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Bioaktivni proteini

* Proteini, ki imajo poleg nutritivne e druge (pozitivne) fizioloske
funkcije v osebku, ki jih zauZije.

* Najve¢ narejenega na proteinih v (kraviem) mleku — poceni, lahko
dostopni vir, proteini v visokih koncentracijah, fiziolosko pomembni
(vsi sesalci, razvoj otroka, prehrambena industrija), metode
frakcionacije mleka so dodelane.

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

Kazalo predavanja

* Frakcionacija mleka

* Pregled bioaktivnih proteinov v mleku, njihovih funkcij in uporabe
* Pridobivanje bioaktivnih proteinov

* V teku: Projekta Life for acid whey in LAKTIKA

e

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

Mleko

* Mleko zdravih krav: 3,5% proteinov (kazeini: sirotkini = 80:20)
« Ce ga pustis, se dvigne mas¢oba.

* Lahko ga centrifugiras. Mas¢oba, kazeini, serum.

 Serum ali sirotka: kromatografija — size exclusion, ionsko-izmenjevalna, RP-HPLC:
polovis frakcije — N-terminalno sekvenciranje, MS, karakterizacija, SDS-PAGE.

Kisla sirotka: SDS-PAGE

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Mleko

* Kisla sirotka in Cisti mlecni proteini: SDS-PAGE
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Bioaktivni proteini v mleku .

* Kazeini o ol
azeni 260 2
« Sirotkini proteini: ve¢ v kolostrumu Stotkniportent 63 6
plactoglobulin 32 /
o b 12 15
) Imunogobulinl 07 13
." Lotoern o102 o
, ‘Serumski albumin 04 04
akoperoksidara 003 15
Lioaim 00004 04
Maniefraicie 08 11
Proveazapepton 1.2

Glkomakropeptid 1.2

Haschke et al. 2016
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Bioaktivni proteini v mleku

* Kazeini

« Sirotkini proteini: ve¢ v kolostrumu

* Vecina dokaj odpornih na

proteolizo s prebavnimi
encimi
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Haschke et al. 2016
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Bioaktivni proteini v mleku

* Laktoferin, rdeca frakcija mleka

PDB ID: 1blf, vizualizacija s Pymol

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Bioaktivni proteini v mleku

* Na kaksen nacin lahko protein deluje?
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Bioaktivni proteini v mleku

* Na kaksen nacin lahko protein deluje? .
« Strukturna funkcija: citoskelet =
« Interakcija s tarénim proteinom / receptorjem -> kaskade, aktivator, inhibitor
* Interakcija z manjsimi molekulami: prenasalec .
* Olajsa kemijske reakcije: encim
* Spreminjanje konformacije

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Laktoferin
Biological fluids Concentration (g/I) 2y
Colostrum s * Ena polipeptidna veriga
i Lo « 689 AK (kravji), 80-84 kDa

Tears 2

saliva 0.008 o %) - * Glikoziliran
Joint fluid 0.001 X N'Q D& \ese 2 Fe (K, ~ 1030)

* Interakcije s proteini

Seminal fuid 0112
Cerebrospinal fluid Undetectable * Pri ph 7 pOZitiVEn, vezie
Plasma 0.0004 polianione: heparin, LPS,

lizocim, Ig (IgA), kazein, DNA
* Ser proteaza

Berlutti et al. 2011

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

Laktoferin

om/watch?v=rgHpOnyxlhY

https: com/watch?v=_efaT3RODS8

* Veze 2 Fe3* (Kp ~ 107)
* c(Fe) pade pod 1078 mol/I

w
&
“ns

' Human lactoferrin

E. Faecalis siderophore

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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https://www.youtube.com/watch?v=rqHp0nyxlhY
https://www.youtube.com/watch?v=_efaT3RODS8
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- Laktoferin - aktivnosti

Bakeriostatiéno, baktericidno,

x\\

s b
£ protigiviens deguanie,
preprecevanje nastanka o

o= Protimikrobno delevan.e
Spodianieanoie . Kerios i fungistatcno delovanje
e eptelia (ntoropathogener col (LAEQS IeHE et

pylori Kiebsiellg Saimonellg, Proteus,

reprateuane masianka
o delovanje z drugimi

pmhm\kmhmml
Uravnavanje absorpeiie in
transporta zeleza

. mermbran - motnje celénih procesov
HSeRRS i PungseinG Qe ovanie (vt Condhda)

