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Einleitung

Die primire Rolle der Ernihrung besteht darin, den Korper mit den verschledt?-
nen Nihrstoffen zu versorgen. Neue Forschungsergebnisse zeigen auf, dass die
Ernihrung zusitzlich verschiedene korperliche Funktionen beeinflussen “nfi
dadurch das Wohlbefinden steigern, das Krankheitsrisiko verringern und die
Lebensqualitit verbessern kann. Dies hat zur Entwicklung von neuen,
heitsfordernden Lebensmitteln (Functional Food) gefiihrt.

Milch und Milchprodukte sind dank ihrer vielseitigen Zusammensetzung ger4”
dezu pridestiniert, diese wichtige Rolle in der Ernihrung zu erfillen. Dies umso
mehr, da nebst den Hauptnihrstoffen der Lebensmittel auch andere Stoffe mit spe-
zifischen Funktionen vorhanden sind (1). Auch kénnen diese Eigenschaften durch
technologische Massnahmen beeinflusst werden (2). Am Beispie! der Kascherstel-
lung kann dieser Einfluss auf den ernihrungsphysiologischen Wert von Proteinefl,
Peptiden und Aminosiuren dargestellt werden (Tab. 1). Unter den verschiedenen
Substanzen, die technologisch beeinflusst werden konnen, steht im folgenden unter
dem Einfluss der enzymatischen Hydrolyse das Vorkommen der Peptide und hier
im speziellen dasjenige der bioaktiven Peptide im Zentrum des Interesses. Diese

kommen natiirlicherweise im Kase vor und entsprechen unter den fiinf Megatrends:
- Gesundheit und Wohlbefinden

Sicherhent
Vergniigen
Convenience

~  Ethische Werte,

die in der Ernihrung im Vordergrund stehen (3), 4 it und
, M « dhett un
Wohlbefinden». ’ " (9 dem Megaurend «Gesunhe

gesund-

'
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Tabelle 1

Positive (+) und negative (-) technologische Einflussfaktoren bei der Kaseherstel-
lung auf den erndhrungsphysiologischen Wert von Proteinen, Peptiden und Ami-
nosauren (modifiziert nach 2)

Technologische ~ Physikochemische Einfluss auf ernahrungs-
Faktoren Verédnderungen physiologischen Wert
Hitzebehandlung Protein-Denaturierung Verbesserung der Verdaulichkeit (+)

Reduktion Trypsin-Inhibitor-Aktvitat (+)
Zerstorung hitzeempfindliche Amino-

sauren (=)
Intramolekulare Reaktionen Kreuzverbindungen (<)
Reaktion mit Zucker Blockierung von Lysin (=)
Aktivierung Plasmin Bildung von Peptiden (+)
pH-Verinderung Saure Hydrolyse Verbesserung der Verdaulichkeit (+)
Unspezifische Spaltung von Peptid-
briicken (=)

Zerstorung siureempfindlicher

Aminosiuren (-)

Kreuzverbindungen (-)

Isomerisierung, Racemisierung (-)
Enzymatische Reaktion mit Proteinasen  Bildung von Peptiden (+)
Hydrolyse Reaktion mit Peptidasen Abbau von Peptiden (-)

Bildung von kleineren Peptiden (+)

Bioaktive Peptide aus Milchproteinen

Milchproteine sind unter den verschiedenen Lebensmittelproteinen die wichtig-
ste Quelle fiir bioaktive Peptide (4). Letztere bestehen aus 3 bis 20 Aminosiuren
und entstehen sowohl aus der Hydrolyse von Kaseinen als auch von Molkenprotei-
nen (3):

— durch die Wirkung der Enzyme (Trypsin, Pepsin) im Verdauungstrakt
~ bei der Fermentation mit proteolytischen Milchsiurebakrerien
— durch die Wirkung der Enzyme von proteolytischen Mikroorganismen

(Abb. 1).

Dabei ist die Spaltung durch Verdauungsenzyme der wichtigste Weg. Kaseine
werden unter in vivo-Bedingungen zu verschiedenen bioaktiven Verbindungen
abgebaut (6). Viele bioaktive Peptide haben verschiedene physiologische Wirkun-
gen (7). Darragh (8) prisentiert eine aktuelle Ubersicht iiber bioaktive Peptide, die
aus Milchproteinen stammen. Darin sind 52 verschiedene Peptide aufgelistet, wobei
die ACE-hemmenden Peptide (ACE=Angiotensin I-Converting Enzyme, EC
3.4.15.1, Angiotensin-Umwandlungs-Enzym) mit ca. 30% die grésste Gruppe dar-
stellen. In Tab. 2 sind die aus den Milchproteinen entstandenen bioaktiven Peptide
mit ihrer Aminosiuresequenz zusammengestellt.

