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Referat po pozivu

BIOAKTIVNI PEPTIDI 1Z MLEKA
Jasna Dordevié, Tijana Ledina, Marija KovandZié¢, SneZana Bulaji¢

Kratak sadrzZaj

Bioaktivni peptidi su funkcionalne komponente proteina mleka, koji su u okviru
maticnog proteina neaktivni, ali se dejstvom proteolitickih enzima u gastrointestinal-
nom traktu ili primenom odredenih tehnoloskih postupaka, oslobadaju iz proteina. Ta-
ko aktivirani mogu imati uticaj na razlicite fizioloske i metaboli¢ke funkcije u organiz-
mu ljudi, kao Sto su antimikrobna, antioksidativna, antihipertenzivna, antitrombotic-
na, imunomodulatorna, anticitotoksicna aktivnost i druge. Antimikrobno dejstvo bio-
aktivnih peptida je vaZan deo nespecificnog imuniteta, posebno na povrsini sluzokoZe
tankog creva. Takode, bioaktivni peptidi imaju sposobnost da podsti¢u aktivnost anti-
oksidativnih enzima (katalaze, superoksid dismutaze i glutation peroksidaze), mogu
imati antiinflamatorno dejstvo, kao i da podstic¢u luc¢enje insulina. Zbog brojnih razlici-
tih pozitivnih efekata na zdravlje ljudi, modulacijom ili poboljsanjem fiozioloskih funk-
cija, proteini mleka, kao izvor bioaktivnih peptida, imaju potencijal za komercijalnu
upotrebu u proizvodnji kako konvencionalne, tako i funkcionalne i medicinirane hrane
ili dijetetskih suplemenata. Medutim, s obzirom da su rezultati vecine istraZivanja dobi-
jeni u in vitro uslovima, postoji potreba za istraZivanjima in vivo kako bi se u potpunosti
ispitalo dejstvo bioaktivnih peptida na razlicite fizioloske funkcije.

Kljucéne reci: bioaktivni peptidi, funkcionalna hrana, proteini mleka

UuvoD

Bioaktivni peptidi su specificne funkcionalne komponente proteina, neak-
tivne unutar mati¢nog proteina, ali nakon aktiviranja mogu uticati na razlicite
fizioloske i metabolicke procese, odnosno na zdravlje ljudi (Kitts i Weiler, 2003).
Bioaktivni peptidi se mogu aktivirati dejstvom proteaza iz mleka, digestivnih
enzima ili enzima koje oslobadaju mikroorganizmi iz gastrointestinalnog trak-
ta, enzima koje proizvode starteri ili primenom odredenih tehnoloskih postupa-
ka (Picariello i sar.,, 2010; Espejo-Carpio i sar.,, 2018; El-Sayed i Awad, 2019). Na
osnovu fizioloske funkcije koju vrse u organizmu ljudi, bioaktivni peptidi mogu
imati antihipertenzivnu, antimikrobnu, antioksidativnu, antitromboti¢nu, opio-
idnu, imunomodulatornu, mineral-vezujucu ili antidijabeti¢nu ulogu. Zbog broj-
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nih razlicitih pozitivnih efekata na zdravlje ljudi, modulacijom ili poboljSanjem
fizioloskih funkcija, proteini mleka kao izvor bioaktivnih peptida imaju potenci-
jal za komercijalnu upotrebu u proizvodnji, kako konvencionalne, tako i funkcio-
nalne i medicinirane hrane ili dijetetskih suplemenata (Muro i sar, 2011).

DOBIJAN]JE BIOAKTIVNIH PEPTIDA IZ MLEKA

Najces¢i nacin dobijanja bioaktivnih peptida je enzimska hidroliza mole-
kula proteina iz mleka razlicitih Zivotinjskih vrsta, kao i iz proizvoda od mleka:
jogurta, kefira i sireva. Jedan od nacina dobijanja bioaktivnih peptida iz proteina
mleka, kazeina ili proteina surutke je enzimska digestija, dejstvom enzima pore-
klom iz gastrointestinalnog trakta, u cilju imitiranja prirodnog procesa. Mnogi
bioaktivni peptidi, kao Sto su bioaktivni peptid inhibitor angiotenzin-konvertu-
juceg enzima, kalcijum-vezujuci fosfopeptid, razli¢iti antibakterijski, imunomo-
dulatorni i opioidni peptidi iz kazeina i proteina surutke mogu se dobiti na ovaj
nacin (Yamamoto i sar,, 2003; Gobetti i sar;, 2007). Izolacija bioaktivnih peptida,
inhibitora angiotenzin-konvertujuceg enzima iz proteina surutke, moze biti ma-
lo komplikovaniji proces, u odnosu na proces dobijanja iz kazeina, zbog rigidne
strukture (-laktoglobulina i velike otpornosti na digestivne enzime, kao $to su
pepsin ili pankreatin (Saito, 2008).