Kktivnost — mikrobni virulenén faktorji
okutenih celicah gostitelja

ostitelskincelicz virus
and Cviruses,
T CytomegalO U, PArRavirUs i
respiratory SynEtal i, potavirus poliovirus,
adenoviruses, human papillomavirus...

zdravm ostnega

Uranavanie tlesne
mase, knnega sladkorja

Antioksidatiuno.
Protinetna skisnost aelovanje

Ul
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Laktoferin -

Bakeriostatitno, baktericidno,
& protivirusno, protiparazitno,
protigliviéno delovane,
preprecevanje nastanka biofimov

W

o

Spodbujanjeancia
erevesnega eptlia

., Protiumormo deovanie

Uravnavanje absorpeie in
transporta zeleza

Uravnavaie telesne
mase, knnega siadioria

Antiksidativno
Protivnetn sktnost aclowanje

aktivnosti

Imunolozki efekti, protitumorno delovanje
eptorji za LF nalimfocitin T, B, trombocitih,
crevesnih epitelnih celicah: stimuliranje imunskega
sistema, inhibicija vnetnih kaskad (upogasniin
2manjga tvorbo vnetnih citokinov in poveda tvorbo
protivnetnih citokinov)

* LF se lahko transportira v jedro in v A:
protitumorno delovanje; peptii iz Tokaoterna
inducirajo apoptozo v rakastih celicah

whibicija angi protitumorno delovanje

eakcij proti neoplastiénim
celicam pmmumomodelavsme

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Izdelki na trgu — laktoferin

« Laktoferin: food preservation, health-promoting suppleme
milk formula, fish feeds, pharmaceuticals, healthcare, oral hyglene
products, cosmetics

* US FDA: GRAS
* US FDA: 2% LF sprej — prezervativ za govedino

* LAKTIKA: kapsule z laktoferinom s podaljsanim spros¢anjem, kreme s
sirotko

* Mozen problem: rezistenca (S. aureus, E. coli) -> rezistenca proti
Clovekovemu imunskemu sistemu

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

Laktoperoksidaza

* Ena polipeptidna veriga

* 78 kDa

* Glikozilirana

* 1 hem: Veze 1 Fe

* Bazi¢ni protein

* Poleg ksantin-oksidaze
najbolj pogost encim v
mleku

* Mleko, solze, slina, dihala,
Zelod¢ni sok

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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* Mleko vseh sesalcev: 0.03
g/l & 10 U/ml (kravje),
humano: 1-1.5 U/ml

« §¢iti pred patogenimi
organizmi —
laktoperoksidazni sistem

¢ Gram+ in gram-

« Degradacija karcinogenov,
zascita pred
peroksidativnimi efekti

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Seifu et al. 2005

+ LPO + H,0, + SCN-
* Protimikrobno delovanje

* Deluje kot antioksidant,
zascita pred ROS

* Reakcije niso nevarne za
sesalske celice

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Izdelki na trgu — laktoperoksidaza

* Laktoperoksidaza: efektiven protimikroben agens: preserving food,
cosmetics, and ophthalmic solutions, dental and wound treatment
(Amazon: zobna pasta za pse in otroke 2-8 let), potential appllcatlon
as anti-tumor and anti viral agent.

* LPO sistem: podaljsanje stabilnosti mleka pri transportu

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

Imunoglobulini

1gG, IgM, IgA, sekrecijski IgA

V kravjem mleku glavni imunoglobulin IgG1,
manj je IgG2, 1gG3, IgA in IgM.

70-80 % vseh proteinov v kravjem kolostromu:
1gA 3.9 mg/mL, 1gG 47.6 mg/mL, IgM 4.2 mg/mL.

Zrelo mleko: IgA 0,01-0,1 mg/ml, 1gG 0,6 mg/ml,
1gM 0,1 mg/ml.

Zadtita mlecne Zleze

Zascita otroka pred okoljskimi patogeni in toksini,
ko 3e nima razvitega imunskega sistema

Vezava na antigene: Fab, vezava na receptorje: Fc

Imunoglobulin G

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Imunoglobulini

* Vezava na antigene: Fab (Kd ~ 10°),
vezava ha receptorje: Fc

* opsonization, complement fixation,
agglutination of bacteria, prevention of
bacterial adhesion to endothelial and
epithelial cell lining or mucous
membranes, inhibition of bacterial
metabolism by blocking enzymes,

e A slgA
neutralization of viruses and toxins

* Sinergisticni ucinki z nespecifinimi
protimikrobnimi snovmi — LF, lizocim, LPO

@ ]

Imunoglobulini

Niso odporni na proteolizo s prebavnimi encimi. Izjema:
sekrecijski IgA. Resitev: enkapsulacija z zelatino.