Starterkulturen ohne hohe proteolytische Aktivitat (Joghurt, Saurewecker)
fihrten in den Untersuchungen von Piblanto-Leppili et al. (12) zu keinen bioakti-
ven Peptiden. Erst nach Zugabe von Trypsin oder Pepsin konnten bioaktive Peptide
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Abbildung 1 Produktion von bicaktiven Peptiden (modifiziert nach 5)

nachgewiesen werden. Dabei waren die Kasein-Peptide aktiver als die M Olke!}‘
protein-Peptide. Milchsiurebakterien mit einer

hoheren Proteinase-Aktivitat Z;e’
zB. lj’“a"b““‘”"‘ (L.) belveticus fishren zu mehr bioaktiven Peptiden. Thre Peptic ]
sen kénnen aber diese Peptide auch wieder abbauen (13). Nach Takano (14) ist &%
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Tabelle 2

l-_lerkunft, Aminosédure-Sequenz und physiologische Wirkung der bioaktiven Pep-
tide aus Milchproteinen (zusammengestellt nach 8-12)

Bioaktive Peptide Proteinquelle

Aminosédure-Sequenz

Physiologische
Wirkung

Casokinine

Opioide

a,-Kasein

B-Kasein

a-Laktalbumin
B-Laktoglobulin

23-27,23-34,25-27, 2834,
91-92, 142147, 157-164,
194-199

48-61,49-61, 50-61, 52-61,
53-61,54—61, 55-61, 56-61,
57-61,58-61, 59-61, 60-66,
74-76, 84—86, 108-113,
140-143, 169174, 177-179,
177-181, 177-183, 179~181,
181-183, 193198, 193-202
18-19, 50-53

102-103, 102-105, 104105,
142148, 146-149, 147-148,
148-149

ACE-hemmend

ACE-hemmend

ACE-hemmend
ACE-hemmend

(X—Casomorphine o, -Kasein 90~-95, 90-96, 91-96 Opioidagonisten
B-Casomorphine B-Kasein 60-62, 6063, 60-64, 60-65,  Opioidagonisten
60-66, 6067, 60-70
Casoxine x-Kasein 25-34,33-38,34-38,35-38, Opioidantagonisten
35-42,58-61
a-Laktorphin «a-Laktalbumin  50-53 Opioidagonist
p-Laktorphin B-Laktoglobulin 102-105 Opioidagonist
Laktoferroxin Laktoferrin 313-323 Opioidantagonist
Phosphopeptide  a,;-Kasein 43-58,59-79, 6674 mineralbindend
B-Kasein 1-25, 7-18, 29-41, 3348 mineralbindend
Casoplateline k-Kasein 103-111, 106112, 106—116,  antithrombotisch
112-116,113-116
Laktoferrin 39-42 antithrombotisch
ImmunOpeptide a,-Kasein 194-199 immunstimulierend
8-Kasein 1-25, 23-34, 28— 34, 6066, immunstimulierend
6368, 191-193, 191-199,
193-202
a-Laktalbumin 1820, 50-51 immunstimulierend
Isradicin a,;-Kasein 1-23 antimikrobiell
Casocidin a-Kasein 165-203 antimikrobiell
Lakroferricin Laktoferrin 17~-41 antimikrobiell
B-Kasein 1-25, 60-66 cytomodulierend
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Primirproteolyse werden die Kaseine durch Proteinasen zu grosseren Peptiden
gespalten. Die wichtigen Proteinasen sind dabei:

- Chymosin

— Plasmin

—  Proteinasen der Rohmilchflora (bei Rohmilchkise)

— Proteinasen der Starterkulturen

Chymosin wird bei der Herstellung von Hartkise wihrend des Brennens des
Kisebruches inaktiviert, die Primirproteolyse wird deshalb stark vom Plasmin
geprigt. Letzteres wird zwar einerseits durch die Erhitzung der Milch inakuviert,
anderseits ist aber die Plasmin-Aktivitit nach der Milcherhitzung dennoch hiufig
hoher, weil dabei Plasminogen zu Plasmin aktiviert wird. Durch das Plasmin wird
das B-Kasein schneller hydrolysiert als das a,-Kasein. Chymosin spaltet bevorzugt
das a-Kasein (17). Die Bildung von bioaktiven Peptiden ist deshalb sehr stark vom
Brennen des Kisebruches abhingig: in gebrannten Hartkisen ist cher mit bioakti-
ven Peptiden aus dem B-Kasein und in Halbhartkisen mit solchen aus dem au-
Kasein zu rechnen. Falls das Chymosin beim Brennen nicht inaktiviert wird, ist der
Ubergang in den Kise stark pH-abhingig: je tiefer der pH-Wert beim Abfiillen,
desto héher der Chymosin-Gehalt im Kise.

Verschiedene Keime der Rohmilchflora wie Pseudomonas oder Bacillus spp-
sind starke Proteinase-Bildner. Bei den Starterkulturen ist die Proteinase-Aktivitat
sehr unterschiedlich. Bei mesophilen Kulturen ist die Aktivitit eher hoher als b
thermophilen Kulturen. Unter den thermophilen Milchsiurebakterien ist die Akuo-
vitit bei L. helveticus hoher als bei den Subspezies von L. delbrueckii oder Str. ther-
mophilus (18).

Im Rahmen der Sekundirproteolyse werden anschliessend die grosseren Peptide
durch die Wirkung der Peptidasen schrittweise verkleinert. Dabei werden die end-
stindigen Aminosiuren sehr unterschiedlich schnell abgespalten. Dies bewirkt, dass
einzelne Peptide im Kise sehr rasch weiter abgebaut werden, wihrend andere Pep-
tide linger vorliegen oder sogar akkumuliert werden kénnen. Die Starterkulturen
sind die weitaus wichtigsten Peptidase-Bildner, womit die Sekundiirproteol)’Se im
Kise deshalb von der eingesetzten Starterkultur beeinflusst wird (18).

