UNIVERZA V LIJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA ZIVILSTVO

Rok CANKAR

PEPTIDNI INHIBITORJI ANGIOTENZINSKE KONVERTAZE V
FERMENTIRANEM MLEKU

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

PEPTIDE INHIBITORS OF ANGIOTENSIN-CONVERTING
ENZYME IN FERMENTED MILK

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2007



Cankar R. Peptidni inhibitorji angiotenzinske konvertaze v fermentiranem mleku. 11
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2007

Diplomsko delo je zakljuCek univerzitetnega Studija zivilske tehnologije. Laboratorijsko
delo v okviru diplome je bilo opravljeno v laboratoriju Katedre za kemijo, Oddelek za
zivilstvo ter v mlekarskem biotehnoloSkem laboratoriju Katedre za mlekarstvo, Oddelka za
zootehniko, Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Studijska komisija Oddelka za Zivilstvo je za mentorico diplomskega dela imenovala prof.
dr. Ireno Rogelj, za somentorja doc. dr. Blaza Cigi¢a in za recenzentko prof. dr. Veroniko
Abram.

Mentorica: prof. dr. Irena Rogelj
Somentor: doc. dr. Blaz Cigi¢

Recenzentka: prof. dr. Veronika Abram

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednik:
Clan:

Clan:

Datum zagovora:

Naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela.

Rok Cankar



Cankar R. Peptidni inhibitorji angiotenzinske konvertaze v fermentiranem mleku. 111
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2007

SD
DK
KG

AV
SA

ZA
LI
IN

TD
0]
1J
JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dn

UDK 637.146:547.96:577.15(043)=863

mleko/mlecni izdelki/bioaktivni peptidi/doloc¢anje bioaktivnih peptidov/fiziologija
prebave/encimi/inhibicija angiotenzinske konvertaze

CANKAR, Rok

ROGELYJ, Irena (mentorica)/CIGIC, Blaz (somentor)/ ABRAM, Veronika
(recenzentka)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo

2007

PEPTIDNI INHIBITORIJI ANGIOTENZINSKE KONVERTAZE A%
FERMENTIRANEM MLEKU

Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

X, 54 str., 23 pregl., 16 sl., 1 pril., 61 vir.

S1

sl/en

Namen naloge je bil vpeljati metodo za odkrivanje peptidnih inhibitorjev
angiotenzinske konvertaze (ACE) v mleku, fermentiranem z razli¢nimi
mlec¢nokislinskimi starterskimi kulturami in pri razlicnih pogojih fermentacije
dolo¢iti inhibicijske aktivnosti na angiotenzinsko konvertazo. ACE je encim, ki je
vkljuCen v regulacijo krvnega tlaka. Na vzorcih fermentiranega mleka smo izvedli
tudi in vitro simulacijo prebave tako, da smo jih izpostavili simuliranim prebavnim
sokovom. Proucili smo razli¢ne postopke priprave vzorcev ter na podlagi poskusov
sestavili lasten, nekoliko modificiran nacin za pripravo vzorcev in ugotavljanje
prisotnosti peptidnih inhibitorjev ACE. Molarno koncentracijo prostih amino skupin
v vzorcth smo dolocili s pomocjo trinitrobenzensulfonske kisline, masno
koncentracijo proteinov pa s pomocjo Kjeldahlove metode. Na podlagi omenjenih
analiz smo ocenili tudi molarno in masno koncentracijo peptidov ter njihove
povpre¢ne dolzine. NajboljSo inhibicijo angiotenzinske konvertaze smo opazili po
dodatku vzorcev mleka, fermentiranega s startersko kulturo YC380-K7, ki so
vsebovali peptide z ocenjeno povprecno dolzino med 10 in 14 AK. Ugotovili smo,
da so se med fermentacijo in procesom simulirane prebave povprecne dolzine
peptidov v vzorcih krajSale in sicer sta primerljiva vzorca 24-urne fermentacije z
uravnavanjem konstantnega pH in vzorci, vkljuéeni v in vitro prebavo. Le ti so imeli
najnizjo ACE inhibicijsko aktivnost.
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S1

sl/en

Our aim was to develop a simple preparative method for detecting inhibitory activity
of peptides that influence angiotensin-converting enzyme (ACE), due to its
important role in a blood pressure regulation. All the samples were prepaired by
fermenting milk with different bacterial species and fermentation conditions and
some of the samples were also in vitro digested. Different protocols were studied
and tested in order to assemble our own protocol based on the experimental
findings. We succeded to determine all joghurt samples inhibitory activity on ACE.
Some other analytic tests were also performed. To get molar concentrations of free
amino grups 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid was used. Kjeldahl analytic method
was used to determine mass concentration of proteins. We assessed also mass and
molar concentration of peptides and their average length in samples. The highest
ACE inhibitory activity was mesured after adding samples of milk fermented with
culture YC380-K7. Those samples incuded peptides with average length between 10
to 14 amino acids. With the fermentation and digestion, average peptide lengths
were shortened and inhibitory effect was lost to a certain point. Samples of 24 hours
fermentation were comparable with those included in digestion. In all samples ACE
inhibitory activity was confirmed and measured, but in vitro digested samples had
the lowest inhibitory activity.
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Tripeptid s H® markerjem fenil-fenilalanil-alanil-prolin
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Angiotenzinska konvertaza
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Colony forming unit
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Deoksiribonukleinska kislina
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50% inhibicija
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Molarnost: oznaka za mnozinsko koncentracijo, enote (mol/L)

Mlecnokislinske bakterije
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1 UVOD

Proteini so kompleksne organske spojine z veliko molekulsko maso. So pomembne spojine
v vseh celicah, zgrajene iz verige aminokislin. V naravnih proteinih so dolo¢ili dvajset
razli¢nih aminokislin. V posameznih proteinskih molekulah pa jih je lahko od nekaj tiso¢ do
nekaj milijonov. Peptidi so manjSe molekule, sestavljene iz verige dveh, treh, Stirih oziroma
ve¢ aminokislin. Ce je v molekuli $e ve¢ aminokislin, nastanejo polipeptidi. Zaporedje
aminokislin v peptidih, polipeptidih in proteinih je genetsko doloceno z DNA celic, v
katerih nastanejo te molekule. Razli¢nost zaporedja aminokislin jim omogoca pestre
strukturne in metaboli¢ne aktivnosti v organizmih.

Veliko raziskav v bioloski, farmacevtski in zivilski znanosti je namenjenih problemom
izolacije oziroma sinteze proteinov, saj imajo te spojine pomembno vlogo v prehrani in
nenazadnje vplivajo tudi na funkcionalne lastnosti hrane. Proteini so polimerne molekule, ki
jih lahko z encimi, kislinami ali bazami razbijemo na manjSe peptide oziroma na posamezne
aminokisline. V telesu Cloveka poteka proces hidrolize zauzitih proteinov v zelodcu in v
tankem crevesu, hrano pa je mogoce hidrolizirati Se pred zauZitjem (Cigi¢, 2001).

Proteine najdemo v razli¢nih vrstah hrane, tako rastlinskega kot zivalskega izvora, kjer so
koli¢insko razli€no zastopani. Najcenejsi vir visoko kakovostnih proteinov so mleko in
mlec¢ni izdelki. Imajo visoko biolosko vrednost in so pomemben vir dusika in esencialnih
aminokislin (Puhan, 1995). Prebavni encimi, kisline ali baze jih hidrolizirajo, pri Cemer se
sprostijo nizkomolekularni peptidi. Mnogi med njimi imajo razli¢ne bioloSke ucinke, zato
jih razvrs¢amo med bioaktivne peptide.

Bioaktivni peptidi, izolirani iz mle¢nih proteinov, so znani po Stevilnih funkcionalnih
ucinkih, kot so: antitromboti¢no, protimikrobno, imunomodulatorno, opioidno in
antihipertenzijsko delovanje (Clare in Swaisgood, 2000). Peptide s tak$nim ucinkom so
nasli Se v drugih zivalskih in rastlinskih tkivih. Pomembni so tudi v prehranskem smislu, saj
se na primer kazeini v Zelodcu preoblikujejo v drobno granuliran koagulum, ki je lahko
razgradljiv. Nastali nizkomolekularni peptidi se hitreje absorbirajo v prebavilih (Jolles in
sod., 1986). Proteini mleka so zato zelo uporabni v prehrani ljudi in so glavni vir
bioaktivnih peptidov, povzro€ajo pa tudi malo alergijskih reakcij (Korhonen in Pihlanto,
2003).

Posebna pozornost se v zadnjem ¢asu namenja bioaktivnim peptidom z antihipertenzijskim
delovanjem, za katere je znacCilno dolo¢eno aminokislinsko zaporedje. Ti peptidi so
neaktivni, dokler so sestavni del proteinov, aktivni postanejo Sele, ko se po delovanju
proteinaz, v procesu prebave ali fermentacije, sprostijo iz proteinov. Med fermentacijo ima
pri nastanku bioaktivnih peptidov odlocilno vlogo dodana starterska kultura in njena
proteoliticna aktivnost. Najbolj poznano fermentirano mleko je jogurt, ki nastane s
fermentacijo mleka z dvema mle¢nokislinskima bakterijama, Streptococcus thermophilus in
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Bakteriji imata znacilen sinergisti¢ni odnos.
Sevi vrste Str. thermophilus s svojo proteolitsko aktivnostjo zagotavljajo peptide, ki jih nato
Se dodatno razgradijo sevi L. bulgaricus do kratkih peptidov in aminokislin, z aktivnim
ucinkom.
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V ¢loveskem telesu je kar nekaj endogenih proteinov, ki so vkljuceni v proces regulacije
krvnega tlaka. Ena pomembnejSih molekul je angiotenzinska konvertaza, saj inhibicija le-te
neposredno vpliva na znizanje krvnega tlaka. Angiotenzinska konvertaza je eksopeptidaza,
ki odceplja dipeptide s C- konca razli€nih proteinskih molekul. Na ta nacin aktivira tudi
angiotenzin, kar povzroca dvig krvnega tlaka v telesu. Nekateri bioaktivni peptidi, ki
nastanejo med proteolizo mleka in mle¢nih izdelkov, so wucinkoviti inhibitor;ji
angiotenzinske konvertaze, zato preprecujejo dvig krvnega tlaka.

Odkrivanje mehanizmov nastanka in delovanja bioaktivnih peptidov, ki izvirajo iz proteinov
mleka, je pomembno tako z znanstvenega kot uporabnega vidika. Poznavanje dejavnikov, ki
so vkljuCeni v nastanek bioaktivnih peptidov in njihov fizioloski ucinek, bo pojasnil nov
delcek kompleksnih dogajanj, ki jih sprozi v ¢loveskem telesu hrana, nova znanja pa bodo
omogocila razvoj in kreiranje funkcionalnih zivil z zdravju koristnimi uc¢inki.

1.1 NAMEN NALOGE

Funkcionalna zivila iz leta v leto pridobivajo na pomenu, vzporedno z njimi pa se oblikujejo
vse bolj natan¢no izdelani predpisi, ki doloCajo pripravo, sestavo, kontrolo in ugotavljanje
ucinkovitosti teh zivil. Prva faza v razvoju funkcionalnega zivila je dobro poznavanje
nastanka funkcionalnih ucinkovin in razvoj metod za njihovo odkrivanje ter merjenje
njihovih ucinkov. Znano je, da Stevilni bioaktivni peptidi ali njihovi predhodniki nastajajo
med fermentacijo mleka, odvisno od uporabljene starterske kulture in pogojev fermentacije.
V nasi nalogi smo se osredotocili na iskanje inhibitorjev angiotenzinske konvertaze, encima,
ki je vklju€en v regulacijo krvnega tlaka.

Delo je zajemalo pripravo vzorcev fermentiranega mleka, narejenih z razliénimi starterskimi
kulturami. Sledila je delna separacija bioaktivnih peptidov ter ugotavljanje njihove
sposobnosti inhibicije ACE s spektroskopsko metodo in kromogenim substratom FAPGG
(furanoakriloil-L-fenilalanilglicilglicin).

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavljali smo, da bomo z razli¢nimi kombinacijami starterskih kultur uspeli izdelati
vzorce fermentiranega mleka, ki bodo vsebovali zadostno koli¢ino inhibitorjev ACE, da
bomo lahko kvantitativno ovrednotili njihovo aktivnost. Predvidevali smo, da bodo imeli
fermentirani vzorci, izpostavljeni simuliranim prebavnim sokovom, boljsi inhibitorni
ucinek, saj naj bi se med prebavo mle¢nih proteinov dodatno sproscali bioaktivni peptidi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BIOAKTIVNI PEPTIDI

Peptidi so zelo heterogena skupina molekul, ki so sestavljene iz aminokislin, povezanih s
peptidnimi vezmi. Razlikujejo se v Stevilu aminokislin, ki tvorijo peptid, aminokislinski
sestavi in aminokislinskem zaporedju. Ce peptidi vsebujejo ved kot 10 aminokislin, jih
uvrs¢amo med polipeptide. Molekule z ve¢ kot 100 aminokislinami pa uvr§¢amo med
proteine (Meisel, 2001).

Ker so peptidi z biolosko aktivnostjo v veini primerov sestavljeni iz dveh pa do nekaj deset
aminokislin, prakti¢no vsak protein vsebuje druga aminokislinska zaporedja, ki odgovarjajo
razli¢nim bioaktivnim peptidom (Cigi¢, 2001). Peptidi, ki so sestavni del proteina, postanejo
aktivni Sele, ko proteinaze razcepijo proteine na manjSe fragmente. Bioaktivni peptidi se
lahko sprostijo v procesu fermentacije ali pa v prebavnem traktu zaradi delovanja endogenih
proteinaz (Meisel, 2001). Med fermentacijo povzrocijo proteoliti¢ni encimi, ki jih tvorijo
mikroorganizmi starterske kulture, kvalitativne spremembe mle¢nih proteinov.

2.2 BIOAKTIVNI PEPTIDI V MLEKU IN MLECNIH IZDELKIH TER NJIHOVI
UCINKI

Mleko in mle¢ni izdelki so ¢loveskemu organizmu nepogresljiv vir hranilnih snovi in
energije, prav tako pa predstavljajo bogat vir bioaktivnih peptidov (Preglednica 1). Mle¢ni
proteini so najpomembnejsi vir bioaktivnih peptidov, njihova vloga pa se Se povecuje ob
stalnem odkrivanju vedno novih bioaktivnih komponent (Clare in Swaisgood, 2000;
FitzGerald in sod., 2004; Kilara in Panyam, 2003; Silva in Malcata, 2005).

Preglednica 1: Bioaktivni peptidi, izolirani iz kravjega mleka in njihovi u€inki (Boland in sod., 2001).

Peptidi Izvorni protein Bio-akivna sekvenca peptida | Bioaktivni u¢inek
a-Kazomorfini o 513 Kazein Fragment 90-96 Opioidni u¢inek
B-Kazomorfini B-Kazein Fragment 60-70 Opioidni ucinek

a-Laktorfin a-Laktalbumin Fragment 50-53 Opioidni ucinek
B-Laktorfin B-Laktoglobulin Fragment 102-105 Opioidni ucinek
Laktofericin Laktoferin Fragment 17-41 Protimikrobni u¢inek
a-Kazokinin a g, -Kazein Fragment 23-27 ACE inhibitor
B-Kazokinin B-Kazein Fragment 177-183 ACE inhibitor
Kazeino -fosfopeptidi a g, -Kazein Fragmenti 43-58; 59-79 Vezava mineralov in
(CPP) . 1-25 rekalcifikacija
B-Kazein
Imunomodulatorski a g, -Kazein Fragmenti 194-199
peptidi . 63-68; 191-193 Imunomodulatorski
B-Kazein oy
ucinek
Kazoplatelini k-Kazein Fragment 106-116 Protimikrobni u¢inek
Kazoksini k-Kazein Fragment 33-38 Opioidni ucinek
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Bioaktivni peptidi so specificni proteinski fragmenti, ki imajo pozitiven ucinek na telesne
funkcije in lahko ugodno vplivajo na zdravje (FitzGerald in Murray, 2006). Ucinkujejo
predvsem na krvozilni, prebavni, imunski in zivéni sistem, zato so glede na njihovo
aktivnost razdeljeni na protimikrobne, antioksidativne, antitrombogene, antihipertenzijske in
imunomodulatorne. Za razliko od endogenih bioaktivnih peptidov kazejo multifunkcijske
lastnosti, to pomeni, da imajo lahko peptidi z enakimi aminokislinskimi sekvencami dve ali
ve¢ razli¢nih aktivnosti (Korhonen in Pihlanto, 2006).

Posebna pozornost se v zadnjem casu, zaradi vse vecjega porasta bolezni srca in ozilja,
namenja bioaktivnim peptidom z antihipertenzijsko (najveckrat ACE-inhibitorno) funkcijo
(Lopez-Fandifio in sod., 2006).

2.2.1 Peptidi z antihipertenzijskim u¢inkom - inhibitorji angiotenzinske konvertaze

Najvec¢ inhibitorjev angiotenzinske konvertaze so izolirali iz zivil kot so mleko, jajca, soja in
ribe. Sestava teh peptidnih inhibitorjev je omejena na 2-10 aminokislin, kar prispeva k
velikemu $tevilu odkritih ACE inhibitorjev. Prav tako njihova funkcionalnost ni omejena s
strogo dolocenimi strukturami, kot pri opioidnih peptidih, ki se morajo zaceti s tocno
doloceno aromatsko aminokislino in poleg tega vsebovati Se eno na tretjem ali Cetrtem
mestu v peptidu. Zaradi relativno kratke verige so bili nekateri peptidi iz te skupine
pripravljeni tudi po sintezni poti (Pihlanto-Leppala, 2001).

2.2.1.1 Angiotenzinska konvertaza - ACE

Angiotenzinska konvertaza je eksopeptidaza, peptidil-dipeptid hidrolaza, ki odceplja
dipeptide s C- konca razli¢nih proteinskih substratov. Optimalna pogoja delovanja ACE sta
temperatura 45 °C in vrednost pH 8,3 (Petrillo in Ondeti, 1982). Angiotenzinska konvertaza
je ena glavnih spojin v Cloveskem telesu, ki skrbi za uravnavanje krvnega tlaka. Njena
relativna molekulska masa znasa 15000, v ¢loveskem telesu pa se nahaja na zunanji povrSini
celi¢nih membran. Inhibicija delovanja ACE se izraza kot trenutno znizanje krvnega tlaka.

Eden pomembnejsih substratov za ACE je angiotenzin I, ki povzroca dvig krvnega tlaka v
telesu. Angiotenzin I se pod vplivom delovanja ACE preoblikuje v angiotenzin II. V telesu
pa ACE deluje Se na bradikinin, ki ima nasprotni u¢inek kot angiotenzin II, saj bradikinin
deluje vazodilatorno, to pomeni, da povzroca Sirjenje zil (Coates, 2002).

