIPN

HQPHQPLPPTVMFPPQ

B-

kazein

B_

kazein

B_

kazein

B_

kazein

B_

kazein

B_

kazein

B_

kazein

Protein Molekulska

masa
(Da)
1746.0322

1029.2724

2107.5295

1392.5971

1001.1320

837.9591

1851.1311

Bioaktivno
djelovanje

Peptid koji veze
Zn

Antikancerogeno

ACE inhibitorno
Imunomodulatorno
ACE inhibitorno
ACE inhibitorno
Antidijabeticko
Inhibitor dipeptidil
peptidaze 4
ACE inhibitorno
ACE inhibitorno

Peptid koji veze
Zn

Referenca

Gagnaire i
sur. (2020)

Mohammed
1 Alhassan
(2015)
Robert i
sur. (2004)
Cermeno 1
sur. (2016)
Nielsen i
sur. (2018)
Villegas 1
sur. (2014)
Gong 1 sur.
(2020)
Uenishi i
sur. (2012)
Lu i sur.
(2016)
Lin i sur.
(2017)

Tellez 1 sur.
(2010)

Tablica 17. Peptidi iz uzorka mlijeka fermentiranog sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51 1

komercijalnom mezofilnom kulturom Bioprox® DI-PROX M229 kojima su

prethodno utvrdena bioaktivna svojstva

Sekvenca peptida Protein

B-kazein

QEPVLGPVRGPFP

HKEMPFPKYPVEPF [-kazein

Molekulska
masa
(Da)

1392.5971

1746.0322

Bioaktivno
djelovanje

ACE inhibitorno
Antidijabeti¢ko

Peptid koji veze
Zn

Referenca

Villegas 1
sur. (2014)
Gong 1 sur.
(2020)
Gagnaire 1
sur. (2020)
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Tablica 18. Peptidi iz uzorka mlijeka fermentiranog sojem Lactococcus lactis ZGBP5-51

kojima su prethodno utvrdena bioaktivna svojstva

Sekvenca peptida Protein Molekulska Bioaktivno Referenca
masa djelovanje
(Da)
B-kazein 837.9591 ACE Lin 1 sur.
PFPGPIPN inhibitorno (2017)
ARHPHPHLSFM k-kazein 1329.5295 Antioksidativno Tonolo i sur.
(2018)

4.3. CILJNAANALIZA PEPTIDA

Kvantifikacija bioaktivnih peptida provedena je MRM metodom koja je opisana u
Poglavlju 3.2.5. Na slici 9 prikazani su reprezentativni kromatogrami peptida i spektar

fragmentnih 1ona nakon fragmentacije ciljanog iona (m/z = 622,7).

a) b) c)
+ MRM (622.7 -> 812.0) UZ_1.. ||622.7 ->812.0 , 622.7 -> 681.9 ,| |+ MRM (10.070-10.269 min, 13..
£ x102 10.147 min. ¢ x1027 Ratio = 40.9 (130.8 %| £ x10 3"
3 il g 125 Ratio=66p(122.0%|3 1.5 514.3
O 254 c 14 Ratio =37 (146.9 4|0 1.25- '
j 3 1 681.9
2 < 075* T
1.5 ®  05- 0.75-
1 & 0.25- | 0.5-
0.5 © 0. b 0.25- 622.
T T T T T T 0’ T \‘ T
95 10 105 9.5 10 10.5 400 600 800
Acquisition Time (mi... Acquisition Time (mi... Mass-to-Charge (m/...

Slika 9. Reprezentativni MRM kromatogrami peptida SQSKVLPVPQKAVPYPQ koji je
nastao djelovanjem proteolitickog sustava bakterijskih sojeva koji se nalaze u sastavu
komercijalne mezofilne kulture kulture Bioprox® DI-PROX M229 (m/z = 622,7)

a) MRM kromatogram fragmentnog iona koriStenog za kvantifikaciju b) preklopljeni MRM

kromatogrami svih fragmentnih iona; c) MS spektar svih fragmentnih iona

Provedena je statisticka analiza rezultata dobivenih nakon provedene MRM metode
koriste¢i racunalnu aplikaciju za izradu grafickog prikaza podataka SRplot. Primijenjen je t-

