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Bioaktivni peptidi iz sira
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SaZetak

Bioaktivni peptidi podrijetlom iz kazeina i proteina sirutke najbrojnija su skupina bioaktivnih tvari
sadrzanih u mlije¢nim proizvodima. To su fragmenti nastali cijepanjem proteina, sastavljeni od 3 do
20 aminokiselina, koji nastaju tijekom probave u humanom organizmu ili tijekom procesa prerade
mlijeka. Sirevi, uz fermentirana mlijeka predstavljaju glavne izvore bioaktivnih peptida. Brojna
istrazivanja pokazala su da su sirevi dobar izvor antihipertenzivnih, antitromboti¢nih, opioidnih,
antimikrobnih, imunomodulatornih, antioksidativnih peptida i peptida koji vezu mineralne tvari.
Zbog navedenih bioaktivnih peptida sir se svrstava u skupinu funkcionalne hrane. Cilj ovog rada je dati
pregled najznacajnijih bioaktivnih peptida podrijetlom iz sira te prikazati utjecaj tehnoloskog procesa
proizvodnje na njihov nastanak.

Klju¢ne rijeci: sir, bioaktivni peptidi, proteoliza, zrenje

Uvod

Bioaktivni peptidi podrijetlom iz kazeina i proteina sirutke najbrojnija su skupina bioaktivnih tvari prisutnih u
mlije¢nim proizvodima. Definirani su kao specifi¢ni proteinski fragmenti sastavljeni od 3 do 20 aminokiselina koji
pozitivno utje¢u na fizioloske i metabolic¢ke funkcije ili stanje tijela i mogu imati pozitivne u¢inke na ljudsko zdravlje
(Park i Nam, 2015.). Pokazuju antihipertenzivnu, antitromboti¢nu, opioidnu, antimikrobnu, imunomodulatornu,
antioksidativnu, antikancerogenu aktivnost te aktivnost s u¢inkom vezanja mineralnih tvari. Upravo aminokiselinski
sastav i sekvence odreduju njihovu biolosku aktivnost. Veéina bioaktivnih peptida prisutnih u mlijeku nalazi
se u neaktivnom obliku unutar nativne sekvence proteinske molekule. Svoju aktivnost mogu ispoljiti tek nakon
hidrolize proteina iz kojeg potjecu: enzimatskom hidrolizom djelovanjem probavnih enzima (in vivo ili in vitro),
mikrobnom fermentacijom s proteolitickim mljekarskim kulturama, enzimatskom hidrolizom enzimima izvedenim
iz mikroorganizama i biljaka te enzimatskom hidrolizom kombinacijom probavnih enzima i proteolitickih
mljekarskih kultura ili enzima izvedenih iz mikroorganizama i biljaka (Korhonen i Pihlanto 2006., Korhonen 2009.,
Lisak Jakopovi¢ i sur., 2019).

