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Sirotkini proteini

 Hranilne lastnosti, biologka aktivnost Kazeini

/ Sirotkini porteini

B-laktoglobulin

* vir bioaktivnih peptidov: antioksidativni,
antihipertenzivni, protimikrobni: ob
zauzitju prinasajo stevilne koristi za
zdravje.

* funkcionalne lastnosti omogocajo
raznoliko uporabo: sredstva za
mikrokapsulacijo, nosilni materiali za

a-laktalbumin

Sirotka

Imunoglobulini

bioaktivne spojine, emulgatorji, - 92% voda
uporaba v uzitni embalazi.

Laktoferin

+ 3,2-5,1% laktoza, laktat

Serumski albumin

*+ 0,05-0,5% mascobe

laktoperoksidaza

*| 0,5-1,4% proteini

. . Lizoci

* 0,3-0,8% minerali (Ca, P, K, Na, Cl) zocim
Manjse frakcije

+ Vitamini B (barva: vitamin B2)
Proteose-pepton

(Glikomakropeptid)
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Hranilne lastnosti sirotkinih proteinov

———————

il

* Proteini: polimeri aminokislin, ki so povezane s peptidnimi
vezmi. Prebava: vecina proteinov se razgradi na
aminokisline ali majhne peptide, ki se absorbirajo. D N g
Aminokisline, ki se absorbirajo in ne oksidirajo, so gradniki P

novih proteinov. Peptidi lahko imajo razli¢ne ucinke. Table T Amino add composition of isolated proteins 1y
Amino acid  Milligrams of amino acid per gram of protein g
Fae

(]
rl_r?|\é|cclrr]1 iLuanvél?(?)\éabme izgradnje proteinov, popravljanje LA [Whey?| Casein Eqq” BeeF Soy Wheat
. . . .. .. v .. Histidine 30 22 25 26 34 19 20
* Triptofan (metabolizem serotonina, vplivi na Ziv¢ni sistem) Isoleucine 60| 55| 47 56 44 49 42
. . . . . . . . . . Leucine 108 122 89 94 82 78 68
Cistein (nastanek glutationa, glutamina: oksidativni stres in | e 100l 1121 76 76 90 51 26
imunski system), razmerje med Cys in Met Methionine 10| 23| 26 39 29 13 17
. . . . Cysteine 48 30 3 26 11 12 22
* Razvejane AK (levcin, izolevcin, valin) Phenylalanine 41| 36| 51 66 39 43 58
* Mleéne formule: problem vsebnost specifi¢nih AK. E‘;;f;;ﬂin pod I I
Zagotavljani@®@adostne kolicine AK pomeni visjo vsebnost Valine 43| 52| s9 73 46 47 43
proteinov, AT O oku SdeI Klinicne studije: bO|jSi izidi v Abbreviation: a-LA, a-lactalbumin.
otrocifaki so prejeli mlecne formule s sirotkonimi proteini,  “aLactalbumin from Agropur Ingredients, Eden Prairie,
) | .

» te bOIJ .. rno vsebnost AK in lahko IMaJo nizjo PWhey protein isolate from Agropur Ingredients, Eden Prairie,
LY PJO proteinov. Minnesota.

@ “Egg white, USDA Nutrient Composition Databases.”
9Beef sirloin, USDA Nutrient Composition Databases.*
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Bioaktivni proteini v sirotki

Proteini, ki imajo poleg hranilne Se druge
(pozitivne) fizioloSke funkcije v osebku, ki ji