test 1 rezultati su prikazani graficki. Na grafovima je prikazana p vrijednost koja pokazuje
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statisticku razliku izmedu uzoraka. Statisticke razlike izmedu uzoraka smatrane su znacajnima
kada su p vrijednosti bile manje od 0,05. Sve dobivene p vrijednosti vece su od 0,05 sto dovodi
do zakljucka da soj Lactococcus lactis ZGBP5-51 svojim proteolitickim sustavom proizvodi
koli¢inu peptida koja se statisti¢ki ne razlikuje od koli¢ine koju proizvode bakterijski sojevi
koji se nalaze u sastavu komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229. Nadalje,
koriStenje bakterijskog soja Lactococcus lactis ZGBP5-51 zajedno s komercijalnom
mezofilnom kulturom ne dovodi nuzno do povecanja koli¢ine peptida. Graficki prikazi peptida

detektiranih ciljanom analizom prikazani su u nastavku.
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Slika 10. Zastupljenost HQPHQPLPPT peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-

mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 11. Zastupljenost SWMHQPHQPLPPT peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-

mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 12. Zastupljenost WMHQPHQPLPPT peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 13. Zastupljenost ARHPHPHLSFM peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 14. Zastupljenost SQSKVLPVPQKAVPYPQ peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 15. Zastupljenost YQEPVLGPVR peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 16. Zastupljenost RDMPIQAF peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 17. Zastupljenost ARHPHPHLSFM peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 18. Zastupljenost HQPHQPLPPTVMFPPQ peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 19. Zastupljenost TKVIPYVRYL peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 20. Zastupljenost VLGPVRGPFP peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 21. Zastupljenost WIQPKTKVIPYVRYL peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 22. Zastupljenost APSFSDIPNPIGSENSE peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 23. Zastupljenost KYIPIQYVLS peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 24. Zastupljenost LVYPFPGPIHNSLPQN peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 25. Zastupljenost LVYPFPGPIHNSLPQ peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 26. Zastupljenost VYPFPGPIPN peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 27. Zastupljenost QEPVLGPVRGPFPIIV peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 28. Zastupljenost FVAPFPEVFG peptida u trima uzorcima mlijeka fermentiranim
razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 29. Zastupljenost LYQEPVLGPVRGPFPIIV peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrs$ina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 30. Zastupljenost LLYQEPVLGPVRGPFPIIV peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima
(Povrsina-povrsina ispod pika koja je u korelaciji s kolicinom detektiranog peptida; MK-
mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis ZGBP5-51)
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Slika 31. Zastupljenost YQEPVLGPVRGPFPIIV peptida u trima uzorcima mlijeka
fermentiranim razli¢itim radnim mikroorganizmima (PovrsSina-povrSina ispod pika koja je u
korelaciji s koli¢inom detektiranog peptida; MK-mezofilna kultura; L- Lactococcus lactis
ZGBP5-51)

4.3.1. Imunomodulatorni peptidi

Imunomodulatorni peptidi koriste se u proizvodnji funkcionalne hrane te u proizvodnji
lijekova koji se koriste za lijeCenje raznih zdravstvenih poremecaja koji proizlaze iz oslabljene
funkcije imunoloSkog sustava. Imunomodulatorni peptidi mogu imati proliferativno 1ili
antiproliferativno djelovanje, proinflamatorno ili protupalno djelovanje te citoprotektivno ili
citotoksi¢no djelovanje. Proliferativni/antiproliferativni peptidi su oni koji su ukljuceni u
stimulaciju (proliferativni), odnosno sprjecavanje diobe tumorskih stanica (antiproliferativni).
Zbog djelovanja na tumorske stanice nazivaju se jo$ i1 kancerogenim ili antikancerogenim
peptidima. Proupalni/protupalni peptidi pogorSavaju, odnosno ublaZavaju upalno stanje.
Citoprotektivni i citotoksicni peptidi sudjeluju u regulaciji apoptoze. Provedeno je ispitivanje
imunomodulatorne i antioksidativne aktivnosti peptida dobivenih hidrolizom kazeinata natrija.
Utvrdeno je imunomodulatorno djelovanje peptida LLYQEPVLGPVRGPFPIIV. Peptid je
sintetiziran modifikacijom prolinskog ostatka. Supstitucija posljednjeg prolina s izomerom
prolina (D-Pro) imala je imunosupresivan u¢inak u stanicama slezene miseva (Cermefio i sur.,

2016). Na dalje, prisutnost peptida LLYQEPVLGPVRGPFPIIV dokazana je i u istrazivanju
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koje su proveli Skrzypczak i sur. (2021). Peptid je dokazan u otopini a-laktalbumina (o-la) 1

kazeinoglikomakropeptida (CGMP) nakon primjene soja Lactobacillus helveticus.