Drugi nacin dobijanja bioaktivnih peptida iz mleka je fermentacija usled
aktivnosti bakterija mlecne kiseline. Proteinaze bakterija mle¢ne kiseline mogu
hidrolizovati viSe od 40 odsto peptidnih veza al-i B-kazeina, aktivno$éu svog
proteolitickog sistema, pri ¢emu nastaju oligopeptidi sa 4 do 40 aminokiselina
(El-Sayed i Awad, 2019). Bioaktivni peptidi se mogu aktivirati i dejstvom pro-
teinaza startera i nestarterskih bakterija mle¢ne kiseline. Proteoliticki sistem
bakterija koje se najcesc¢e koriste u industiriji mleka (Lactococcus lactis, Lactoba-
cillus helveticus, Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus) su danas dobro poznati,
Sto olakSava sam proces dobijanja. Proteoliticki sojevi Lactobacillus helveticus-a,
koji se koristi za proizvodnju ementaler sira, imaju sposobnost oslobadanja bio-
aktivnih peptida koji imaju funkciju inhibicije agiotenzin-konvertujuceg enzima.
Najpoznatiji peptidi sa ovom funkcijom su valin-prolin-prolin (VPP) i izoleu-
cin-prolin-prolin (IPP) i izolovani su iz fermentisanog mleka u koje je kao starter
dodat Lb. helveticus. Lb. paracasei, Lb. casei, Lb. acidophilus i Bifidobacterium la-
ctis takode imaju sposobnost hidrolize 3-laktoglobulina pri ¢emu se oslobadaju
bioaktivni peptidi koji imaju funkciju inhibicije angiotenzin-konvertujuceg enzi-
ma (El-Sayed i Awad, 2019).

ANTIHIPERTENZIVNA AKTIVNOST

Antihipertenzivna aktivnost je jedno od najceS¢e opisivanih svojstava bio-
aktivnih peptida poreklom iz mleka i proizvoda od mleka. Angiotenzin je poli-
peptidni hormon, moc¢an vazokonstriktor, koji utice na arterijski krvni pritisak
kontrolom kontrakcije glatke muskulature krvnih sudova (Park, 2009). Angio-
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tenzin-konvertujuci enzim konvertuje angiotenzin I u angiotenzin II, potentni va-
zokonstriktor, a u isto vreme inhibira bradikinin i enkefaline koji imaju funkciju
vazodilatacije, pri ¢emu dolazi do povecanja arterijskog krvnog pritiska. Bioak-
tivni peptidi iz mleka imaju sposobnost inhibicije ovog enzima i na taj nacin uti-
Cu na snizavanje arterijskog krvnog pritiska. Vise razlicitih inhibitora angioten-
zin-konvertujuceg enzima je identifikovano in vitro enzimskom digestijom pro-
teina mleka, a u zavisnosti od toga da li su dobijeni iz kazeina ili proteina surutke,
u literaturi se nazivaju kazokinini ili laktokinini (Park i Nam, 2015). Zbog ovakve
aktivnosti bioaktivnih peptida iz mleka, sve CeSc¢a je njihova upotreba u istraziva-
njima u kojima se radi na formulaciji novih proizvoda. Ong i Sha (2008) su u svo-
jim radovima opisali kako dodatak Lactobacillus acidophilus mleku namenjenom
za proizvodnju sira povecava sadrzaj bioaktivnih peptida iz k-kazeina (f96-102),
asl-kazeina (f1-9; £ 1-7; £ 24-32), ocs-kazeina (f 1-7) i B-kazeina (f 193-209). Svi
ovi bioaktivni peptidi mogu uticati na smanjenje arterijskog krvnog pritiska in-
hibicijom angiotenzin-konvertuju¢eg enzima. Slicno ovom istrazivanju, u mleko
su dodavali Lactobacillus helveticus kako bi povecali udeo bioaktivnih peptida
sa antihipertenzivnom funkcijom, zbog ¢ega se ova kultura Koristi za proizvod-
nju fermentisanog mleka koje je bogato izoleucin-prolin-prolin (IPP) i valin-pro-
lin-prolin (VPP), bioaktivnim peptidima koji imaju sposobnost snizavanja krvnog
pritiska kod ljudi (Cicero i sar, 2013; Beltran-Barrientos i sar, 2016). Takode,
Xue i saradnici (2018) su ustanovili da bioaktivni peptid YQKFPQYLQY iz kazeina
kravljeg mleka, ima sposobnost snizavanja krvnog pritiska kod pacova.

ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

Najbolje opisani proteini kravljeg mleka sa antibakterijskom aktivnoséu su
laktoferin, laktoperoksidaza i lizozim. Medutim, istrazivanja su dokazala da je
antibakterijski efekat mleka vec¢i od zbira antibakterijskih efekata pojedinac¢nih
proteina. Ovo se pripisuje upravo aktivnosti bioaktivnih peptida, koji se nalaze u
sklopu ovih proteina. Katjonska priroda bioaktivnih peptida dovodi do vezivanja
i nakupljanja bioaktivnih peptida na negativno naelektrisanoj povrsini membra-
ne patogenih bakterija, dok hidrofobna strana dolazi u kontakt sa hidrofobnim
komponentama bakterijske membrane. Nakon vezivanja, dolazi do strukturnih
promena, ulaska peptida u bakterijsku ¢eliju i lize (Seo i sar., 2012; Teixeira i
sar.,, 2012). Bioaktivni peptidi sa antibakterijskom aktivno$¢u se obi¢no sastoje
od manje od 50 aminokiselina, od kojih je 50 odsto hidrofobne prirode i mole-
kulske mase ispod 10 kDa i mogu se dobiti in vitro enzimskom hidrolizom (EI-
Sayed i Awad, 2019). Najpoznatiji je laktofericin, bioaktivni peptid koji potice iz
laktoferina. Utvrdeno je da laktofericin ispoljava antimikrobnu aktivnost pro-
tiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija i kvasaca (Korhonen i Pihlanto,
2007). Brojna istrazivanja su sprovedena, a i dalje se sprovode u cilju otkriva-
nja, preciscavanja i karakterizacije Sto veceg broja bioaktivnih peptida i njihove
primene u industrijskoj proizvodnji hrane. Ispitivana je antimikrobna aktivnost
bioaktivnih peptida poreklom iz proteina surutke ovcijeg mleka, pri ¢emu je
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utvrdeno da su hidrolizati proteina inhibirali rast Escherischia coli HB101, Es-
cherichia coli Cip812, Bacillus subtilis Cip5265 i Staphylococcus aureus, ali nije
identifikovana molekularna struktura dobijenih bioaktivnih peptida. Hidrolizat
dobijen nakon hidrolize proteina surutke kozijeg mleka in vitro, takode je imao
antimikrobno dejstvo na E.coli i Bacillus cereus, ali je utvrdena razlika u aktivno-
sti u odnosu na razlicite procese hidrolize.

ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Oksidativnim procesima dolazi do stvaranja slobodnih radikala, koji mogu
dovesti do inhibicije enzima superoksid-dismutaze, katalaze i peroksidaze i iza-
zvati destruktivne promene usled oksidacije lipida, ¢elijskih proteina i DNK. Li-
pidna peroksidacija hrane dovodi do uzeglog ukusa, a oksidativni stres u organiz-
mu igra znacajnu ulogu u nastanku mnogih oboljenja (Pihlanto, 2006). Uklanja-
nje slobodnih radikala koji nastaju tokom procesa oksidacije i dovode do ovakvih
promena, predstavlja glavnu ulogu antioksidativnih materija u hrani. Utvrdeno
je da bioaktivni peptidi dobijeni iz proteina mleka imaju antioksidativno dejstvo.
Istrazivanja bioaktivnih peptida koji u svom sastavu imaju histidin, ukazala su
da oni imaju sposobnost vezivanja jona metala i slobodnih radikala. Slicno an-
tibakterijskoj aktivnosti, sposobnost peptidnih hidrolizata da inhibiraju Stetne
promene nastale okidacijom lipida povezana je sa prirodom i sastavom dobijenih
peptidnih frakcija, ali i specifi¢nosti proteolitickih procesa usled kojih se dobijaju
bioaktivni peptidi (Pihlanto, 2006). Bioaktivni peptidi iz hrane koji imaju antiok-
sidativnu aktivnost smatraju se bezbednim jedinjenjima sa malom molekulskom
masom, visokom aktivnoscu, a velikom stabilnos¢u i lakom apsorpcionom spo-
sobnos¢u, zbog ¢ega bi mogli imati prednost u odnosu na antioksidanse enzim-
ske prirode. Dostupni rezultati istrazivanja ukazali su da postoji viSe razlicitih
bioaktivnih peptida sa antioksidativnom aktivnoS¢u poreklom iz proteina mle-
ka, veli¢ine 5 do 11 aminokiselina, ukljucuju¢i hidrofobne aminokiseline prolin,
histidin, tirozin i triptofan. Tretman ovim bioaktivnim peptidima iz proteina mle-
ka, doveo je do poboljsanja aktivnosti antioksidativnih enzima, katalaze, supe-
roksid-dismutaze, glutation-S-tranferaze i glutation-peroksidaze i do smanjenja
koncentracije glutationa, kod zdravih i pacova sa dijabetesom (Awad i sar., 2016).