Kravlje, kozje i ov¢je mlijeko pripadaju skupini kazeinskih mlijeka, gdje je udio kazeina u ukupnom udjelu proteina
iznad 75 %. Kazein se u sve tri vrste mlijeka smatra dobrim izvorom bioaktivnih peptida (Akuzawa i sur. 2009.,
Tratnik i Bozani¢ 2012.). Velika vecina bioaktivnih peptida u mlijeku potjece iz a -kazeina, potom iz $-kazeina i
a,,-kazeina (Baum i sur., 2013). Iako proteini sirutke ¢ine oko 20 % proteina u ukupnom udjelu proteina kravljeg,
ovéjeg i kozjeg mlijeka takoder se smatraju dobrim izvorom bioaktivnih peptida pa mogu posluziti kao izvor
prethodno navedenih peptida, s izuzetkom antitromboti¢nih peptida (Tratnik i Bozani¢ 2012., Mann i sur. 2019.).
Brojna znanstvena istrazivanja ukazuju na potencijalni ili stvarni u¢inak bioaktivnih peptida mlijeka u ljudskom
organizmu kroz pozitivan uc¢inak na krvozilni, Ziv¢ani, imunoloski i probavni sustav. U tom smislu, ACE (engl.
Angiotensin I-Converting Enzyme) - inhibitorni peptidi ¢ine najvecu i najznacajniju skupinu bioaktivnih peptida.
Medu njima, posebno mjesto zauzimaju tripeptidi Val-Pro-Pro (VPP) i Ile-Pro-Pro (IPP) ¢iji je antihipertenzivni
uc¢inak dokazan u mnogim in vivo i in vitro istrazivanjima provedenim na humanim i Zivotinjskim modelima. Zbog
dokazanog pozitivnog ucinka danas se mogu na¢i u mnogim komercijalno dostupnim proizvodima kao $to su
fermentirana mlijeka Calpis, Evolus i Prodiet F200 (Lisak Jakopovi¢ i sur., 2019.). Stvorena je baza bioaktivnih peptida
podrijetlom iz mlijeka razli¢itih sisavaca, uklju¢ujuci kravlje, ov¢je i kozje mlijeko, a sa¢injena na osnovi rezultata
dosadasnjih znanstvenih istrazivanja i dostupna na http://mbpdb.nws.oregonstate.edu/. Kako bi se pregledao ovaj
veliki skup podataka, bioaktivni peptidi navedeni u literaturi vizualno su preslikani na mati¢ne proteinske sekvence.
Upisivanjem Zeljene proteinske sekvence peptida u trazilicu, ukoliko je peptid prisutan u bazi, omogucen je uvid u
neke od karateristika trazenog bioaktivnog peptida, kao $to su vrsta mlijeka iz kojeg potjece, vrsta i interval proteina
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iz kojeg potjece, jedna ili vi$e funkcija koje iskazuje, naziv i vrstu istrazivanja u kojima je izoliran i identificiran, kao
i nazive autora provedenih istrazivanja (Nielsen i sur., 2017.). Enzimatska hidroliza proteina mlijeka, bilo da je rije¢
o kazeinu ili proteinima sirutke, najéesée se dogada tijekom procesa fermentacije, te stoga unutar skupine mlije¢nih
proizvoda sirevi, uz fermentirana mlijeka predstavljaju glavne izvore bioaktivnih peptida (Korhonen i Pihlanto
2006.; Samarzija 2015.; Pihlanto 2016.). Cilj ovog rada je dati pregled najznacajnijih bioaktivnih peptida podrijetlom
iz sira te prikazati utjecaj tehnoloskog procesa proizvodnje na njihov nastanak.