zauzije (Walther in Sieber, 2011) >
LPO sirotka o
MW  std. 2ul za LPO Proteini
[kDa] HPLC 10ul v mleku
R R
- g/L g/l
ol 2 e 150 Kazeini 26,0 2,7
4 funkcije bioaktivnih proteinov v mleku g b ’ ’
s 7 . < e . EARA [ m ! . o . o e
punct,on_ Bioactivity References | .85 <«LF, LPO Sirotkini porteini 6,3 6,7
Immune modulation  Lactoferrin 29, 30, 113 70 < BSA _
and antimicrobial Secretory IgA 36,114 i < |1gG tezka veriga B-laktoglobulin 3,2 /
activity Osteopontin 38,43 50
Cytokines 53,54
Lysozyme 57 -
r-Casein . S? : a-laktalbumin 1,2 1,9
Lactoperoxidase 61,6 30 . L.
Haptocorrin 64 < |1gG lahka veriga, kazeini
Sk achlbdain Ui w25+ Imunoglobulini 0,7 1,3
Digestive function Bile salt-stimulated lipase 79 20 < B—Iactoglobulin, GMP
Amylase 81 .
Al atirypein 36 2 Laktoferin 0,1-0,2 1,5-3,0
Gut development Growth factors 91 <« a-laktalbumin . .
Fatotoais 94 > Serumski albumin 0,4 0,4
Carriers for other Lactoferrin 96 .
s Haptocorrin 99 o laktoperoksidaza 0,03 1,5
Folate-binding protein 105, 106 o
a-Lactalbumin 107 Lizocim 0,0004 0,4
-Casein 111, 112
P Manjse frakcije 0,8
Haschke et al. 2016 Proteose-pepton 1,2
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Laktoferin

Humano mleko:

Biological fluids Concentration (g/l)
Colostrum 8
o . * 689 AK (kravji), 80-84 kDa
ears
Saliva 0,008 e Glikoziliran
Join.t fluid | 0,001 ® Veie 2 Fe3+ (KD ~ 10-30 M),
Vaginal secretion 0,008 ba rva
Seminal fluid 0,112 ] . . ] ]
Cerebrospinal fluid Undetectable ° Vlr bloaktlvnlh pept|d0V
Plasma 0,0004 e BaziCen protein, veze
Berlutti et al. 2011 AJe(ply ok (rost polianione: heparin, LPS,
Ky = _ _brotein) lizocim, Ig (IgA), kazein, DNA
[AmBy] c (kompleks) PR
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Laktoferin

(Iron Wars, sekvestracija Fe3*)
2 https://www.youtube.com/watch?v=_efaT3RODSS8
) . (Lonnerdal)

Y <Y I

https://youtu.be/rqHpOnyxlhY?t=97
A
Iron is m
middle n

R >

e * VeZe 2 Fe3* (K, ~ 1030 M)
™  c(Fe3*) pade pod 101 M

e velika vecCina zeleza v

5 _ mleku vezana na LF ->

=8 ',&;’Sq ¢loveski laktoferin selekcija mlecnokislinskih
‘ bakterij

’ ° E. Faecalis siderophore (bakterijski kelator Fe3*)
{
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https://youtu.be/rqHp0nyxlhY?t=97
https://www.youtube.com/watch?v=_efaT3RODS8

Laktoferin — bioloske aktivnosti

Bakteriostaticno, baktericidno,
protivirusno, protiparazitno,
protiglivicno delovanje,
preprecevanje nastanka biofilmov

_ Protimikrobno delovanje
Protitumorno . )
staticno delovanje

. * \ezava zeleza — bakterio- in fungi
delovanje (enteropathogenic E. coli (EPEC?, Helicobacter pylori,
Klebsiella, Salmonella, Proteus, Pseudomonas, Listeria,
i Spodbuianie razvoia Bacillus, Streptococcus and Candida albicans...),
P Janj J preprecevanje nastanka biofilmov, sinergisticno delovanje
\ Crevesnega epitelija z drugimi protimikrobnimi proteini.
) * Vezava na membrano: N-konec— motnje celi¢nih procesov:
Zdravje Ibakktticricidno in fungicidnokdelloovan'e (npr. Candid a): g
; aktofericin — visja protimikrobna aktivnost, neodvisno o
kostnega tkiva kelacije zeleza
Uravnavanje * Proteazna aktivnost (Ser-proteaza) — podobna specifiénost
kot tripsin: deluje na mikrobne virulen¢ne faktorje (H.
telesne mase, influenzae)
Uravnavanje absorpcije in krvnega sladkorja
transporta seleza * Indukcija apoptoze v okuZenih celicah gostitelja
Antioksidativno Preprecevanje okuzbe gostiteljskih celic z virusi (herpes
VL delovanje simplex viruses, hepatitis B and C viruses, human

cytomegalovirus, hantavirus, HIV, respiratory syncytial
virus, rotavirus, poliovirus, adenoviruses, human

Imunomodulatorna aktivnost papillomavirus...)

