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1 Streszczenie

W ostatnich latach znaczaco wzrasta przemystowe zainteresowanie bioaktywnymi
peptydami pochodzacymi z zywnosci. Potencjalne ich zrodio stanowig surowce pochodzenia
zwierzecego tj. jaja i mleko.

W zwigzku z powyzszym, celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie
1 optymalizacja metody wytwarzania bioaktywnych peptydow w skali przemystowej oraz
ocena wlasciwosci prozdrowotnych uzyskanych peptydow z biatek zoéttka jaja kurzego
1 serwatki z zastosowaniem hydrolizy enzymatycznej.

Dokonano oceny 1 wyboru pod wzgledem dostgpnosci i optacalnosci ekonomicznej
surowcOw do otrzymywania peptydow, przeskalowania metodyki otrzymywania
bioaktywnych peptydow ze skali laboratoryjnej do skali przemystowej, opracowania pod
katem uzyskania najwyzszej wydajnosci procesu hydrolizy bialek z zottka jaja kurzego
1 serwatki, jak rowniez przeprowadzono badania in vitro peptydow uzyskanych z tych biatek
pod katem ich potencjalnych wlasciwosci przeciwutleniajacych i przeciwbakteryjnych oraz
in silico w kierunku potencjalnych wtasciwosci prozdrowotnych.

Wykazano, ze efektywno$¢ hydrolizy enzymatycznej determinowana jest rodzajem
enzymu, stosunkiem enzymu do substratu, sposobem przygotowania matrycy, temperatura,
warto$cia pH, jak 1 wielkoscia wyodrebnionego peptydu oraz jego sekwencja
aminokwasowg. Zastosowanie papainy 1 pepsyny umozliwilo uzyskanie najwyzszego
stopnia hydrolizy biatek zottka jaja 1 serwatkowych. Wigkszo$¢ zidentyfikowanych
sekwencji peptydowych stanowity nowe peptydy, ktore wczesniej nie byly opisane ani
zdeponowane w bazach danych. Peptydy te posiadaty liczne wiasciwosci prozdrowotne,
w tym przeciwutleniajace 1 przeciwbakteryjne. Zastosowanie w procesie hydrolizy papainy
prowadzi do istotnego wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej otrzymanych mieszanin
peptydow, mierzonej testem z rodnikiem DPPH i kationorodnikiem ABTS. Mieszaniny te
odznaczaly si¢ rowniez silnym dzialaniem przeciwko Dbakteriom Gram (+).
Zoptymalizowane laboratoryjnie warunki hydrolizy umozliwity przeskalowanie procesu do

skali przemystowej, z zachowaniem oznaczonej aktywnosci biologicznej peptydow.

Stowa kluczowe: bioaktywne peptydy, zottko jaja, biatka serwatkowe, hydroliza



Summary

In recent years, industrial interest in food-derived bioactive peptides has significantly
increased. Potential sources of these peptides include animal-derived raw materials such as
eggs and milk.

Therefore, the aim of the doctoral dissertation was to develop and optimize a method
for the production of bioactive peptides on an industrial scale and to evaluate the
health-promoting properties of peptides derived from chicken egg yolk and whey proteins
through enzymatic hydrolysis.

The study involved assessing and selecting raw materials for peptide production based
on the availability and economic feasibility, scaling up the methodology for obtaining
bioactive peptides from laboratory to industrial scale, and optimizing the process to achieve
the highest efficiency of protein hydrolysis from egg yolk and whey proteins. Additionally,
in vitro studies were conducted on peptides derived from these proteins to evaluate their
antioxidant and antimicrobial properties, and in silico analyses were performed to investigate
their potential health benefits.

It was demonstrated that the efficiency of enzymatic hydrolysis is determined by the
type of enzyme, enzyme-to-substrate ratio, matrix preparation method, temperature,
pH value, as well as the size and amino acid sequence of the extracted peptides. The use of
papain and pepsin enabled the highest degree of hydrolysis of both egg yolk and whey
proteins. Most of the identified peptide sequences were novel, having not been previously
described or deposited in databases. These peptides exhibited numerous health-promoting
properties, including antioxidant and antimicrobial activities. The application of papain in
the hydrolysis process led to a significant increase in the antioxidant activity of the resulting
peptide mixtures, as measured by the DPPH radical and ABTS cation radical assays. These
mixtures also exhibited strong activity against Gram-positive bacteria. The optimized
laboratory hydrolysis conditions enabled scaling up the process to an industrial scale while

maintaining the determined biological activity of the peptides.

Key words: bioactive peptides, egg yolk, whey proteins, hydrolysis



2 Wykaz skrotow

Skrot Znaczenie

ACE Enzym konwertujacy angiotensyne

AT Angiotensyna

B. Bacillus

BAEE Ester etylowy Nq-benzoilo-L-argininy

BHA Butylohydroksyanizol

BHT Butylowany hydroksytoluen

BPs Bioaktywne peptydy

CaMPDE Fosfodiesteraza cyklicznych nukleotydéw zaleznych od kalmoduliny

Da Dalton

DH Stopien hydrolizy

DPP-III Dipeptydylopeptydaza 111

DPP-1V Dipeptydylopeptydaza IV

EtOH Etanol

EYPe Biatko zottka jaja po hydrolizie

EYPr Biatko zo6ttka jaja

g Gram

g Przy$pieszenie ziemskie

godz. Godzina

GRAS Ogolnie uznane za bezpieczne

HCCA:DHA Kwas alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy : Kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy

HMG-CoA 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzym A

HMGR Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylu

Hz Herc

kDa Kilodalton

kV Kilowolt

LC-MS Spektrometria mas sprz¢zona z wysokosprawng chromatografia
cieczowa

mg Miligram

min. Minuta

ml Mililitr

mol/dm? Stezenie wyrazone w molach na decymetr szescienny

nl Nanolitr

PI Publikacja I

PII Publikacja IT

PIII Publikacja I11

PAM Bialko zwigzane z inhibitorem Myc

PEP Prolylendopeptydaza

ppm Liczba cze$ci na milion

RD Rozprawa doktorska

TBHQ Tert-butylohydrochinon

TE Ekwiwalent troloksu

temp. Temperatura

U Unit (jednostka)




ul Mikrolitr

Vv Stosunek objetosciowy

W/W Wagowo/wagowy

WPI Izolat bialek serwatkowych




3 Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

Wraz z ewolucja zachowan konsumpcyjnych cztowieka, wzrasta zapotrzebowanie na
zdrowe 1 naturalne produkty spozywcze (Asioli i in. 2017, Le i in. 2023). Postep, ktory
dokonywat si¢ w nauce i1 przemys$le w ostatnich dziesi¢cioleciach, sprawit, ze w produkcji
zywno$ci dozwolonych do stosowania jest ponad 350 substancji dodatkowych
(Rozporzadzenie nr 1333/2008), wykorzystywanych w celu uzyskania pozadanego efektu
technologicznego, m.in. ksztattowania warto$ci odzywczej, cech organoleptycznych czy
przedtuzenia trwatos$ci. Wsrod tych zwigzkoéw znajdujg si¢ syntetyczne przeciwutleniacze,
w tym tert-butylohydrochinon (TBHQ) — E 319, butylohydroksyanizol (BHA) — E 320 czy
butylowany hydroksytoluen (BHT) — E 321, ktore sa czesto dodawane do zywnosci, aby
zapobiec jej przedwczesnemu zepsuciu (Rozporzadzenie nr 1129/2011, Kimatu i in. 2017).
Dhugotrwale spozywanie tych zwigzkdéw budzi obawy zwigzane z ich potencjalnymi
niebezpiecznymi skutkami dla organizmu czlowieka (Girgih i in. 2015, Kimatu 1 in. 2017,
Xu 1 in. 2021). W zwigzku z tym istotna jest identyfikacja naturalnych substytutow
syntetycznych przeciwutleniaczy. Liczne publikacje naukowe wskazuja na mozliwo$é
wykorzystania surowcoOw 1 produktow zwierzecych, roslinnych, jak 1 grzybowych do
produkcji biologicznie aktywnych peptydoéw i bialek, ktore w przysztosci beda w stanie
w duzej mierze zastapi¢ obecne stosowane zwigzki syntetyczne (Girgih 1 in. 2015, Liu 1 in.
2016, Kimatu i in. 2017, Nasri 2017, Ozuna 1 Ledén-Galvan 2017, Zamora-Sillero 2018,
Mardani i in. 2023).