Antihipertenzivni peptidi

Sir se smatra dobrim izvorom antihipertenzivnih peptida, odnosno ACE (engl. Angiotensin I-converting enzyme)-
inhibitornih peptida. Iako velika veéina sireva moze biti izvor ACE- inhibitornih peptida koji iskazuju potencijalni
ili dokazani bioaktivni u¢inak, zbog dokazane vaznosti trajanja zrenja na koli¢inu i vrstu stvorenih ACE-inhibitornih
peptida, ekstratvrdi, tvrdii polutvrdi sirevi smatraju se boljim izvorom spomenutih peptida. U kategoriji ekstratvrdih
sireva, dobar izvor snaznih ACE-inhibitornih peptida su talijanski sirevi Parmiggiano Reggiano i Grano Padano.
Basirico i sur. (2015.) ispitali su prisutnost 8 snaznih ACE-inhibitornih peptida (VPP, IPP, RYLGY, RYLG, AYFYPEL,
AYFYPE, LHLPLP i HLPLP) u uzorcima Parmigiano Reggiana prije i nakon izlaganja in vitro uvjetima probave.
Iz uzoraka, prije nego su izloZeni in vitro uvjetima probave, izolirani su i identificirani sljede¢i ACE-inhibitorni
peptidi: VPP, IPP, LHLPLP i HLPLP . Iz uzoraka, izloZenih in vitro uvjetima probave, izolirana su i identificirana
jo$ dva ACE-inhibitorna peptida: AYFYPEL i AYFYYPE . Stuknyte i sur. (2015.) ispitali su prisutnost ACE-
inhibitornih peptida u uzorcima Grano Padana prije i nakon izlaganja in vitro uvjetima probave. Iz uzoraka, prije
nego su izlozeni in vitro uvjetima probave, izolirani su i identificirani sljede¢i ACE-inhibitorni peptidi: VPP , IPP
, HLPLP i LHLPLP . Iz uzoraka, izloZenih in vitro uvjetima probave u Zeludcu, izolirani su i identificirani peptidi:
VPP, IPP, HLPLP i novonastali RYLG . Iz uzoraka, izloZenih in vitro uvjetima probave u crijevima, izolirani su
i identificirani peptidi: HLPLP i LHLPLP. Martini i sur. (2020.) iz sira Parmigiano Reggiano prije nakon zrenja
identificirali su 26 bioaktivnih peptida, a nakon in vitro probave njih 52. Nadalje, u kategoriji tvrdih sireva dobrim
izvorom antihipertenzivnih peptida pokazali su se Emmentaler i Cheddar. U istrazivanju kojeg su proveli Gagnaire
isur. (2001.) od 91 peptida utvrdenog u Emmentaleru, 28 ih je pokazalo razli¢ite bioloske u¢inke, medu kojima su
neki iskazali antihipertenzivni u¢inak u in vitro uvjetima. Saito i sur. (2000.) navode kako se u kategoriji polutvrdih
sireva Gauda pokazala kao izvor nekoliko bioaktivnih peptida od kojih su -CN f(1-9) i B-CN £(60-68). Uz Gaudu
ACE-inhibitornu aktivnost iskazali su i Edam i Havarti (Saito i sur., 2000.) te Tulum sir (Oztiirk i Akin, 2021.).
Antihipertenzivne peptide podrijetlom iz proteina sirutke, a izolirane i identificirane iz Cheddara i Fete ¢ine: p-Lg
£(147-148), Lf £f(288-289) i Lf f( 319-320) (Pripp i sur., 2006.). Dodatak mljekarske kulture Lactobacillus helveticus
LH-B02 povecava sadrzaj ACE-inhibitornih peptida podrijetlom iz B-kazeina u proizvodnji brazilskog Prato sira
posebice B-CN (f194-209) (Baptista i sur., 2018).

Opioidni peptidi

Razlicite vrste sireva mogu biti dobar izvor opioidnih peptida, a osobito sirevi s plemenitim plijesnima i polutvrdi
sirevi. Tako se njihova prisutnost u siru smatra pozeljnom, kod previsokih koncentracija uc¢inak nekih opioidnih
peptida na tvorbu razli¢itih vrsta bioaktivnih peptida slican je uc¢inku nekih imunomodulatornih peptida. Tako
tijekom zrenja Cheddara i Crescenze nastaje frakcija B-CN f(58-72) koja ukljucuje opioidni peptid f-CM-7 zasluzan
za selektivni inhibitorni utjecaj na endopeptidaze i aminopeptidaze bakterija mlije¢ne kiseline prisutnih tijekom
zrenja u spomenutim vrstama sira (SmacchiiGobbetti, 2000.; Sienkiewicz-Sztapka i sur., 2009.). U istrazivanju koje su
proveli Sienkiewicz-Sztapka i sur. (2009.) dokazana je prisutnost opioidnih peptida s agonistickim i antagonistickim
u¢inkom u tri polutvrda sira (Gauda, Edam i Kasztelan) te u dva sira s plemenitim plijesnima (Brie i Rokpol).
Izolirane i identificirane peptide s agonistickim u¢inkom ¢ine: YPFPG i YPFPGPI , dok one s antagonistickim
uc¢inkom ¢ine: YIPIQYVLSR i SRYPSY . Iako su spomenuti peptidi pronadeni u svim vrstama sireva, znacajno visa
koncentracija peptida s agonistickim u¢inkom pronadena je u sirevima s plemenitim plijesnima, dok je zna¢ajno visa
koncentracija peptida s antagonistickim u¢inkom pronadena u polutvrdim sirevima.