ANTITROMBOGENA AKTIVNOST

Bioaktivni peptidi koji imaju antitrombogenu aktivnost smanjuju ili spreca-
vaju formiranje krvnih ugrusaka. Dva najviSe istrazena bioaktivna peptida sa an-
titrombogenom funkcijom su kazoplatelin i k-kazeinoglikopeptid (106-171). Ka-
zoplatelin, bioaktivni peptid poreklom iz kazeinomakropeptida, smanjuje agre-
gaciju aktiviranih trombocita, ali i vezivanje y lanaca fibrinogena za receptore na
povrsini krvnih ugrusaka. Kazeinoglikopeptid - k (106-171) smanjuje agregaciju
trombina kod kolagenom indukovanih ugrusaka (Park i Nam, 2015).
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ANTIDIJABETICNA AKTIVNOSTI

Brojna istrazivanja su dokazala da konzumacija kazeina i proteina surutke
dovodi do povecanog lucenja insulina (Nilsson i sar.,, 2007), ali je takode utvrde-
no da unos hidrolizata proteina mleka in vivo dovodi do brZeg lucenja insulina u
poredenju sa unoSenjem celih proteina mleka, Sto ukazuje na aktivnost bioaktiv-
nih peptida koji se nalaze u sastavu proteina (Power i sar, 2009). Autori objas-
njavaju uticaj mleka i proizvoda od mleka na lucenje insulina i kontrolu glikemije
visokim udelom esencijalnih aminokiselina i bioaktivnih peptida koji stimulisu
lucenje insulina, specificnom kombinacijom makro i mikronutrijenata, kao i de-
lovanjem mikrobiote, odnosno prisustvom bakterijskih sojeva, koji uti¢u na oslo-
badanje i aktivnost bioaktivnih peptida. Istrazivanja koja su radena na pacovima,
dokazala su da bioaktivni peptidi iz mleka (VAGTWY) i Gauda sira (LPQNIPPL)
smanjuju nivo glukoze u krvi (Vargas-Bello-Pérez i Marquez-Hernandez, 2019).
Bioaktivni peptidi izoleucin-prolin-alanin (ILE-PRO-ALA), kao i LPQNIPPL, dobi-
jeni iz B-laktoglobulina inhibiraju aktivnost dipeptidil - peptidaze 4, usled cega se
smanjuje nivo glukoze u krvi i stimuliSe luCenje insulina (Tulipano i sar, 2011).