Uporaba — izdelki na trgu:
* dodatek krmi za Zivino.

« Prehranska dopolnila: koncentrati kravjega kolostruma (ni
zadostnih kliniénih dokazov...).

* Medicina: peroralne imunske (hiperimunske) preparacije:
uspesna preventiva infekcij (EPEC, C. albicans, Clostridium
difficile, Shigella flexneri, Streptococcus mutans,
Cryptosporidium parvum H. pylori).

+ Znanost & diagnostika: mAb, pAb: detekcija (makro)molekul.

;‘é

sistem Imunoglobulin G
Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19 Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
Lizocim { Rastni faktorji in citokini . . »0 <« af
5 — i
. i ,Peptidoglycan N-; hydro!_a%” o T
+ 15kDa E aonen tactr

« Protimikrobna aktivnosti: Gram+; bacilli in clostridia, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Slrepmcuccus mutan:

. istic uclnekz inom in p

« Inaktivacija virusov, protivnetni uéinki, aktivacija imunskih celic,
protitumorna aktivnost.

+ Odporen na prebavne encime: peroralna administracija
humano mieko: 0,4 g/1, kravje mleko: 0,0004 g/I
« Razirjen. Mleko, solze, slina; izlotki zivali, rastlin, bakterij

Uporaba medicinz: virusne kone infekcje?; 1vitvo: prezervaty
fermenitran sin;21310xtliza bakterijskin ceic ekstrakeia protenov
ali DNA.

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

rowth fictar racapter

« Signalizacija med celicami: regulacija, rast,
e ot co zorenje, popravljanje celic

* Najvet v kolostromu v prvih urah po telitvi

(ug/1-
« Stimulacija razvoja crevesnih in skeletnih
tein 2 misic v novorojencih, stimulacija
ke cfed) imunskega sistema, delovanje epitelija,
celjenje ran...
/' i3 TRESET + GF:EGF, beta-celulin, TGF, IGF, PDGF, FGF
= = « Citokini: IL-1B, TNF-a, interferon-y, soluble
actvaton o penes that contros

- on o tes A ot IL-1 receptor agonist

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Osteopontin

+ Pleiotropen citokin, izlotajo ga makrofagi, limfociti T, epitelne celice
V skoraj vseh telesnih tekocinah
Kravje mleko: 0,018 g/I, humano mleko: 0,14 g/|

* bone mmerahzanan bone remodelmg, cellular adhesion and m\grauoﬂymune
tastasis, em|

‘modulatory-functions,

+ Visoka koncentracija k

(s. najboh pogost v humanem), do pred kratkim neznana funkeija v mieku.
+ Tvori komplekse z laktoferinom: 1 OPN:3 LF. (Liu et al., 2019)

* Veze kalcij.

* Odporen na proteolizo:veretno vecina pride nerazgrajenega skozi Zelodec i &revo.

ions, and ir in the newborn as
idn of boving milk 0PN t0 It Tormiis mey mreve the
formance of formula-fed infants and make them more similar to breast-fed infants. Due to its multiple
Finctions, milk OPN i albo used for various adult appiications.”
* Jiang & Lonnerdal, 2019: .randomized clinical trial showed that supplementing infant formua with bovine
milk OPN (bOPN) resulted in better immune cutcor

* Na trgu: dodatek za mle¢ne formule: Lacprodan® OPN-lO, Arla Food#}ﬁﬁe’?len!s, Viby, Denmark

___Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Kazeini -n'

by

* Prenasalci Ca?*in PO,>

* Imunomodulacijske lastnosti: regulacija proliferacije limfocitov,
proizvodnja protiteles in citokinov

« Vir bioaktivnih peptidov

* K-kazein: H. pylori

* Beta-kazomorfin 7 (iz beta-kazeina) — nakazovalo se povisano tveganje
za avtizem, diabetes 1, kardiovaskularne bolezni (do sprostitve BCM-7
ne pride pri A2 varianti b-CN). Na podlagi klini¢nih $tudij EFSA (2009)
zakljucila, da ni vzrocne povezave.

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Haptokorin

+ 0,003- 0,005 g/I
* Mleko, slina.

* Vecinoma odporen na proteolizo s prebavnimi encimi
* Prenasalec B12, §¢iti B12 pred kislino v Zelodcu.