Bioaktywne peptydy (BPs) stanowiag grupe zwiazkow  organicznych
charakteryzujacych  si¢ licznymi  wiasciwosciami  prozdrowotnymi, m.in.
przeciwdrobnoustrojowymi, przeciwutleniajagcymi, przeciwnowotworowymi,
immunomodulacyjnymi, hipotensyjnymi czy insulinomimetycznymi. BPs mozna uzyskac z
biatek podczas trawienia zotadkowo-jelitowego, fermentacji, hydrolizy enzymatycznej lub
w reakcjach chemicznych in vitro (Kimatu i in. 2017, Nasri 2017, Mardani 1 in. 2023).
Hydroliza enzymatyczna jest uwazana za szczegoOlnie wazng metod¢ pozyskiwania BPs,
poniewaz w porownaniu z metodami chemicznymi wymaga tagodnych warunkow reakc;i,
generuje niewiele niepozadanych zwigzkow ubocznych oraz umozliwia uzyskanie wysokiej
wydajnosci 1 jakosci produktu. Ponadto, posiada status GRAS (ang. Generally Recognized
As Safe), czyli jest uznana za bezpieczng. Jednakze, nalezy szczegdlnie podkresli¢, ze

podczas tego procesu istnieje mozliwos¢ modyfikacji — poprawy bioaktywnos$ci uzyskanych
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hydrolizatow biatkowych, co jest determinowane, m.in. rodzajem enzymu, czasem
przetwarzania, pH czy temperaturg (Jamil i in. 2016, Nasri 2017, Mardani i in. 2023).
Wskazuje si¢, ze bialka o wlasciwosciach przeciwutleniajacych czy przeciwbakteryjnych
1 ich pochodne hydrolizaty moga stanowi¢ naturalng i bezpieczng alternatywe dla
syntetycznych substancji, ktére pozostaja w organizmie przez dilugi czas, co moze
przyczyni¢ si¢ nawet do wystapienia choroby nowotworowej (Jamil i in. 2016, Xu i in.
2021).

W odpowiedzi na rosngce zainteresowanie nowymi zrodtami bioaktywnych peptydow
oraz metodami zwigkszania ich wydajnosci i bioaktywnos$ci, firma Biolive Innovation
Sp. z 0.0. aktywnie zaangazowala si¢ w dziatania badawcze w tym obszarze. Ukierunkowata
je na stworzenie catej gamy produktow — bioaktywnych peptydow o zweryfikowanych
wlasciwos$ciach, m.in. przeciwutleniajacych i przeciwbakteryjnych. W realizowanych przez
Spotke badaniach kluczowe jest stosowanie roznych protokotow enzymatycznych, ktore
umozliwiajg wybor optymalnych warunkéw procesu, dostosowanych do zrodta biatka i jego
charakteru. Celem jest zwigkszenie wydajnos$ci reakcji poprzez skrocenie czasu hydrolizy,
obnizenie kosztow procesu i uzyskanie pozadanych peptydoéw. Rozeznanie rynkowe
1 literaturowe wskazuje, ze obiecujacym obszarem do badan B+R jest opracowanie metod
wytwarzania peptydéw nie tylko ze zrédet roslinnych, ale takze zwierzecych, tj. serwatka
czy zottka jaj. Uzyskane w ten sposob peptydy moga znalez¢ zastosowanie jako sktadniki w
produkcji suplementow diety, dodatkéw do Zzywnos$ci oraz skladnikow fortyfikujacych
zywno$¢ o konkretnym zastosowaniu dietetycznym. Dla kazdego produktu, ktory moze by¢
wprowadzony na rynek, istnieje konieczno$¢ opracowania dedykowanych receptur
1 procedur testowych, co niesie za sobg wysokie koszty powstawania nowych produktow
(konieczno$¢ posiadania specjalistycznych urzadzen czy tez korzystanie z ushug
laboratoriow zewnetrznych) oraz znacznie wydluza czas wprowadzania innowacyjnych
produktéw na rynek. Biolive Innovation Sp. z 0.0., reagujac na sygnaty rynkowe, podejmuje
dziatania ukierunkowane na opracowanie metod wytwarzania oraz analiz¢ wlasciwosci

prozdrowotnych mieszanek peptydéw otrzymanych w skali przemystowe;.
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4 Hipotezy i cel rozprawy

Na podstawie potrzeb 1 problemu badawczego zgloszonego przez firm¢ Biolive
Innovation Sp. z 0.0. oraz dokonanego przegladu literaturowego sformutowano nastgpujace
hipotezy badawcze, ktore zweryfikowano w niniejszej rozprawie:

1. Biatka o réznym pochodzeniu, poddane hydrolizie, moga stanowi¢ zrodto

peptydow o wlasciwosciach bioaktywnych.
2. Wiasciwosci bioaktywne peptydow sg determinowane warunkami hydrolizy biatka.

3. Cennym surowcem do prowadzenia kontrolowanej hydrolizy, ukierunkowanej na
pozyskiwanie bioaktywnych peptydow o wlasciwosciach przeciwutleniajacych i

bakteriostatycznych, jest zoltko jaja oraz serwatka i produkty na jej bazie.

W zwigzku ze sformutowanymi hipotezami badawczymi, celem rozprawy doktorskiej
bylo opracowanie i optymalizacja metody wytwarzania bioaktywnych peptydéw w skali
przemystowej oraz ocena wlasciwosci prozdrowotnych uzyskanych peptydow z biatek

z6ttka jaja kurzego i serwatki.

Cele szczegdtowe badan obejmowaty:

e oceng 1 wybor pod wzgledem dostgpnosci i optacalnos$ci ekonomicznej surowcow do
otrzymywania peptydow,

e przeskalowanie metodyki otrzymywania bioaktywnych peptydow ze skali
laboratoryjnej do skali przemystowe;j,

e opracowanie pod katem uzyskania najwyzszej wydajnosci procesu hydrolizy biatek
z zottka jaja kurzego 1 serwatki,

e badania in vitro peptydow uzyskanych z biatek z zoéitka jaja kurzego i biatek
serwatkowych pod katem ich potencjalnych wlasciwosci przeciwutleniajacych
1 przeciwbakteryjnych oraz in silico w kierunku potencjalnych wlasciwosci
prozdrowotnych,

e opracowanie procedur produkcji peptydow z zottka jaja oraz bialek serwatkowych.