4.3.2. Antikancerogeni peptidi

Tumor karakterizira nekontrolirana dioba stanica koje iscrpljuju organizam unutar kojeg
rastu, a istovremeno ne stvaraju nova normalna tkiva ili organe. Kombinirana terapija je vazna
strategija suzbijanja rasta tumorskih stanica jer, naj¢esce, jedna metoda nije dovoljno u€inkovita
kako bi se bolest potpuno izlijecila. Upotreba bioaktivnih peptida pokazala se kao dobra
imunoterapeutska metoda zato Sto zaustavlja rast specificnih stanica tumora te ima ucinkovitu
imunoreakciju (Mohammed 1 Alhassan, 2015). Veéina peptida koji imaju svojstvo
antikancerogenog djelovanja sastoji se od pozitivno nabijenih aminokiselina, kao Sto su lizin 1
arginin, te hidrofobnih ostataka. Budu¢i da sadrZe pozitivno nabijene aminokiseline, dolazi do
elektrostatskih interakcija izmedu peptida i negativno nabijenih membrana tumorskih stanica
Sto onemogucava daljnju diobu tumorskih stanica (Zhang 1 sur., 2023). Bioaktivni peptid
NLHLPLPLL identificiran je u uzorku obranog mlijeka koje je fermentirano bakterijskim sojem
L. helveticus i pomo¢u Flavourzyme®-a (komercijalne endo- i egzopeptidaze koje se koriste za
ekstrakciju zivotinjskih proteina) te je dokazano njegovo antikancerogeno djelovanje (Ahtesh i

sur., 2022).

4.3.3. Antioksidacijski peptidi

Peptidi izolirani iz fermentiranih mlije¢nih proizvoda, koji sadrze antioksidativna svojstva,
sastoje se od 5 do 11 aminokiselina. Uobi¢ajen aminokiselinski sastav ukljucuje: hidrofobne
aminokiseline, prolin, histidin, tirozin ili triptofan (Pihlanto, 2006). Mehanizam antioksidativog
djelovanja peptida ovisi o njihovoj sposobnosti vezanja slobodnih radikala te kelatnog vezanja
iona prijelaznih materijala. U istrazivanju koje su proveli Tonolo 1 sur. (2018) opisano je
antioksidativno djelovanje ARHPHPHLSFM peptida dobivenog iz govedeg «-kazeina.
Antioksidativno djelovanje dokazano je in vitro na CaCo-2 stani¢noj liniji kolorektalnog
adenokarcinoma. Nakon oksidacije stanica izazvane djelovanjem vodikovog peroksida i tert-
butil hidroperoksida, izmjerena je koncentracija tiola i glutationa. Antioksidativno djelovanje
o¢itovalo se u smanjenju ukupne koncentracije navedenih spojeva te u djelovanju na

antioksidacijske enzime: tioredoksin reduktazu i glutation reduktazu. Takoder, djelovanjem
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ARHPHPHLSFM peptida smanjena je sinteza reaktivnih oblika kisika (ROS) koja je inducirana

djelovanjem tert-butil hidroperoksida u CaCo-2 stani¢noj liniji.

4.3.4. Peptidi s antidijabetickom aktivno$céu

Inhibitori dipeptidil peptidaze 4 su ucinkovita terapijska opcija u lijecenju Se€erne bolesti
tipa 2. Dipeptidil peptidaza 4 (DPP 4) je serinska peptidaza koja, prvenstveno, razgraduje
inkretine te na taj na¢in utjece na odrzavanje homeostaze glukoze. U istrazivanju koje su proveli
Uenishi i sur. (2012) utvrdena je i izmjerena inhibicijska aktivnost peptida YPFPGPIPN
dobivenog i1z govedeg P-kazeina. Inhibicijska aktivnost izrazena je kao IC50 vrijednost
odnosno koncentracija peptida koja uzorkuje 50-postotnu inhibiciju DPP4. Izmjerena
koncentracija iznosila je viSe od 200 uM. Prema istrazivanju koje je proveo Gong i sur. (2020),
peptidne sekvence koje sadrze glicin i prolin, vaZzne su za poboljSanje inzulinske osjetljivosti.
Istrazivanje je provedeno na HepG2 stani¢noj liniji koja je tretirana visokom koncentracijom
glukoze. Peptid QEPVLGPVRGPFP izoliran iz hidrolizata B-kazeina sadrzi glicin 1 prolin koji
su poboljsali inzulinsku osjetljivost tretiranih stanica, odnosno sprijecili inzulinsku rezistenciju

koja podrazumijeva nemoguénost koriStenja glukoze kao energetskog izvora stanice.