* Protimikrobno delovanje proti nekaterim sevom; E. coli.
Bifidobacterium breve

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Folat-vezavni protein

0,01 g/l v kraviem mleku

* Prenasalec: Veze skoraj vso folno kislino (B9) v (kravijem in humanem)
mleku; $¢iti folno kislino pred oksidacijo v prebavnem traktu.

* Odporen na prebavne encime. Skupaj s folno kislino se absorbira skozi
Erevesno steno novorojencey, ko $e ni tesnih stikov med celicami.

« Uporaba: dostava zdravil v tar¢no tkivno (Rachel et al., 2015).

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Alfa-laktalbumin

123 aminokislin, 14 kDa.
20-25% vseh proteinov v humanem mieku - glavni sirotkin protein. 2-5% v kravjem.. ¢
V mlecni Zlezi: koencim za sintezo laktoze.

« Vsebuje dosti esencialnih aminokislin.

Del se dobro presnovi, preostanek: protimikrobni bioaktivni peptidi: veinoma gram+.
* Prenasalec Ca?".

Vsebuje dosti triptofana: morda ucinki na metabolizem serotonina.
* Varuje trebusni epitelij, ima protivnetne lastnosti.

Povzroga apop umorskih celic: Ee se zvije v dologeno konformacijo in veZe proste maséobne
Kisline -> sposobnost pobijati tumorske in nezrele celice - povzroti apoptozo, zdravih
diferenciranih celic pa ne.

Vsebuje dosti cisteina, kar verjetno pripomore pri uravnavanju krvnega sladkorja.
* Pripomore pri uravnavanju telesne mase.

2L 2y

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Preostali bioaktivni proteini

* Beta-laktoglobulin: ni v humanem mleku. Prenasalec mascobnih kislin,
retllnﬁla vitamina D2. Vir bioaktivnih proteinov. Uporaba v funkcionalnih
zivili

« Serumski albumin (0,4 g/l): prenasalec: VeZe kovinske ione, proste
mascobne kisline, lipide.

« Funkcije v prebavi: BSSL, amilaza, proteinaze: plazmin, katepsin D;
lipoprotein lipaza

« Drugi encimi: alkalna fosfataza, ksantin oksidaza, glutation peroksidaza
* Drugi proteini: kalmodulin, alfal-antitripsin...

« ...okoli 1000 razli¢nih proteinov identificiranih v mleku

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Pridobivanje mlec¢nih bioaktivnih proteinov Izolacija mle¢nih bioaktivnih proteinov

@ ;

* Izolacija iz mleka * Katero lastnost tega proteina lahko izkoristim zg
komponent?

* Izolacija iz odpadnih produktov v mleéni industriji
« Topnost, gostota, velikost, naboj, interakcije

* Izolacija iz drugih virov L . .
« Laktoferin in laktoperoksidaza: + naboj

Rekombinantno v mleku, rekombinantno v mikroorganizmih — * LF:pl=85,LPO: pl=9,8
problem GSO (...)
* (De novo sinteza — peptidi) ey [a— oo . wra
Fcopn 3 a s
L 4 H o
e f s = H
Haschke et al. 2016 RN S——
Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19 Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Pridobivanje mlecnih bioaktivnih proteinov High-performance protein extraction

ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY

- - > One-step extraction needed (single whey load to

* Laktoferin in laktoperoksidaza v kisli sirotki: kationsko-izmenjevalna ey o= M-

Simple manipulation due to fixed monolithic

kromatografija (HPLC: CIMac™-COOH-0.1, pH 7.5, B=2M NacCl) | carrier

v

Low consumption of buffersand water

Maximu
High convection flow rates enable high extraction|
speeds, without loosing selectivity!

Stable process offering high quality and biological
activity of proteins

The process that does not alter the chemical
properties of the whey (preserved pH, removed|
unwanted microorganisms and only wanted!
targeted proteins), which can be further usefully
applied in any process.

Vv

LPO LF

Azzgam

v

L4 LAY
N JQRED
; ~?‘-
slale sngepiec

homogenous
polymermateral

Rinseof impuriies  lton ofwiras

E
v

LPO

Comvectve
fow

> Scalable process

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19 Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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@ - Kisla sirotka — Siroke moZnosti izrabe

Profzvodnia vitaminoy,
arotenoidov,

Eustrakijainzolacija

Ekstrakeia in zolacja preostalhsirotiinih
posameznih sirotidnih komponent: aktoz:
proteinov: L, ‘minera, siotkin
alaktalbumin, B roteinski zolat,
laktoglobulin, ) sirotkin proteinsii
i,

organkih kisln,td. i
Taktoze

iranje in oplemenitenje sirotkinih Proisvodiamlekarskih Proiavodia biogoriv
(bicetanal, biodize,