12



5 Struktura przeprowadzonych badan

5.1 Etapy weryfikacji hipotez badawczych

Weryfikacji hipotez badawczych dokonano poprzez wykonywanie odpowiednich
doswiadczen, analiz 1 opracowan, zgodnie z zalozeniami przedstawionymi w Tabeli 1.
Efekty dokonanej weryfikacji hipotez zatagczono w formie trzech publikacji, jak réwniez
nieopublikowanych wynikow badan i1 opracowan wilasnych, ktére lacznie stanowia

przedmiot rozprawy doktorskiej.
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Tabela 1. Etapy weryfikacji hipotez badawczych

Etap Hipoteza Zalozenia Publikacja

I 1 Przygotowanie przegladowej publikacji naukowej ﬂ foods o
przedstawiajacej aktualng wiedz¢ na temat metod
WyFwarzania pep,tydéw w pI'OCGSiC hydI'OllZY blalek ;“rnhrl n Hydrolysates Derived from Animals and Flanis—A
zwierzecych 1 ro§linnych oraz ocena ich aktywnosci Review of Production Methads and Antiozidant Activity
przeciwutleniajacej. bttt - 2% Wy Gt 4, T G,k Wiverahmmesd 2 s —

11 2 Badania dotyczace mozliwo$ci wytworzenia bioaktywnych g
peptydow z biatek zottka jaja w procesie enzymatycznej m i i
hydrolizy. g _= i _ )

11 3 Ocena wlasciwosci bioaktywnych in vitro oraz in silico Eﬁlml_:f;::}‘::'?:'ﬂ:* A Bt ity Anbipetiunl i
peptydow wytworzonych z bialek zoltka jaja kurzego w R e
procesie enzymatycznej hydrolizy. N o e

v 2 Badania dotygzqce moZliwpéci wytwprzenia bioakty\ynych ﬂ foods .
peptydow z biatek serwatki w procesie enzymatyczne;j 5
hydrolizy. drak . . . .

A% 3 Ocena wilasciwosci bioaktywnych in vitro oraz in silico kony ot Pyttt yiocas. Briidieiioly ropiiing, dnd S

, . . . logical Activities
peptydow wytworzonych z biatek serwatki w procesie
enzymatycznej hydrolizy. T
Nieopublikowane badania wilasne (RD) - praca
W recenzji.

VI 2,3 Opracowanie procesu wytwarzania na skale przemystowa  Nieopublikowane opracowanie wtasne (RD).
bioaktywnych peptydow z biatek zottka jaja kurzego.

VII 2,3 Opracowanie procesu wytwarzania na skale przemystowa  Nieopublikowane opracowanie wtasne (RD).

bioaktywnych peptydow z bialek serwatkowych.
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Metody zastosowane w poszczeg6dlnych etapach badan wyszczegolniono w Tabeli 2.

Tabela 2. Metody weryfikacji hipotez badawczych

Etap
Metody
I II 11 10Y \% VI VII

Przeglad literatury v 4 4 v v
Sldgd ’ v v
aminokwasow
Za\,zvartoéc' biatka v v
ogolnego
Zawarto$¢ thuszczu v v
Stopien hydrolizy v v v v
Identyf}kacj a v v v v
peptydow
Wlas'c.lwoém‘ ' v v v v
przeciwutleniajace
Aktywnoéé ‘ v v v v
przeciwbakteryjna
Analiza statystyczna v v v v

Skalowanie metody
wytwarzania do v v
skali przemystowej
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6 Materialy i metody

6.1 Materialy do badan

Materiaty do badan w ramach niniejszej dysertacji stanowily ptynne i pasteryzowane
zottka jaj (PII) oraz izolat biatek serwatkowych (PIII), ktore stanowity material do
pozyskania peptydow. — Etapy II-V

6.1.1 Zé6ltka jaj

W  doswiadczeniu zaprezentowanym w pracy PII wykorzystano ptynne
1 pasteryzowane zo6ttka jaj pakowane aseptycznie, pobrane ze §wiezych jaj klasy A (Eipro,
Niemcy). Jeden kilogram produktu odpowiadat 63 zottkom jaj. Srednia warto$é odzywcza
w 100 g plynnego zo6ttka jaja (wyrazona jako $rednia + odchylenie standardowe)
przedstawiala si¢ nastgpujaco: thuszcz — 25,0 = 0,1 g, weglowodany — 0,9 + 0,0 g, biatko —
14,0 £ 0,1 g1 popidt — 0,2 = 0,0 g, za§ warto$¢ energetyczna —1155 kJ/279 keal.

Pozyskanie peptydow z bialka zo6ltka jaja

Odtluszczone biatka zottka jaja uzyskano przez ekstrakcje 96% etanolem — EtOH
(Chempur, Polska) w tagodnych warunkach. Proces przeprowadzono w czterech etapach
(70% EtOH, 40% EtOH, 90% EtOH, woda). W pierwszym etapie zottka jaja energicznie
wymieszano z 70% roztworami alkoholu w stosunku 1:1 (v:v). Nastgpnie mieszaning
odwirowano przy 3000xg przez 30 min. (MPW-380, Polska). Faz¢ ciekta usunigto, a osad
wykorzystano w nastgpnym etapie. Poszczegélne etapy przeprowadzono analogicznie.
W ostatnim etapie przeprowadzonym z woda uzyskano odtluszczony granulat zottka jaja
1 przechowywano go w temperaturze —20°C do czasu dalszego uzycia.

Hydroliz¢ enzymatyczng zottka jaja przeprowadzono przy uzyciu dostepnej w handlu
pepsyny z btony §luzowej zotadka wieprzowego w proszku, >400 jednostek/mg biatka
(Sigma-Aldrich, USA) oraz papainy z surowego proszku lateksu papai, 1,5-10 jednostek/mg
substancji stalej (Sigma-Aldrich, USA). Proces przeprowadzono przy zawartosci enzymu
1:10 w stosunku do ilo$ci biatka, w temp. 37°C dla pepsyny 1 70°C dla papainy, przy wartosci
pH roztworu optymalnej dla dziatania poszczegdlnych enzymow, tj. 3,0 1 6,0, odpowiednio.

(PII)
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6.1.2 Bialka serwatkowe

W badaniach wykorzystano réwniez komercyjny izolat biatek serwatkowych (WPI,
ang. whey protein isolate) z mleka krowiego o zawartos$ci biatka 84% (BioTechUSA LTD,
Budapeszt, Wegry) celem pozyskania peptydéw — PIII. Sktad aminokwasowy produktu

przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Zawarto$§¢ aminokwasow (mg) w 100 g izolatu biatek serwatkowych — WPI

uzytego w badaniach

, . Aminokwasy warunkowo Aminokwasy
Amlnokw(}nasyé )n lezbedne niezbedne nie-niezbedne
(mg) (mg)
Histydyna 1500 Arginina 2008 Alanina 3836
|zoleucyna 4712 Cysteina 2552 Kwas 8564
asparaginowy
Glutaminai
Leucyna 8680 kwas 17208 Glicyna 1428
glutaminowy
Metionina 1880 Prolina 4424 Seryna 3804
Fenyloalanina 2556 Tyrozyna 2384
Treonina 5176
Tryptofan 1368
Wadina 4564

Pozyskanie peptydow z bialek serwatkowych

Celem pozyskania peptydow z biatek serwatkowych roéwniez zastosowano hydrolize
enzymatyczng. Do hydrolizy uzyto trzech roznych enzymow, tj. pepsyny (z blony §luzowej
zotadka wieprzowego, >400 jednostek/mg biatka (Sigma-Aldrich, USA)), papainy
(z surowego proszku lateksu papai, 1,5-10 jednostek/mg ciala statego (Sigma-Aldrich,
USA)) i trypsyny (z trzustki wolowe;j, liofilizowany proszek, >10 000 jednostek BAEE/mg
biatka (Sigma-Aldrich, USA)), w celu wybrania enzymu o najlepszym stopniu hydrolizy

1 umozliwienia uzyskania peptydow o najwyzszej aktywnos$ci przeciwutleniajacej. Izolat
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biatka rozpuszczono w wodzie MilliQ (Merck, USA), podgrzano, a nast¢gpnie wartos¢ pH
roztworu dostosowano do optymalnej wartosci dla dziatania poszczegdlnych enzymow,
tj. 3,0, 6,0 1 8,0, odpowiednio dla pepsyny, papainy i trypsyny. Hydroliz¢ enzymatyczng
przeprowadzano przez 3 godz., przy cigglym mieszaniu, przy stosunku enzym/substrat 1:10
(w/w) w temp. 37°C dla pepsyny i trypsyny oraz 70°C dla papainy. Nalezy zaznaczy¢, ze
stosunek enzymu do substratu ustalono w ramach badan wstgpnych, opartych o analize
wieloczynnikowa. Reakcje zatrzymano, podgrzewajac mieszaning do 100°C i utrzymujac
przez 15 min. Nastepnie hydrolizat schtodzono do 37°C i wirowano przy 3000xg przez 30
min. Otrzymany supernatant liofilizowano i1 przechowywano w temp. 4°C do dalszych

analiz. (PIIT)