Stimulacija nespecificnega
imunskega odgovora

Protivnetna aktivnosti * Aktivacija nevtrofilcev in ,natural killer” celic: posredni
protimikrobni ucinek

* Vezava na celicno steno gliv — protiglivno delovanje
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Laktoferin - uporaba

 Laktoferin: podaljsevanje obstojnosti hrane, prehranski dodatki za
krepitev zdravja, otroske mlecne formule, krma za ribe, zdravila in
zdravstvo, izdelki za ustno higieno, kozmetlka

I’”I
l

 US FDA: GRAS

« MozZen problem: rezistenca (S. aureus, E. coli) ->'rezistenca proti
Cloveskemu imunskemu sistemu
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Laktoperoksidaza

* Ena polipeptidna veriga
« 78 kDa
* Glikozilirana

* Bazicni protein: pl 9,6 (kravja), pl 7,5
(humana)

* 1 hem: Veze 1 Fe, spremenjena
geometrija zaradi kovalentnih vezi z
AK: barva

* Vsebuje Ca’*: stabilizacija strukture
LPO, v kislem izguba aktivnosti zaradi
disociacije Ca?*

* Poleg ksantin-oksidaze najbolj pogost
encim v mleku

Bafort et al. 2014
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* Mleko vseh sesalcev: 0.03 g/L &
10 U/mL (kravje), humano: 1-1.5
U/mL

 Obramba gostitelja: LPO Sciti pred
atogenimi organizmi —
aktoperoksidazni sistem (mlec¢na
Zleza, intestinalni trakt
novorojenca)

e Gram- bolj kot Gram+ (Salmonella,
S. aureus, Listeria monocytogenes
and Campylobacter jejuni)

* Degradacija karcinogenov, zascita
pred peroksidativnimi efekti

* Mleko, solze, slina, dihala, zelod¢ni

sok _
Seifu et al. 2005
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Laktoperoksidazni sistem

eme

GROUND STATE COMPOUND |
CH,

R |
TR TRER
-ze I
FSf
NI L e i NGV A
PROT- S H;., CH PROT-S e CH,

&+
 HO! [2sen-]
+ 2e l
+1e N T rr———
(SCN);
. + la
— AH * =— A + COMPOUNDI -_— AH + =
l + excess H,0;
LPO-Fa* -— COMPOUND It

Seifu et al. 2005

* LPO + H,0, + SCN-

* OSCN" hipotiocianit:
protimikrobno delovanje

* Deluje kot antioksidant,
zascCita pred ROS

* Reakcije niso nevarne za
sesalske celice
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laktoperoksidaza - uporaba

* Laktoperoksidaza: efektivno protimikrobno sredstvo: obstojnost
hrane, kozmetike in oftalmoloskih raztopin, zdravljenje zob in ran,
zobna pasta, mozna uporaba kot protitumorsko in protivirusno
sredstvo, otroske mlecne formule.

* LPO sistem: podaljSanje stabilnosti mleka pri transportu
* Ce ni moznosti hlajenja
* dodatek H,0, do 10 mg/L, ker v mleku premalo
e Skupen sistem delovanja s ksantin-oksidazo v mleku
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Vezavno mesto za antigen
Imunoglobulini ii i / ----- teika