Die gesamte Proteolyse ist stark abhingig vom Wassergehalt, pH-Wert, Salzge-
halt im Kise und von der Reifungszeit. Auch die Reifungstemperatur ist von gros”
ser Bedeutung, insbesondere fiir die Primirproteolyse. Deshalb erstaunt es nicht,
dass die nachgewiesenen Peptide zwischen den verschiedenen Arbeiten stark diffe-
r‘ieren konnen. Hinzu kommt noch, dass die Peptide sowohl aus dem wasserlos-
lichen wie auch wasserunldslichen Extrakt isoliert und identifiziert werden. Dabei
beschrinkten sich diese Studien mehrheitlich auf Cheddar, Blauschimmelkise, Par-
migia_no_Reggiano und Grana Padano sowie Serra da Estrela und Feta (19)- Doch
auch in Emmentaler konnten mehr als 100 wasserlosliche Peptide aufgetrennt wer
den (20) und von Gagnaire et al. (21) wurden 91 Peptide im Alter von 4, 13, 36 und
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50 Tagen identifiziert, von denen die meisten vom ay;- (n=51) und B-Kasein (n=28)
und einige wenige vom a;- (n=9) und x-Kasein (n=1) herstammen (Tab. 3).

Tabelle 3
Aminosauresequenz der im Saft von Emmentaler im Alter von 4, 13, 36 und
50 Tagen nachgewiesenen Peptide (21)

as-Kasein as-Kasein B-Kasein k-Kasein
1-6,1-7,1-8, 1-9, 1~13, 1-21,1-24 1-6,1-28 20-24
1-14,1-16,1-21, 1-22, 1-23  7-21 7-14,7-28
3-9,3-14 16-19 8-28
4-7,4-9,4-13,4-14 35-66 11-14, 11-28, 11-29,
5-21,5-24 116-122 11-322
6-9,6-13,6-14,6-21,6~24  153-162 12-28
7-13,7-14,7-16, 7-23 184-188 13-28

8~13,8~14, 8-23 194-199 15-25,15-28

9-14 16-25,16-28
10-14,10-16, 10-23 18-25

14-21,14-23 29-31

15~19, 15-21, 15-23 33-52

16-21,16-22, 16-23 64—67, 6468, 64-69
17-23 74-79,74-82

19-23 §2-88

24-30 95-102, 95-107
25-30,25-32 193209
31-34,31-35 199-202

32-35

34-38

Bei den fety markierten Peptiden handelt es sich nach Gagnaire et al. (21} um Phosphopeptide, beim kursiv r_nark.‘gr-
ten Peptid um Isradicin und bei den unterstrichenen Peptiden um solche, aus denen maoglicherweise noch bioaktive
Peptide entstehen kdnnten.

Die Situation mit den Peptiden in Kise wird dadurch noch komplexer, dass die
Proteolyse einen dynamischen Prozess darstellt und wihrend einer fiir jeden Kase
unterschiedlichen Reifungsdauer ablaufen kann. Das zeigt sich deutlich in den vor-
erwihnten Untersuchungen von Gagnaire et al. (21) sowie von Fervanti et al. (22).
Haben die ersteren Autoren Emmentaler im Alter von 4, 13, 36 und 50 Tagen auf
das Vorkommen von Peptiden untersucht (Tab. 3), dehnten die letzteren ihre Unter-
suchungen bei Grana Padano auf das Alter von 14 und 38 Monate aus. Im jiingeren
Grana Padano fanden sie 30 vom B-, 44 vom ay;-, 13 vom a.- und 3 vom k-Kasein
abstammende Peptide und im ilteren handelte es sich bei 5 von 8 (B), 15 von 27
(o), O von 1 (as2) und 1 von 2 (x) noch vorhandenen Peptide um neu entstandene
Pepride,

Akuyelle Untersuchungen zeigen, dass unter den in Kisen vorhandenex} Pepu-
den auch natiirlicherweise verschicdene bioaktive Peptide und deren Vorstuten vor-
kpmmen konnen. Auch Molke und Molkenproteinhydrolysate sind eine poten-
zielle Quelle fisr bioaktive Peptide (23-25).

Mite. Lebensm, Hyg. 94 (2003) o



Bioaktive Peptide in Kase

Der Vergleich der von Gagnaire et al. (21) nachgewiesenen Peptide im Emmen-
taler mit den bekannten aus dem Milchprotein abstammenden bioaktiven Peptiden
(Tab. 2) zeigt, dass auch in Kise mit verschiedenen bioaktiven Peptiden zu rechnen
ist (Tab. 3). Da es sich in dieser Studie um relativ junge Emmentaler handelt, kénnen
im weiteren Verlauf der Kisereifung aus cinzelnen der aufgefithrten Peptide wie
auch aus den noch nicht abgebauten Kaseinen zusitzlich bioaktive Peptide entste-
hen. Denn nach Korbonen und Piblanto-Leppili (7) verfiigen Milchsaurebakterien
iiber ein Transport-System fiir Aminosiuren, Di- und Tripeptide sowie Oligopep-
tide bis zu 18 Aminosiuren. Lingere Oligopeptide, die nicht absorbiert werden
konnen, sind demnach eine potenzielle Quelle fiir die Bildung von bioaktiven
Peptiden durch intrazellulire Peptidasen, die nach der Autolyse freigesetzt werden.

ACE-hemmende Peptide

Der Mechanismus der ACE-Hemmung ist in Abb. 2 dargestellt. Das ACE kats-
lysiert die Umwandlung des Angiotensins I (Dekapeptid) in Angiotensin II (Okta-
peptid), das stark gefissverengend (vasokonstriktorisch) und damit blutdruckstei-
gernd wirkt. Gleichzeitig hemmt es die Aktivierung des inaktiven Bradykinins, das
gefisserweiternd (vasodilatierend) und damit blutdrucksenkend wirkt. Aus der

Hemmung des ACE durch ACE-hemmende Peptide resultiert deshalb eine Blut-
drucksenkung.