6.2 Metody badawcze

6.2.1 Odtluszczony granulat zoltka jaja i bialka serwatkowe — Etapy II-V

Sklad aminokwasowy. Celem przygotowania probki do oznaczenia zawarto$ci
aminokwasoéw niesiarkowych, przeprowadzono hydrolize kwasowa biatek zgodnie
z metodologia zaproponowang przez Davies’a i Thomas’a (1973). Hydroliz¢ zasadowa
biatek przeprowadzono w celu oznaczenia zawartos$ci tryptofanu. Probke biatka do
oznaczenia aminokwasow siarkowych przygotowano zgodnie z procedurg opisang przez
Schram’a 1 in. (1954). Oznaczanie zawarto$ci aminokwasow przeprowadzono
w analizatorze aminokwasoéw Ingos AAA 400 (Czechy) przy uzyciu chromatografii
jonowymiennej niskojonowej z derywatyzacja kolumnowg (Ostion LG ANB) z ninhydryna
1 detekcja fotometryczng. (PII)

Oznaczenia zawartoSci bialka ogolnego dokonano metoda spektrofotometryczng
(spektrofotometr MaestroNano Micro-Volume, Tajwan). Pomiaru w probce biatka

dokonywano wzgledem wody, przy dlugosci fali 280 nm. (PII)

Oznaczanie zawartoSci thuszczu. Do oceny zawarto$ci thuszczu, a jednoczesnie wydajnosci
procesu odtluszczania zastosowano metode Soxhleta, stosujac metodg opisang przez Thiex

11in. (2003). Procedure¢ przeprowadzono w probece poddane;j liofilizacji. (PII)

Reakcja enzymatyczna. Hydrolizg z6ltek jaj przeprowadzono w nastepujacych etapach:
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1. Rozpuszczenie odtluszczonego ekstraktu biatkowego z zottka jaja (111 g o zawartosci
biatka 18%) w 1 1 wody MilliQ (Merck, USA), ogrzewajac do osiagniecia temp. 70°C.
Ustalenie warto$ci pH = 6,0 za pomoca 0,1 mol/dm?® roztworu NaOH.

Dodatek papainy w stosunku wagowym 10% do masy bialek zo6ttka jaja.

Ogrzewanie i mieszanie roztworu w 70°C przez 2 godz.

wok » N

Zatrzymanie reakcji enzymatycznej poprzez podgrzanie do 100°C i utrzymanie przez

15 min.

6.  Schtodzenie do 37°C i ustalenie wartoéci pH na poziomie 3,0 za pomoca 1 mol/dm?
HCL

7. Dodatek pepsyny w stosunku wagowym 10% do masy bialek zoéttka jaja.

8.  Ogrzewanie i mieszanie roztworu w temp. 37°C przez 2 godz.

9.  Zatrzymanie reakcji enzymatycznej poprzez podgrzanie do 100°C i utrzymanie przez
15 min.

10.  Schtodzenie hydrolizatu i odwirowanie przy 3000xg przez 30 min.

11. Oddzielenie supernatanta, liofilizacja 1 przechowywanie w temp. 4°C do czasu

dalszego uzycia. (PII)

Stopien hydrolizy (DH, ang. degree of hydrolysis) okreslono metoda spektrofotometryczna,
poprzez pomiar ilo§ciowy rozpuszczalnych peptydow obecnych w supernatancie. Pobierano
500 pl hydrolizatu w okreslonych odstepach czasu, tj. 0; 0,5; 1; 2 1 3 godz. od momentu
rozpoczecia procesu hydrolizy 1 natychmiast zmieszano z 10% kwasem trichlorooctowym
w stosunku 1:1 (v/v). Nastepnie probki inkubowano przez 15 min. w temp. pokojowej, po
czym wirowano (5500xg, 10 min.). Absorbancj¢ mierzono przy 280 nm. DH obliczono jako
procent rozpuszczalnych peptydow do catkowitej zawarto$ci biatka w mieszaninie. (PII,

PIII)

Identyfikacja peptydéw. W przypadku peptydéw pozyskanych z biatek zottek jaj
identyfikacja zostala dokonana za pomoca metody MALDI-TOF/MS. Liofilizowany
proszek hydrolizatu oczyszczono zgodnie z procedurg Jehmlich i in. (2014). Oczyszczong
probke peptydu w ilosci 3 pl mieszano z 3 pl nasyconego roztworu matrycy HCCA:DHA
(50:50 (v:v)). Materiatl osadzono na ptytce AnchorChip MALDI z powtoka hydrofobowa
(Bruker, Niemcy). Widma masowe rejestrowano za pomoca spektrometru Ultraflex III
MALDI TOF-TOF (Bruker, Niemcy) a opracowano przy uzyciu oprogramowania
flexAnalysis 3.0 (Bruker, Niemcy). (PII)
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Natomiast, peptydy z biatek serwatkowych identyfikowano metoda LC-MS. Probke
peptydow po hydrolizie papaing (3 mg) rozpuszczono w buforze wodoroweglanu amonu
a nastepnie filtrowano przez filtr o masie czasteczkowej odciecia 30 kDa (Sartorius Stedim
Biotech, Niemcy). Analiz¢ przeprowadzoano przy uzyciu systemu LC-MS sktadajacego si¢
z systemu Evosep One HPLC (Evosep Biosystems, Dania) sprz¢zonego ze spektrometrem
masowym Orbitrap Exploris 480 (Thermo Scientific, USA). Stosowano jednorazowe
kolumny putapkowe Evotips Pure C18 zgodnie z instrukcjg producenta. Peptydy
frakcjonowano przez 88 min. z wstgpnie zdefiniowanym gradientem Evosep przy szybkosci
przepltywu 220 nl/min. na kolumnie analitycznej Dr Maisch C18 AQ (1,9 pum, $rednica
wewnetrzna — 150 pm, dlugos¢ — 15 cm, Evosep Biosystems, USA). Parametry akwizycji
zalezne od danych byly nastepujace: 40 najlepszych prekursorow wybranych do analizy
MS2, fragmentacja indukowana kolizjag NCE 30%. Pelne skany MS obejmowatly zakres mas
300-1600 m/z z rozdzielczoscia 60000. Skany MS2 akwizycji przeprowadzono
z rozdzielczoscig 15000. Okno izolacji jonéw ustawiono na 1,6 m/z. Surowe dane poddano
wstepnemu przetworzeniu za pomocg Mascot Distiller (wersja 2.8, Matrixscience),
a peptydy/biatka zidentyfikowano za pomoca pakietu Mascot (wersja 2.8, Matrix-science)
po ponownej kalibracji masy offline za pomocg MScan (wersja 3.0,
http://proteom.ibb.waw.pl/mscan). Parametry wyszukiwania byly nastepujace: enzym —
Brak, modyfikacje zmienne — Utlenianie (M), maksymalne pominigte rozszczepienia — 2,
tolerancja jondw fragmentacyjnych — 0,01 Da, tolerancja jondw macierzystych ustawiona
indywidualnie po ponownej kalibracji w zakresie 7-11 ppm. Baza danych zawsze zawierata
popularne zanieczyszczenia (common Repository of Adventitious Proteins — (cRAP),
115 sekwencji, 86853323495 pozostatosci). Baza danych specyficzna dla gatunku: Bos
taurus (47245 sekwencji) z Uniprot (dostep 02_2023). Aktywnos$¢ biologiczng uzyskanych
peptydoéw analizowano na podstawie ich sekwencji aminokwasowych, wykorzystujac baze

danych BIOPEP-UWM (Minkiewicz i in. 2019). (PIII)