6%

FOR ACID WHEY

S-S vezi

-

1IgG, 1gM, IgA

V kravjem mleku glavni imunoglobulin 1gG1, manj je lahka

veriga

IgGZ, |gG3, IgA |n |gM. Cep| papa|n
70-80 % vseh proteinov v kravjem kolostromu: IgA
3.9¢g/L,1gG32-212g/L, 1gM 4.2 g/L. Variabilna
Zrelo mleko: IgA 0,01-0,1 g/L, 1gG 0,6 g/L, IgM 0,1 reshd

g/L, kisla sirotka IgG ~ 0.13 g/L
Zascita mlecne zleze

Zascita teleta pred okoljskimi patogeni in toksini, ko
Se nima razvitega imunskega sistema
Light chain

Imunoglobulin G
Heavy chain SlgA
Jehain  (humano mleko)

Secretory
\ component

Disulfidne vezi, cepitveno mesto za papain: Fab, Fc

Vezava na antigene: Fab, vezava na receptorje: Fc
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zmnozek c prost.

Al*[BJY .
kompleks x proteinov A iny proteinov B: Ky = A]"[B] _ __proteinov

Imunoglobulini AB,] -t

* Vezava na antigene: Fab (K; ~ 10**), vezava na
receptorje: Fc

* Opsonizacija, aktivacija komplementa, aglutinacija
bakterij, prepreCevanje adhezije bakterij na stene
endotelija in epitelija in mukozne membrane,
inhibicija bakterijskega metabolizma z blokiranjem
encimov, nevtralizacija virusov in toksinov

* Sinergisticni ucinki z nespecificnimi protimikrobnimi
snovmi — LF, lizocim, LPO sistem
A\\

F., (antigen-
binding)

Light chain
Heavy chain

* Niso odporni na proteolizo s prebavnimi encimi.
Izjema: sekrecijski IgA. ReSitev: enkapsulacija z

zelatino. <EtiEn | By
. . Secretory Ry S -
e Uporaba —izdelki na trgu: \component e ey F. (crystallizable)
* dodatek krmi za Zivino. i T

slg
* Prehranska d0||:golnila: koncentrati kravjega kolostruma
i

(ni zadostnih kliniénih dokazov za zdravstvene trditve):
Amazon ipd.
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Glikomakropeptid

* |z k-kazeina s proteolizo, 64 AK, glikoziliran, nestrukturiran.

* bioaktivni peptid: protibakterijsko delovanje, uravnavanje prebave in
presnove, protitumorni uc€inki, uravnavanje imunskega sistema, prebioticni
ucinek, antikariogeni ucinek.

100 —200 nm

e 20— 25 % vseh proteinov v sladki sirotki. « >
* Termostabilen.
* Uporaba: prehrana ljudi s fenilketonurijo (ne vsebuje Phe), emulzifikacija,

Calcium Glycomacro%ep't‘id_e -
" - " ) 64 amino acid chain NH;
gz:;::::egffm’“ and metabolism Antitumorale e GMP | h,,)( Mucin - type carbohydrate chains
1 cholecystokinin (rat); NE (H) (colorectal cancer) «,9'3}"9") o ®
J ghrelin and fasting insulin 1 p16 and MUC2 \,_;,"”) ) Sialic N-Acetyl- Galactose
@ glycemia post glucosa intake in prediabetes (H) J aberrantcrypt foci Lys acid Galactosamine
7" leptin in obesity 1 p65 NF-xB induced by LPS 5 T
- obesity induced by high-fat diet > !'_’%u)v\ .
(e Ala) i u.'?n@"'w ~ Thr Thr
Immuno-modulation Vi) J\',';:}, { SNadentp T '_')A{'}I;!\l‘\) )
J splenocyte proliferation to mitogens 'ﬁi:' "“3@}\ Variant B () ‘ﬂ\/l!} ¢
: " J dendritic cell response to LPS b \Y""L‘“D | o
Antibacterial . . . o St ALY ?y}
. - 1 proliferation and phagocytic activity of A Al Gy
J bacterial adhesion: Ll “"'?m\ i vel “9 «Ah“"" L "ﬁ
‘ r r , o u ’ Gl \Pro 7 .
enteropa-thogens',: - JiVi J r L systemic humoral response Gn). G Val) =4 é @ Tri Tetra
1 adh @ nog:niFs T humoral mucosal immunity V-'}\‘ D Yy
el sl g+ tissue inflammationinduced by allergens . . P‘U‘“}a‘\'
" gutinflammation associated to colitisand K = Casein micelle \'J.Yﬁs&
N Lol \ing\ () Glycosylation sites
Prebiotic . Remineralizing vl
1" Firmicuty L T mineral recovery of tooth enamel (H) OH
1 Bacteroidetes |7 SCFA 1 zinc corporal absofplifR ini nagini izrabe potenciala sirotke: prehod iz okoljskega problema v dragocen naravni vir, Ljubljana, 15.2.2022
1" Actinobacteria:
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OPN gene SVVYGLR Heparin binding