OSTALE AKTIVNOSTI BIOAKTIVNIH PEPTIDA IZ MLEKA

Za sada su identifikovana 4 bioaktivna peptida koja imaju hipoholestere-
micnu aktivnost i to svi poreklom iz hidrolizata (-lakoglobulina (f 9-14; f41-60;
£71-75; £142-146). Mehanizam ovog efekta jo$ nije poznat. Bioaktivni peptidi
iz mleka mogu imati i opioidnu aktivnost. Opioidni bioaktivni peptidi su ligan-
di opioidnih receptora sa agonistickim ili antagonistickim delovanjem (Park,
2009). Bioaktivni peptidi o 1- kazein-egzorfin (0( 1 kazein f90-96), 3-kazomorfin
715 (B-kazein f60-66 i f60- 64-) ilaktorfini (a- -lakalbumin f50-53 i B-laktoglobulin
f102-105) imaju agonisticko, dok kazoksini (k-kazein f35-42, f58-61 i f25-34)
antagonisticko dejstvo (Gobbetti i sar,, 2007). Bioaktivni peptidi iz mleka, takode
mogu uticati na smanjenje apetita. Proteini surutke se dovode u vezu sa sniZava-
njem LDL holesterola, a takode i sa smanjenjem apetita usled povec¢anog osloba-
danja hormona holecistokinina. Pretpostavlja se da bioaktivne funkcije proteina
surutke upravo proisticu iz kombinacije aktivnih frakcija proteina ili pojedinih
sekvenci aminokiselina. Upravo ova aktivnost bioaktivnih peptida iz proteina
surutke predstavlja veliki potencijal u industriji hrane, kao znacajnog sastojka
novih funkcionalnih proizvoda (Park i Nam, 2015). Pored navedenih, bioaktivni
peptidi poreklom iz kazeina i proteina surutke imaju i imunomodulatornu ulo-
gu, uticu na proliferaciju limfocita, sintezu antitela i regulaciju citokina (Park i
Nam, 2015). Nekoliko studija je dokazalo da bioaktivni peptidi iz mleka imaju
pozitivan uticaj na pacijente sa malignim oboljenjima. Castro i saradnici (2009)
su primetili da se aktivnost kaspaze 3, znacajno povecala u ¢elijama melanoma
B16F10 kada su rasle u medijumu koji je sadrzao izolat proteina surutke. Kaspa-
ze su odgovorne za cepanje Celijskih proteina, Sto dovodi do tipi¢nih promena
koje se javljaju u ¢elijama koje prolaze kroz apoptozu (Zhao i sar., 2018). Za sada
su ova istrazivanja izvodena iskjucivo u in vitro uslovima. Takode je opisano da
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bioaktivni peptidi, -kazomorfini i k-kasecidini imaju antitumorska svojstva u in
vitro uslovima i da mogu dovesti do lize malignih ¢elija (Celija melanoma, ¢elija
raka dojke, ¢elija leukemije), Sto je dokazano i istrazivanjima u kojima je upotre-
ba jogurta koji sadrze ove peptide smanjila pojavu raka debelog creva (Tidona i
sar,, 2009; Sah i sar,, 2015).

PRIMENA BIOAKTIVNIH PEPTIDA U INDUSTRIJI HRANE

Medu potrosacima postoji sve veca svest i interesovanje za bioaktivne pep-
tide, kao sastojke hrane koji mogu poboljsati zdravlje ljudi. Nekoliko bioaktivnih
peptida je ve¢ komercijalno proizvedeno i postoji na trzistu, a postoji i funkcio-
nalna hrana obogacena bioaktivnim peptidima. Medutim, veoma mali broj studi-
ja je sproveden u in vivo uslovima, da bi se procenio efekat bioaktivnih peptida u
matriksu hrane. Takode je bilo pokusaja da se bioaktivni peptidi inkorporiraju u
fermentisane proizvode od mleka na kraju procesa fermentacije, kada je pH vred-
nost u opsegu 4,25-4,5 (Hafeez i sar;, 2014). Medutim, postoje problemi vezani za
direktnu inkorporaciju bioaktivnih peptida u hranu. Pitanje stabilnosti, moguca
interakcija peptida sa komponentama hrane, kao i razliciti tehnoloski postupci
mogu smanjiti njthovu bioaktivnost. MoZe postojati i problem senzornih osobina
hrane sa dodatkom bioaktivnih peptida. Da bi se prevazisli ovi problemi, postoji
mogucnost kombinovanja sa stabilnim nosacima ili inkapsulacije peptida (Pe-
ighambardoust i sar, 2021). Pored stabilnosti, postavlja se pitanje bezbednosti
bioaktivnih peptida u hrani, odnosno moguénost formiranja alergenih ili toksi¢-
nih peptida (Liu i sar, 2020). Uprkos Cinjenici da se veéina bioaktivnih peptida
izoluje iz hrane, vec¢ina jo$ uvek nije konzumirana od strane ljudi, zbog cega se ne
moze sa sigurnoscu tvrditi da su bezbedni. Tokom procesa dobijanja, koriste se
enzimi ili supstance koji se prirodno ne nalaze u gastrointestinalnom traktu ljudi,
pa upravo zbog toga nema ni podataka o njihovoj mogucoj toksi¢nosti, odnosno
upotreba im je i dalje ogranicena. Zbog svega navedenog su neophodna istraziva-
nja koja bi utvrdila dozu unosa, ucestalost i duZinu primene.
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