Wirkung ACE-System Hemmung ACE-System
inaktiviertes Bradykinin Angiotensin {naktiviertes Bradykinin Angfotensin |
ACE — | | ~e ACE 5~ ¥
Aktiviertes Bradykinin Angiotensin Aktiviertes Bradykinin\/AngiOtEf’Si" H
1 l bioaktives Peptid
Erweiterung Blutgefasse Verengung Biutgefasse | Erweiterung Blutgefasse Verengung Blutgefasse
Senkung Biutdruck Erhohung Blutdruck Senkung Blutdruck Erhohung Blutdruck

Abbildung 2 Mechanismus der ACE-Hemmung:
Das Angiotensin-Umwandiungs-Enzym {ACE) katalysiert die Um-
wandlung des inaktiven Angiotensins | zu Il und hemmt diejenige des
inaktivierten Bradykinins (links). Bioaktive Peptide unterbinden die

Wirkung des ACE (rechts).

ACE-hemmende Peptide (Casokinine aus - und B-Kasein) wurden bereits

mehrfach in Milch nachgewiesen (11). In Milch, die mit L. delbrueckii ssp- bﬂlg“.ﬁ'
cus SS1 oder L. lactis ssp. cremoris FT4 fermentiert wurden, konnten 34 Peptide
gefunden werden, davon waren 26 resp. 16 mit einer ACE-hemmenden Wirkung. In
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der ersten waren es Peptide des B-Kaseins mit der Sequenz 6-14, 7-14, 73-82,
71-82 und 75-82 und in der zweiten 7—14, 47~52 und 169-175 (B-Kasein) und
155-160 und 152-160 (k-Kasein). Diese Peptide waren gegeniiber einer weiteren
Proteolyse wihrend der Herstellung oder durch Trypsin und Chymotrypsin resis-
tent (26). Auch Nakamura et al. (27) fanden in Sauermilch, die mit L. hefveticus und
Saccharomyces cerevisiae fermentiert wurden, zwei ACE-hemmende Peptide mit
der Aminosiuresequenz Val-Pro-Pro und Ile-Pro-Pro, die in der Primirstruktur
des B-Kaseins (74-76, 84-86) und x-Kaseins (108-110) vorkommen. Milch, die
mit zwei Stimmen von L. helveticus (CHCC637 und CHCCé41, Hansen) fermen-
tiert wurden, enthielt ACE-hemmende Peptide, nicht aber mit L. lactis CHCC1448
(Hansen) fermentierte Milch (28). Der bereits erwihnte finnische Milchdrink wird
mit L. helveticus LBK-16H hergestellt und enthilt die Peptide Val-Pro-Pro (VPP)
und Ile-Pro-Pro (IPP) (15). In Milchprodukten mit einer schwachen Proteolyse
(Joghurt, Quark, Frischkise) war die ACE-hemmende Aktivitit gering (29). Im
weiteren wurden blutdrucksenkende Peptide auch in Protease-behandelten Mol-
kenprotein (23), Sauermilch (30) und in einem mit L. helveticus CPN4 fermentier-
ten Joghurt-ihnlichen Produkt (31) gefunden. Da L. lactis ssp. cremoris wie auch
‘L. helveticus bei der Fabrikation von Kisen zum Einsatz gelangen, kann also auch
in Kdsen mit dem Vorkommen von diesen Peptiden gerechnet werden, was auch
Inzwischen mehrfach bestitigt wurde. _
Bereits 1992 bezeichneten Addeo et al. (32) Parmigiano-Reggiano als eine
QUeHe fiir Peptide mit potenziell blutdrucksenkender Wirkung. Auch in a.nderen
f‘aﬁenischen Kisesorten (Mozzarella, Italico, Crescenza, Gorgonzola) (4) wie 3‘f‘:h
n finnischen Kisen (33) wurden ACE-hemmende Peptide gefunden. Diese Peptide
6"{1€ﬂ auch die Endo- und Exopeptidasen von Milchsiurebakterien hemmen und
Somit dje Kisereifung beeinflussen. Im wasserloslichen Extrakt von Crescen;a
Wutde das Peptid mit der stirksten ACE-Hemmung als Sequenz aus dem 3'K_355'"
(8-CN 38-72) identifiziert und enthilt somit die Sequenz des B-Casomorphins-7
(B-CN 60-66) (4). Dieses ACE-hemmende Peptid kann die Akiivitit von Endopep-
Udasen und Aminopeptidasen, nicht aber der X-Prolyl-Dipeptidyl—Amxriogepn-
¢ von Laktokokken hemmen (34). Im weiteren wurden im Wasserlgshchep
Extrake von Norvegia, Jarlsberg, Cheddar und Blauschimmelkisen I.’eP“df mit
Ciner ACE-Hemmung nachgewiesen. Es handelte sich dabei um PCP“de_ mt c!er
Sequens, 58-72,193-209 und 194-209 des B-Kaseins (35). Dabei soll es sich beim
lifagment 193-209 um ein Bitterpeptid handeln (36, 37), das durch eine intrazellu-
are Oﬁgoendopeptidase von Lactococcus lactis abgebaut werden kann (38).
| Nach Meise/ et 41 (29) stieg in gereiften Kisen (Camembert, Edamer, Er.nmema-
% Gouda, Harzer, Leerdamer, Roquefort, Tilsiter, Cheddar, Parme§an) die ACE-
Mmende Aktivitit mit zunehmender Proteolyse bis zu einem Optimum an (Ver-
dltnis. der freien zu peptidgebundenen Aminosduren ungefihr 0,5) und sapk
nschliessend wieder ab. Aus der Analyse des wissrigen Extraktes von Gf)udz-l. mitt-
eren Alters folgerten sie, dass viele verschiedene, kleine Peptide (2-4 Aminosiuren)