2.2.1.2 Uravnavanje krvnega tlaka v telesu

Pri uravnavanju krvnega tlaka ima pomembno vlogo hormonski sistem, v katerem
sodelujejo renin, angiotenzin in aldosteron. Renin pospesSuje pretvorbo angiotenzinogena v
angiotenzin I. Pod vplivom encima ACE se angiotenzin I pretvori v angiotenzin II. Ta se
veZe na angiotenzinske receptorje v Zilni steni in povzroci, da se Zila skrci, zato se krvni tlak
dvigne. Poleg tega angiotenzin II pospeSuje izlo¢anje aldosterona iz nadledvicne zleze.
Aldosteron je hormon, ki zmanjSuje izlo¢anje soli in vode v ledvica, zato se koli¢ina
teko¢ine v krvnem obtoku poveca, krvni tlak pa poraste. Poznan pa je Se en ucinek
delovanja angiotenzinske konvertaze in sicer na razgradnjo bradikinina, hormona, ki Siri
zile. ACE pospesuje razgradnjo bradikinina, kon¢ni ucinek je znan kot hipertenzija oziroma
povisan krvni tlak (Leclerc in sod., 2002 ).
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Angiotenzin [

Bradikinin
l < ACE > l
( angiotenzin konvertaza)
Angiotenzin II Neaktivni fragmenti

Peptidni inhibitorji ACE

Slika 1: Vpliv peptidnih inhibitorjev proteinaze ACE na krvni tlak (Pihlanto-Leppala, 2001)

2.2.2  Opioidni peptidi

To so peptidi, ki se vezejo na razlicne opioidne receptorje na celicah. Endogeni vir
opioidnih peptidov so prekurzorski proteini proenkefalin, propiomelanokortin in
prodimorfin. Vsi endogeni peptidi imajo enak N- konec zaporedje YGGF (tirozil-glicil-
glicil-fenilalanin), zaradi razlik v centralnem in C- koncu peptida pa se lahko vezejo na
razli¢ne tipe opioidnih receptorjev in imajo razli¢ne fizioloSke ucinek, ki se v kon¢ni fazi
odrazajo kot spremenjena Zelja po hrani, sprememba v hitrosti prebave ali sprememba
razpolozenja (Cigi¢, 2001).

Za opioidne peptide, ki nastanejo iz eksogenih proteinov, je znacilno, da imajo vsi na N-
koncu tirozin ter da imajo na mestu 3 ali 4 aromatsko aminokislino. Najve¢ opioidnih
peptidov je bilo odkritih v mle¢nih proteinih, nastajajo pa iz a-kazeinov ter a-
laktoglobulinov in B-laktoalbuminov. Dva izmed prvih odkritih opioidnih peptidov sta bila
a-laktorfin in B-laktorfin, ki sta znana po svojem nasprotnem uc¢inku. Medtem ko a-laktorfin
upocasnjuje peristaltiko ¢revesja ima B-laktorfin nasprotni ucinek, Ceprav se oba vezeta na
isti tip receptorja (Pihlanto-Leppala, 2001).

2.2.3 Peptidi, ki preprecujejo strjevanje krvi

Doloceni fragment k-kazeina je strukturno in funkcionalno zelo podoben fibrinogenemu
proteinu, ki je vkljuen v proces strjevanja krvi. Pomemben je peptid kazoplastein, ki
inhibira agregacijo in povezovanje fibrinogenih vlaken ter s tem prepreci strjevanje krvi
(Silva in Malcata, 2005).
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2.2.4 Imunomodulatorni peptidi

Peptidi lahko vplivajo tudi na imunski sistem. Ve€ino imunomodulatornih peptidov so do
sedaj izolirali iz mle¢nih proteinov (Gill in sod., 2000). Celice imunskega sistema,
makrofagi in limfociti, imajo na povrSini razli¢ne receptorje, na katere se vezejo ti peptidi in
na ta nacin vplivajo na imunski odziv. Avtorji Silva in Malcata (2005) ter Meisel in Glinther
(1998) ugotavljajo, da uzivanje mle¢nih izdelkov zmanjSuje tveganje za nastanek rakavih
obolenj prebavnega trakta. Podroben nacin delovanja Se ni znan (Bernard in sod., 2000).

2.2.5 Protibakterijski peptidi

Protibakterijski peptidi sodelujejo pri obrambi mnogih vi§jih organizmov pred bakterijami
(Silva in Malcata, 2005). Nekateri peptidi s protimikrobnimi lastnostmi so sestavni del
dolocenih mlecnih proteinov. Najverjetneje delujejo tako, da tvorijo pore v membranah
dolocenih vrst bakterij, kar povzroc¢i propad teh organizmov (Strom in sod., 2000). Poznamo
pa Se peptide z druga¢nim nacinom delovanja. Ti preprecujejo vezavo bakterij in virusov na
primer na zobno tkivo in tako onemogocajo ucinek kariogenih bakterij (Brody, 2000).

2.2.6 Citomodulatorski peptidi

Citomodulatorski peptidi so peptidi, ki vplivajo na rast in delitev razli¢nih celic. V Stevilnih
Studijah je bilo dokazano, da nekateri hidrolizati mlecnih proteinov povzrocijo celicno smrt
dolocCenih tipov rakavih celicnih linij debelega Crevesa ter zavirajo delitev rakavih in
levkemicnih celic. Ugotovljen pa je bil tudi stimulativen ucinek na rast in delitev dolocenih
nekarcinogenih celi¢nih linij (Hagiwara in sod. 1995).

2.2.7 Bioaktivni peptidi s sposobnostjo vezave razli¢nih kovinskih ionov

Aminokislina serin je lahko v dolo€enih primerih fosforilirana. Zaradi negativno nabite
fosfatne skupine so fosforilirani peptidi dobri kelatorji dvovalentnih kationov. Zato lahko
fosforilirani peptidi veZejo razli¢ne kovinske ione, kot so na primer Ca**, Fe*'in Mg, S
tem je povecana resorbcija mineralov v telo, kar zmanjSuje moznosti nastanka rahitisa,
pospesena pa je tudi rekalcifikacija. Veliko afiniteto za vezavo ionov pa imajo tudi nekateri
nefosforilirani peptidi. Vezava ionov je v tem primeru odvisna od tridimenzionalne
strukture posameznega peptida (Vegarud in sod., 2000).

2.2.8 Antioksidativni peptidi

Oksidativni metabolizem je nujen za prezivetje celic v telesu. Pri tem pa nastajajo radikali in
ostali produkti, ki v tkivih povzrotajo oksidativne spremembe. Ce so zailitni sistemi
encimov, kot so superoksid dismutaza, katalaza in peroksidaza oslabljeni, lahko kopicenje
prostih radikalov povzroci letalne celicne spremembe. Antioksidante, ki preprecujejo take
spremembe, pa vsebuje tudi mleko in mle¢ni izdelki. To so naravno prisotni vitamini,
betakaroten, dismutaze in katalaze, kot tudi serum albumin, laktoferin, glikoprotein in
aminokisline tirozin in cistein (Pihlanto-Leppala, 2006).
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23 TVORBA BIOAKTIVNIH PEPTIDOV

2.3.1 Nastanek peptidov v prebavnem traktu

Bioaktivni peptidi, ki nastanejo iz prekurzorskih proteinov v prebavnem traktu, oziroma s
hidrolizo proteinov pred zauzitjem hrane, lahko pod dolo¢enimi pogoji preidejo iz prebavil
v krvni obtok in nato v periferna tkiva. Skozi membrane v citosol enterocitov in preko
bazolateralne membrane prehajajo deloma z difuzijo, deloma z aktivnim transportom. To
velja predvsem za dipeptide in tripeptide, ki se pri tem veZejo na dolocene receptorje
(Dornig in sod., 1998). V krvnem obtoku so nasli tudi vecje eksogene peptide
(Roberts in sod., 1999). Iz tega lahko sklepamo, da iz prebavil v krvno plazmo lahko v
manj$i meri prehajajo tudi vecji peptidi. Vendar pa zelo malo peptidov prehaja v kri
nespremenjenih, kar omejuje njihov dejanski u€inek po zauzitju in prebavi hrane (Pripp,
2005).

Bioaktivni peptidi so v prebavilih in krvi izpostavljeni najrazli¢nejSim proteazam, ki jih
lahko razgradijo na manjSe peptide brez bioloske funkcije. Nekateri peptidi pa so relativno
odporni na proteinaze, kar je predvsem posledica ustreznega aminokislinskega zaporedja.
Peptida IPP in VPP, ki inhibirata ACE in znizujeta krvni tlak, sta relativno odporna na
hidrolizo. Vzrok temu sta dva prolina v njunih molekulah. Ker sta tripeptida, se u¢inkovito
prenasata skozi epitelne celice tankega Crevesa. Delovanje teh dveh peptidov so uspesno
dokazali s poskusi in vivo na podganah in ljudeh (Sekiya in sod., 1992).

2.3.2 Nastanek peptidov med fermentacijo mleka

Fermentacija je najstarejsi nacin konzerviranja hrane, pri tem pa fermentirani izdelki dobijo
znadilno aromo in teksturo. V proizvodnji fermentiranih mle¢nih izdelkov uporabljamo
starterske kulture, sestavljene iz razli¢nih vrst bakterij, kvasovk, plesni in kombinacijo le-
teh. NajpomembnejSe so mlecnokislinske bakterije, ki so tudi del avtohtone mikroflore
Cloveskega in zivalskega prebavnega trakta. Uravnavajo c¢revesno mikrofloro in
preprecujejo razmnozevanje patogenih bakterij. Mle¢nokislinske bakterije imajo pomembno
vlogo pri proizvodnji hrane in zdravem prehranjevanju (Ouwehand, 1998).

Fermentacija poteka ob prisotnosti mle¢nokislinskih bakterij, ki s pomocjo lastnih encimov
razgrajujejo razlicne substrate in tako pridobivajo potrebne snovi in energijo za prezivetje in
razmnozevanje. Proteoliti¢ni sistem mlecnokislinskih bakterij je zelo kompleksen in
zapleten. Tvorijo ga ekstracelularne serinske proteinaze in vecje Stevilo intracelularnih
peptidaz. Mikrobne proteinaze lahko hidrolizirajo ve¢ kot 40 % peptidnih vezi o in -
kazeina in tako proizvajajo peptidne fragmente. Prav te v veliki meri predstavljajo do sedaj
znane bioaktivne peptide, identificirane v mle¢nih proizvodih (Minervini in sod. 2003).

Fermentirano mleko sodi med najstarejSe mlecne izdelke. Ti izdelki so Se danes v svetu
najbolj razSirjeni. Proizvodnje fermentiranih mle¢nih izdelkov pa si danes brez uporabe
selekcioniranih starterskih kultur ne moremo vec predstavljati.
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Glavne lastnosti starterskih kultur so:

podaljSanje obstojnosti in varnosti izdelkov
oblikovanje zelenih senzori¢nih in reoloskih lastnosti

oblikovanje terapevtskih in funkcionalnih lastnosti izdelkov (Rogelj in Perko, 2003).

Najbolj razSirjeno in popularno fermentirano mleko je jogurt. Pri tradicionalni izdelavi
jogurta so naravno mikrofloro sestavljale termofilne mlecnokislinske bakterije rodov
Lactobacillus in Streptococcus. Danes je tipi¢na jogurtova kultura sestavljena iz vrst
Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus in Streptococcus thermophillus (Robinson in
sod., 2002).

24

STARTERSKE KULTURE

Podrobneje bomo opisali bakterije, ki smo jih uporabili kot starterske kulture pri izdelavi
vzorcev fermentiranega mleka. Uporabljene so bile naslednje kulture:

Streptococcus thermophilus je gram pozitivna bakterija, njene celice so ovalne. V
mleku oblikuje dolge verizice, sestavljene iz 10-20 celic. Laktozo fermentira po
homofermentativni poti do L+ mlecne kisline. Njena proteolitska aktivnost je
omejena, zato je odvisna od prostih aminokislin, ki so v mleku naravno prisotne.
Njena optimalna temperatura za rast je 37°C. Fermentacija pa se lahko dokonca le
ob prisotnosti drugih mikroorganizmov, ki s svojo proteolitsko in aminopeptidazno
aktivnostjo zagotavlja kratkoveriZzne peptide. Dobro raste tudi pri temperaturi 42°C
(Robinson in Itsranuwat, 2002).

Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus je gram pozitivna, palicasta bakterija.
Celice tvorijo v mleku kratke verizice. Laktozo fermentirajo po homofermentativni
poti do D-mlec¢ne kisline. Je precej bolj odporna na kislino kot Str. thermophilus. Za
razliko od bakterij vrste Str. thermophilus tvorijo bakterije vrste L. delbrueckii subs.
bulgaricus proteinaze za razgradnjo kazeina, predvsem [-kazeina. Tako nastajajo
kratki peptidi in proste aminokisline, ki pa dodatno stimulirajo rast bakterij Str.
thermophilus. Optimalna temperatura za njihovo rast je 45 °C. Pri skupni
fermentaciji zgoraj omenjenih bakterij je rast znacilno sinergisti¢na (Robinson in
Itsranuwat, 2002).

Lactobacillus gasseri K7 je homofermentativna, termofilna bakterija. Je tipi¢na
predstavnica crevesne mikroflore in spada med probioticne seve. Proizvaja
bakteriocine s Sirokim spektrom protimikrobnega delovanja (Bogovi¢ Matijasi¢ in
sod., 2004). Pomembna lastnost tega seva sta odpornost proti nizkim vrednostim pH
in zol¢nim solem, saj je naravna ekoloSka niSa probioti¢nih bakterij prebavni trakt.
Zato pa slabo rastejo v mleku, imajo pocasno in majhno proizvodnjo mlecne kisline
in so med slabSimi proteoliti. Izdelkom ne izboljSujejo senzori¢nih in tehnoloskih
lastnosti, zato se jih najveckrat uporablja v kombinaciji z drugimi mlecnokislinskimi
bakterijami. Optimalna temperatura za rast je nekoliko nizja in znasa 37 °C (Bogovi¢
Matijasi¢ in Rogelj, 2000).
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2.5 ABSORBCIJA BIOAKTIVNIH PEPTIDOV IN VIVO

Bioaktivni peptidi se morajo za dosego fizioloskega vpliva in vivo med prebavo v ¢revesju
sprostiti in potem dose¢i mesto delovanja bodisi na luminalni strani prebavnega trakta,
bodisi v perifernih organih po koncani absorbciji. Prebavni trakt ¢loveka vsebuje Stevilne
encime, ki sodelujejo pri hidrolizi proteinov oz. peptidov in so na razlicnih mestih.
Pomembno je poznavanje dejstva, da se peptidaze nikoli ne pojavljajo same, v prebavnem
traktu je vedno prisotna meSanica teh encimov, ki delujejo sinergisti¢no. Poglavitni del
prebave proteinov je hidroliza polipeptidov s pomocjo proteaz trebusne slinavke (tripsin,
himotripsin, elastaza in karboksipeptidaza). Pri prebavi peptidov sodelujejo tudi
mikroorganizmi debelega crevesa, ki proizvajajo vecje koli¢ine Stevilnih peptidaznih
encimov. Po prebavi je v enterocitu prisotna vecja koli¢ina oligopeptidov in prostih
aminokislin. S¢etkasta meja enterocitne membrane izlo¢i produkte intraluminalne prebave v
glavnem s pomocjo dveh mehanizmov: hidrolize oligopeptidov na S¢etkasti meji membrane
in posledicnim transportom prostih aminokislin ali z membransko translokacijo manjsih
peptidov, ki jih nato razgradijo peptidaze v citosolu (Pihlanto in Korhonen, 2003). V
S¢etkasti meji membrane enterocitov je prisotno veliko Stevilo peptidaz, ki v glavnem sodijo
v §tiri razrede: endopeptidaze, aminopeptidaze, karboksipeptidaze in dipeptidaze. Glavno
mesto absorpcije peptidov predstavlja tanko ¢revo, ki ima na razli¢nih delih razlicno
sposobnost za absorpcijo produktov proteinske razgradnje. Sposobnost tankega Crevesa za
absorpcijo aminokislin in peptidov je lahko zelo razlicna (Bruck in sod., 2003). Te razlike
nastanejo predvsem v Casu razvoja, nosecnosti in laktacije, lahko pa so posledica bolezni,
¢revesnega izloCanja in sprememb v kvaliteti in koli¢ini zauzite hrane. Koncni produkti
prebave proteinov, aminokisline in peptidi se absorbirajo s pomocjo razli¢nih mehanizmov
(Pihlanto in Korhonen, 2003).

Z uporabo elektrofizioloskih metod so v 70-ih in 80-ih letih prejSnjega stoletja odkrili obstoj
peptidnega transportnega sistema, ki naj bi bil v epiteliju crevesja in s pomocjo katerega naj
bi se peptidi aktivno transportirali skozi apikalno membrano preko H+ gradienta. Omenjeni
transportni sistem pa omogoca le prenos di- in tripeptidov in zelo slabo oziroma v vecini
primerov ne prepoznava oligopeptidov z vec kot Stirimi ostanki. Mozne transportne poti za
prenos oligopeptidov preko crevesnega epitelija so: paracelularna, tekocinsko fazna in
adsorptivna transcitoza. Vloga vsake izmed nastetih poti pri prenosu posameznega peptida
je razlicna zaradi razlicne velikosti molekul in zaradi razlik v drugih strukturnih lastnostih,
kot je na primer hidrofobnost. Di- in tripeptidi, kot so Stevilni ACE inhibitorji, lahko
prehajajo skozi prebavila v zadostnem Stevilu, da dosezejo periferna tar¢na mesta. Po
absorpciji v prebavnem traktu pa lahko serumske peptidaze dodatno hidrolizirajo peptidne
vezi. Zatorej je odpornost na delovanje peptidaz predpogoj za dosezek fizioloSkega ucinka
biolosko aktivnih peptidov/hidrolizatov po peroralni oziroma intravenski aplikaciji (Pihlanto
in Korhonen, 2003).
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2.6 TEHNIKE SEPARACIJE PEPTIDOV IN PROTEINOV

2.6.1 Obarjanje proteinov

Pri izolaciji proteinov najveckrat uporabimo proces obarjanja (LovSin in sod., 1996).
Obarjanje lahko dosezemo s povisano koncentracijo soli, z dodatkom organskih topil ali z
ustreznim uravnavanjem vrednosti pH, pri kateri je topnost proteina najmanjSa (Cigi¢ in
Zelenik, 2004).