4.3.5. Peptidi koji veZu cink

Cink je kofaktor za brojne metaloenzime koji reguliraju ekspresiju gena, utjecu na stani¢nu
proliferaciju i na stanje imunoloskog sustava. Unos cinka u organizam osigurava se prehranom,
a bioraspolozivost cinka moze se povecati stvaranjem kompleksa s polisaharidima ili
peptidima. Razli¢iti aminokiselinski ostatci peptida (fenilalanin, glutamin, histidin) snazno
vezu cink. Uc¢inkovitost vezanja cinka osobito je izraZzena kod peptida koji imaju histidinski
ostatak na N-terminalnom kraju, kao i veliki udio prolina u svom sastavu (Udechukwu i sur.,
2021). U istrazivanju koje su proveli Tellez i sur. (2010) dokazana je prisutnost peptida
HQPHQPLPPTVMFPPQ u mlijeku fermentiranom sojem Lactobacillus helveticus. Peptid
HKEMPFPKYPVEPF, kao i peptid HQPHQPLPPTVMEFPPQ, ima karakteristican histidinski
ostatak na N-terminalnom kraju. Peptid HKEMPFPKYPVEPF identificiran je tijekom
istrazivanja koje su proveli Gagnaire i sur. (2020). Tijekom navedenog istrazivanja, peptid je
dobiven hidrolizom govedeg B-kazeina koji je sastavni dio Ragusano sira proizvedenog od

sirovog mlijeka.
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4.3.6. ACE-inhibitorni peptidi

ACE-inhibitori inhibiraju angiotenzin konvertiraju¢i enzim c¢ime blokiraju pretvorbu
angiotenzina I u angiotenzin II te smanjuju degradaciju bradikinina. Inhibiraju¢i sintezu jakog
vazokonstriktora (angiotenzin II) i inhibiraju¢i razgradnju jakog vazodilatatora(bradikinina),
snizavaju krvni tlak te se koriste za lijeCenje arterijske hipertenzije. ACE-inhibitorni peptidi
mogu nastati hidrolizom svih kazeinskih frakcija. Mehanizam njihovog djelovanja nije u
potpunosti razjasnjen, ali je poznato da inhibicijska aktivnost ovisi o strukturi peptida. U
istrazivanju koje su proveli Lu i sur. (2016) identificirani su ACE-inhibitorni peptidi u cheddar
siru razli€ite starosti. Inhibicijska aktivnost izraZzena je kao IC50 vrijednost. Peptid sastava Tyr-
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn (YPFPGPIPN) ima nisku IC50 vrijednost (14,8 uM),
odnosno izrazeno inhibitorno djelovanje te je u najvecoj koncentraciji (6.8 mg/100 g sira)
pronaden u uzorku cheddar sira starog 6 mjeseci. Peptid PFPGPIPN ima IC50 vrijednost od
12.79 uM s nekompetitivnim mehanizmom djelovanja (Lin i sur., 2017). Identificiran je i in
silico pristupom u istrazivanju koje su proveli Fitzgerald i sur. (2020). Uz antikancerogeno
svojstvo, peptid NLHLPLPLL ima i ACE inhibitorno svojstvo. Izmjerena IC50 vrijednost
navedenog peptida iznosi 15 puM (Robert 1 sur., 2004). Jos jedan ACE-inhibitorni peptid je i
QEPVLGPVRGPFP. U istrazivanju koje su proveli Villegas i sur. (2014), dobiven je hidrolizom

B-kazeina iz mlijeka koje je fermentirano bakterijom Lactobacillus delbrueckii.
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S.

1.

ZAKLJUCCI

Temeljem analize spektrometrijom masa ustanovljeno je da su karboksilne kiseline
najzastupljenija kemijska skupina u analiziranim uzorcima fermentiranog mlijeka.
Osim karboksilnih kiselina, u fermentiranim napitcima, nakon primjene starter kulture
1 Lactococcus lactis ZGBP5-51, identificirani su raznovrsni spojevi arome koji
pripadaju ketonima, aldehidima, alkanima, fenolima, alkoholima, esterima, laktonima i
sulfidima.

Ne-ciljanom analizom identificirani su peptidi kojima je u znanstvenoj literaturi
utvrdeno 1 opisano ACE inhibitorno, antikancerogeno, imunomodulatorno,
antidijabeticko, antioksidativno te cink-vezujuce djelovanje.

Ciljanom analizom utvrdeno je da soj Lactococcus lactis ZGBP5-51 ne sintetizira
statisticki znacajno vecu koli¢inu peptida u usporedbi s koncentracijama koju proizvode

bakterijski sojevi u sastavu komercijalne mezofilne kulture Bioprox® DI-PROX M229.
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