Oszacowania potencjalu antyoksydacyjnego dokonano trzema metodami, tj. FRAP
(Benzie i Strain 1996), DPPH (Blois 1958) oraz ABTS (Floegel i in. 2011). Probki do analiz
przygotowano poprzez ekstrahowanie 10 mg probki liofilizatu peptydu w 1 ml
dejonizowanej wody (5 min, 15 Hz (MM400 Retsch, Niemcy)), odwirowanie (3 min, 15°C,
33000xg, Hettich 32R, Niemcy) 1 zebranie supernatanta. Pomiary absorbancji
przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru (Marcel s330, Polska). (PII, PIII)
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Metoda FRAP (ang. Ferric Reducing Antioxidant Power), czyli metoda oznaczania
zdolnosci redukowania jonow zelaza — polega na redukcji kompleksu Fe**-TPTZ (2,4,6-
tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn) do Fe*-TPTZ przy niskim pH. 50 pl probki zawierajace;
roztwor peptydow mieszano ze 150 ul odczynnika FRAP. Odczytu absorbancji dokonano
przy dtugosci fali 593 nm w stosunku do probki slepej (Benzie i Strain 1996). (P11, PIII)

Metoda DPPH to oznaczanie aktywnos$ci wymiatania wolnych rodnikow przy
uzyciu stabilnego rodnika DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylohydrazyl). Ocena aktywnos$ci
przeciwutleniajacej badanych peptydow opierata si¢ na krzywych standardowych, ktore
zostaty utworzone dla ekwiwalentow troloksu (TE) i kwasu askorbinowego. 50 pul alikwotow
roztworu peptydow mieszano ze 150 ul metanolowego roztworu DPPH. Absorbancj¢
odczytano przy dlugosci fali 517 nm wzgledem probki slepej (Blois 1958). (PII, PIII)

Metoda ABTS polega na okresleniu stopnia zmiatania rodnikow ABTS+ (kwas
2,2’azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy))  wytworzonych  podczas  reakcji
z nadsiarczanem potasu. Do 1 ml probki mieszaniny peptydéow dodano 50 pl roztworu
roboczego (ABTS 1 nadsiarczan potasu w wodzie dejonizowanej). Absorbancj¢ rejestrowano

przy 734 nm w poréwnaniu z probka $lepa (Floegel i in. 2011). (PII, PIII)

Oznaczanie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. W celu oznaczania aktywnosci
przeciwbakteryjnej peptydow z bialek Zoltek jaj tacznie pobrano probki 10 szczepow
bakterii Gram (+) i Gram (—) nalezacych do réznych gatunkow z zepsutych owocow
1 warzyw. Identyfikacje gatunkowa bakterii metoda MALDI-TOF/MS (Bruker, Niemcy)
przeprowadzono zgodnie z procedura opisang przez Kosikowska 1 in. (2014).
Zidentyfikowano dziesi¢¢ gatunkow, tj. cztery nalezace do rodzaju Bacillus (B. cereus —
n =2, B. megaterium —n = 1 1 B. pumilus —n = 1), Kocuria rhizophila — n = 1), Serratia
liquefaciens —n = 1, Pseudomonas aeruginosa —n = 1, Hafnia alvei —n = 1, Acinetobacter
radioresistans —n = 1 1 Stenotrophomonas maltophila —n = 1. Bakterie hodowano na agarze
Luria Bertani (Biocorp, Polska) w temperaturze 30°C przez 24 godz. Identytikacje gatunkow
z pobranych kolonii przeprowadzono przy uzyciu MALDI-TOF/MS (Bruker, Niemcy). Test
dyfuzji studzienkowej wykonano przy uzyciu agaru Mueller’a-Hinton’a (Biomaxima,
Polska). Inokulum przygotowano przy uzyciu szczepow bakteryjnych z hodowli w bulionie
Mueller’a-Hinton’a (Biomaxima, Polska). Zawiesing standardu kazdego szczepu bakterii
sporzadzono w sterylnym roztworze soli fizjologicznej (SigmaAldrich, USA). Zaszczepiony
agar wylano na ptytke testowa. Nastepnie z agaru wycinano cztery studzienki, kazdy

o $rednicy 7 mm, i do kazdej studzienki wprowadzono 50 pl roztworu EYPe o stgzeniu
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50 mg/ml. Plytki inkubowano przez dobg¢ w temp. 37°C, a nastgpnie mierzono strefy
zahamowania wzrostu bakterii wokoét studzienek. (PII)

Z kolei, w celu oznaczania aktywno$ci przeciwbakteryjnej peptydow z biatek
serwatkowych tgcznie pobrano probki 8 szczepow bakterii Gram (+) i Gram (—) nalezacych
do roznych gatunkéw z zepsutych owocow i1 warzyw, tj. Bacillus sp., B. cereus,
B. megaterium, B. pumilus, Staphylococcus capitis, Exiguobacterium aurantiacum,
Brevundimonas diminuta, 1 Rhizobium radiobacter. ldentyfikacja gatunkowa bakterii
1 pozostale etapy oznaczania aktywnosci przeciwbakteryjnej peptydow przebiegaty
analogicznie, jak w badaniach w ramach pracy PII, przy czym do studzienek o $rednicy

8 mm wprowadzono 70 pul roztworu o stezeniu 50 mg/ml. (PIII)

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) przy uzyciu pakietu Statistica w wersji 13.0 (StatSoft, Polska, TIBCO
Software Inc., USA). Test Tukey’a post hoc zastosowano, aby przeanalizowaé istotne
roéznice migdzy danymi przy wartosci p < 0,05. Uzyskane wyniki wyrazono jako $rednia +

odchylenie standardowe. (PIL, PIII)

6.2.2 Skalowanie metody wytwarzania do skali przemyslowej — Etapy VI-VII

(nieopublikowane opracowanie wlasne — RD)

Uzyskane w ramach pracy doktorskiej wyniki badan w skali laboratoryjnej
wykorzystano do przeskalowania metod wytwarzania peptydow biologicznie aktywnych do
skali przemystowej. Opracowany proces wytwarzania bioaktywnych peptydow zawarto
w procedurach produkcyjnych.

Opracowane procedury produkcyjne zostalty zamieszczone w Zalacznikach.
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7 Omowienie wynikow i dyskusja

7.1 Badania z zakresu pozyskania peptydow z zoltek jaj
o wlasciwosciach przeciwutleniajacych i przeciwdrobnoustrojowych
(PII) — Etapy II-IIT

7.1.1 Sklad aminokwasow

W ramach badan wlasnych dokonano oceny profili aminokwaséw w zottku jaja przed
(EYPr) i po hydrolizie enzymatycznej (EYPe) — Tabela 4. Zhydrolizowane biatko zottka jaja
zawieralo najmniej tryptofanu — 16,6 mg/g, za$ najwigce] kwasu glutaminowego —
103,4 mg/g. Nalezy zauwazy¢, ze niezaleznie od hydrolizy enzymatycznej, kwas
glutaminowy, kwas asparaginowy i leucyna byly najliczniej wystgpujacymi aminokwasami.
Aminokwasy te stanowily znaczng czg$¢ skladu biatka zottka jaja. Badania wlasne,
wskazujace na wzrost zawarto§ci aminokwasoéw w materiale poddanym hydrolizie, stanowia
potwierdzenie wynikéw uzyskanych przez Pokore i in. (2013) oraz Attia i in. (2020). Moze
to by¢ przypisane obecno$ci enzymow, ktore nieznacznie zwigkszaja zawarto$¢ biatka w
mieszance. Przeprowadzona analiza statystyczna wskazala istotne réznice w zawartosci
aminokwasoéw w zaleznos$ci od hydrolizy enzymatycznej, z wyjatkiem seryny, metioniny