HL Lebeg, 43
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fiir die ACE-hemmende Aktivitit verantwortlich zeichnen. Auch in den Untersy-
chungen von Saito et al. (39) war die ACE-hemmende Aktivitit in Gouda nach
24 Monaten kleiner als nach 8 Monaten. Diese Autoren stellten zudem bei Ratten, die
mit den isolierten ACE-hemmenden Peptiden gefiittert wurden, eine Abnahme des
Blutdrucks fest. In diese Untersuchungen wurde unter anderem auch ein Schweizer
Emmentaler einbezogen. Letzterer wies aber im Vergleich mit den anderen Kasesor-
ten (Gouda, Edamer, Havarti, Camembert, Blauschimmelkise) nur eine mittlere
ACE-Hemmung auf. Die stirkste Hemmung bewirkte Gouda. Unter den vier is0-
lierten Peptiden aus dem 8 Monate alten Gouda wiesen zwei (o;-Kasein 1-9 und
B-Kasein 60-68) eine wirksame ACE-hemmende Aktivitit auf. Auch aus Emmen-
taler konnte ein Peptid mit der Sequenz 1-9 des ay-Kaseins isoliert werden (40).
Dionysius et al. (41) wiesen blutdrucksenkende Peptide in Cheddar und Feta
(Laktoferrin 288-289 und 319-320), nicht aber in Swiss, Camembert und Blau-
schimmelkise nach.

Ryhinen et al. (33) entwickelten mit einem Gemisch von handelsiibliches
Starterkulturen (12 verschiedene Stamme von Lactococcus sp., Leunconostoc Sp-
Propionibacterium sp., Lactobacillus sp., L. acidophilus und Bifidobacterium sp)
eine neue Kisesorte, die sie Festivo nannten und die sich durch verschiedene ernih-
rungsphysiologische Vorteile auszeichnete: probiotische Mikroorganismen, redt{-
zierter Fettgehalt und ACE-hemmende Peptide. Die ACE-Hemmung stieg mit
fortschreitender Proteolyse an, erreichte nach 13 Wochen thren Hohepunkt und
nahm anschliessend wieder ab. Die drei Peptide mit der stirksten Hemmung wurde
als N-terminale Peptide des ay,-Kaseins identifiziert: (a;-CN 1-9), (a-CN 1-7)
und (a;;-CN 1-6). Diese Autoren folgerten, dass Peptide aus der Primirproteol.yse
durch das Chymosin in der Folge durch Peptidasen der Starterkulturen wetter
hydrolysiert wurden.

Nach Gomez-Ruiz et al. (42) sind verschiedene Pepride fiir die ACE—hemmeflde
Wirkung von 8 Monate altem Manchego, aus Schafmilch hergestellt, verantword{_ch'
Aus dem wasserldslichen Extrakt konnten zehn Peptide aus dem o -Kasein, 1o
aus dem a,-Kasein und sechs aus dem B-Kasein identifiziert werden und eif
Dipeptid kann aus verschiedenen Kaseinen herstammen. Diese Autoren ermitteltef
zudem in Kise aus roher Milch eine stirkere ACE-Hemmung als in Kase aus pas-
teurisierter Milch. .

In einem Proteinhydrolysat eines Seetangs wurden sieben Dipeptide mit etner
ACE-Hemmung bei spontan hypertensiven Ratten nachgewiesen: Val-Tyr, Te-Ty®,
Ala-Trp, Phe-Tyr, Val-Trp, lle-Trp und Leu-Trp (43). Von diesen sind nur die dre}
Peptide Ala-Trp, Phe-Tyr und Leu-Trp in der Struktur eines Kaseins, c!es

a,i-Kaseins, vorhanden, sodass diese Dipeptide wihrend der Proteolyse im Kis
entstehen konnten.

- Mitt. Lebensm. Hyg M (2003)



Casomorphine

B-Casomorphine haben eine agonistisch opioide Wirkung und sind resistent
gegeniiber der Wirkung von Verdauungsenzymen. Die Bezeichnung «opioid» wird
fir alle natiirlichen und synthetischen Substanzen verwendet, die eine mit Morphin
vergleichbare Wirkung haben. Casomorphine kénnen die Darmpassage verlingern
und dadurch Diarrhoe bekimpfen (11).

Die biologisch aktive Sequenz der Casomorphine besteht aus sieben Aminosiu-
ren (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile) aus dem B-Kasein (B-CN 60-66). Das gesamte
Peptid wird B-Casomorphin-7 genannt, und es kann schrittweise zu weiteren Caso-
morphinen abgebaut werden. Biologische Aktivitit wurde bis zum B-Casomor-
phin-3 (Tyr-Pro-Phe) nachgewiesen. Das Dipeptid Tyr-Pro weist keine Bioaktivitit
mehr auf. Die Casomorphine fallen durch ihren hohen Anteil an Prolin auf. Das
Prolin verhindert auch den Abbau im Verdauungssystem durch Pepsin, Trypsin und
Chymotrypsin. Leider verfiigen Milchsiurebakterien iiber verschiedene Prolin-spe-
zifische Peptidasen (z.B. Pep-X) und konnen deshalb B-Casomorphine abbauen
(44). Es gibt jedoch grosse Unterschiede zwischen den verschiedenen Kisesorten, so
scheint Pep-X in Cheddar nur eine marginale Rolle zu spielen (45). Ein Mutant von
L. helveticus, der keine X-Prolyl-Dipeptidylaminopeptidase bildet, fihrte bei den
Untersuchungen von Matar und Goulet (46) zu einem hoheren Gehalt an B-Caso-
morphin-4.