Frakeioni

LIFE16 ENV/S1/000335 roteinov ter izraba preostanka za ekt ogtanch o
Reuse of waste acid whey for the oblikovanje novih funkcionalnih Zivil in Sy ‘metabalitov (encim,

extraction of bioactive proteins with high @ RN prehranskih dopolnil i, bakterioc. [R—
added value "'%C

http://lifeforacidwhey.arhel.si, e o

-”.“‘
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I sladka sirotka
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@“ = | |FE project focus:

- extraction and fractionation of indvidual whey proteins - demonstration
- further zero-wast: options — pilot studies

LACTOFERRIN
LACTOPEROXYDASE

How do we evaluate the quality of the product?

Protein purity and concentration:
- Chromatographic analysis: HPLC, CIMac™-COOH (BIA Separations)

- SDS-PAGE (Biorad) [0%)
am

Lactoferin bioactivity: m é

- Determination of C-value (LF free binding capacity for Fe**) and A-value (fraction of
already bound Fe**: spectrophotometric measurements (NLR Pharma)

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

of LF biological activity:

- Growth inhibition of pathogenic bacteria
- Effect on lactic acid bacteria and bifidobacteria

- Microdillution test for of anti activity

Jernej Oberékal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Repeatedly producing LF of high purity
§ DS Page:
HPLC analysis:
F Eisel Sgmair
d ats
Lun| —igmeve
e oS
8 1§G, LF aggreagates and
§ oo other proteins
0
= 1000
= ¥
o
s LF C-fragment
“ x
b LF N-fragment
o Lo "w " 29 Cos gmin) 25 A-Lactalumin, B-lactoglobulin
Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19

High Cfvalue LF inhibited the growth of pathogenic bacteria

o157 1o — — 1+ 1: in laktoferin, c=60,0 %
1 g
+ + + * + + 4: ied lactoferrin, ¢ = 76 %
" S S S - 5: spray-dried lactoferrin, ¢ = 71,.3%
" oon L A 6: spray-dried lactoferrin, ¢ = 71,.3%
N 7: spray-dried lactoferrin, c = 68,8%
—— P i e Ee e P
Iy P o o MBS

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Effect of lactoferrin on the growth of lactic
acid bacteria and bifidobacteria

e

Lactobacillus acidophilus La 5 Linex Forte

Agar diffusion method

Bifidobacterium animalis ssp.lactis BB 12 Linex Forte

Lactobacillus reuteri DSM 17938 BioGaia

Lactocils gusseri k7 baby's feces
Lactobacillus delbrueckiispp. b ATCC 11842
actobacillus delbrueckiispp. bulgaricus Lactoferrin did not

fanaso |

inhibit the growth
1006 |
o |

PO cooboitus parocsei Gauda cheese
1074 | c
Lactoacits cosi

Emmenthal cheeese

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Povzetek

!
S e
Ourpuicis

+ Sodelujejo v obrambi gostitelja, prebavi,

iy ;
N H Y o ihiee ] rebavi,
O razvoju ¢revesa in tkiv, uravnavanju sitosti,
S uravnavanju-.\tﬁlb;‘n RE T R
St e st 3 ‘ i el o B R
e » * Pripomorejo I?zmangﬁanju-\?f’qumcmp
" bolezni pri ljudeh (debelost, -~ =
Camnen for whser » . [ % .
szt i kardiovaskular

Haschke et al. 2016

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19
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Povzetek Dodatne informacije

« Kitts & Weiler, 2003: Bioactive Proteins and Peptides from Food Sources.
Applications of Bioprocesses used in Isolation and Recovery

* Park & Haenlein (2013): Milk and Dairy Products in.Human Nutrition
* Haschke et al., 2016: Nutritive and Bioactive Proteins in Breast Milk

* Funkcionalna Zivila
* Mlecni nadomestki za otroke (mlecne

formule)
« Medici £ Ki x di * Lonnerdal et al., 2016: Longitudinal evolution of true protein, amino acids and
edicina, farmacevtski proizvodi bioactive proteins in breastmilk: a developmental perspective
* Kozmetika
* Uporaba v znanosti * http://lifeforacidwhey.arhel.si/

* http://laktika.arhel.si/

Haschke et al. 2016

Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 11. 19 Jernej Oberckal et al., BF Zivilstvo, 8. 10. 19
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