2.6.1.1 Reverzibilno obarjanje

Proteine lahko reverzibilno obarjamo na vec nacinov, odvisno od njihovih znacilnosti.
Aminokisline, ki sestavljajo proteine, imajo na stranskih skupinah lahko kisle ali bazi¢ne
skupine. Z izborom ustrezne vrednosti pH dosezemo, da je neto naboj proteina na povrsini
enak ni¢. To vrednost pH imenujemo izolektri¢na tocka. Razli¢ni proteini imajo zaradi
razlicne aminokislinske sestave razlicne izolektricne tocke. Topnost proteinov je pri
izoelektriéni tocki najmanjSa, saj med enako nabitimi deli povrSin molekul ni odboja.
Obarjanje pri izoelektri¢ni tocki najveckrat kombiniramo z obarjanjem pri veliki ionski
jakosti.

Topnost proteinov v vodnih raztopinah je zelo odvisna od vrste in koncentracije soli
oziroma od ionske jakosti raztopine. Splosno velja, da je pri majhnih koncentracijah soli
topnost proteinov slabSa, z viSanjem koncentracije le-te, pa naraSca. Razlike v topnosti
proteinov, ki so posledica razlik v hidrofobnosti povrSine molekul, lahko izkoristimo za
selektivno, frakcionirano obarjanje.

Proteine pa lahko reverzibilno obarjamo tudi z vodotopnimi organskimi topili kot so aceton,
metanol ali etanol. Obarjanje proteinov v mesSanici organskih topil in vode je posledica
dejstva, da organsko topilo zmanjsa dielektri¢no konstanto raztopine. Posledica so moc¢nejse
privlacne sile med nasprotno nabitimi deli molekul. Ker je hidratacijski plas¢, ki ga tvori
voda okoli proteinov, zaradi manjSe aktivnosti vode tanjsi, se lahko proteini povezujejo z
nasprotno nabitimi povrSinami v agregate, ki se usedajo na dno (Abram in sod., 2006).

2.6.1.2 Ireverzibilno obarjanje proteinov

Zgoraj omenjene tehnike so primerne za reverzibilno obarjanje proteinov, ko le-ti ohranijo
tridimenzionalno strukturo in aktivnost. Veckrat pa se uporablja tudi ireverzibilno obarjanje,
ki porusi strukturo proteinov. Ireverzibilno obarjanje lahko uporabimo tudi v kombinaciji z
reverzibilnim obarjanjem, na primer s termi¢no obdelavo in dodajanjem amonijevega
sulfata. Ko nastalo oborino raztopimo v pufru, bodo v raztopino presli le tisti proteini, ki
zaradi denaturacije niso izgubili nativne strukture. Primer ireverzibilnega obarjanja je tudi
termi¢na obdelava, v prvi vrsti za dosego mikrobioloSke varnosti zivil. Pri tem pa se
denaturirajo proteini, ki jih posledi¢no v prebavnem traktu lazje razgradimo.

V¢asih je potrebno proteine kvantitativno izlociti iz raztopine, da bi lahko analizirali kakSno
drugo komponento. Takrat lahko uporabimo razli¢na organska topila ali triklorocetno
kislino. Posebej temeljito je obarjanje s triklorocetno kislino, saj v tem primeru ostanejo v
raztopini le manjsi peptidi in proste aminokisline. Z velikimi koncentracijami kislin in baz
skoraj vedno denaturiramo proteine, vendar so lahko ti v nekaterih primerih relativno dobro
topni, kljub denaturiranemu stanju, zato to ni najbolj primerna tehnika za kvantitativno
obarjanje (Abram in sod., 2006).
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2.6.2 Filtracija in ultrafiltracija

Filtriranje je tehnika, ki omogoci loCitev suspenzije v koncentrirano (filtracijsko pogaco) in
razred¢eno (filtrat) komponento. Membrane locujejo molekulske vrste med seboj, tako da
nekatere zadrzujejo, druge pa prepuscajo. Z uporabo razlicnih membran lahko lo¢ujemo
delce razli¢nih velikosti (Kogej, 1996). S postopkom filtracije lo¢imo oborjene ostanke
velikih peptidov in oborjene peptide od kratkih peptidov, ki so ostali topni. Enak rezultat pa
lahko dosezemo tudi s centrifugiranjem ali predhodnim obarjanjem. Tako lo¢ujemo velike
peptide od malih (Herraiz, 1997).

Ultrafiltracija je zanesljiva in preprosta metoda za locevanje peptidov glede na njihovo
molekulsko maso. Najveckrat se uporablja za izolacijo mle¢nih proteinov in za
koncentriranje encimov. S to metodo iz raztopin odstranjujemo in locujemo peptide
razli¢nih velikosti ter druge makromolekule, ki so Se lahko prisotne v vzorcih, namenjenih
analizi. Tako uporaba filtrov z manjSo velikostjo por (1000 Da) odstrani aminokisline in
majhne peptide iz vzorcev, namenjenih analizi (Kogej, 1996).

2.6.3 Centrifugiranje

Centrifugiranje je postopek, s katerim pospeSimo sedimentacijo oborjenih proteinov.
Posebne ultracentrifuge pa lahko uporabimo tudi za separacijo makromolekul. Tehnika
centrifugiranja temelji na dejstvu, da se delci z razli€no gostoto, obliko in velikostjo,
razli¢no hitro usedajo, ko na njih deluje centrifugalna sila. Med sedimentacijo delujejo na
delce sile, ki so lahko nekaj stotisockrat vecje od zemeljskega gravitacijskega pospeska (g).
Sila, ki deluje na delce v centrifugi, je definirana kot (Kogej, 1996):

F=m-o’-r

F predstavlja centrifugalno silo, m maso delca, na katerega deluje sila, r je razdalja delca od
centra rotacije in ® kotna hitrost (rd/s). Produkt o’ imenujemo tudi relativna centrifugalna
sila (ang. RCF) in je odvisen tako od kotne hitrosti, kakor tudi od razdalje delca od sredisca
vrtenja. RCF je tisti parameter, ki ga moramo poznati in nastaviti, preden zacnemo
centrifugirati doloCen vzorec. Hitrost, s katero se delci gibljejo proti dnu centrifugirke,
imenujemo sedimentacijska hitrost. Definirana je kot premik molekul (dx) v smeri
centrifugalne sile na enoto ¢asa (dt) in je sorazmerna pospesku centrifugalne sile.

dx

2
:—:s.a) .r
dt

v

Sedimentacijski koeficient (s) je odvisen od vrste makromolekul in se izraza s
Svedbergovimi enotami (1 S = 10" sekund). Vrednost sedimentacijskega koeficienta
narasca z relativno molekulsko maso in velikostjo molekul oziroma delcev, odvisna pa je
tudi od oblike le-teh. Po kon¢anem centrifugiranju dobimo obicajno bistro raztopino, ki jo
imenujemo supernatant, na dnu ostane sediment (Kogej, 1996).
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2.7 METODE DOLOCANJA AKTIVNOSTI ANGIOTENZINSKE KONVERTAZE

2.7.1 Encimske metode dolo¢anja

V literaturi se za merjenje aktivnosti angiotenzinske konvertaze najveCkrat omenjata dve
metodi, kateri se razlikujeta v samem exsperimentalnem delu in pa pri uporabi encimskih
substratov. Metoda po Cushman-u in Chung-u (1971), ki sta jo modificirala Nakamura in
Takano (1995), temelji na odcepitvi hipurne kisline od dodanega substrata HHL (hipur-L-
histidil-L-levcin), ob prisotnosti ACE kot katalizatorja. Metoda po dodatku ACE zahteva 30
minutno inkubacijo reakcijske zmesi, nato pa z etil acetatom iz reakcijske zmesi
ekstrahiramo vso nastalo hipurno kislino. Sele nato lahko vzorcu spektrofotometriéno
izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 228 nm (Lopez-Fandifio in sod., 2006). Vendar je
uporaba HHL manj smiselna glede na dejstvo, da razgradni produkt HHL, hipurna kislina,
inhibira delovanje ACE v nekajkrat ve¢jem obsegu, kot pa dipeptid glicilglicin (GG), ki
nastane pri hidrolizi kromogenega substrata (Holmquist in sod., 1979). Visje koncentracije
substrata (nad 1,6 mM) v testih niso priporocljive, saj v vecji meri inhibirajo ACE. Samah
in sod., (2006) navajajo, da uporabljene manjSe koncentracije substrata v testih nekoliko
izboljSujejo deviacijo rezultatov merjenja absorbance. Tudi mi smo uporabili koncentracijo,
ki je opisana kot optimalna in je znaSala 0,80 mM. Tudi po naSih ugotovitvah je
predstavljala optimalno izbiro glede na razpad substrata pri kontrolnem vzorcu.

Druga metoda, ki se prav tako pojavlja v literaturi (Lopez-Fandifio in sod., 2006,
Vermeirssen in sod., 2002, Pripp in sod., 2004) in smo jo tudi mi uporabili pri svojem delu,
pa temelji na wuporabi kromogenega substrata FAPGG (Furanoakriloil-L-
fenilalanilglicilglicin). Substrat FAPGG so prvotno sintetizirali za merjenje ACE aktivnosti
v serumu. Spektroskopska metoda temelji na spremembi absorbance vzorca, merjene pri
valovnih dolZinah med 328 in 352 nm. Spremembo absorbance povzro¢i razpad substrata
FAPGG pod vplivom encima ACE na FAP (Furanoakriloil-L-fenilalanin) in GG
(glicilglicin). Pri obeh metodah je sprememba absorbance osnova za dolocitev aktivnosti
ACE.

Obe metodi so raziskovalci vecCkrat testirali in primerjali. Samah in sodelavci (2006),
Murray in sod. (2004) ter Lopez-Fandiiio in sod. (2006) ugotavljajo, da je metoda z uporabo
FAPGG obcutljivejSa in cenejSa. Za njeno izvedbo se porabi manj ¢asa, saj metoda ne
zajema ekstrahiranja hipurne kisline, porabi pa se tudi manj kemikalij. Kon¢na produkta
FAP in GG, ki nastajata pri tej encimski reakciji, ne inhibirata delovanja ACE. Iz hitrosti
zmanjSevanja absorbance pa enostavno dolo¢imo encimsko aktivnost. Prednost metode z
FAPGG je tudi kromogeni substrat, ki je 100 % topen tudi pri ve¢jih koncantracijah, je
stabilnejsi, njegova Km vrednost pa je za faktor 8 manjSa od vrednosti HHL substrata, kar
pomeni, da je koncentracija substrata v testu osemkrat manjsa, ko encimska reakcija doseze
polovico maksimalne hitrosti. Z nizjo koncentracijo substrata v testu pa doseZzemo tudi
boljso linearnost izmerjenih vrednosti (Samah in sod., 2006).

2.7.2 Detekcijske metode za ugotavljanje ACE aktivnosti

Za ugotavljanje ACE aktivnosti se kot substrat najveckrat uporabljajo razli¢ni krajsi
sintetizirani peptidi, ki so nadomestili naravne substrate, kot sta bila angiotenzin I in
bradikinin. Ti umetni substrati so veliko bolj obcutljivi za delovanje ACE, cenejsi in izredno
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specifi¢ni ter se ne razgrajujejo pod vplivom nekaterih drugih aminopeptidaz. Zato je s temi
substrati veliko lazje in bolje spremljati hitrost encimske reakcije, kot pa z uporabo naravnih
substratov. Ko ACE deluje na umetno sintetiziran substrat, ta razpade na specificne di- ali
tripeptide, katerih koncentracija je lahko merljiva. V literaturi najdemo veliko metod, s
katerimi lahko kvantificiramo ACE aktivnost. VkljuCujejo spektrofotometri¢ne,
fluorometri¢ne, radioloske, tekocinsko kromatografske metode, ki jih uporabljamo za
analizo in zbiranje informacij o inhibicijski aktivnosti razli¢nih snovi na ACE. Vsaka od
naStetih metod pa ima svoje zahteve (Lopez-Fandifio in sod., 2006).

Spektrofotometricne metode uporabljamo za kvantitativno doloCanje snovi. Absorbcija
svetlobe je spektroskopsko opredeljena kot proces, pri katerem preiskovana kemijska snov v
mediju, propustnem za svetlobo, selektivno zmanjSa jakost svetlobnega toka dolocene
frekvence elektromagnetnega sevanja. Glede na zmanjSanje toka svetlobe dolo¢imo
koncentracijo snovi v vzorcih. Metoda je preprosta in natan¢na, saj z absorbanco pri
majhnih valovnih dolzinah (<220 nm) dolo¢imo npr. peptidne vezi in ostanke aminokislin v
mejah detekcije pikomolov. Uporaba te metode ne unici snovi v vzorcu (Herraiz, 1997).

Pri fluorometri¢nih metodah uporabljamo posebne substrate, kot sta na primer Z-Phe-His-
Leu in Bz-Gly-His-Leu, ki ob delovanju ACE razpadeta na His-Leu, Bz-Gly in Z-Phe. Te
produkte pa nato dolo¢imo z merjenjem fluorescence. Reakcijsko meSanico vzbujamo z
elektromagnetnim sevanjem. Molekule to energijo absorbirajo in jo nato tudi oddajo v obliki
fotonov z manjSo energijo, kot pa so jo sprejele z absorbcijo. Oddana energija je sorazmerna
koli¢ini nastalih produktov (Rendina, 1971).

Pri izotopskih metodah uporabljamo substrate, ki vsebujejo dolocene markerje,
najpogostejia sta elementa C'* in H’. Substrati, ki jih najveckrat omenjajo pri
laboratorijskem delu, so (1-C'*-Gly)-Hip-His-Leu, (p-H’-Bz)-Hip-Gly-Gly, (p-H>-Bz)Hip-
His-Leu, (p-H’-Bz)-Phe-His-Leu, (p-H’-Bz)-Phe-Ala-Pro in (p-H’-Bz)-Pro-Phe-Arg
(Ondetti in Cushman, 1982).

Hipurno kislino, ki nastane kot produkt encimske razgradnje substrata Hip-His-Leu ali Hip-
Gly-Gly, pa lahko dolo¢imo tudi s pomocjo tekoc¢inske kromatografije. Uporabimo pa lahko
tudi kolorometricne metode, ki temeljijo na reakciji produkta, nastalega pri encimski
reakciji in 2,4,6-triklorotriazina ali p-dimetilaminobenzaldehida. Dipeptidne reakcijske
produkte pa nato dolo¢imo fluorometricno po reakciji s fluoroskaminom ali pa
spektrofotometri¢no po reakciji z ninhidrinom (Ondetti in Cushman, 1982).
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2.8 ACE INHIBITORNI BIOAKTIVNI PEPTIDI V HRANI TER METODE ZA
NJIHOVO DOLOCANIJE IN KARAKTERIZACIJO

V zadnjih petnajstih letih so bile na podro¢ju bioaktivnih peptidov v hrani opravljene
Stevilne raziskave ter vpeljane razliéne metode za dolocanje, karakterizacijo in izolacijo
bioaktivnih peptidov. S pomocjo razliénih tehnik so izolirali peptide s Stevilnimi
funkcionalnimi ucinki, ki so jih tudi uspeSno dokazali (Minervini in sod. 2003).
Najpogosteje so proucevali peptide, ki so jih izolirali po in vitro ter in vivo prebavi in
kemijsko sintetizirane peptide (Meisel, 2001). Posebej zanimivo podrocje predstavljajo
peptidi z antihipertenzi¢nim uc¢inkom. Ti inhibirajo delovanje angiotenzinske konvertaze v
razli¢nih ¢loveskih tkivih, s ¢imer vplivajo na uravnavanje krvnega tlaka.

Veliko $tevilo antihipertenzi¢nih peptidov so odkrili po in vitro prebavi mleka in mle¢nih
izdelkov, kot tudi v fermentiranem mleku. Minervini in sodelavci (2003) so mleko razli¢nih
vrst zivali fermentirali s sevom Lactobacillus helveticus (Yamamoto in sod., 1994). Nastali
peptidi, ki so jih izolirali na koloni z reverzno fazno teko¢insko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (RP-HPLC) in karakterizirali z masno spektroskopijo in UV detektorjem, so
delovali antihipertenzi¢no. Koncentracijo teh peptidov so dolocili z reagentom o-
ftaldialdehidom (OPA). V ¢lanku sta objavljeni dve razli¢ni encimski metodi za merjenje
ACE aktivnosti. Prva vkljucuje uporabo hipuril-L-histidil-L-levcina (HHL) kot substrata in
je priredba metod, ki so jih opisali Nakamura in Takano (1995) ter Cushman in Cheung
(1971). Drugo metodo so povzeli po Vermeirssen in sod. (2002), vkljuc¢uje pa kromogeni
substrat (FAPGGQG), ki ob prisotnosti ACE razpade. Pri obeh metodah so aktivnost ACE
merili s pomocjo spektroskopske metode pri razliénih valovnih dolzinah. Kot standardni
inhibitor so v testu uporabili kaptopril. Obe encimski metodi za doloCanje inhibitorne
aktivnosti peptidov na ACE sta bili publicirani ze prej, omejitve in razlike pa so razdelali
Samah in sod. (2006), Vermeirssen in sod. (2002). Poleg tega so v raziskavah ugotovili, da
bioaktivni peptidi delujejo na ACE le v prisotnosti kloridnih ionov in v obmocju le
doloc¢enih koncentracij teh bioaktivnih peptidov. Pod to mejo nimajo inhibitornih u¢inkov,
nad mejo pa se inhibitorna aktivnost ne veca.

Quiros in sod. (2005) so ugotavljali za ACE inhibitorno aktivnost bioaktivnih peptidov v
kefirju, pripravljenem iz kozjega mleka. Pri tem so prav tako uporabili RP-HPLC, masno
spektroskopijo in metodo za doloCanje aktivnosti ACE, ki sta jo opisala Cushman in Cheung
(1971). Lotili pa so se tudi postopka in vitro prebave sintetiziranih inhibitornih peptidov s
pepsinom po metodi, ki so jo razvili Alting in sod. (1997). Pihlanto-Leppélé in sod. (2000)
so z zgoraj opisanimi metodami analizirali sirotko po in Vvitro prebavi s tripsinom in
himotripsinom. Kot vir ACE vsi omenjeni ¢lanki navajajo uporabo zaj¢jega pljucnega tkiva
oziroma cistega encima proizvajalca Sigme, ki izboljSa obcutljivost metode. Poleg RP-
HPLC pa so bile za separacijo in analizo bioaktivnih peptidov uporabljene tudi druge
metode. Kot navaja Herraiz (1997), so najveckrat uporabljene metode pri pripravi in analizi
vzorcev za peptide iz hrane ultrafiltracija, masna in ionska kromatografija in selektivno
obarjanje.