Addeo et al. (32) wiesen in Parmigiano Reggiano (nach 2, 6 und 15 Monaten)
Vorstufen von B-Casomorphinen nach. In 14 Monate altem Grana Padano fanden
Ferranti et al. (22) sieben bioaktive Vorliufer-Peptide des p-Kaseins, welche die
Sequenz 60-66 enthielten (57-68, 5772, 58-72, 57-76, 58~76, 5772, 57-77). In
einem 38 Monate alten Kise waren diese nicht mehr vorhanden, was darauf hin-
weist, dass diese Peptide der Wirkung der Kise-Enzyme nicht widerstehen konn-
ten. In diesem Kise war nur noch das Peptid 60~72 vorhanden, so dass anzunehmen
ist, dass es das Endpeptid dieser B-Kasein-Vorliufer ist.

In Cheddar, Swiss, Blauschimmelkise, Brie und Limburger fanden Muehlen-
k“f”l’ und Warthesen (44) keine B-Casomorphine. Sie konnten experiment.ell auf-
zeigen, dass B-Casomorphine unter den Bedingungen (pH, NaCl), wie si¢ in Ki§e
vorkommen, durch Peptidasen der Starterkultur (Lactococcus lactis ssp. cremors)
abgebaut werden, Dagegen fanden Jarmolowska et al. (47) im Peptidextralft von
Brie sowie von Kashkaval und Camping-Kise eine Opioid-Aktivitit, aber nicht in
Tilsiter. Sie isolierten sodann aus Brie 0,5 bis 1,5 mg/100 g B-Casomorphin-7. Ein-
zig in Cheddar fanden Dionysius et al. (41) B-Casomorphin-3, nicht aber in Edamer,
Swiss, Feta, Camembert und Blauschimmelkise. In Edamer (mit oder ohne Zusatz
von Bifidobakterien) hingegen wiesen Sabikhi und Mathur (48) B-Casomorphin-3
n e.iner Konzentration von etwa 35 mg/100 g nach, wobei der Gehalt im Verlauf der
érexmonatigen Reifung leicht abnahm. Weder B-Casomorphin-5 noch Morphicep-
tn (B-Casomorphin~4-Amid) konnten in hoheren Mengen nachgewiesen werden,
Was mit einem proteolytischen Weiterabbau durch Peptidasen der Starterkulturen
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erklirt wurde. In kommerziell erhiltlichem Edamer wurden 64 mg/100 g B-Caso-
morphin-3 nachgewiesen.

Haileselassie et al. (49) fanden in Enzym-modifiziertem Kise B-Casomorphin-
7, falls bei der Fabrikation einzig Neutrase® eingesetzt wurde. Wurden zusitzlich
noch Enzyme von L. casei zugesetzt, konnte kein B-Casomorphin-7 mehr nachge-
wiesen werden. Die Autoren erklirten dies mit einem Abbau durch die Peptidasen
von L. casei.

Phosphopeptide

Phosphopeptide bilden Chelate mit Ca?*, Zn*, Mn?* und Fe?* und verbessem
dadurch deren Aufnahme. Sie haben zudem eine antikariogene Wirkung (7), for-
dern die Knochendichte und haben dadurch eine priventive Wirkung gegen Osteo-
porose (50).

Addeo et al. (32), Roudot-Algaron et al. (51) und Singh et al. (45) wiesen in Par-
migiano Reggiano, Comté bzw. Cheddar verschiedene Phosphopeptide nach. Gag-
naire et al, (21) fanden in relativ jungem Emmentaler 17 verschiedene Phosphopep-
tide (Tab. 3) und Ferranti er al. (52) identifizierten in 14 Monate altem Grana
Padano 45 verschiedene Phosphopeptide in einer Konzentration von etwa 15 g/kg
Kise, dabei stammten 24 vom B-Kasein, 16 vom a,;-Kasein und 5 vom a-Kasein
Diese Peptide wurden durch das Plasmin gebildet und durch Peptidasen der Starter-
kulturen weiter verkiirzt. Deutsch et al. (18) stellten fest, dass I’hosphOPePtide
durch thermophile Milchsiurebakterien nur sehr langsam hydrolysiert werden.

Phosphopeptide konnen in Kise durch die saure Phosphatase dephosphor}’lien
werden (45, 51). So wurden in jungem Emmentaler die Peptide mit der Aminosiure-
sequenz 12-28, 13-28, 15-28 und 15-25 des B-Kaseins dephosphoryliert (1.
Diese Phosphatase kommt in der Milch vor und wird zudem auch von verschiedenen
Milchsiurebakterien gebildet. Lavanchy und Biiblmann (53) fanden in verschiedenen
Schweizer Kisesorten allerdings einen hohen Gehalt an Phosphoserin, was darauf
schliessen lisst, dass die Aktivitit der sauren Phosphatase begrenzt ist'.