Antimikrobni peptidi

Medu antimikrobnim peptidima posebno vaznima smatraju se peptidi koji iskazuju potencijalni ili dokazani
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antibakterijski u¢inak. U istrazivanju kojeg su proveli Rizzello i sur. (2005.) ispitana je prisutnost antibakterijskih
peptida u 9 vrsta talijanskih sireva (Parmigiano Reggiano, Caciocavallo, Gorgonzola, Crescenza, Pecorino Romano,
Fossa, Canestrato Pugliese, Mozarella, Caprino del Piemont) koji su se razlikovali po vrsti mlijeka za sirenje, kori$tenoj
mikrobnoj kulturi i vrsti sirila te trajanju zrenja. Medu spomenutim sirevima u Parmigiano Reggianu, Gorgonzoli i
Fossi nisu nadeni antibakterijski peptidi $to bi se moglo pripisati intenzivnoj proteolizi koja se odvija tijekom zrenja
ovih sireva. U ostalim sirevima pronadene su razli¢ite vrste i koli¢ine pojedinih antibakterijski peptida, a neke od
izoliranih i identificiranih peptida ¢ine: GLSPEVLNENLL i REVVAPFPE iz Pecorino Romana, MAIPPKKNQD
i FVAPFPEVFG iz Canestrato Pugliesea, RPKHPIK i GLPQE iz Caciocavalloa, YQEPVLGPVRGPFPIIV i
MPIQAFLL iz Crescenze te YPFTGPIPN i MPIQA iz Caprino del Piemontea.

Imunomodulatorni i antioksidativni peptidi

Dobar izvor imunomodulatornih pepida predstavljaju sirevi s dugim trajanjem zrenja, poput primjerice sira
Parmigiano Reggiano. Iako se njihova prisutnost u siru smatra pozeljnom, kod previsokih koncentracija odredeni
imunomodulatorni peptidi mogu imati inhibitorni u¢inak na proteoliticku aktivnost bakterija mlije¢ne kiseline, a
samim time i negativan u¢inak na tvorbu ostalih vrsta bioaktivnih peptida u siru (Smacchi i Gobbetti, 2000., Summer
i sur.,, 2017.). Neke od imunomodulatornih peptida izoliranih i identificiranih iz Parmigiano Reggiana razli¢ite
zrelosti ¢ine: RPKHPIKHQGL , FFVAPFPEVFEGK i YQEPVLGPVR (Summer i sur., 2017.). Izvor antioksidativnih
peptida najcesce predstavljaju sirevi sa srednjim ili dugim trajanjem zrenja i sirevi s plemenitim plijesnima. Tako,
Akuzawa i sur. (2009.) navode kako je dobra antioksidativna aktivnost, a samim time i prisutnost antioksidativnih
peptida zabiljezena u Gaudi, Parmesanu i Camembertu nakon predvidenog vremena zrenja za svaku od navedenih
vrsta sireva, pri ¢emu se nastali antioksidativni u¢inak pripisuje proteolitickoj aktivnosti koja se odvija tijekom zrenja.

Utjecaj tehnoloskog postupka proizvodnje sira na sadrZaj i vrstu bioaktivnih peptida

Vrsta i koli¢ina bioaktivnih peptida prisutnih u nekom siru velikim djelom ovisi o uvjetima tijekom zrenja,
duzini trajanja zrenja te karakteristikama mlijeka iz kojeg je sir proizveden. Mikrobna fermentacija koristenjem
proteolitickih mikrobnih kultura podrazumijeva kori$tenje mljekarskih mikrobnih kultura, naj¢esée bakterija
mlije¢ne kiseline (BMK) i njihovih enzima gdje se u procesu fermentacije iz proteina mlijeka oslobadaju bioaktivni
peptidi (Choi i sur., 2012.). Mljekarske kulture imaju posebnu vaznost u tvorbi bioaktivnih peptida u tijekom zrenja
razlic¢itih vrsta sireva (Griffiths i Tellez, 2013.; Pihlanto, 2016.). Naime, Kocak i sur. (2020.) navode da vrsta dodane
mljekarske kulture utjee na sadrzaj pojedinih bioaktivnih peptida u bijelom kozjem siru u tipu feta sira. Rezultati
istrazivanja pokazali su da najveci sadrzaj ACE- inhibitornih peptida sadrzi sir proizveden uz dodatak Lactobacillus
casei, a antioksidativnih peptida uz dodatak Lactobacillus bulgaricus. Sirevi koji su proizvedeni iz nepasteriziranog
mlijeka imaju veci sadrzaj bioaktivnih peptida zbog intenzivnijeg procesa proteolize uslijed prisutnosti autohtonih
proteolitickih bakterija mlijecne kiseline (Gémez-Ruiz i sur., 2004; Pisanu i sur., 2015). Biitikofer i sur. (2007.)
navode da termicki neobradeno mlijeko u proizvodnji sireva rezultira ve¢im sadrzajem antihipertenzivnih peptida
VPP-ailPP-a.