1 histydyny.
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Tabela 4. Skiad aminokwasowy biatka zoltka jaja 1 hydrolizatow biatka zottka jaja

(mg/g biatka) (§rednia = odchylenie standardowe)

Bialko zéltka jaja — Hydrolizaty bialka
Aminokwas EYPr zo0ltka jaja — EYPe Wartos¢ p
(mg/g) (mg/g)
ig:rsagmowy 543+3,1 72,1 £4,1 0,000425
Treonina 283+ 1,9 38,5+£2,6 0,000728
Seryna 484+53 53,7+5,9 0,223833
Glutamina 76,1 £4,2 103,4 +5,7 0,000240
Prolina 233+1,9 38,6 3,2 0,000502
Glicyna 17,0+0,1 33,9+0,2 < 0,000000
Alanina 29,7+ 0,7 40,5+ 1,0 0,000006
Cysteina 7,9+32 27,3+ 11,0 0,033286
Walina 32,4+0,9 43,7+ 1,3 0,000008
Metionina 15,5+5,3 16,8 5,7 0,748595
Izoleucyna 29.3+0,9 359+1,1 0,000079
Leucyna 50,7 +0,3 58,5+0,3 < 0,000000
Tyrozyna 239+22 32,5+29 0,003252
Fenyloalanina 256+1,2 32,8+1,6 0,000321
Histydyna 15,5+2,2 18,3 +£2,6 0,152067
Lizyna 419=+1,1 542+ 1,4 0,000008
Arginina 43.0+1,2 514+1,5 0,000146
Tryptofan 11,4+0,4 16,6 = 0,6 0,000005

p < 0,05 — rdznice statystycznie istotne

7.1.2 Oznaczanie zawartosci tluszczu

Odtluszczanie EYPr (denaturacja etanolem lub heksanem) prawdopodobnie wptywa
na rozpuszczalnos$¢ biatek 1 zmniejsza ich warto$¢ biologiczng i biotechnologiczng (Wang

1 Wang 2009, Chay 1 in. 2011). Wykazano, ze kontrolowana hydroliza enzymatyczna jest
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skuteczng metoda modyfikacji bialek, a metode t¢ zastosowano, m.in. do biatek
serwatkowych (Severin i Xia 2006).

W badaniach wlasnych $rednia ilo$¢ lipidow w suchej masie zottka jaja wynosita
50,6% (Tabela 5), co jest zgodne z ogdlnym stanem wiedzy. Jak pokazuja wyniki metody
Soxhleta, ekstrakcja lipidow nie byta kompletna. Po czterech etapach ekstrakcji zawarto$é
thuszczu obnizyla si¢ statystycznie istotnie z 50,6% do 18,9%, dlatego metoda ta nie jest tak
skuteczna, jak ekstrakcja lipidow przy uzyciu roztwordw etanolu i heksanu (Wang i Wang
2009). Chociaz wydajnos¢ ekstrakcji lipidow moze nie osiggnagé maksymalnego poziomu,
zachowanie jako$ci biatka i1 redukcja szkodliwych warunkéow, w tym ilo$ci zuzywanych
toksycznych odczynnikow, sg bardziej widocznymi celami, potencjalnie przewyzszajacymi

powigzane ograniczenia.

Tabela 5. Zawarto$¢ lipidow w suchej masie zottka jaja (%) ($rednia £ odchylenie

standardowe)

Bialko Bialko zo6ltka jaja po hydrolizie (EYPe)

Probka 70ltka jaja
(EYPr)
Srednio (%) 50,623  43,9¢+173 355°+1,4 27,5+ 1,5 18,98+ 1,2

I etap II etap III etap IV etap

a-e — roznice statystycznie istotne przy p < 0,05

7.1.3 Stopien hydrolizy DH

Hydroliza enzymatyczna jest najczesciej stosowang metodg ekstrakcji peptydow.
Wiasciwosci produktu zalezag w duzym stopniu od: specyficznosci i selektywnosci enzymu,
temperatury, pH 1 stosunku enzymu do substratu. W badaniach wtasnych uzyto papainy
1 pepsyny. Enzymy wybrano na podstawie wczesniejszych przeprowadzonych wstepnych
badan nad DH réznych enzymow. Temperatura i pH stosowane podczas badan odpowiadaty
optymalnym warto$ciom dla enzymoéw, tj. odpowiednio: 70°C, pH = 6,0 1 37°C, pH = 3,0.
DH jest waznym parametrem opisujacym hydroliz¢ enzymatyczng i moze odpowiada¢ za
kontrolowanie takich czynnikow, jak sktad 1 wlasciwosci peptydow. 1los¢ enzymu moze
mie¢ znaczacy wplyw na DH, co przyczynito si¢ do uwzglednienia w badaniach wlasnych
roznych ilosci zastosowanego enzymu — Tabela 6. Analiza wptywu czasu i st¢Zenia enzymu

na wydajnos¢ hydrolizy wykazala, Ze istnialy statystycznie istotne rdznice w stopniu
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hydrolizy uzyskanej w probkach o zawartosci enzymu 1:10 i 1:20 w stosunku do ilo$ci
biatka.

Tabela 6. Wptyw warto$ci stosunku enzymu do substratu (biatka) na stopien hydrolizy (%)

(8rednia + odchylenie standardowe)

Stosunek Czas hydrolizy (godz.)

enzymu do Papaina Pepsyna
substratu 0,0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3.5 4
Stopien hydrolizy — DH (%)

Bezenzymu 230 232 249 277 287 306 302 297 284
+0,02 0,04 £0,05 £0,04 £0,03 +£0,04 £0,05 0,04 +0,04

1:20 230" 12,828 19,04° 21,78 2320F 26,87" 28295 28,.87" 29,23
+0,02 £0,06 £0,04 £0,04 £0,05 £0,04 £0,17 £0,06 +0,04
1:10 230" 15,898 21,27° 25,110 26,53F 30,237 33365 34,83 34,71

+0,02 +0,06 £0,04 £0,04 +£0,04 +£0,04 +£0,04 +0,04 +0,05

A-I —rodznice statystycznie istotne przy p < 0,01 w obrebie stosunku enzymu do substratu

W kazdym przypadku najwigkszy wzrost DH obserwowano w ciggu pierwszych
60 min. hydrolizy (Wykres 1), po czym reakcja postepowala znacznie wolniej, a zmiany DH
nie byly znaczace. Mozna zasugerowac, ze maksymalne rozszczepienie peptydu nastepuje
Ww ciggu pierwszej minuty hydrolizy. Wyniki te sg zgodne z wynikami przedstawionymi dla
innych zrodet biatka, np. ryb (Sathivel i in. 2003) lub glutenu pszennego (Kong 1 in. 2007).
Biorac pod uwage wyniki zebrane w Tabeli 6, najlepszy do enzymatycznej hydrolizy
odtluszczonego biatka zo6ttka jaja byt 10%-dodatek enzymu (stosunek enzymu do substratu
wynoszacy 1:10). W tym przypadku DH wzrost z wartosci poczatkowej 2,32% do 34,71%.
Byt to efekt wdrozenia sekwencyjnego, dwuetapowego podejscia do hydrolizy,
obejmujacego poczatkowa 2-godzinng hydrolize papaing, a nastgpnie nastepujaca
2-godzinng hydroliz¢ pepsyna.
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C — kontrola (bez enzymu), 1:10 i1 1:20 — stosunek enzymu do substratu (biatka)

Wykres 1. Wplyw warto$ci stosunku enzymu do substratu na stopien hydrolizy

Poréwnanie uzyskanych wynikow z wynikami literaturowymi dla krotkiego czasu
trawienia (2-4 godz.) z enzymami (25-33%), tj. neutraza, pronaza, alkalaza czy trypsyna
(Young i in. 2010, Chay i in. 2011, Pokora 1 in. 2013, Trziszka 1 in. 2013), zaprezentowano
w Tabeli 7.