Andere bioaktive Peptide

Die Wirkung der bioaktiven Peptide auf das Immunsystem und dessen Stim\lli‘?'
rung durch diese Pepride ist dusserst komplex (7). Dionysius et al. (41) konnten ¢1¢
immunstimulierenden Peptide mit der Aminosiurensequenz 193-209 und 192-209
des B-Kaseins in allen untersuchten Kisesorten (Cheddar, Edamer, Swis$, Fetd,
Camembert und Blauschimmelkise) nachweisen. Auch in jungem Emmemalel'
wurde ein immunstimulierendes Peptid (193209 des B-Kaseins) gefunden (Tab.3)
Ebenso konnen Phosphopeptide immunstimulierend wirken (6). Im weiteren 1%

den Dionysius et al. (41) in Blauschimmelkise ein Peptid gegen Gedichtaisschwu?
(B-CN A1 59-67).

*Wahrscheinlich handelt es sich bei dem freien Phosphoserin um Phosphopeptide (54)
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Zu den bioaktiven Peptiden zihlen auch antimikrobiell wirkende und cytomo-
dulierende Peptide (Tab. 2). Isracidin (0t,;-CN 1-23) wird durch Chymosin abge-
spalten und vermag Staphylococcus aureus und Candida albicans zu hemmen (55).
Es wurde in jungem franzosischem Emmentaler nachgewiesen (Tab. 3) und auch
dieses Peptid kann in Kise durch die Wirkung einer intrazelluliren Proteinase abge-
baut werden (56, 57). Peptide aus einem lyophilisierten Extrakt von Gouda hemmen
die Vermehrung von Leukimie-Zellen (58). Aus Edamer wurde ein Peptid mit der
Sequenz 47-52 des B-Kaseins isoliert, das in einem in vitro-Caco-2-Zellmodell die
Absorption von B-Laktoglobulin hemmte (59).

Haben bioaktive Peptide in Kiise eine physiologische Wirkung?

Zur Frage, ob bioaktive Peptide in Kise eine physiologische Wirkung beim Tier
und/oder beim Menschen ausiiben, liegen Daten zu den Phosphopeptiden im
Zusammenhang mit der Kariesprivention vor. Dass Kise eine antikariogene Wir-
kung aufweist, wurde bereits mehrfach aufgezeigt (60). Dabei wirkten verschiedene
Kése unterschiedlich auf die durch eine 10 %ige Saccharose-Losung bei Ratten ver-
ursachten starken Zahnschiden und dicken Belige. Mit Brie, Edamer, Esrom, Har-
zer, Havarti, Limburger, Mozzarella, Parmesan und Tilsiter nahmen die Belagfli-
chengrosse und das Ausmass des Kauflichenabriebes, der Zahndefekte und der
Fissurenkaries ab, wihrend Butterkise, Camembert, Cheddar, Doppelrahmfrisch-
kise, Emmentaler, Greyerzer und Schafkise das Ausmass der Zahndefekte nicht
beeinflussten sowie mit jungem und alten Gouda, Roquefort und Stilton nur das
Ausmass der Belige abnahm (61). Diese Wirkung kann auf das Vorkommen von
Phosphopeptiden in Kise zuriickgefiihrt werden. Dabei komplexieren Kaseinphos-
phopeptide mit amorphem Kalziumphosphat und konnen verwendet werden, um
das Kalziumphosphat in den Zahnplaques zu lokalisieren und den Zahnschmelz zu
remineralisieren (62—64). Dagegen beeinflussten Kaseinphosphopeptide in fermen-
tierter Milch den Kalziumstoffwechsel von postmenopausalen Frauen nicht (65).

Fir die tbrigen bioaktiven Peptide in Kise wie beispielsweise den ACE—hen?-
menden Peptide sind physiologische Wirkungen in Analogie zu anderen Daten wie
den mit Sauermilchprodukten erzielten Resultaten zu erwarten. In Versuchen mit
Spontanen hypertensiven Ratten (28, 66—68) wie auch beim Menschen (69, 70)
konnte eine blutdrucksenkende Wirkung der mit L. helveticus-Stimmen hergest‘elL
ten Sauermilchprodukte — in diesen wie der Sauermilch Calpis™ (27) und dem fer-
mentierten Milchdrink Evolus® (15) wurden blutdrucksenkende Peptide gefunden
~ festgestellt werden. In placebo-kontrollierten Versuchen erhielten im einen Falle
30 altere Versuchspersonen mit Bluthochdruck tiglich wihrend acht Wochen 95 m!
Sauermilch (69) und im anderen Falle 39 Patienten wihrend 21 Wochen
1.50 mlmit L. helveticus LBK-16H fermentierte Milch (70). In beiden Fillen konnte
eine signifikante Reduktion des systolischen und diastolischen Blutdrucks erzielt
Werden.
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Nach dem Verzehr von Milch? und Joghurt konnten im Magen und Zwdlffin-
gerdarm von erwachsenen Personen verschiedene Peptide nachgewiesen w.erden,
darunter auch bioaktive Peptide. Beim Auftreten dieser Peptide bestehen zwischen
Milch- und Joghurtverzehr einige markante Unterschiede, die auf die Fermenta-
tionsvorginge im Joghurt, die unterschiedliche Passagerate von Milch und ]oghur.ty
die Wirkung von Trypsin, Chymotrypsin und Carboxypeptidasen sowie die
Absorption im Darm zuriickzufithren sind (Tab. 4). In der gleichen U.r1tersuch1{ng
(71) wurde sodann im Plasma das k-Kaseinmakropeptid (106-169), bei dem es.sxch
um ecinen Inhibitor der Plittchenaggregation handelt (72), und das N-terminale
Peptid des ay-Kaseins (1-23 [Isradicin] nach 20 min und 1-21 nach 40 min) gefun-