Za doloCanje koncentracije peptidov se avtorji najveckrat posluzujejo metode z OPA
reagentom. Za doloc¢anje koncentracije prostih amino skupin in stopnje hidrolize se
uporablja tudi metoda, ki jo je opisal Adler-Nissen (1979). Metoda temelji na
spektrofotometricnem merjenju produkta, ki nastane po reakciji prostih amino skupin s
TNBS reagentom.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1.  KRATEK OPIS EKSPERIMENTALNEGA DELA

Eksperimentalno delo smo zaceli z ekstrakcijo angiotenzinske konvertaze in vpeljavo
metode za dolocanje inhibicije ACE. Kot standardni inhibitor smo uporabili kaptopril
analitske Cistote (Sigma). Kasneje smo z uporabo razlicnih starterskih kultur pripravili
vzorce fermentiranega mleka. Vzorce fermentiranega mleka smo ustrezno oborili, filtrirali
in centrifugirali in jim dolocili inhibitorno aktivnost na ACE. V raziskavo smo vkljucili tudi
vzorce fermentiranega mleka, ki smo jih izpostavili delovanju simuliranega zelod¢nega in
Crevesnega soka ter tako in vitro simulirali prebavo in vzorce mleka, fermentiranega v
bioreaktorju z uravnavanjem konstantne vrednosti pH.

3.2 REAGENTI IN RAZTOPINE

ACE analitske ¢istote 0,125 U/mL (Sigma GmbH, Nemcija ) (Preglednica 2)

Bidestilirana voda (BdH,0)

Boratni pufer 100 M, pH=8,3 (Preglednica 3)

Boratni pufer 100 M s 5% v/v glicerola, pH 8,3 (Preglednica 4)

Borna kislina (H;BO3) (Merck, Nemcija)

Destilirana voda (dH,0)

Ekstrakt ACE iz zaj¢jih pljuc (Preglednica 5)

Fosfatni pufer 0,213 M, pH=8,3 (Preglednica 6)

Glicerol (C;Hs(OH);) (Kemika, Hrvaska)

Kalijev klorid (KCl) (Merck, Nemcija)

Kaptopril analitske ¢istote (Sigma GmbH, Nemcija) (Preglednica 7)

Klorovodikova kislina 0,1 M in 1 M (HCI) (Merck, Nemcija)

Koncentrirana zveplova kislina (H,SO4) (Merck, Nemcija)

Kromogeni substrat FAPGG (Sigma GmbH, Nemcija) (Preglednica 8)

Levcin v prahu (Leu) (Sigma GmbH, Nemcija)

Liofilizirano zaj¢je plju¢no tkivo (vir ACE; Sigma GmbH, Nemcija)

Mesanica zol¢nih soli (Sigma GmbH, Nemcija)

Natrijev dihidrogen fosfat (NaH,PO4) (Merck, Nemcija)

Natrijev dodecil sulfat 10 % - SDS 10 % (v/v) (Sigma GmbH, Nemcija)

Natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) (Merck, Nemcija)

Natrijev hidroksid 1 M in4 M in 10 M (NaOH) (Merck, Nemcija)

Natrijev klorid (NaCl) (Merck, Nemcija)

Ocetna kislina 60 % (v/v) ( CH3COOH) (Merck, Nemcija)

Pepsin v prahu (Sigma GmbH, Nem¢ija)

Simuliran zelod¢ni sok (Preglednica 9)

Simuliran zol¢ni in pankreati¢ni sok s pH 8 (Preglednica 10)

Tablete bakrovega katalizatorja KJELTABS Cu /3,5 (3,5 g K;SO4+ 0,4 g

CuSO4x5H,0)

e Trinitrobenzensulfonska kislina 5 % (v/v) - TNBS 5 % (v/v) (Sigma GmbH,
Nemcija)

e Zmes encimov pankreasa (Sigma GmbH, Nemcija)
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Priprava reagentov:

Preglednica 2: Priprava ACE analitske Cistote s koncentracijo 0,125 U/mL.

Sestavina Koli¢ina
ACE analitske ¢istote (Sigma) 1U
Boratni pufer s 5 % v/v glicerola, pH 8,3 8 mL

Preglednica 3: Sestava boratnega pufra s pH 8,340,1.

Sestavina Koli¢ina

Borna kislina 0,618 g

Natrijev klorid 1,753 g

dH,O Dopolnimo do 100 ml

Pufru smo predhodno z 1 M NaOH in 0,1 M HCI uravnali vrednost pH na 8,3+0,1.

Preglednica 4: Sestava 100 mM boratnega pufra s 5 % (v/v) delezem glicerola.

Sestavina Koli¢ina

Borna kislina 0,618 g

Glicerol 6,380 g

dH,O Dopolnimo do 100 ml

Pufru smo pred razredc¢itvijo z 1 M NaOH in 0,1 M HCI uravnali vrednost pH na 8,3+0,1.

Preglednica 5: Priprava ekstrakta ACE iz zaj¢jih pljuc.

Sestavina Koli¢ina
Liofilizirano zaj¢je plju¢no tkivo (vir ACE; Sigma ) 0,53 ¢g
Boratni pufer s 5 % v/v glicerola, pH 8,3 10 mL

Preglednica 6: Sestava 0,213 M fosfatnega pufra.

Sestavina Koli¢ina
NaH2P04 16,57 mg
dH,0 500 mL

Pufru smo pred razrecitvijo z 1 M NaOH in 0,1 M HCI uravnali vrednost pH na 8,3+0,1.

Preglednica 7: Priprava 1mM kaptoprila.

Sestavina

Koli¢ina

Kaptopril (Sigma)

2,30 mg

Boratni pufer 100 mM s pH 8,3 | 10,585 mL

Preglednica 8: Priprava 1,6 mM kromogenega substrata FAPGG.

Sestavina

Kolicina

FAPGG

6,390 mg

100 mM Boratni pufer pH 8,3

Dopolnimo do 10 ml
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Preglednica 9: Sestava simuliranega zelod¢nega soka s pH 2 (Pripp, 2005).

Sestavina Koli¢ina
NaCl 1,46 g
KCl1 0,11¢g
NaHCO; 0,80 g
dH,O do 200 mL
Pepsin v prahu (Sigma) 0,045 g

Zolénemu soku smo pred razredéenjem do konénega volumna z 1 M NaOH oziroma 0,1 M
HCI uravnali vrednost pH na 2,0+0,1.

Preglednica 10: Sestava simuliranega Zol¢nega in pankreati¢énega soka s pH 8 (Pripp, 2005).
Sestavina Kolic¢ina

Mesanica zol¢nih soli (Sigma) 0,6 g

Zmes encimov pankreasa (Sigma) | 0,2 g

dH,O Do 200 mL

Prebavni mesanici smo pred razred¢enjem do kon¢nega volumna z 1 M NaOH in 0,1 M HCI
uravnali vrednost pH na 8,0+0,1.
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33 PRIBOR IN OPREMA

e Centrifuge (5415 C Eppendorf, Nemcija)
(Janetzki, Nemcija)
(Centric 332A, Tehtnica, Slovenija)
Cepilne zanke
Destilacijska enota (Distillation unit B-324 Biichi, Nemcija)
Enota za razklop vzorcev (Digestion unit K.426 Biichi, Nemcija)
Enota za odvod zdravju skodljivih hlapov (Schrubber Biichi, Nemcija)
Filtrirni papir (Whatman 0,45 um, Velika Britanija)
Laboratorijski gorilnik
Posnemalnik mleka
Polistirenske in polipropilenske kivete
Laboratorijski bioreaktor s pripadajoo kontrolno enoto in ¢rpalkami za uravnavanje
vrednosti pH
Magnetno mesalo (550 M Tehtnica, Slovenija)
Merilni valji (50, 100, 500, 1000 mL)
Mikroepruvete (Eppendorf, Nemcija)
pH meter (Mettler Toledo, Slovenija)
pH meter (MA 5705 Iskra, Slovenija)
Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)
Spektrofotometer s pripadajoco ra¢unalnisko enoto (Hewlett-Packard HP 8453,
ZDA)
e Mesalo za epruvete (Vibromix 104 EV, Tehtnica, Slovenija)
(Vibromix 204 EV, Tehtnica, Slovenija)
e Mikrocentrifuga (Eppendorf, Nemcija)
e Tehtnice (AT 201/A, Mettler Toledo, Nemcija)
(Exacta 2200 EB, Tehtnica, Slovenija)
(AX 250, Mettler Toledo, Nemcija)
Ultrafiltracijski modul z ultrafiltrom (YCO05 — 500 MW, Amicon, ZDA)
Viskubator
Vodna kopel (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija)
Jeklenka s teko¢im dusikom (Apollo-Messer, Nemcija)

3.4  STARTERSKE KULTURE IN GOJISCA

e YC380 - liofilizirana starterska kultura za jogurt (CHR Hansen, Danska) sestavljena
iz vrst Streptococcus thermophilus in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

e TH4 - liofilizirana starterska kultura (CHR Hansen, Danska) sestavljena iz
Streptococcus thermophilus

e K7 - Lactobacillus gasseri K7
e MRS BROTH gojisc¢e (Oxoid, Velika Britanija) - pripravljeno gojisc¢e (pH 6,2+0,2)
Gojisce smo pripravili po navodilih proizvajalca: 52g gojisc¢a smo raztopili v 1000

mL deionizirane vode in 15 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C.

e mleko
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3.5 PRIPRAVA VZORCEV FERMENTIRANEGA MLEKA
3.5.1 Priprava mleka

Osnovna surovina za pripravo fermentiranega mleka je bilo sveze mleko, ki smo ga dobili v
kmetijskem centru Jable. Do zacetka dela smo ga hranili v ustrezni embalazi pri temperaturi
4 °C. Pred zaCetkom laboratorijskega dela smo mleko temperirali (50 °C) in delno posneli s
posnemalnikom, kapacitete 1,5 L/min. Kemijsko sestavo tako pripravljenega mleka so
dolocili v Laboratoriju za mlekarstvo, Biotehniske fakultete (Preglednica 11).

Preglednica 11: Kemijska sestava mleka, uporabljenega pri fermentaciji.
Vzorec 1 Mascoba % Proteini % Laktoza % Suha snov brez mas¢obe %
Meritev 1 1,36 3,52 4,84 9,09
Meritev 2 1,35 3,51 4,83 9,07
Meritev 3 1,36 3,50 4,83 9,06
Povprecje 1,36 3,51 4,83 9,07

Analiza je bila narejena z aparaturo Combi 6000.

Za izdelavo fermentiranega mleka smo uporabili 12 L posnetega mleka. Po 2 L mleka smo
nalili v viskubatorske posode in ga pasterizirali v viskubatorju (10 min, 90 °C). Mleko smo
nato ohladili na 42 °C in izmerili vrednost pH.

3.5.2 Priprava inokuluma bakterijske kulture Lactobacillus gasseri K7

Lactobacillus gasseri K7 smo nacepili v 5 mL tekocega gojis¢a MRS in inkubirali 18 ur pri

temperaturi 37 °C. 18-urno kulturo, ki je vsebovala 5x107 cfu/mL, smo centrifugirali in
odlili supernatant. Sedimentu smo dodali manj$o koli¢ino pasteriziranega mleka in dobro
premesali. Tako pripravljene kulture smo nato dodali v fermentacijske posode k
preostalemu mleku (Preglednici 12 in 13).

3.5.3 Postopek klasi¢ne fermentacije mleka z razli¢nimi starterskimi kulturami

Po pasterizaciji smo v ohlajeno mleko nacepili starterske kulture. Liofilizirane starterske
kulture YC380 in TH4 smo najprej raztopili v nekaj mL mleka ter jih dolili k preostalemu
mleku v fermentacijskih posodah (Preglednici 12 in 13). Dodali smo po 0,05g liofiliziranih
kultur na 2 L mleka, razen kulture Lactobacillus gasseri K7, ki smo jo dodajali kot
suspenzijo. Med fermentacijo smo vzorcem merili pH in opazovali nastajanje koaguluma.
Viskubatorske posode smo po sedmih urah postavili v ledeno kopel ter s hlajenjem vsebine
(20 °C) zaustavili fermentacijo. Ohlajeno fermentirano mleko smo dobro premesali, prelili v
sterilno plasticno embalazo ter ustrezno zapakirali s termofolijo. Vzorce fermentiranega
mleka smo nato ustrezno oznacili in jih shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C do
nadaljnje uporabe (Slika 2).
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Preglednica 12: Vzorci mleka z dodanimi starterskimi kulturami pri klasiéni izdelavi fermentiranega mleka.

Vzorec | Dodana starterska kultura Oblika dodane
Vd viskubatorske posode =2 L kulture

Vzorec : YC380

YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025% | 0,05¢ Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Vzorec : YC380-TH4

YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025% | 0,05¢ Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

TH4 Streptococcus thermophilus 0,025% | 0,05¢g Liofilizat

Vzorec : YC380-K7

YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025% | 0,05 ¢g Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

K7 Lactobacillus gasseri K7 1% 20 ml Suspenzija

Vzorec : TH4-K7

TH4 Streptococcus thermophilus 0,025% | 0,05¢g Liofilizat

K7 Lactobacillus gasseri K7 1 % 20 mL Suspenzija

Vzorec : YC380-TH4-K7

YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025 % | 0,05 ¢g Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

TH4 Streptococcus thermophilus 0,025% | 0,05¢g Liofilizat

K7 Lactobacillus gasseri K7 1 % 20 mL Suspenzija

Vzorec : TH4

TH4 | Streptococcus thermophilus | 0,025% | 0,05g | Liofilizat

Prevzem surovega mleka
12L

v

Termizacija mleka
50 °C

v

Posnemanje masc¢obe
do vrednosti 1,4 %

2

Osnovna kemijska
analiza mleka

Shranjevanje proizvoda
<+
Pasterizacija mleka Spremljanje vrednosti pri4°C
(10 min — 90 °C) pH A
L. —
Ohladitev mleka na 42 °C Polnjenje v uvstrezno
v Spremljanje tvorbe embalaZo
koaguluma 'y
Razdelitev mleka v
posodezV4=2L PrekKinitev
in cepljenje s starterskimi FERMENTACIJA fermentacije s
kulturami > 42 °C > hlajenjem

Slika 2: Blokovni diagram tehnoloskega procesa izdelave fermentiranega mleka z razlicnimi starterskimi
kulturami v viskubatorju (klasi¢na fermentacija)
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3.5.4 Postopek fermentacije mleka v bioreaktorju z uravnavanjem konstantne

vrednosti pH

Fermentacijo mleka z uravnavanjem konstantne vrednosti pH smo izvedli v laboratorijskem
bioreaktorju (slika 3). Bioreaktor smo sestavili, prikljucili kontrolno enoto ter sterilizirali
vse nastavke za dodajanje in odvzemanje vzorcev. Po umeritvi pH elektrode smo bioreaktor
napolnili z delno posnetim mlekom. Sledila je sterilizacija mleka v bioreaktorju (121 °C, 15
min, 1,1 bar, meSalo 400 obratov/min). Mleko smo po koncani sterilizaciji ohladili na
temperaturo 42 °C in cepili s starterskimi kulturami (preglednica 13). Fermentacijo smo
izpeljali pri temperaturi 42 °C, vrednosti pH 6,5+0,1 in meSanju 200 obratov/min. Pogoje
fermentacije je uravnavala kontrolna enota. Za vzdrzevanje vrednosti pH smo uporabljali 4
M NaOH oziroma 1 M HCI. Med 24-urno fermentacijo smo odvzeli vzorce ob ¢asih 0, 4, 6,

8, 12 in 24 ur.

Preglednica 13: Dodane starterske kulture pri fermentaciji z uravnavano konstantno vrednostjo pH.

Vzorec | Dodana bakterijska kultura v vzorce mleka Dodane | dodatek | Oblika dodane
Vd bioreaktorja = 2L kulture | kulture kulture
(%)
Vzorec : YC380 B
YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025 0,05¢g Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Vzorec : YC380-K7 B
YC380 | Streptococcus thermophilus, 0,025 0,05¢g Liofilizat
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
K7 Lactobacillus gasseri K7 1 20 mL Suspenzija
Prevzem surovega mleka
12L
v
Termizacija mleka
50 °C
v
Posnemanje mascobe
do 1,4%
v
Kemijska analiza mleka
v
Priprava bioreaktorja
Y hranj j izvod:
Polnjenje bioreaktorja Vzdrzevanje pH Sirey eva njze Op:glzvo a
z mlekom vrednosti 6,5 + 0,1 pn-
v 4 M NaOH f
al 9 .9 o5
Sterilizacija mleka (in 1 M HCl) Polnjenje v plasti¢no
(15 min — 121 °C) embalazo
: 1 fememi
Dodatek starterske VODENA Vzordenje ob ¢asih po 24 urah
kulture » FERMENTACIJA () (0h,4h,6h,8h,
42°C 12 h, 24 h)

Slika 3: Blokovni diagram vodenega fermentacijskega procesa v bioreaktorju s konstantno vrednostjo pH
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3.5.5 Shranjevanje vzorcev

Vzorce fermentiranega mleka, ki smo jih odvzeli med fermentacijskim procesom, smo
shranjevali v zaprti plastiéni embalazi. Vzorce mleka iz viskubatorja smo pet dni po
fermentaciji shranjevali v hladilniku pri temperaturi 4 °C in jih nato prestavili na -20 °C.
Shranjevanje vzorcev pri temperaturi 4 °C je omogocalo pocasno delovanje bakterijskih
proteinaz, ki so tako Se dodatno prispevale k povecanju koncentracije kratkih peptidov.
Vzorci mleka, fermentiranega pri konstantni vrednosti pH v bioreaktorju, pa so bili takoj po
odvzemu shranjeni v zmrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Pri -20 °C smo do analize hranili
tudi filtrate vzorcev.

3.6 PRIPRAVA VZORCEV FERMENTIRANEGA MLEKA PRED ANALIZAMI

Pri analizi vzorcev smo se osredotocali na proteinski del, saj smo v vzorcih iskali kratke
peptide z inhibitorno aktivnostjo za ACE. Vzorce, ki smo jih odvzeli med in po koncani
fermentaciji, smo morali zato ustrezno pripraviti.

3.6.1 Postopek obarjanja in filtracije

Eden izmed postopkov priprave vzorcev za nadaljnje analize je bilo obarjanje. Obarjanje
smo izvedli tako, da smo vzorcu fermentiranega mleka dodali ocetno kislino (60 % v/v) v
razmerju 50:15. V trenutku je v vzorcih nastala bela oborina. Vzorec smo dobro premesali s
stekleno palcko, ga pustili stati 15 minut na sobni temperaturi in filtrirali preko filter papirja
(Whatman filter — 0,45 pm). Tako smo oborili vse vecje peptide, majhni pa so ostali topni.
Dobljeni filtrati so bili rahlo rumenkaste barve.