Zastosowanie dwuetapowego przeprowadzenia hydrolizy istotnie wplyn¢lo na
popraw¢ DH. Analiza porownawcza z innymi metodami hydrolizy opartymi na enzymach

wykazala konkurencyjno$¢ prezentowanego podejscia w osigganiu znacznego wzrostu DH.
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Tabela 7. Porownanie wartosci stopnia hydrolizy dla ré6znych typow enzymow

Czas Stopien Zrédlo
Enzym trawienia Warunki hydrolizy - DH .
literaturowe
(godz.) (%)
200 U/mg, pH 7,0, Sarmadi i Ismail
Neutraza 3 45°C 12 (2010)
Neutraza 2 Brak danych 27 5205{ 10 ;;1 i
Neutraza  + 3 —kazdy Brak danych 27 Eckert i in. (2013)
Pronaza enzym
Alkalaza  + Stosunek enzymu do ..
Proteaza N 3 biatka 0,5% (w/w) 25,3 Chay i in. (2011)
Biatko jaja, 1 U/mg Graszkiewicz i in.
Trypsyna 3 biatka, 30°C 14 (2007)
o o Graszkiewicz i in.
Trypsyna 3 0,5% (w/w), 45°C 15,6 (2007)
Zambrowicz i in.
Pepsyna 2 Brak danych 45,3

(2015)

7.1.4 Badanie profilu peptydow

W przeprowadzonych badaniach wtasnych przy zastosowaniu techniki MALDI-
TOF/MS nie uzyto zadnych standardow peptydow, dlatego tez omawiajac wyniki
ograniczono si¢ do stwierdzenia obecnosci lub braku specjalnych pikow w zakresach m/z,
co jest wystarczajagce do oceny przebiegu procesu enzymatycznej hydrolizy. Po
dwuetapowej hydrolizie (DH = 34,76%) wigkszo$¢ pikow peptydow miescita si¢ w zakresie
od 700 do 1400 Da (Wykres 2). W pordéwnaniu z profilem peptydow przed hydroliza
enzymatyczng, rozklad pikéw zmienit si¢ tak, ze zaobserwowano wigksza liczbe mas
pomiedzy 700 a 1100 Da. Peptydy z substratu o duzej masie czasteczkowe] zostaty
przeksztatcone w mniejsze peptydy wraz z uptywem czasu reakcji. W przypadku widma
probki surowego zoéttka jaja uzyskano wieksza liczbe cigzszych peptydow i matych biatek,
ktore zostaly rozszczepione po trawieniu. [lo$¢ pikow reprezentujacych peptydy o mniejszej

masie czasteczkowej wzrosta po hydrolizie kosztem wigkszych mas czasteczkowych.
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Wykres 2. Widma masowe: A) biatka zottka jaja (EYPr); B) biatka zottka jaja po hydrolizie
(EYPe) po dwuetapowej hydrolizie przy stosunku ekstraktu do substratu (biatka) 1:10

Na podstawie uzyskanego widma probki hydrolizatu i1 stosunku m/z, fragmenty
sekwencji peptydow okreslono metoda sekwencjonowania RapidDeNovo. Fragmenty
sprawdzono w bazie danych aktywno$ci peptydow BIOPEP (Minkiewicz 1 in. 2019).
Ostateczne sekwencje peptydow ustalono przy uzyciu BLAST i kalkulatora masy peptydu.
Niektorym peptydom przypisano wiasciwosci biologiczne, co przedstawiono w Tabeli 8.
Peptydy DSYEHGGEDP, LMSYMWSTSM, PGVTYPHPGQDTSAG
1 PTDQKVGWGGEGQIQ zidentyfikowano jako zwigzki przeciwutleniajace, a peptydy
DSYEHGGEP, HVDLDEVANKIA i1 FEDPERQESSRKE wskazano jako substancje
przeciwdrobnoustrojowe. Wyniki te zdecydowanie sugeruja potrzebg¢ dalszych badan

wlasciwos$ci przeciwutleniajacych i przeciwbakteryjnych omawianych hydrolizatow.
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Tabela 8. Peptydy uzyskane po trawieniu papaing i pepsyna wraz z ich aktywno$cig

sprawdzong w bazie danych BIOPEP (Minkiewicz i in. 2019)

m/z Sekwencja Aktywnos$¢

849.381 YPWTQR opioid

inhibitor ACE
949.407 ITMIAPSAF inhibitor ACE
990.481 DSYEHGGEP przeciwbakteryjna

przeciwutleniacz
996.487 VVSGPYIVY inhibitor ACE
1002.475 QQGVEQGTR przeciwnowotworowa
1230.620 KPQMTEEQIK przeciwnowotworowa
1236.595 LMSYMWSTSM przeciwutleniacz
1324.697 HVDLDEVANKIA przeciwbakteryjna
1394.566 YINQMPQKSRE inhibitor ACE
1483.570 PGVTYPHPGQDTSAG przeciwutleniacz
1636.631 FEDPERQESSRKE przeciwbakteryjna

przeciwnowotworowa
1670.622 PTDQKVGWGGEGQIQ przeciwutleniacz
1681.584 YIEAVNKVSPRAGQ inhibitor ACE

m/z — stosunek masy do tadunku

7.1.5 Oznaczanie aktywnosci przeciwutleniajgcej

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca oznaczano trzema metodami: poprzez zdolno$¢ do

wychwytywania wolnych rodnikow DPPH- i ABTS-+ oraz metoda FRAP. W kazdym

przypadku testowano aktywno$¢ liofilizowane] mieszaniny peptydow uzyskanej po

dwuetapowej hydrolizie przy stosunku ekstraktu do substratu (biatka) 1:10. Oznaczenia

przeprowadzono w trzykrotnym powtodrzeniu, a uzyskane wartosci usredniano. Uzyskane

wyniki wskazywaty, Zze mieszanina biatka z6ttka jaja po hydrolizie (EYPe) miata znaczacy

potencjal przeciwutleniajacy. Wykazywala silng skuteczno$s¢ w wychwytywaniu rodnikow

DPPH" 1 odbarwianiu kationow rodnikéw ABTS-+. Jak podali Memarpoor-Yazdiiin. (2013)
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oraz Eckert 1 in. (2018), sekwencja aminokwasow peptydu w duzym stopniu wptywa na
aktywno$¢ przeciwutleniajacg. Hydrofobowe aminokwasy, jak alanina, walina, leucyna,
prolina, metionina, tyrozyna, walina 1 fenyloalanina odgrywaja role w waznych
mechanizmach przeciwutleniajacych.

Wspomniane aminokwasy wystepowaty w wigkszych ilosciach w odthuszczonych
hydrolizatach zo6ttka jaja (Tabela 4). Analiza sekwencji aminokwasowych peptydow
uzyskanych po hydrolizie wykazata w wielu przypadkach duza ilos¢ aminokwaséw
aromatycznych. Ich aromatyczne pozostatosci stabilizujg rodniki podczas reakcji
wymiatania poprzez dostarczanie protonow do rodnikéw z niedoborem elektronow, na co
wskazali Delgado i in. (2015). Sheih i in. (2009) zasugerowali, ze obecno$¢ tyrozyny moze
przeksztatca¢ wolne rodniki w rodniki fenoksylowe, co prowadzi do zahamowania reakcji
tancuchowej peroksydac;ji.