N-terminal
Calcium binding

Tumor cell Epithelial cell
) — — 898
Proliferation 4 % ® Activation
Adhesion

Osteopontin

[ ]

[ ] a-dependent

: II\I/}V::Si(:n-‘ / / \ \ : /}:xl1l;ilog:n55isd t
262 AK, 30,9 kDa (+ glikozilacija), nestrukturiran. ® Dugrsbtmce ‘ ‘ =y

> :
Pleiotropen citokin (isti protein ima vec zelo razli¢nih ucinkov), izlocajo ga makrol\fdgg)iPﬂ1 f;rhfwit@ a ® Activation

. . a Platelet ® Reprogramming
'I" epltelne Cellce _ Osteoclast ® Angiogenesis
® Adhesion ® Activation
. . ve ® Migration ® Osteoclastogenesis ® Adhesion
V skoraj vseh telesnih tekoCinah ® Polarization ® Adhension
® Protumoral function ® Differentiation
°

Kravje mleko: 0,018 g/I, humano mleko: 0,14 g/I: Visoka koncentracija v mleku (5. &5l g e
pogost v humanem), do pred kratkim neznana funkcija v mleku.

Bone resorption

mineralizacija kosti, pritrjevanje in migracija celic, uravnavanje imunskega sistema,
tumorigeneza, razvoj zarodka

Tvori komplekse z laktoferinom: 1 OPN:3 LF. (Liu et al., 2019)
Mocno fosforiliran. Veze kalcij. Glikoziliran.

v

Odporen na proteolizo: verjetno vecina pride nerazgrajenega skozi Zelodec in Crevo.

Jiang &Lonnerdal, 2016: Mlecni OPN vpliva na imunski sistem in razvoj crevesa v hovorojencu
in na razvoj mozgan v misjem modelu. Dodatek kravjega OPN v mlec¢no formulo lahko
pripomore k razvoju otrok do podobnih karakteristik kot jih imajo dojeni otroci.

Jiang & Lonnerdal, 2019: randomizirano kontrolirano klinicno preskusanje je pokazalo, da
dodatek kravjega OPN v mlec¢no formulo privede do boljsih klinicnih izidov v otrocih.

Na trgu: dodatek za mlecne formule: Lacprodan® OPN-10, Arla Foods Ingredients, Danska f‘@ 1
Napredni na¢ini izrabe potenciala sirotke: prehod iz okoljskega problema v dragocen naravni vir, Ljubljana, 15.2.2022 &}:_——.—x

Zakljuéna konferenca projekta LIFE for Acid Whey - LIFE16 ENV/S1/000335 http://lifeforacidwhey.arhel.si



N

B-laktoglobulin

* Najbolj pogost protein v kravji sirotki, 3,2 g/L, ~50 % vseh sirotkinih proteinov

* Niv humanem mleku, poleg kravjega prisoten tudi pri drugih prezvekovalcih, v kobiljem, macjem mleku.
Predvidena vloga kot vir aminokislin.