3.6.2 Uravnavanje vrednosti pH

Filtratom vzorcev smo uravnali vrednost pH na 8,0. Vrednost pH smo uravnavali z 10 M
NaOH oziroma 1 M HCI, ki smo jo filtratom dodajali po kapljicah. Med dodajanjem je bil
vzorec vseskozi na magnetnem meSalu. Po uravnavanju vrednosti pH smo v nekaterih
filtratth ponovno opazili motnost, zato smo jih centrifugirali (5 minut pri 10.000
obratih/min). Vzorci so bili tako pripravljeni za analizo.

3.6.3 Ultrafiltracija

Za ultrafiltracijo smo uporabljali filter YC05 (500 MW, Amicon), ki smo ga pred vsako
filtracijo ustrezno pripravili. Pred prvo uporabo smo membrano z gladko stranjo navzdol
potopili v destilirano vodo in jo v njej pustili eno uro. Destilirano vodo smo medtem
zamenjali vsaj trikrat in membrano tako rehidrirali in pripravili za ultrafiltracijo. Nato smo
jo namestili v ultrafiltracijski modul na magnetnem mesSalu, vanj nalili filtrat, sestavili
modul in ga prikljucili na nadtlak dusika, ki je znaSal 35 barov. Ultrafiltracija je potekala pri
temperaturi 4 °C. Ultrafiltrirane vzorce smo do nadaljnjih analiz shranili pri -20 °C.
Membrano za ultrafiltracijo smo med analizami shranjevali po navodilih proizvajalca v 10
% etanolni raztopini pri temperaturi 0 °C.
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3.7  DOLOCANIJE VSEBNOSTI PROTEINOV S KJELDAHLOVO METODO

Kjeldahlova metoda omogoca dolocanje proteinov glede na prisotnost dusika v vzorcu (ob
upostevanju, da je ves dusik, prisoten v zivilu, proteinski). Vzorce razgradimo z mokrim
sezigom. Z destilacijo z vodno paro ob dodatku mocne baze sprostimo NHs, ki ga lovimo v
prebitek borne kisline in nato titriramo amonijev borat s standardno raztopino
klorovodikove kisline. Za preracunavanje duSika (N, %) v proteine (%) uporabljamo
ustrezne faktorje F.

Proteini (%) =N x F
Faktor za mle¢ne izdelke: F = 6,38

Predhodno oborjene in filtrirane vzorce fermentiranega mleka smo najprej razgradili z
mokrim sezigom (s pomoc¢jo H,SO,, katalizatorja in visoke temperature). V seZigno
epruveto smo odpipetirali 5 mL vzorca, dodali 2 tableti bakrovega katalizatorja in 20 mL
koncentrirane H,SO4. Epruvete smo postavili v stojala in jih pokrili s steklenimi zvonovi.
Vse skupaj smo postavili v ogreto enoto za razklop (T = 370 °C). Z vodno ¢rpalko smo
odvajali zdravju skodljive hlape. Vzorce v epruvetah smo po enournem sezigu ohladili na
sobno temperaturo. Vsako epruveto smo nato posamicno postavili v destilacijsko enoto, kjer
se je vanjo avtomatsko dodalo 50 mL destilirane vode in 70 mL 10 M NaOH. Nato smo na
destilacijsko enoto prikljucili Se destilacijsko predlozko, v katero se je avtomatsko dodalo
60 mL borne kisline H;BOy4, nakar smo zaceli s 4 minutnim uvajanjem pare v epruveto. Pri
destilaciji smo pare, ki vsebujejo NH; oziroma destilat, lovili v destilacijsko predlozko z
nasiceno borno kislino. Po koncani destilaciji smo zavrgli vsebino epruvete, uporabili smo
le raztopino nastalega amonijevega borata v predlozki. To smo titrirali z 0,1 M HCI do
vrednosti pH 4,65. Titracija je potekla avtomatsko po vnosu zatehtanega vzorca v kontrolno
enoto. Ob koncu titracije smo zabelezili porabo kisline, iz katere smo izracunali delez
dusika in posledicno delez proteinov v vzorcu.

3.8 DOLOCANJE PROSTIH AMINO SKUPIN S TRINITROBENZENSULFONSKO
KISLINO (TNBS METODA)

Za dolocanje koncentracije prostih amino skupin v vzorcih smo uporabili modificirano
metodo po Okuyama in Satake (1966). Reakcija temelji na 2,4,6-trinitrobenzensulfonski
kislini, ki reagira s prostimi amino skupinami v oranzni trinitrofenilni (TNP) derivat z
maksimalno absorpcijo pri 340 nm. Pri vrednosti pH 1,0 je ta rumene barve. TNP derivat
reagira tudi s sulfitom v bazicnem mediju, kjer nastane stabilni TNP-sulfitni kompleks z
maksimalno absorpcijo pri 420 nm. TNBS ne reagira z NHj3 in ureo, zato je zelo primeren
za doloCanje amino skupin v vodnih raztopinah proteinov (Goodwin-Jesse in Choi, 1970). V
epruvete smo dodajali po 50 pL predhodno oborjenih in filtriranih vzorcev fermentiranega
mleka, 400 pL fosfatnega pufra (0,2125 M, pH 8,0+0,02), 300 uL raztopine TNBS (0,1 %
v/v) in 100 uL SDS (1 % v/v). Epruvete smo zaprli ter jih postavili v stresalno vodno kopel
(50 °C, 60 min). Kopel smo pokrili z aluminjasto folijo, da smo se izognili vplivu svetlobe.
Reakcijo smo koncali po eni uri z dodatkom 800 pL HCI (0,1 M), sledilo je 30 minutno
ohlajanje vzorcev na sobno temperaturo. Reakcijski meSanici smo nato v polistirenskih
kivetah izmerili absorbanco pri 340 nm in 25 °C ter s pomocjo umeritvene krivulje (slika 5)
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doloc¢ili koncentracijo prostih amino skupin. Pri kontrolnem poskusu smo namesto
predpripravljenih vzorcev fermentiranega mleka uporabili 1% (v/v) raztopino SDS.

3.8.1 Izdelava umeritvene krivulje

V 1 % (v/v) SDS smo dodali levcin v prahu, da smo dobili ustrezne koncentracije levcina v
raztopini. Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopine levcina kot je prikazano v
preglednici 14. Koncentracija levcina je sorazmerna vrednosti absorbance trinitrofenilnega
(TNP) derivata, ki nastane med reakcijo prostih amino skupin s TNBS. Umeritvena krivulja
za standard levcin, ki nam je sluzila za doloCanje koncentracije prostih amino skupin v
vzorcih, je prikazana na sliki 5.

Preglednica 14: Koncentracije raztopin levcina in volumni dodanih reagentov, uporabljeni pri izdelavi
umeritvene krivulje.

Koncentracija Volumen Volumen Volumen Volumen | Koncentracija

levcina v S0uL (uL) (uL) (uL) (uL) levcina v

dodane raztopine | Na-dodecil sulfata | fosfatnega pufra HCI TNBS reakcijski

M) (1% v/v) 0,2125M) 0,1 M) (0,1 % v/v) m§§§;[l)iCi

1

1. 2,5x10™ 100 400 800 300 7,6
2. 5,0x10™ 100 400 800 300 15,2
3. 7,5x10™ 100 400 800 300 22,7
4. 1,0x10° 100 400 800 300 30,3
5. 1,25x10° 100 400 800 300 37,9
6. 1,5x10° 100 400 800 300 45,5
7. 1,75x107 100 400 800 300 53,0
8. 2,0x10° 100 400 800 300 60,6
0. 2,25x107 100 400 800 300 68,2
10. 2,5%10° 100 400 800 300 75,8

3.9 EKSTRAKCIJA ACE IZ PRAHU ZAJCJEGA PLIUCNEGA TKIVA

Pri delu smo uporabili metodo po Cushman-u in Cheung-u (1971) ter jo sami nekoliko
modificirali. Prah in koSCke plju¢nega tkiva (Sigma) smo do pric¢etka ekstrahiranja
shranjevali v zmrzovalniku pri -20 °C. Koscke (=0,5 g) in nekaj prahu plju¢nega tkiva smo
dodali v 10 mL 100 mM boratnega pufra. Pufer je imel vrednost pH 8,2 in je vseboval 5 %
(v/v) glicerola. Ekstrakcija je potekala ¢ez no¢ na magnetnem mesalu pri temperaturi 4 °C.
Dobljeni ekstrakt smo nato 30 minut centrifugirali pri 40.000 obratih/min. Supernatant, ki
smo ga dobili, smo do nadaljnje uporabe shranili v zmrzovalniku pri -20 °C. Bil je bister in
rahlo rjavkaste barve.

3.10  MERJENJE AKTIVNOSTI ENCIMA ACE

V reakcijski meSanici smo kot substrat uporabili 1,6 mM FAPGG, raztopljen v 100 mM
boratnem pufru z vrednostjo pH 8,3. Kot vir ACE smo v zacetnih poskusih uporabili
ekstrakt liofiliziranih zaj¢jih plju¢ (Sigma), kasneje pa ACE analitske cistote (Sigma).
Absorbanco smo merili s spektrofotometrom (Hewlett-Packard) pri valovni dolzini svetlobe
340 nm v polistirenskih kivetah. Pri temperaturi merilne celice 25 °C smo kinetiko vsakega
vzorca merili 10-15 minut, merjenja pa smo ponavljali na 20 sekund.
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Za umerjanje spektrofotometra pred analizo smo uporabili 100 mM boratni pufer. V kiveto
smo odpipetirali kromogeni substrat FAPGG in boratni pufer (preglednica 15). Pri merjenju
inhibitorne aktivnosti pa smo dodali Se vzorec fermentiranega mleka oziroma kaptoprila
(preglednica 17). Kiveto smo dobro pretresli in jo vstavili v merilno celico. Po
dvominutnem temperiranju vzorca smo zaceli z merjenjem absorbance. Po sedmih minutah
smo dodali ekstrakt ACE, ponovno premesali vsebino kivete in nadaljevali z merjenjem
nadaljnjih 10-15 minut.

Preglednica 15: Sestava reakcijske zmesi za merjenje ACE aktivnosti (vir encima je ekstrakt liofiliziranih

zaj¢jih pljud).

Vzorec 1 2 3 4 5
V(uL)
Boratni pufer 600 500 400 300 200
Substrat FAPGG 100 200 300 400 500
Ekstrakt ACE 100 100 100 100 100

Pri uporabi ekstrakta zaj¢jih plju¢ nismo ugotovili ACE aktivnosti, zato smo se v kasnejSih
poskusih odlocili za uporabo ACE analitske cCistote (Sigma). Encim smo med testi
shranjevali pri 4 °C in na ledeni kopeli. Volumska razmerja raztopin, uporabljenih za
merjenje aktivnosti ACE, so predstavljena v preglednici 16. V test smo dodajali 35 pL
encima s koncentracijo 0,125 U/mL.

3.10.1 Dolocanje kinetike ragradnje substrata FAPGG z ACE

Pri doloc¢anju K,, encimske reakcije smo merili absorbanco reakcijskim zmesem po
postopku, ki je opisan pod tocko 3.10. Uporabili smo ACE analitske Cistote, razmerja
uporabljenega boratnega pufra in substrata FAPGG pa so prikazana v spodnji preglednici.

Preglednica 16: Sestava reakcijske zmesi za merjenje K,, encima.

rec 1 2 3 4 5 6 7 8 9
V(uL)

Boratni pufer (100 mM) 715 695 670 650 600 550 450 350 250

FAPGG (1,6 mM) 50 70 95 115 165 215 315 415 515

ACE (0,125 U/mL) 35 35 35 35 35 35 35 35 35

3.10.2 Spektrofotometri¢no merjenje inhibitorne aktivnosti

3.10.2.1 Inhibitorna aktivnost kaptoprila

Standardnemu inhibitorju ACE kaptoprilu smo preverili aktivnost. Postopek dela je enak
merjenju aktivnosti ACE pod tocko 3.10, z izjemo dodajanja 10 nM kaptoprila. Razmerja
dodanega boratnega pufra, substrata FAPGG, ACE in kaptoprila, so predstavljena v
preglednici 17.

Preglednica 17: Sestava reakcijske zmesi za merjenje ACE aktivnosti ob prisotnosti 10 nM kaptoprila.

Vzorec 1 2 3 4 5
V(uL)
Boratni pufer (100 mM) 325 350 340 345 355
Substrat FAPGG (1,6 mM) 400 400 400 400 400
Cisti encim ACE (0,125 U/mL) 35 35 35 35 35
Kaptopril (10 nM) 40 35 25 20 10
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Ob dodatku encima v vzorec se je substrat razgrajeval in absorbanca se je zaradi tega v
odvisnosti od c¢asa linearno zmanjSevala. KasnejSi dodatek inhibitorja pa je naklon
regresijske premice izmerjenih absorbanc zmanjsal.

3.10.2.2 Inhibitorna aktivnost vzorcev fermentiranega mleka

Po natan¢no dolocenih parametrih in zagotovitvi dovolj dobre ponovljivosti merjenja
reakcije razgradnje substrata FAPGG z ACE ter stopnje inhibicije s kaptoprilom smo zaceli
s preskusanjem inhibitorne aktivnosti vzorcev fermentiranega mleka po spodaj opisanem
postopku.

Pri vsakem merjenju smo v PS kiveto odpipetirali 400 uL 1,6 mM sveZe pripravljenega
substrata FAPGG. Boratni pufer in vzorec, v katerem smo ugotavljali prisotnost peptidnih
inhibitorjev ACE, smo dodajali v razli¢nih razmerjih, a vedno v skupnem volumnu 365 pL.
Reakcijsko zmes smo nato dobro premesali, kiveto vstavili v merilni modul
spektrofotometra, po€akali 2 minuti in zaceli z merjenjem absorbance. Po sedmih minutah
smo dodali se 35uL ACE (0,125 U/mL). Vzorec smo ponovno pretresli in nadaljevali z
merjenjem. Kinetiko vsakega vzorca smo spremljali 20-30 minut, spremembo absorbance v
vzorcu pa merili v intervalih 20 sekund pri temperaturi 25 °C in valovni dolzini svetlobe
340 nm.

3.10.2.3 Maksimalna encimska aktivnost

Ker se je aktivnost encima tekom dneva zmanjSevala, smo maksimalno encimsko aktivnost
dolocali veckrat dnevno. Reakcijski meSanici smo dodali le boratni pufer, kromogeni
substrat FAPGG in encim. Inhibitorja oziroma vzorca fermentiranega mleka nismo dodajali.
Koli¢ina dodanega substrata je znaSala 400 uL, boratnega pufra pa 365 uL. Po inkubaciji
smo dodali Se 35 pL encima in spremljali razgradnjo substrata. Podatke smo kasneje
uporabili za preracunavanje maksimalne aktivnosti encima oziroma za izratun odstotka
inhibicije ACE glede na maksimalno aktivnost encima med dnevno uporabo.

3.11 POSTOPEK SIMULACIE PREBAVE IN VITRO

Ker smo Zzeleli preveriti ali med prebavo fermentiranega mleka nastanejo peptidi, ki
inhibirajo ACE, smo vzorce YC380 K7, YC380 in UHT izpostavili simuliranim pogojem in
vitro prebave. Vzorcem smo simulirani zelod¢ni in pankreati¢ni sok dodajali v koli¢inah,
predstavljenih v preglednici 18. Zelodéni sok smo pripravili tako, da smo v 150 mL
destilirane vode zatehtali 1,46 g NaCl, 0,11 g KCI, 0,8 g NaHCOs; in dodali Se 0,045 g
pepsina. Vrednost pH smo uravnali z 1 M HCI oziroma 0,1 M NaOH do pH 2 (Preglednica
9). Raztopino smo do 200 mL dopolnili z destilirano vodo. Vzorce smo pustili 15 minut pri
temperaturi 37 °C, nakar smo zaceli z dodajanjem soka pankreasa. Pankreasni sok s pH 8,0
smo pripravili tako, da smo v 150 mL destilirane vode dodali 0,6 g meSanice zol¢nih soli
(Sigma) in 0,2 g pankreatina (Sigma) (Preglednica 10). Pankreatin je komercialno
pripravljena zmes encimov pankreasa.
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Preglednica 18: Razmerja med prebavnimi encimi in vzorci fermentiranega in UHT mleka v testih in vitro
simulacije prebave.

Vzorec : zelod¢ni sok 2:1 1:2 1:1
Vzorec YC380-K7 20 mL 10 mL 10 mL
Zelodéni sok 10 mL 20 mL 10 mL
szorec YC380 20 mL 10 mL 10 mL
Zelodéni sok 10 mL 20 mL 10 mL
Mleko UHT / 10 mL 10 mL
Zelodéni sok / 20 mL 10 mL

Dodatek pankreasnega soka je bil vedno 10 mL

Vzorce smo nato pustili 30 minut v vodni kopeli pri 37 °C. Sledilo je obarjanje z ocetno
kislino (60% v/v) v razmerju 50:15, filtracija, uravnavanje vrednosti pH na 7 (10 M NaOH
oziroma 1 M HCI) in centrifugiranje (5 minut pri 10.000 obratih/min). Vzorci so bili tako
pripravljeni za nadaljnje analize. Do analize smo jih hranili pri -20 °C.
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4 REZULTATI

4.1  OPAZANIJA IN TEZAVE PRI LABORATORIJSKEM DELU

Pri predpripravi in vpeljavi metode za ugotavljanje inhibitorne aktivnosti vzorcev
fermentiranega mleka za ACE smo naleteli na Stevilne tezave.

Prvotno smo ACE ekstrahirali iz preparata zaj¢jih plju¢ (Sigma). Dobljena vsebina
naro¢enega materiala pa ni vsebovala le prahu, kot je bilo navedeno na specifikaciji (Lung
acetone powder from rabbit), temve¢ tudi koScke posuSenega pljucnega tkiva. Za ekstrakcijo
smo uporabili postopek, opisan pod tocko 3.9, ki ga kot u¢inkovitega navajajo Cushman in
Cheung (1971), Leclerc in sod. (2002), Vermeirssen in sod. (2002) in Minervini in sod.
(2003). Vendar pa so se nase ugotovitve v zvezi z ekstracijo mocno razlikovale od tistih, ki
so navedene v literaturi. Po koncani ekstrakciji je bila barva dobljenega ekstrakta svetlo
rumena in ne vinsko rdeca, kot so zapisali v ¢lankih zgoraj omenjeni avtorji. Poleg tega v
dobljenem ekstraktu po dodatku kromogenega substrata FAPGG in boratnega pufra s pH 8,3
nismo dolocili encimske aktivnosti.