Tabelle 4

Im menschlichen Magen und Zwélffingerdarm identifizierte Kasein-Peptide nach
Milch- oder Joghurtverzehr (71)

Zeit Ausgangsprotein A
ag-Kasein B-Kasein x-Kasein
Milch Joghurt Milch Joghurt Milch Joghurt
Magen
20 riin 4-15 24-35.. 1-12 94-105.. 106-117  106-117-
35-49 70-82.. 29-41 164-175.. 106-117..
143-153 30-41.. 107-118..
180-191.. 33-44..
106-120
107-114
1h 6-17.. 106-117..
29-40..
164-175..
4h 120-131 164-175.. 106-117.. 106-117-
143-149
Zwilffingerdarm
20 min 25-32 7-18.. 107-113
28-35 83-93
106114 84-92
133-138 114-119
144-149
174-184
40 min 14-18.. 1-12.. 107-115
174-184 7-16
145-156..
155-165..
+h 69-80.. 106-115

ohne ..=komplettes Peptid; mit ..=N-terminale Sequenz des Peptides . tiden.
Bei den fett markierten Sequenzen handelt es sich um bioaktive Peptide ader um Vorlaufer von bioaktived Pep!

. . . er
“Die verabreichte Magermilch, aus der auch Joghurt hergestellt wurde, wurde aus Milchpulv
rekonstitutert
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r
den (71). Bei Neugeborenen wie aucll: F)ei IIZ)rwef:ihsenzrli ;:Vrig::n?ég—hcﬁiii;i;ﬁ:_
i ie auch im Plasma bioaktive Peptide na : -
:Em?ljg:alzziez Material im Diinndarm von Er.wachsenen (73) un.d von Il)lle;,:fne:(::n
nen Kilbern (74), ein antithrombotisches Peptid aus dem K_Kzse}ztlr:;uminal 76
Neugeborenen (75) und immunreaktives .Kastammakrope.ptlh 1 hopeptide (7,
sowie in den Ausscheidungen von Heostomlepatlentf:n Kaseinp osphop ichiedene

Kise ist ein vorverdautes Lebensmittel und enthilt (}esha}b berelt.s vr:Ch Y
bioaktive Peptide. Auch wihrend der Verdauung der. Kalsi:i kf)f}l]ﬂ;& ::Zher wie Jog.
und Joghurtverzehr weitere Pepude entste.hen, dabei wird sic e Risoreiung o
hurt verhalten. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, daslsl lle) b8
dynamischer und teilweise ein lange dauernder Prqzess darste ; : an e e
dabei entstehenden Peptide zu noch kleineren Peptiden und zu freie
abgebaut werden.

Folgerungen ~ s d o olg ver-

Bioaktigve Peptide, die natiirl icherweis? im I?ase vorkomx}?‘?n%s;ndzellln:rfiflef Die
sprechende Maglichkeit, um am Markt eine hf)here WCHS(II opschv%reizer Kiisesorten
vorliegende Literaturiibersicht zeigt, dass auch. in trad1t19ne en L o Tan
mit dem natiirlichen Vorkommen von bioaktiven Pteptxden gerez I;) R

Ein interessanter Aspekt ist sicher auch der El.ns.atl Vozrb;eiten im Vergleich
Kiseherstellung. Diesem Keim wird in vielen Pubhz.len?n die Bildung von bioak-
mit anderen Milchsiurebakrerien ein grosseres Potenll;] qur _:ewﬁre auch aus wirt-
tven Peptiden zugeschrieben. Der Einsatz von L. be vet’lc - en verspricht.
schaftlicher Siche interessant, da er die Proteolyse zu beschleunig

Zusammenfassun . P hiedener
Wihrend der K:’igereifung entsteht aus den .Kasemt?n emn :l::r?}:lu‘;.e‘zz wird in
Peptide. Finige davon weisen giinstige biologische Elgeni{c ape tiden, Casomor-
dieser Ubersich iiber das Vorkommen von ACE-hemmen ;ndasl: sich die Kise in
phinen und Phosphopeptiden in Kise berichtet. .Es zeigt sic h,eiden  Srunen. Damit
Bezug auf das Vorkommen von bioaktiven Peptiden unterse von Nihrstoffen
erweist sich der Kiise als ein Lebensmittel, das ﬂeb‘fn der Lieferung
noch zusdtzliche interessante Eigenschaften aufweist.

Résume ides différents se constituent 2
Durant l’affinage du fromage, de nombreux pel?tl esd ropriétés biologiques
Partir des caséines. Parmi ces derniers, certains ?Osséd;r?:,'t:xfs APCE, des casomor-
Vantageuses. [ 3 présente revue traite des peptides mhi zate que les fromages peu-
Phines et deg phosphopeptides dans le fromage. On cons bioactifs. Il s’avere ainsi
vent se différencier en fonction de la présence de pep nd?s e;xts d’autres propriétés
que fe fromage, en tant qu’aliment, posséde outre ses nutniments,
nteressanges.
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Summary “On the occurrence of bioactive peptides in cheese”

During the ripening of cheese, numerous different peptides are formed from
casein. Some of these peptides have advantageous biological properties. The present
review deals with ACE peptide inhibitors, casomorphins and phosphopeptid?s in
cheese. Cheeses may be differentiated as a function of their bioactive peptides.
Cheese, as a food, possess additional interesting properties besides nutrients.

Key words )
Cheese, Bioactive peptide, Antihypertensive peptide, Casomorphin, Phosphopeptide
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