Postupak zrenja sira smatra se najznacajnijim izvorom bioaktivnih peptida s obzirom da se tada odvijaju proteoliticke
reakcije, odgovorne izmedu ostalog i za formiranje karakteristicne arome i teksture sira. Proteoliticke reakcije
predstavljaju hidrolizu kazeina do peptida i aminokiselina djelovanjem siri$nih enzima, prirodnih proteinaza
mlijeka, proteolitickih enzima bakterija mlije¢ne kiseline i proteolitickih enzima nestarterskih bakterija mlije¢ne
kiseline (Havranek i sur., 2014.; Vrdoljak i sur., 2022.). U istrazivaju kojeg su proveli Biitikofer i sur. (2007.) dokazana
je pozitivna korelacija izmedu duzine trajanja zrenja pojedinih vrsta sireva i sadrzaja antihipertenzivnih peptida
VPP-a i IPP-a. Analizom klasi¢no proizvedenog Emmentalera starosti 4, 8 i 12 mjeseci utvrdena je pozitivna
korelacija izmedu trajanja zrenja i koli¢ine stvorenih tripeptida, pa je u 4 mjeseca starom Emmentaleru utvrdena
najmanja koli¢ina VPP-a i IPP-a, dok je u 12 mjeseci starom Emmentaleru utvrdena najveca koli¢ina VPP-a i IPP-a.
Oztiirk i sur. (2022.) takoder navode da se sadrzaj bioaktivnih peptida povecava tijekom zrenja, te zaklju¢uju da vrlo
zreli Tulum sir mozZe imati pozitivne uc¢inke na ljudsko zdravlje ¢ime ga svrstavaju u kategoriju funkcionalne hrane.
Medutim, tijekom zrenja Gruyer sira, sadrzaj VPP i IPP se smanjuje $to se pripisuje razli¢itostima u tijeku odvijanja
proteolitickih procesa tijekom zrenja razli¢itih vrsta sireva, odnosno ¢injenici da se neki peptidi akumuliraju u siru
tijekom zrenja, a neki se dalje razgraduju do aminokiselina (Biitikofer i sur., 2007.; Taivosalo i sur., 2018.).
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Zakljucak

Vrsta i sadrzaj bioaktivnih peptida prisutnih u nekom siru ovisi o tehnoloskom procesu proizvodnje sira, $to
uklju¢uje vrstu mlijeka, termic¢ku obradu mlijeka, koristenje mljekarskih kultura te duZinu trajanja zrenja. Brojna in
vivo i in vitro istrazivanjima pokazala su da su sirevi dobar izvor antihipertenzivnih, antitromboti¢nih, opioidnih,
antimikrobnih, imunomodulatornih, antioksidativnih peptida i peptida koji vezu mineralne tvari. Zbog navedenih
bioaktivnih peptida sir se svrstava u skupinu funkcionalne hrane.
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Bioactive peptides from cheese

Abstract

Bioactive peptides from casein and whey proteins are the most numerous group of bioactive substances
indairy products. They are fragments consisting of 3 to 20 amino acids and are formed by the degradation
of proteins during digestion in the human body or during milk processing. Cheese and fermented milk
are the main sources of bioactive peptides. Numerous studies have shown that cheese is a good source
of antihypertensive, antithrombotic, opioid, antimicrobial, immunomodulatory, antioxidant, and
mineral-binding peptides. Due to the mentioned bioactive peptides, cheese is classified as a functional
food. The aim of this article is to give an overview of the most important bioactive peptides from cheese
and to show the influence of the technological production process on their formation.

Keywords: cheese, bioactive peptides, proteolysis, ripening
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