Menili smo, da je v ekstraktu encim prisoten in da encimska reakcija ne potece zaradi
pomanjkanja aktivatorjev encimskega procesa. Zato smo meSanici poleg boratnega pufra,
dodali Se kloridne ione v koncetraciji 300 mM/L. Kljub dodanim aktivatorjem v ekstraktu
nismo ugotovili encimske aktivnosti. Postopek ekstrakcije smo Se nekajkrat ponovili z
novim vzorcem liofiliziranih zaj¢jih pljuc, podaljsali smo tudi ¢as ekstrakcije, vendar so bili
rezultati vedno negativni.

Zakljucili smo, da je bila ekstrakcija angiotenzinske konvertaze neuspeSna oziroma, da
uporabljen preparat ni vseboval zadostnih koli¢in ACE.

Ker ekstrakcija ni uspela, smo za nadaljnje analize uporabili ACE analitske Cistote (Sigma)
z aktivnostjo 1 U. Pred analizami smo encim ustrezno razredc¢ili, celotno koli¢ino pa
razdelili na manjSe volumne (500 pL z aktivnostjo 0,125 U/mL) in jih shranili pri
temperaturi -20 °C. V predposkusih smo opazili, da aktivhost ACE na sobni temperaturi
pada, saj se je po nekaj urah zmanjSala kar za 20 %. Zato smo v nadaljevanju med analizami
encim shranjevali v ledeni kopeli v hladilniku. Tako smo dosegli boljSo stabilnost encima.
Kljub temu smo med analizami vzorcev vedno veckrat izmerili zaCetno maksimalno
aktivnost ACE. Dobljene vrednosti smo uporabili pri izracunu inhibicije ACE z razli¢nimi
vzorci fermentiranega mleka.

Tezave nam je povzroCala tudi stabilnost kromogenega substrata. Ugotovili smo, da je
substrat zelo nestabilen in se je v reakcijski zmesi razgrajeval ze pred dodatkom ACE.
Hidroliza substrata je bila fotokemi¢no aktivirana. V polistirenskih kivetah (PS), ki slabo
prepuscajo UV svetlobo, je bila hitrost hidrolize manjsa kot v polipropilenskih (PP), ki
prepuscajo tudi svetlobo krajSih valovnih dolzin (slika 4). Stabilnost substrata smo izboljsali
tudi s tem, da nismo merili absorbance na vsako sekundo, ampak na vsakih 20 s. Zaslonka
med zarnico in kiveto je bila med meritvami zaprta.
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Slika 4: Razpad kromogenega substrata FAPGG pod vplivom svetlobe v PP in PS kivetah pri neprekinjeni
osvetljenosti, temperaturi 25 °C, valovni dolzini 340 nm in 0,8 mM koncentraciji substrata v reakcijski
mesanici

Pri testiranju stabilnosti substrata smo uporabili kromogeni substrat, katerega koncentracija
je v reakcijski mesSanici znaSala 0,8 mM. Glede na navedbe Samah in sod., (2006) in Murray
in sod., (2004) smo z uporabo te koncentracije FAPGG nekoliko znizali razgradnjo
substrata pod vplivom svetlobe (prikazano na sliki 4).

Prav tako pa smo pri spektrofotometricnih meritvah obracali kiveto in tako skrajSali pot
zarka za 4 mm. Pri doloc¢anju K;, smo namre¢ ugotovili, da je pri obicajni postavitvi kivete
absorbanca vzorcev prevelika (nad 1,5) in ne daje linearne korelacije s koli¢ino substrata v
testu. S skrajSanjem poti zarka preko medija v kiveti smo dobili boljSe rezultate glede
absorbance in koli¢ine razpadlega substrata v testih. Vrednost absorbance smo s tem
nekoliko zmanjSali. PreizkuSali smo razli¢ne nacine in pogoje merjenja aktivnosti ACE,
dokler nismo uvedli postopka, ki je dajal najboljSe rezultate in je predstavljen pod tocko
3.10.

Do zapletov pa je prislo tudi pri dolo¢anju vsebnosti proteinov v vseh vzorcih s Kjeldahlovo
analizo. Po standardnem protokolu se za dolo¢anje uporablja vzorce z volumnom 10 mL in
tako smo postopali tudi pri naSih analizah. Vzorci so se pri razklopu na temperaturi 370 °C
penili, nekaj vsebine pa nam je uSlo iz razklopnih epruvet. Postopek smo ponovili z
nekoliko pocasnej§im segrevanjem, vendar je bil rezultat enak. Sele ko smo zmanjsali
koli¢ino vzorcev na 5 mL in jih segrevali zelo pocasi do temperature razklopa, smo uspeli
izvesti analizo. Tudi tu smo opazili penjenje in nekoliko ve¢ ¢rnih oborin, kot jih nastaja
obicajno, vendar smo postopek izpeljali brez zapletov.
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4.2 FERMENTACIJA VZORCEV

Potek fermentacije vzorcev mleka, cepljenih z razlicnimi starterskimi kulturami, smo
spremljali z merjenjem vrednosti pH. Rezultati meritev so prikazani v preglednici 19.

Preglednica 19 : Vrednosti pH posameznih vzorcev mleka med klasi¢no fermentacijo v viskubatorju.

pH

Vzorec Oh 1h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 4,5h 17h

YC380 6,6 6,41 5,85 5,16 493 4,77 4,63 4.47 4,47

YC380-TH4 6,6 6,42 5,93 5,20 5,00 4,78 4,66 4,51 4,51

YC380-K7 6,6 6,44 5,92 5,19 4,95 4,77 4,60 4.45 4,45

TH4 -K7 6,6 6,26 5,56 5,08 4,92 481 4,72 4,58 4,58

YC380-TH4 -K7 6,6 6,40 5,91 5,18 4,98 4,80 4,71 4,52 4,52

TH4 6,6 6,31 5,61 5,09 494 4,80 471 4,56 4,56
UHT 6,6 *

* Vzorec UHT - posneto nefermentirano UHT mleko, temperirano na temperaturo 50 °C.

2,5 ure po zaCetku fermentacije je vrednost pH najbolj padla vzorcema TH4-K7 in TH4.
Razlog so razlicne dodane starterske kulture in njihove specificne lastnosti, hitrost
fermentacije in tvorba mlecne kisline. Po treh urah so se vrednosti pH vzorcev dokaj
izenacile. Nato se je trend obrnil, saj je vrednost pH zacela hitro padati pri vzorcih YC380
in YC380-K7, najhitreje pri vzorcu YC380-K7.

Po 17 urah sta najnizjo vrednost pH dosegla vzorca YC380-K7 in YC380, zato smo
predvidevali, da je tu fermentacija potekala najbolj intenzivno in da je v teh dveh vzorcih
nastalo najvec kratkih peptidov. Zato smo se v nadaljevanju osredotocili na starterski kulturi
YC380 in K7, s katerima smo fermentirali mleko v bioreaktorju, z uravnavanjem konstantne
vrednosti pH. Na ta nac¢in smo podaljsali fazo nastajanja kratkih peptidov, ki je pri klasi¢ni
fermentaciji zavrta tudi zaradi nastajanja mlecne kisline. Za razliko od klasi¢ne fermentacije
v viskubatorju je bila tu vrednost pH vseskozi uravnavana na 6,5+0,1 s 4 M NaOH in 1 M
HCI. Med fermentacijo mleka v bioreaktorju smo spremljali vrednost pH in jemali vzorce
po 4-ih, 6-ih, 8-ih, 12-ih in 24-ih urah fermentacije.

4.3 DOLOCANIJE KONCENTRACIJE PROSTIH AMINO SKUPIN V VZORCIH S

TNBS METODO
Enacba premice: y = 0,0105x + 0,0249
0,9
0,8 -
0,7 - /
0,6
§ 0.5 /
< 0,4 - /
0,3
0.2 /
0,1 | /
(6] ‘ ‘ ‘ T T T T
o 10 20 30 40 50 60 70 80
Koncentracija levcina (uM)

Slika 5: Umeritvena krivulja za levcin: odvisnost absorbance TNP derivata od koncentracije levcina (A=340
nm)
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Molarno koncentracijo prostith amino skupin v vzorcih smo izracunali po naslednjem
postopku:

Primer za vzorec YC380-K7:

e Na podlagi TNBS metode smo vzorcu izmerili absorbanco (A) 1,646: vrednost
absorbance kontrolnega vzorca je znasala 1,278.

A kontrolnega vzorca — A vzorca izmerjena = A vzorca realna

1,646 — 1,278 = 0,368

e Absorbanco vzorca (0,368), ki predstavlja vrednost y, smo vstavili v enacbo
regresijske premice: y = 0,0105x+0,0249 (umeritvena krivulja za levcin). Nato smo
izracunali vrednost x, ki predstavlja molarno koncentracijo prostih amino skupin v
vzorcu.

0,368 =0,0105 x + 0,0249
x =32,73 umol/L

e Sledil je izratun dejanske koncentracije prostih amino skupin v vzorcu z
upostevanjem vseh razredCitev, ki smo jih pri delu izvedli (razred¢itev pri TNBS
metodi, uravnavanju vrednosti pH in pri obarjanju).

Celotni volumen reakcijske meSanice pri TNBS metodi je bil 1650 pL, koncentracija
izmerjenega vzorca pa je po zgornjem izradunu znagala 3,27x10” mol/L. V epruveto
smo dodali 50 pL vzorca neznane koncentracije.

50 pL x ¢ = 1650 pL x 3,27x10” mol/L
¢=1,079x10" mol/L
Torej je bila v vzorcu koncentracija prostih amino skupin 1,079x107 mol/L.

e Nato smo upostevali razredCitev zaradi wuravnavanja vrednosti pH pred
spektrofotometri¢nim merjenjem pri TNBS metodi. 20 mL vzorca smo dopolnili z
2,55 mL NaOH, da se je vrednost pH dvignila na 8,0.

1,079%10° mol/L x 22,55 mL =20 mL X ¢
¢ =1,22x10" mol/L

e Upostevali smo Se razred¢itve, do katerih je prislo pri postopku obarjanja. Vsakemu
vzorcu (100 mL) smo dodali 200 mL 60 % ocetne kisline.

1,22x10° mol/Lx 300 mL = 100 mLx ¢
¢ =3,65%10" mol/L
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e Koncentracija ¢ = 3,65x10” mol/L je predstavljala zadetno koncentracijo prostih
amino skupin v vzorcu po koncani fermentaciji in nekaj dnevnem skladiscenju pri
temperaturi 4°C

Po enakem postopku so bile izracunane vse koncentracije analiziranih vzorcev glede na
izmerjeno absorbanco pri TNBS metodi in ob upostevanju vseh razred¢itev posameznih
VZorcev.

4.3.1 Koncentracija prostih amino skupin v vzorcih
4.3.1.1 Klasi¢na fermentacija mleka

V vzorcu YC380-K7 je fermentacija potekala najbolj intenzivno, kar delno ponazarja
vrednost pH, ki je pri tem vzorcu padala najhitreje, dosegla pa je tudi najnizjo vrednost
(Preglednica 19). Pri tem je nastalo najve¢ spojin s prostimi amino skupinami, kar potrjujejo
tudi rezultati preglednice 20. Pri vseh ostalih vzorcih je bila absorbanca manjsa, posledicno
pa tudi manjSa molarna koncentracija amino skupin. Sklepali smo, da bo imel vzorec
YC380-K7 tudi najvecjo inhibitorno aktivnost v primerjavi z drugimi vzorci.

Ce primerjamo vrednosti pH in koncentracije amino skupin v vzorcih, dobljenih s klasi¢no
fermentacijo, ugotovimo da te niso vedno v korelaciji. Vrednost pH vzorca po fermentaciji
je nizka, kar pa ne pomeni, da je koncentracija prostith amino skupin v vzorcu vecja od
ostalih. Razlog so razli¢ne lastnosti dodanih starterskih kultur, pogoji za rast in fermentacijo
ter spros¢anje razli¢nih kolicin restrikcijskih encimov. Ugotovimo lahko, da vrednosti pH
niso primerne za oceno koncentracije prostih amino skupin.

Vzorca YC380-K7 in UHT smo tudi ultrafiltrirali (500 Da) in doloc¢ili molarno
koncentracijo prostih amino skupin v obeh dobljenih frakcijah, ultrafiltratu in
ultrafiltracijskemu ostanku.

Preglednica 20: Molarna koncentracija prostih amino skupin v vzorcih (klasi¢na fermentacija).

Koncentracija prostih amino skupin (mmol/L)
Vzorec UHT | YC380 | YC380-K7 | YC380-TH4 | TH4-K7 | YC380-TH4-K7 | TH4
Irlliess 15 | 23 3.7 33 13 L1 1.6
Ultrafiltrat 027 / 1.7 / / / /
Ultrafiltracijski 20 / 52 / / / /
ostanek
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Preglednica 21: Molarna koncentracija prostih amino skupin v vzorcih (klasicna fermentacija in simulacija
prebave).

Koncentracija prostih amino skupin (mmol/L)
Vzorec UHT YC380 YC380-K7
a1 | 1:2) | 2:) | (:D) | d:2) | @D | a:D) | (1:2) | 2:D)
Filtrat 95,9 | 139,5 / 176,4 | 198,1 | 128,6 | 194,5 | 207,2 | 141,6
prebave
Ultrafiltrat 27,0 / / 88,9 / / 92,5 / /
prebave

* Vrednosti v oklepaju predstavljajo razmerje vzorcev in prebavnih sokov.

4.3.1.2 Fermentacije mleka v bioreaktorju z uravnavanjem konstantne vrednosti pH

Molarno koncentracijo prostih amino skupin smo doloc¢ali samo filtratom vzorcev. Rezultati
so prikazani v Preglednici 22.

Preglednica 22: Molarna koncentacija prostih amino skupin v vzorcih (fermentacija mleka v bioreaktorju z
uravnavanjem konstantnega pH).

Koncentracija prostih amino skupin (mmol/L)

Vzorec YC380-K7 B YC380 B
(4h) | (6h) | (8h) | (12h) | (24 h) (4 h) (6h) | (8h) | (12h) | (24h)

1,0 1,5 1,6 2,2 4,7 3,6 4,2 5,7 6,8 18,9
*Vrednosti v oklepajih predstavljajo ¢as fermentacije vzorcev

Filtrati

4.4  KJELDAHLOVA ANALIZA

Kot rezultat Kjeldahlove analize smo dobili podatke o vsebnosti proteinov v analiziranih
vzorcih. Volumni vzorcev so znaSali 5 mL, mase vzorcev, ki smo jih upostevali pri
izraCunih, pa so variirale med 5200,0 mg in 5400,0 mg.

Odstotek proteinov v posameznem vzorcu smo dobili avtomatsko, po vpisu zatehte vzorca v
kombinirano destilacijsko-titracijsko kontrolno enoto. Odstotek proteinov je bil izracunan
po naslednji enacbi.

Ve X1,4xCy

Proteini (%) = x 6,38 %100

vz

Cwm= to¢na molarnost HC1/0,1 M HC1

Pri Cemer je :
® Vyc =porabamL 0,1 M HCI
1,4 = ekvivalent (1 mL 0,1 M HCI...... 1,4 mg N)
6,38 = empiric¢ni faktor F za preratun N v proteinov za mleko
Cy= molarnost raztopine HCI
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Iz deleza proteinov v paralelkah vsakega vzorca smo nato izra¢unali povpre¢no masno
koncentracijo proteinov v vzorcu na naslednji nacin (primer za vzorec YC380-K7 B (t=6h)):

e Paralelki vzorca YC380-K7 B (t=6h) (vzorec mleka fermentiran v bioreaktorju pri
uravnavanem konstantnem pH, odvzet po Sestih urah fermentacije) sta vsebovali
0,217 % in 0,232 % proteinov. Zatehta prve paralelke je znasala 5335,6 mg in druge
5251,0 mg. Za vsako paralelko vzorca smo nato izracunali koncentracijo proteinov
ter izra¢unali povpre¢no koncentracijo proteinov posameznega vzorca.

5335,6mg x0,217% .. .
=2,329g/L masna koncentracija proteinov prve paralelke
100 x 0,005L
0
5251,0mg x 0,232% =2,449g/L masna koncentracija proteinov druge paralelke
100 % 0,005L
2,329/L ; 2449/L =2,40g9/L povpre¢na masna koncentracija proteinov v vzorcu

4.5 OCENA MOLARNE IN MASNE KONCENTRACIJE TER POVPRECNE DOLZINE
PEPTIDOV V VZORCIH

Ker je bil namen naloge ugotoviti ali vzorci fermentiranega mleka vsebujejo ACE
inhibitorne peptide, smo na podlagi rezultatov, dobljenih s Kjeldahlovo in TNBS metodo,
ocenili njithovo masno in molarno koncentracijo ter povpre¢no molsko maso in dolzino.
Glede na to, da smo vzorce fermentiranega mleka pred analizo obarjali z ocetno kislino
(3.6.1), kjer smo oborili vecje proteine in polipeptide, krajsi peptidi pa so ostali topni in so
med (ultra) filtracijo prehajali skozi filter, smo predpostavili, da vse proste amino skupine v
vzorcu pripadajo peptidom in tako korelirali molarno koncentracijo prostih amino skupin v
vzorcih (rezultat TNBS metode) z molarno koncentracijo peptidov. Prav tako smo korelirali
masno koncentracijo proteinov (rezultat Kjeldahlove metode) z masno koncentracijo
peptidov v vzorcu. Potrebno je poudariti, da so vzorci lahko vsebovali tudi dolo¢en odstotek
prostih aminokislin, zato je ocenjena molarna in masna koncentracija peptidov predstavljala
le grob priblizek njihove realne koncentracije. Povpre¢no dolzino peptidov v vzorcih smo
izraunali s pomoc¢jo ocenjene molarne (mol/L) in masne (g/L) koncentracije peptidov v
vzorcih ter povpre¢ne molske mase aminokislinskega ostanka v proteinu, ki znasa 110
g/mol (Coates, 2002).

e Primer izratuna povprecne molske mase peptidov v vzorcu YC380-K7 (t6) B, kjer
smo upostevali ocenjeno masno in molarno koncentracijo peptidov preiskovanega
vzorca ter dobili povprecno molsko maso (g/mol) peptidov v analiziranem vzorcu:

2,38g/L
0,00153mol / L

=1555,69/mol
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e Izraun povprecne dolzine peptidov v vzorcu YC380-K7 (t6) B; v izraCun smo
vkljucili povprecno molsko maso peptidov ter povprecno molsko maso
aminokislinskega preostanka (110 g/mol):

1555,69 / mol 141
110g/mol

V vzorcu YC380-K7 (t6) B torej najdemo peptide, ki vsebujejo v povpre€ju 14 aminokislin.
Vrednosti za ostale vzorce so bile izracunane po enakem postopku, rezultati pa so prikazani
v preglednici 23 in na sliki 15.