* 162 aminokislin, 18,3 kDa
* Visoka vsebnost razvejanih AK

* Lipofilen: na povrsini hidrofobna mesta: prenasalec mascobnih kislin, retinola, vitamina D2, verjetno
vpleten v absorbcijo in metabolizem nekaterih mascobnih kislin

* Vir bioaktivnih peptidov: antihipertenzivno, antioksidativno, protimikrobno, imunostimulativno,
opioidno delovanje

* Protimikrobno, protirakavo delovanje, niza holesterol, preprecuje pritrjevanje patogenih
mikroorganizmov

e Uporaba v funkcionalnih zivilih: dobre fiz.-kem. lastnosti: penjenje, zeliranje, potencialna uporaba za
mikrokapsulacijo (slabo topni nutracevtiki)

’ ° Hernandez-Ledesma et al. 2008
{
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a-laktalbumin

123 aminokislin, 14 kDa.
20-25% vseh proteinov v humanem mleku - glavni sirotkin protein. 2 =5 % v kravjem mleku.

V mlecni zlezi: del kompleksa (skupaj z B-1,4-galaktoziltransferazo), ki sintetizira laktozo.
Vsebuje dosti esencialnih aminokislin.

Del se dobro presnovi, preostanek: protimikrobni bioaktivni peptidi: ve€inoma gram+.
Prenasalec Ca’*in Zn?* (morda Fe: peptidi), absorbcija mineralov Tryptophan LSHTP Serotonin (5-HT)

. . . Ve . . . HO H
Vsebuje dosti triptofana: morda ucinki na metabolizem serotonina. Q]/\;L Qﬁjﬁ @
f OH
HN NH, /\ [ " ) N /R

Varuje trebusni epitelij, ima protivnetne lastnosti.

Tryptophan Decarboxylase
hydroxylase

Stimulacija rasti probiotikov (Bifidobacteria)

Povzroca apopotozo tumorskih celic: Ce se zvije v doloceno konformacijo in veze proste mascobne kisline ->
sposobnost pobijati tumorske in nezrele celice - povzrodi apoptozo, zdravih diferenciranih celic pa ne.

Vsebuje dosti cisteina, kar verjetno pripomore pri uravnavanju krvnega sladkorja.
Pripomore pri uravnavanju telesne mase.
Uporaba: mle¢ne formule, prehrana odraslih.
Layman et al. 2018
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Funkcionalne lastnosti sirotkinih proteinov

* Fiz.-kem. lastnosti, ki vplivajo na obnasanje proteinov, ko se jih doda v hrano

* Obnasanje pri segrevanju:
* Denaturacija in obarjanje proteinov (agregacija zaradi izpostavljanja hidrofobnih
« Zeliranje B-laktoglobulina (in drugih proteinov s tiolnimi skupinami, npr. BSA)
* Segrevanje pri pH < 3: denaturacija proizvede zelo viskozne proteine, pri ohlajan
* a-laktalbumin se lahko renaturira (80 — 90 %) pri ohlajanju

* Topnost in stabilnost koloidov
* Sirotkini proteini topni v visokih koncentracijah v vodnih raztopinah
* Uporaba v napitkih

* Reoloske lastnosti
* Dodajanje v jogurte in sladice za povecanje viskoznosti.
* Dodajanje v sladice za povecanje elasticnosti.

* Penjenje

* Tvorijo zelo stabilne pene

* Uporaba v sladicah (¢okolada, kreme)
 Zeliranje

* segrevanje B-laktoglobulina nad 50 — 60 st. C: izpostavi se tiolna skupina, pri ohlajanju se tvor

intermolekularni disulfidi (¢e dovolj visoka koncentracija proteinov) in s tem gel.

* Tvorijo gele z visokim delezem vode.

* Uporaba v jogurtih, sladoledu

* Uporaba za enkapsulacijo bioaktivnih snovi

* Emulzifikacija
* Odvisna od hidrofobnosti povrsine proteinov. Pada s termi¢no denaturacijo B-LG in BSA.
* Uporaba v juhah, otroski hrani, solatnih prelivih

Minj et al. 2020, Batista et al., 2018

Napredn? nadini izrabe potenciala sirotke: prehod iz okoljskega problema v dragocen naravni vir, L
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