Preglednica 23: Masne koncentracije in povprecne dolzine peptidov v vzorcih fermentiranega mleka.

Vzorci YC380 B YC380-K7 B UHT | UHT | YC380-K7 | YC380
(filtrati) t6 | t12 [t24 | t6 t12 t 24 PREBAVA 1:1
konc.

peptidov 3,8 41 | 72| 24 2,7 2,9 4.4 70,1 75,6 77,6
(g/L)

Povprecna

dolzina 8 6 3 14 11 6 27 6 4 4
peptidov

4.6 REZULTATI MERITEV DOLOCANJA MAKSIMALNE AKTIVNOSTI ACE

Med meritvami inhibicije ACE z razlicnimi vzorci smo kontrolirali maksimalno aktivnost
ACE s hidrolizo kromogenega substrata FAPGG brez dodanega ACE in z ACE analitske
Cistote, brez prisotnosti inhibitorjev iz vzorcev .

1,14
112 e
;108 e dodats ACE
S 1,06
< ::’8; -6 Hidroliza po
’ 1 k=-7<10 A A/s dodatkn ACE
0,98 - k=-813x10 A A/s
0,96 ; ‘ : ‘
0 500 1000 1500 2000 2500
Cas(s)

Slika 6: Odvisnost absorbance od ¢asa pri ugotavljanju maksimalne encimske aktivnosti

S slike 6 smo od¢itali koeficient naklona premice za hidrolizo FAPGG po dodatku ACE.
Kot naklon neencimske hidrolize oziroma hidrolize FAPGG brez dodatka ACE smo vzeli
povpregje vseh 107 opravljenih meritev, ki je znagalo -5,55x10° A A/s. Iz razlik naklonov
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neencimske hidrolize FAPGG in hidrolize FAPGG po dodatku ACE pa smo dobili vrednost,
ki je merilo za hitrost encimsko katalizirane hidrolize substrata.

-6
K povprecni naklon neencimske hidrolize = —5,55 x107 A Als

Realni naklon je -8,13x107°A A/s + 5,55><10'6 A Als= -7,57<10° A A/s absorbance v testu
brez prisotnosti inhibitorja.

Pri vsakodnevnem delu smo, kljub shranjevanju raztopine ACE na ledu, opazili
zmanjSevanje aktivnosti encima. Zato smo v ustreznih ¢asovnih intervalih, ob dolocanju
inhibitorne aktivnosti vzorcev, merili tudi maksimalno aktivnost ACE. Primer padanja
aktivnosti encima je prikazan na sliki 7 in znaSa 5 % /h.

100 Enacba premice y =-0,0806x + 100,08

95

90 T~

85 T~ .

80 T~

75 T~

70 T~

65 e\

60 T~

55
50

Encimska aktivnost ( % )

0 100 200 300 400 500 600

¢as (min)

Slika 7: Odvisnost aktivnosti ACE od ¢asa priprave raztopine (shranjevanje v ledeni kopeli)

47  DOLOCANIJE K,, ANGIOTENZINSKE KONVERTAZE ZA SUBSTRAT FAPGG

Pri dolo¢anju parametrov hidrolize FAPGG z ACE smo dolo¢ili tudi K, za ta encim.
Postopek dela je bil enak postopku dolocanja maksimalne aktivnosti ACE. Spremljali smo
odvisnost hitrosti encimsko katalizirane reakcije od koncentracije substrata FAPGG pri
konstantnem dodatku encima ACE (0,125 U/mL), temperaturi 25 °C in pH 8,3. Za vsako
koncentracijo substrata smo sledili encimsko katalizirani reakciji na 20 s. Nato smo
izraCunali koeficiente naklona premic za hidrolizo pri uporabljenih koncentracijah FAPGG
v reakcijskih meSanicah in jih zapisali na sliko 8. Ugotovili smo, da je Ky, 0,12 mmol/L.
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Slika 8: Michaelis-Mentenov diagram za kromogeni substrat FAPGG

4.8 DOLOCANIJE INHIBICIJSKE AKTIVNOSTI KAPTOPRILA

V okviru doloc¢anja parametrov encimske reakcije smo ugotavljali tudi ACE inhibitorno
aktivnost kaptoprila, kot standardnega inhibitorja. Uporabili smo zelo nizke koncentracije
kaptoprila, saj se je pokazalo, da ima zelo mocan inhibitorni u¢inek. Kot lahko vidimo s
slike 9, vrednost 1Cs kaptoprila znasa 0,29 nmol/L, kar pomeni, da je inhibicijska aktivnost
kaptoprila za faktor koncentracije 10° vi§ja od inhibicijske aktivnosti vzorcev
fermentiranega mleka.

Enacba premice y = 87,36x + 24,315

100
~ 80
<
® 60
k=
2 40
= —
< 2

0 T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
koncentracija kaptoprila (nM)

Slika 9: Inhibicija ACE z razli¢nimi koncentracijami sinteti¢nega inhibitorja kaptoprila
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4.9 INHIBITORNA AKTIVNOST VZORCEV FERMENTIRANEGA MLEKA

Primer merjenja inhibitorne aktivnosti vzorca filtrata fermentiranega mleka je prikazana na
sliki 10.

0,59
0,58

Absorbanca FAPGG
0 ’57 brez dodatka ACE
0,56

0’55 OO,

0,54 -
0.53 Hidroliza FAPGG po dodatku ACE

’ in vzorca fermentiranega mleka
0,52

0,51 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

cas (s)

CEOOCBONARNy

A 340nm

Slika 10: Odvisnost absorbance od ¢asa pri merjenju encimsko katalizirane razgradnje substrata ob prisotnosti
inhibitornih peptidov iz vzorca YC380-K7

Delez aktivnosti ACE v prisotnosti inhibitorskih vzorcev fermentiranega mleka smo
izracunali po enacbi B x 100/A= C (%), kjer A predstavlja maksimalno aktivnost ACE ob
casu izvedbe inhibitornega testa, B pa razliko naklonov med hidrolizo substrata v prisotnosti
ACE ter vzorca fermentiranega mleka in neencimsko hidrolizo substrata. Po predvidevanjih
se je ob dodatku filtrata vzorca fermentiranega mleka zmanjSala hitrost reakcije v primerjavi
z referen¢no meritvijo, kjer smo namesto filtrata dodali boratni pufer. ZmanjSanje hitrosti je
bilo odvisno od vzorcev filtrata in njihovih koncentracij, saj so inhibitorji delovali na ACE
in zmanjSali aktivnost encima oziroma sposobnost razgrajevanja substrata FAPGG.

80 Enacba premice y =-0,0582x + 75,75

75
70 \

o \
60

55 \

A A 340 nmlS
x 10

45 |

40 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600
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Slika 11: ZmanjSevanje aktivnosti encima v odvisnosti od ¢asa priprave raztopine pri testiranju za vzorec
YC380-K7
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Maksimalna aktivnost ACE na dan merjenja vzorca YC380-K7 po 30 minutah od zacetka
merjenja, (slika 11) je bila 74,0x10® A A/s . Vrednost B smo dobili iz razlike naklonov na
sliki 11 in znasa 6,0x10° A A/s.

-6
BxlOO:C(%) . 6,0x10 X_IGOOZ&I%
74,0x10

Vrednost C predstavlja aktivnost ACE ob prisotnosti inhibitorja. Da smo dobili delez
inhibicije ACE, smo vrednost C odsteli od 100. Vrednost D predstavlja delez inhibicije v
prisotnosti dodanega vzorca :

100% - 8,1% = 91,9 % inhibicija ACE ob prisotnosti vzorca YC380-K7.

V reakcijski meSanici smo spreminjali tudi koli¢ino dodanega vzorca (Slika 12). Tako smo
dobili podatke o inhibiciji pri razlicnih koncentracijah peptidov:

Enacba premice y=87,36x+ 24,315
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60 |
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40
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Inhibicija (%)

Slika 12: Odvisnost inhibicije od koncentracije peptidov (vzorec UHT-prebava 1:1)

ICso vrednost (angl. half maximal inhibitory concentration) oziroma koncentracijo peptidov,
ki za 50% inhibira aktivnost ACE smo razbrali iz grafov, ki prikazujejo masno oz. molarno
koncentracijo peptidov v analiziranih vzorcih in ustrezen odstotek inhibicije (slika 12 za
vzorec UHT (1:1)).
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Slika 13: Primerjava masnih in molarnih ICs, vrednosti vzorcev bioreaktorske fermentacije s konstantnim pH

40



Cankar R. Peptidni inhibitorji angiotenzinske konvertaze v fermentiranem mleku.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2007

Na slikah 14 in 15 so masne in molarne I1Csy koncentracije analiziranih vzorcev.
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Slika 14: Masne ICs, vrednosti vzorcev
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Slika 15: Molarne ICs vrednosti analiziranih vzorcev
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Slika 16 prikazuje povprec¢ne dolZine peptidov v analiziranih vzorcih, katere so odraz ¢asa
fermentacije vzorcev, delovanja prebavnih in bakterijskih restrikcijskih encimov ter pogojev
fermentacije.
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Slika 16: Povprecne dolzine peptidov v analiziranih vzorcih
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Osnova priznavanja funkcionalnosti, tako fermentiranim mle¢nim, kot tudi drugim
izdelkom, so zanesljive metode odkrivanja funkcionalnih sestavin. Ena izmed najcenejsih in
dokaj zanesljivih metod odkrivanja peptidnih inhibitorjev ACE je spektrofotometri¢na
metoda z uporabo kromogenega substrata FAPGG (Samah in sod., 2006), zato smo jo
uporabili pri naSem delu. Pri samih meritvah pa smo se soo€ili s kar nekaj tezavami, ki jih
nismo zasledili v literaturi.

Kromogeni substrat FAPGG se je izkazal za dokaj nestabilnega. Med spektrofotometricnim
merjenjem se je pri dolo¢enih valovnih dolzinah svetlobe razgrajeval, pri ¢emer je svetloba
substrat fotokemicno aktivirala in povzroc€ila njegov razpad. BoljSe rezultate smo dosegli s
spreminjanjem intervalov merjenja in dnevno pripravo svezega substrata. Pri delu smo
uporabljali polistirenske kivete, v katerih je bila fotoinducirana hidroliza substrata manjsa,
kot pri testih s polipropilenskimi kivetami. Vendar pa razpada substrata nismo mogli
zaustaviti. Kot navajajo Samah in sod. (2006), pri delu niso imeli teZzav z razpadom
substrata. Koncentracije substrata v reakcijski meSanici so bile podobne naSim, res pa je, da
so absorbanco vzorcev merili v mikrotitrskih plo§¢ah pri nekoliko spremenjenih pogojih.
Vzorce so merili pri temperaturi 37 °C, intervali merjenja absorbance vzorca pa so se
ponavljali na 30 sekund. Tudi Vermeirssen in sod. (2002) navajajo, da ima substrat poleg
dobre topnosti tudi veliko stabilnost. Zaradi prevelikega razpada substrata smo v nasem
poskusu intervale merjenja podaljsali z 1 na 20 sekund, temperaturo pa znizali na 25 °C.

Nekaj tezav smo imeli tudi z encimom ACE. Soocili smo se s slabo stabilnostjo raztopine in
posledi¢no s padajoco aktivnostjo encima ACE. Preden smo spremenili pogoje shranjevanja
encima, se je aktivnost zmanjSevala do 10 % na uro. Encimska aktivnost je padala
sorazmerno s ¢asom priprave raztopine encima, ¢eprav smo encim kasneje vseskozi
shranjevali v hladilniku, med poskusom pa je bil encim shranjen v ledeni kopeli. Encim je v
povpre¢ju izgubljal do 5 % aktivnosti na uro. Zaradi padanja aktivnosti smo koncne
rezultate inhibicije preracunavali na maksimalno encimsko aktivnost pri doloCenem casu
uporabe encima. Zaradi tega smo poleg inhibicijskih analiz dnevno dolocali tudi
maksimalne aktivnosti ACE zaradi nestabilnosti raztopin ACE.

Pri vseh meritvah smo pri laboratorijskem delu uporabili ACE analitske Cistote (Sigma).
Prvotno smo encim poskusali pridobiti z ekstrakcijo iz zaj¢jega pljucnega tkiva. Leclerc in
sod. (2002), Vermeirssen in sod. (2002) in Minervini in sod. (2003) so iz zaj¢jega plju¢nega
tkiva uspeSno ekstrahirali ACE. Tudi mi smo na enak nacin poskusali ekstrahirati ACE,
vendar nam kljub vecCkratni izvedbi to ni uspelo oziroma je bila koncentracija ACE v
ekstraktu premajhna, da bi lahko dokazali njegovo aktivnost. Razlog je najverjetneje
neprimerno pripravljen in obdelan (zmlet) preparat, ki smo ga uporabili (Sigma). Nekaj
mesecev kasneje so na Katedri za mlekarstvo opravili podoben poskus, kjer so prav tako
poskusali ekstrahirati ACE iz zaj¢jega pljucnega tkiva istega proizvajalca (Sigma). Prisli pa
so do podobnega zakljucka, kar Se dodatno potrjuje izsledke nasega poskusa.
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Pred inhibicijskimi testi z vzorci fermentiranega mleka smo dolocili Se K, encimske
reakcije angiotenzinske konvertaze s substratom FAPGG. Dobljena vrednost Michaelis-
Mentenove konstante je znaSala 0,12 mmol/L. Kot navajajo Vermeirssen in sod. (2002), je
bila dobljena vrednost K, pri njihovem delu 0,3 mmol/L za substrat FAPPG, za HHL pa 24
mmol/L, kar potrjujejo tudi Samah in sod. (2006). Majhna K,, pomeni vecjo afiniteto
substrata do encima. Nasa dobljena vrednost je bila torej za priblizno dvakrat manjsa od
vrednosti, navedenih v literaturi. Najverjetneje je do razlik prislo zaradi razli¢ne temperature
pri merjenju K, vrednosti, saj so nase meritve potekale pri temperaturi 25 °C, ostali pa so
pri eksperimentalnem delu vzorce temperirali na 37 °C.

Kot standardni ACE inhibitor smo v testih uporabili kaptopril, ki je znana ucinkovina
antihipertenzi¢nih farmacevtskih sredstev. Dodane koncentracije kaptoprila v testih so bile
zelo majhne (0,3-1,25 nM), saj je inhibitor relativno hitro in popolnoma zavrl delovanje
ACE. Dolog¢ili smo molarno ICs vrednost kaptoprila, ki je kar za faktor 3x10° manj3a od
ICsyp vrednosti naSega najboljSega vzorca ostanka ultrafiltrata YC380-K7. O podobnih
faktorjih razlikovanja ICsy kaptoprila in inhibitorskih vzorcev govorijo tudi Murray in sod.
(2004).

5.1 PRIPRAVA IN TESTIRANJE VZORCEV FERMENTIRANEGA MLEKA

Mleko smo fermentirali na dva razlicna na¢ina. Prvi nacin je bila klasi¢na fermentacija z
razliénimi starterskimi kulturami, ki je potekala v viskubatorju. Razli¢ne starterske kulture
smo uporabili zato, da bi ugotovili, katera kultura proizvede najve¢ bioaktivnih peptidov.
Drugi nafin pa je predstavljala fermentacija mleka v bioreaktorju z uravnavanjem
konstantne vrednosti pH. Za ta nacin priprave vzorcev smo se odlocili zaradi majhnih razlik
v inhibiciji ACE, ki smo jih ugotovili pri vzorcih, pripravljenih s klasicno fermentacijo.
Zeleli smo podaljsati fazo nastajanja bioaktivnih peptidov med fermentacijo z vzdrzevanjem
vrednosti pH pri 6,5. Tako mlecna kislina ne bi zaustavila fermentacije in starterske kulture
bi nadaljevale razgradnjo proteinov v kratke peptide. V vzorcih YC380-K7 B in YC380 B
smo po 24-urni fermentaciji tako res dobili ve¢je koncentracije peptidov, saj so znasale 4,7
in 18,9 mmol/L.

Glede na izracun povprecnih dolzin peptidov lahko sklepamo, da so se pri obarjanju oborili
peptidi z ve¢ kot tridesetimi aminokislinami. Pri fermentaciji in procesu prebave pa so
nastajali kraj$i peptidi, ki so ostali topni v filtratih vzorcev. Glede na podatke, ki jih
navajajo Yvon in sod. (1988), je nasa koncentracija ocetne kisline ustrezala obarjanju
peptidov z okoli 30 aminokislinskih enot. To potrjujejo tudi rezultati fermentiranih in in
vitro prebavljenih vzorcev, ki so vsi vsebovali peptide v povprecju krajse od 30 aminokislin.

Pri analizah vzorcev pa smo merili tudi celotne spektre le-teh pri 280 nm in prisli do
zanimivega zakljucka. Vsi vzorci YC380-K7 B so imel vecje vrednosti absorbance glede na
vzorce YC380 B. Meritve smo izvedli, ker smo bili prepric¢ani, da bodo rezultati v korelaciji
z ugotovitvami Kjeldahlove analize. Vendar pa rezultati niso kazali nobenih logi¢nih
povezav z masno koncentracijo peptidov. Morda je vzrok temu bakterijska DNA, ki
povisuje absorbanco merjenih vzorcev. Za potrditev pravilnosti te trditve pa bi morali
narediti Se nekaj dodatnih analiz.
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5.2 INHIBITORNE AKTIVNOSTI VZORCEV FERMENTIRANEGA IN UHT
MLEKA

Med hidrolizo vzorcev fermentiranega mleka so se dolzine peptidov krajsale. Vzorci,
odvzeti ob razlinih casih pri bioreaktorski fermentaciji ob konstantnem pH, lepo
nakazujejo potek razgradnje proteinov mleka. To velja tako za vzorce YC380-K7 B, YC380
B, YC380, YC380-K7, kot tudi za vzorce, izpostavljene simuliranim prebavnim sokovom
po fermentaciji. Ce primerjamo vzorca YC380 B, za katerega je bila pri fermentaciji
uporabljena jogurtova kultura (Str. thermophilus in L. delbrueckii subsp. bulgaricus) in
YC380-K7 B z jogurtovo kulturo in L. gasseri K7, ugotovimo, da so pri vzorcih YC380 B
nastali povpre¢no krajsi peptidi. 1z tega lahko sklepamo, da je tu encimska hidroliza
potekala bolj u¢inkovito. Ugotovili smo tudi, da s simulacijo prebave fermentiranega mleka
dobimo relativno enake povprecne dolzine peptidov, kot med 24-urno fermentacijo v
bioreaktorju s konstantno vrednostjo pH. Vzorec UHT mleka pa je vseboval peptide z
dolzinami 27 aminokislin. Vse zgoraj navedene povprecne dolZine peptidov so le statisticno
povprecje. Sestavljajo ga proste aminokisline, kratki in tudi daljsi peptidi. Zgornji podatki o
peptidnih dolZinah so nam sluZili kot ocena stanja, saj bi morali za natancnejSe dolocitve
uporabiti druge analitske metode.

Na zacetku dela smo predvidevali, da bodo vzorci mleka pripravljeni z daljSimi
fermentacijskimi Casi in vi§jo molarno koncentracijo peptidov, bolje inhibirali
angiotenzinsko konvertazo. Pokazalo pa se je ravno obratno. S podaljSanjem hidrolize se je
zmanjSeval inhibitorni u¢inek vzorcev, kar prikazujejo slike 14, 15 in 16. Pri vzorcih
YC380-K7 (t12) B, YC380-K7 (t24) B ,YC380 (t12) B in YC380 (t24) B je bila potrebna
vi§ja koncentracija peptidov, tako molarna kot masna, za 50 % inhibicijo ACE, kot pri istih
vzorcih, odvzetih po Sestih urah fermentacije. Pri primerjavi razlik masnih in molarnih
koncentracij peptidov v vzorcih YC380-K7 B in ' YC380 B smo ugotovili, da je manjSa
ucinkovitost inhibicije bolj izrazena pri molarnih koncentracijah peptidov. Sklepali smo, da
imajo krajsi peptidi najverjetneje manjSo afiniteto do ACE in dosegajo 50 % inhibicijo le pri
vi§jih koncentracijah.

Primerjava vzorcev YC380-K7 B in YC380 B pa nam je dodatno pokazala, da vzorci mleka,
fermentirani z me$anico jogurtove kulture in L. gasseri K7, u¢inkoviteje inhibirajo ACE. Se
posebej je to razvidno v molarnem smislu, saj je pri vzorcih YC380-K7 B z istimi Casi
hidrolize za 50 % inhibicijo ACE potrebna za priblizno tretjino manjSa koncentracija
bioaktivnih peptidov kot pri vzorcih YC380 B. Po drugi strani pa lahko na podlagi
Kjeldahlove analize ugotovimo, da vsebujejo vzorci YC380 B vi§jo masno koncentracijo
peptidov. To pomeni, da v absolutnem smislu vsebujejo ve¢ angiotenzinskih inhibitorjev kot
vzorci YC380-K7 B. Na osnovi vseh podanih ugotovitev lahko trdimo, da intenzivnejSa
hidroliza zmanjSuje inhibitorno u€inkovitost, kar prikazujejo grafi 14, 15 in 16.

Po Sestih urah fermentacije v bioreaktorju s konstantnim pH so vzorci YC380-K7 B in
YC380 B vsebovali daljse peptide in bolje inhibirali ACE, kot pa vzorci, odvzeti po 24-urah
fermentacije. IzraCunana povprecna dolzina peptidov v vzorcu YC380-K7 (t6) B je bila 14
AK, v YC380 (t6) B pa 8 aminokislin. Ker so bile v vzorcu YC380 (t6) B povprecne
dolzine peptidov skoraj dvakrat krajSe, kot v vzorcu, YC380-K7 (t6) B, slabse pa je bilo tudi
inhibitorno delovanje na ACE, smo sklepali, da so peptidi, ki so nekoliko daljsi in v
povprecju vsebujejo okoli 10 do 14 AK inhibicijsko ucinkovitejsi. Poleg dolzin peptidov pa
je pomembna tudi stopnja hidrolize proteinov. Analizirani vzorci, ki so vsebovali v
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povpre¢ju peptide enakih dolzin, so se zelo razlikovali po sposobnosti inhibicije ACE.
Vzorci UHT 1:1, YC380 (t12) B, YC380-K7 (t24) B so vsebovali v povprecju peptide s
Sestimi AK, njihove ICsy pa so znasale 2,47 mmol/L, 0,59 mmol/L in 0,74 mmol/L.
Ugotovili smo torej, da se starterske kulture, ki smo jih uporabili v naSem poskusu,
razlikujejo v sposobnosti hidrolize mle¢nih proteinov in produkciji peptidnih inhibitorjev
ACE. Se vegje razlike smo ugotovili po izpostavitvi vzorcev simulirani in vitro prebavi.
Presenetljivo je med in vitro simulacijo prebave nastalo manj ACE inhibitornih peptidov,
kot pri fermentaciji v bioreaktorju.

Vsi vzorcei, vkljuéeni v in vitro prebavo, so bili pripravljeni s klasi¢no fermentacijo, brez
uravnavanja vrednosti pH (klasi¢en postopek izdelave jogurta). Analizirali smo le vzorec
YC380-K7, njegov ultrafiltrat in ostanek vzorca po ultrafiltraciji. Neultrafiltriran vzorec
dosega podobno stopnjo inhibicije ACE kot vzorec YC380-K7 (t6), medtem ko ima
ultrafiltrat zelo slab inhibicijski ucinek. Ostanek ultrafiltriranega vzorca YC380-K7 pa
izmed vseh vzorcev najbolje inhibira ACE (Slika 15).

Vzorci, ki so bili po fermentaciji izpostavljeni in vitro simulaciji prebave, prikazujejo
drugacéno sliko. Njihova inhibitorna aktivnost je nekaj desetkrat slabsa, kot pa inhibitorna
aktivnost vzorcev fermentiranega mleka. Vzorec UHT-prebava 1:1 ima med njimi najboljSo
inhibitorno aktivnost. Pri analizi vzorcev, izpostavljenih prebavi, je vzorec YC380-prebava
1:1 bolje inhibiral angiotenzinsko konvertazo, kot pa vzorec YC380-K7-prebava 1:1. Boljso
ACE inhibitorno aktivnost vzorca YC380-prebava 1:1 po simulirani prebavi si lahko
razlagamo z nekoliko vis§jo masno koncentracijo inhibitornih peptidov, ki smo jo ugotovili s
Kjeldahlovo analizo.

Prebavni sokovi so bolje hidrolizirali vzorec YC380-K7, kot pa vzorec YC380. Primerjava
vzorcev klasi¢ne in bioreaktorske fermentacije z vzorci, izpostavljenimi prebavi, je
pokazala, da je pri in vitro prebavi nastalo vec¢ krajsih peptidov, ki pa so imeli slabse
inhibitorne lastnosti. NajboljSo inhibicijo med prebavljenimi vzorci je dosegel vzorec
UHT-prebava 1:1, kateremu sta sledila vzorca YC380-prebava 1:1 in YC380-K7-prebava
I:1.

Prav tako pa smo opazili kar 20% boljSo inhibicijo pri ultrafiltriranih vzorcih prebave.
Izjema je le vzorec ultrafiltrat YC380-prebava 1:1. Temu se je inhibitorna aktivnost
zmanjSala za ve¢ kot 70% glede na neultrafiltriran vzorec. Najverjetneje je, da so po
simulirani prebavi v vzorcu ostali dalj$i peptidi, kar prikazuje rezultat inhibicije pred
ultrafiltracijo. Po ultrafiltraciji pa veCina najbolj inibitornih peptidov ni presla preko
membrane v ultrafiltrat. V ultrafiltratu smo zato dobili le krajSe peptide s slabo inhibitorno
aktivnostjo, kljub njihovi visoki koncentaciji.

NajboljSo inhibitorno aktivnost med ultrafiltriranimi vzorci prebave je dosegel vzorec
ultrafiltrat UHT-prebava 1:1. Kljub temu, da je bil ta vzorec izpostavljen le prebavnim
encimom in ne fermentaciji in da je preko membrane preslo le 30% koncentracijskega
deleza peptidov, kar je posledica velikosti peptidov, je ta vzorec dosegel v povprecju za
50% boljSo inhibicijo, kot pa ostala dva ultrafiltrata vzorcev prebave.

Zakljucimo lahko, da vzorci fermentiranega mleka po izpostavitvi simulirani prebavi slabSe
inhibirajo ACE, kot pa vzorci po fermentaciji. Razlike najverjetneje nastanejo kot posledica
specificne hidrolize proteinov mleka. ACE inhibitorna aktivnost je odvisna od dolzine
peptidov in njihove aminokislinske zgradbe, le-te pa od proteoliticnih in peptidaznih
sposobnosti starterskih kultur in prebavnih encimov. Na samo hidrolizo lahko vplivajo tudi
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postopki priprave vzorcev. Vzorci fermentiranega mleka, izpostavljeni simulirani prebavi,
so imeli po tem nekaj desetkrat slabSe inhibicijske lastnosti, kot isti vzorci fermentiranega
mleka pred simulirano prebavo.

In vitro smo dokazali, da vzorci fermentiranega mleka, ki smo jih pripravili s pomog¢jo
razliénih starterskih kultur, vsebujejo peptidne inhibitorje ACE, vendar na podlagi teh
rezultatov le stezka sklepamo o njihovi in vivo u¢inkovitosti. Med prebavo fermentiranega
mleka pride ocitno do nadaljnje hidrolize proteinov, saj so vzorci fermentiranega mleka po
in vitro simulaciji prebave vsebovali krajse peptide, ki se nato v telesu najverjetneje Se
dodatno hidrolizirajo in tako prehajajo v krvni obtok. Ze majhne koncentracije peptidnih
inhibitorjev ACE pa imajo verjetno doloc¢en pozitivni u€inek na znizevanje krvnega tlaka
(Pihlanto in Korhonen, 2003).

Pripp (2005) je v svojem poskusu teoreticno in prakticno dolo€al stopnjo razgradnje
proteinov s kombinacijo pepsina, tripsina in a-kimotripsina in nato doloc¢al ICsy vrednosti
vzorcem s pomocjo bioinformaticnega pristopa. Ta predvideva ve¢ moznih nastankov
bioaktivnih peptidov s pomocjo prebavnih encimov. Uporabljal je razli¢e baze podatkov in
matematicnih funkcij, ki opisujejo razmerja med aktivnostjo in kemijsko strukturo (QSAR
model). Teoreticne ICsy vrednosti so znaSale od 0,03 do 0,06 g/L, navaja pa tudi rezultate
prakti¢nih raziskav ICsy vrednosti, ki znaSajo od 0,05 do 0,07 g/L. Razlike med izmerjenimi
in izra¢unanimi podatki pripisuje peptidaznim inhibitorjem v realnih vzorcih. V primerjavi z
nasimi rezultati so njegove ICsy vrednosti v povpre€ju za desetkrat manjSe. Razlike lahko
pripiSemo uporabi vzorcev z le dolo¢enimi proteini analitske €istote. Quirds in sod., (2005)
ter Leclerc in sod. (2002) pa navajajo rezultate, zelo podobne naSim. Po fermentaciji
vzorcev s kulturo Lactobacillus helveticus so dolocili ICsy vrednosti od 0,6 do 1,1 g/L. Ti so
primerljivi z nasimi rezultati. Leclerc in sod. (2002) pa navajajo tudi rezultate inhibitornih
vrednosti dolocenih fermentiranih vzorcev z ICsy vrednostjo do 32 g/L ter, da kazeini v
mleku predstavljajo vir za nastanek antihipertenzi¢no najucinkovitejSih bioaktivnih peptidov
ob uporabi seva L. helveticus.

Raziskovali pa so tudi ucinke ultrafiltracije na bioaktivne peptide. Analize ultrafiltriranih
vzorcev Quirds-a in sod. (2005) so pokazale nekoliko manjSa razmerja 1Csy vrednosti med
permeatom in ostankom vzorca po ultrafiltraciji, kar je posledica uporabe ultrafiltra z
vecjimi porami (50 MW-Amicon). Drugace pa so razmerja podobna nasim. Koncentracije
proteinov, doloCenih v naSem poskusu pri klasi¢ni fermentaciji so se prav tako ujemale z
njihovimi rezultati.

53 SKLEPI

. Ugotovili smo, da se sorazmerno s casom fermentacije zmanjSuje dolzina peptidov v
vzorcih fermentiranega mleka.

. Po in vitro simulirani prebavi vzorcev fermentiranega mleka smo ugotovili podobno
stopnjo hidrolize, kot med 24-urno fermentacijo v bioreaktorju pri konstantni
vrednosti pH 6,5.

. NajboljSo inhibicijo angiotenzinske konvertaze smo opazili po dodatku vzorcev, ki

so vsebovali peptide z ocenjeno povprecno dolzino med 10 in 14 AK.
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. Mleko, fermentirano z jogurtovo kulturo YC380, je vsebovalo po naSih ocenah
najve¢ kratkih peptidov, kljub temu smo najvecjo inhibicijo ACE ugotovili pri
vzorcih, fermentiranih s startersko kulturo YC380-K7.
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6 POVZETEK

Angiotenzinska konvertaza je encim, vkljuen v regulacijo krvnega tlaka. Ugotovljeno je
bilo, da razlicni bioaktivni peptidi, ki izhajajo iz proteinov mleka, inhibirajo ACE, kar
preprecuje porast krvnega tlaka. Prav tako je znano, da Stevilni bioaktivni peptidi ali njihovi
predhodniki nastajajo med fermentacijo mleka, odvisno od uporabljene starterske kulture in
pogojev fermentacije. Namen naloge je bil vpeljati metodo za odkrivanje peptidnih
inhibitorjev  angiotenzinske konvertaze v mleku, fermentiranem =z razlicnimi
mlecnokislinskimi starterskimi kulturami in pri razlicnih pogojih fermentacije dolociti
inhibicijske aktivnosti na ACE.

Pri nasem raziskovalnem delu smo najprej spoznali znacilnosti reakcije ACE s kromogenim
substratom FAPGG, ACE aktivnost pa smo dolocali s kontinuirno spektrofotometri¢no
metodo. Kot vir encima smo uporabili ACE analitske Cistote in kaptopril kot standardni
inhibitor. Po optimizaciji metode smo pripravili fermentirano mleko z razlicnimi
starterskimi kulturami in razliénimi pogoji fermentacije. Proucili smo razlicne nacine
priprave vzorcev ter na podlagi poskusov sestavili lastno, nekoliko modificirano verzijo.
Fermentirano mleko smo obarjali in filtrirali s filtrnim papirjem (Whatman 0,45 pm) in tako
dosegli loc¢itev dolgih in kratkih peptidov.

Kot proteoliticno najbolj aktivni sta se izkazali starterski kulturi YC380 in YC380 K7, saj
smo v vzorcih, fermentiranih s tema dvema kulturama, s pomoc¢jo Kjeldahlove in TNBS
metode, ocenili najvisjo vsebnost kratkih peptidov. Molarno koncentracijo prostih amino
skupin v vzorcih smo dolocili s pomocjo trinitrobenzensulfonske kisline, masno
koncentracijo proteinov pa s pomocjo Kjeldahlove metode. Na podlagi omenjenih analiz
smo ocenili tudi molarno in masno koncentracijo peptidov ter njihove povprecne dolZine.
Inhibicijo ACE smo ugotavljali s predhodno optimizirano spektroskopsko metodo ob
uporabi kromogenega substrata FAPGG. Vzorce klasi¢ne fermentacije smo Se dodatno
izpostavili simulirani in vitro prebavi in jih ultrafiltrirali, medtem smo vzorce, fermentirane
v bioreaktorju z vzdrzevanjem vrednosti pH pred analizo le filtrirali.

Ugotovili smo, da se sorazmerno s ¢asom fermentacije zmanjSuje dolzina peptidov v
vzorcih fermentiranega mleka ter da pride po in vitro simulirani prebavi vzorcev
fermentiranega mleka do podobne stopnje hidrolize kot med 24-urno fermentacijo v
bioreaktorju pri konstantni vrednosti pH 6,5.

Vzorci mleka po klasi¢ni fermentaciji in po simulirani prebavi so imeli ve¢ kot desetkrat
slabSe sposobnosti inhibicije ACE, kot pa vzorci le fermentiranega mleka. Vzorci
fermentiranega mleka, v katerih smo ugotovili visjo molarno koncentracijo peptidov, so na
naSe presenecenje slabSe inhibirali ACE, kot manj hidrolizirani vzorci.

Najpomembnejsi lastnosti, ki vplivata na inhibicijski karakter peptidov, sta dolzina peptidov
in njihova aminokislinska zgradba. Pri filtriranju vzorcev pa lahko pride do velikih
sprememb, tako povecanja ali pomanjSanja ACE inhibitornih lastnosti vzorcev.

Z delom smo dokazali in vitro inhibicijo ACE z razli¢nimi vzoci fermentiranega mleka in
tako delno potrdili hipotezo. Ugotovili smo, da je po procesu in vitro prebave inhibicijska
aktivnost vzorcev fermentiranega mleka manjsa kot pred simulirano prebavo, kar je v
nasprotju s postavljeno hipotezo.
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PRILOGE

Priloga A: Razlaga oznak vzorcev

Oznaka vzorca

Razlaga oznake vzorca

YC380-TH4

Filtrat vzorca fermentiranega s kulturama YC 380 in TH4

TH4-K7

Filtrat vzorca YC TH4 K7

YC380-TH4-K7

Filtrat vzorca YC380 TH4 K7

TH4 Filtrat vzorca TH4

UHT Filtrat vzorca temperiranega mleka

YC380-K7 Filtrat klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturama YC 380 in K7
YC380 Filtrat klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturo YC 380

YC380-K7 t(4, 6, 12, 24) B

Filtrat vzorca fermentiranega v bioreaktorju s kulturami YC380 in K7 ob razli¢nih ¢asih
fermentacije

YC380 t(4, 6, 12, 24) B

Filtrat zorca fermentiranega v bioreaktorju s kulturo YC 380 ob razlicnih casih
fermentacije

UHT prebava 1:1

Filtrat vzorca temperiranega mleka, izpostavljenega simulirani prebavi; razmerje
vzorec, zelod¢éni sok 1:1

YC380-K7 prebava 1:1

Filtrat klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturami YC380 in K7, izpostavljenega
simulirani prebavi; razmerje vzorec, zelod¢ni sok 1:1

YC380 prebava 1:1

Filtrat klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturo YC380, izpostavljenega
simulirani prebavi; v razmerju vzorec, Zelod¢ni sok 1:1

UHT prebava ultrafiltrat 1:1

Ultrafiltrat vzorca temperiranega mleka, izpostavljenega simulirani prebavi,
razmerje vzorec, zelod¢ni sok 1:1

YC380-K7 prebava ultrafiltrat 1:1

Ultrafiltart klasicno fermentiranega vzorca s kulturami YC380 in K7,
izpostavljenega simulirani prebavi; razmerje vzorec, zelodéni sok 1:1

YC-380 prebava ultrafiltrat 1:1

Ultrafiltrat klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturo YC380, izpostavljenega
simulirani prebavi; razmerje vzorec, zelod¢ni sok 1:1

Ultrafiltracijski ostanek YC380-K7

Ultrafiltracijski ostanek klasi¢no fermentiranega vzorca s kulturo YC380