Wyniki testow DPPH- i ABTS+ sa w wielu przypadkach wyzsze niz te okreslone dla
powszechnych produktéw dietetycznych. Przyktadowo, aktywnos$¢ w tescie odbarwiania
ABTS-+ osiagneta 390,43 mmol troloksu/kg (Tabela 9). Byla ona wyzsza w porownaniu ze
szpinakiem (8,49 mmol troloksu/kg), papryczka chili (7,62 mmol troloksu/kg) czy maling
(16,79 mmol troloksu/kg) w suchej masie (Pellegrini i in. 2003). Rowniez aktywno$¢
zbierajgca DPPH- w przypadku mieszanki EYPe byla znacznie wyzsza. Jak wynika
z dotychczas opublikowanych badan, 10 z 13 truskawek charakteryzuje si¢ jednym
znajwyzszych ekwiwalentow kwasu askorbinowego (520,70 mg/100 g) (Floegel 1 in. 2011).
Wynik ten jest znacznie nizszy niz uzyskany dla EYPe (1776,66 + 32,99 mg kwasu/100 g)
— Tabela 9. Porownanie wynikow wilasnych z wynikami dla frakcji peptydow zottka jaja
(Eckert 1 in. 2018) wykazalo, Ze rozdzielone i1 klarowne frakcje peptydowe mialy wyzsze
wartosci: od 0,50 do 2,75 umol troloksu/mg w tescie DPPH- i od 19,90 do 88,25 pg Fe*"/mg
w tescie FRAP. Moze to by¢ zwigzane z wysokim narazeniem na czyste, skoncentrowane
peptydy. Naszym zatozeniem bylto stworzenie mieszaniny o wartosciach antyoksydacyjnych
w prosty sposob. Eckert 1 in. (2018) przedstawili porownywalne wyniki zdolnos$ci
wymiatania wolnych rodnikéw przez foswityne (0,11 pmol troloksu/mg) po 5-godzinnej
hydrolizie proteazami bakteryjnymi. Graszkiewicz i in. (2007) wykazali podobne poziomy
aktywnos$ci wymiatania wolnych rodnikow przez hydrolizat biatka jaja (z trypsyna) po
rozdzieleniu z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym

uktadzie faz. Dla dwoch frakcji osiagnieto wartosci 0,18 1 0,19 pmol troloksu/mg.
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Tabela 9. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca biatka zo6ttka jaja po hydrolizie — EYPe ($rednia +

odchylenie standardowe)

FRAP FRAP DPPH DPPH ABTS
Probka (mmol (ng Fe*"mg) (mg*/100g) (numol (mmol
Fe?*/kg) ne g 8 g troloksu/mg) troloksu/kg)

EYPe 16,45+0,19 0,11 +0,02 1776,66 £ 32,99 0,92 + 0,04 390,43 £8,92

* — kwasu askorbinowego

Znacznie stabsza aktywno$¢ obliczono dla redukcji jondw zelazowych. Mieszanina
peptydow wykazala znacznie nizsza aktywno$¢ FRAP niz czerwona kapusta (51,53 mmol
Fe’"kg) lub czerwona porzeczka (44,86 mmol Fe?"kg). Moze to by¢ zwigzane z matg
zawarto$cig seryny w proponowanych peptydach, ktérych grupa hydroksylowa uczestniczy
w redukcji jonéw metali. R6znice w wartos$ciach uzyskanych metoda wymiatania wolnych
rodnikow 1 metoda FRAP moga by¢ rowniez spowodowane roznicami w warunkach reakc;ji.
Wedlug Zou i in. (2011), skuteczno$¢ metody przeciwutleniajacej dajacej wysokie warto$ci
ekwiwalentow troloksu lub kwasu askorbinowego jest zwigzana z r6znym mechanizmem
lezacym u podstaw testow oceny, nawet dla tego samego sktadu. Wskazali, ze odpowiedni
dobdr testow przeciwutleniajacych jest wysoce skorelowany nie tylko z sekwencja

aminokwasow, ale takze z optymalnymi warunkami reakcji.

7.1.6 Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Mechanizm dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych obejmuje wigzanie si¢ z
btong komorkowa poprzez przycigganie elektrostatyczne pomigdzy resztami kationowymi
peptydow 1 sktadnikami anionowymi lub lokalnymi lipidami btony zewnetrznej. Peptydy
przeciwdrobnoustrojowe dziataja, zaré6wno na bakterie Gram (+), jak i Gram (—)
(Liiin. 2021). Mieszanina EYPe w stezeniu 50 mg/ml hamowata wzrost badanych szczepoéw
— Tabela 10. Silne hamowanie wykryto u bakterii Gram (+), podczas gdy bakterie Gram (—)
byly mniej wrazliwe na peptydy. Mniejsze strefy hamowania obserwowano przy stezeniu
25 mg/ml. Wilasciwosci te wynikaja z obecnosci sekwencji DSYEHGGEP,
HVDLDEVANKIA i FEDPERQESSRKE, ktore zidentyfikowano jako odpowiedzialne za
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng — Tabela 10.
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Tabela 10. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa biatka zoltka jaja po hydrolizie — EYPe

(8rednia + odchylenie standardowe)

Strefa hamowania (mm)

Szczep Gram
EYPe (50 mg/ml) EYPe (25 mg/ml)

Bacillus cereus 1 () 20,0+ 1,0 10,7+ 0,6
Bacillus cereus 2 () 13,0+ 1,0 9,0+1,0
Bacillus megaterium () 13,7+ 0,6 9,7+0,6
Bacillus pumilus () 12,0+ 1,0 9,3+0,6
Kocuria rhizophila () 11,7+ 0,6 7,7+0,6
Serratia liquefaciens ) 12,3+0,6 8,3+0,6
Pseudomonas aeruginosa ) 9,3+0,6 8,0+1,0
Hafnia alvei ) 9,3+0,6 9,0+1,0
Acinetobacter ) 8,7+0,6 7,7+£0,6
radioresistans

Stenotrophomonas ) 8,7+£0,6 7,7+0,6
maltophila

Podobne wyniki zaobserwowali Pellegrini 1 in. (2004), ktorzy odkryli, ze szczepy
Gram (+) Bacillus sa wysoce podatne na dzialanie peptydow trawionych trypsyna
1 chymotrypsyna. Jednoczes$nie wskazali stabg aktywno$¢ bakteriobdjcza peptydow
przeciwko bakteriom Gram (—). Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydow zottka jaja
opisali rowniez Pimchan i in. (2023). Po frakcjonowaniu peptydow z zoéltek jaj
hydrolizowanych pepsyna zidentyfikowali 13 peptydow o aktywnosci przeciwbakteryjnej,
ktore hamowaty wzrost B. cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 1 Salmonella
typhimurium. Wzrost tych gatunkow bakterii jest rowniez skutecznie hamowany przez
ekstrakty roslinne, ktore, podobnie jak peptydy, wydaja si¢ by¢ dobrag alternatywa dla
antybiotykow, zwlaszcza jako naturalne $rodki zapobiegajace i wspomagajace podczas

zatru¢ pokarmowych (Mostafa i in. 2018).
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7.2 Badania z zakresu pozyskania peptydow z bialek serwatkowych
o wlasciwosciach przeciwutleniajacych i przeciwdrobnoustrojowych
(PIII) — Etapy IV-V

7.2.1 Stopien hydrolizy bialek serwatkowych przez rézne enzymy

Jak wskazano w pracy (PI), aktywnos$¢ enzymow odgrywa wazng role w hydrolizie
biatek. W pierwszym etapie badan przeprowadzono enzymatyczng hydrolize biatek
serwatkowych przy uzyciu trzech réznych enzyméw i w tych samych warunkach reakcji
enzymatycznej (wybranych po wstepnej optymalizacji; wyniki wlasne nieopublikowane)
(PIII). Wczesniej pomyslnie przetestowano rézne komercyjne proteazy do produkcji
bioaktywnych hydrolizatow z mleka, w tym bialek serwatkowych. W pracy (PIII) do analizy
wybrano reakcje katalizowane przez pepsyne, papaing i trypsyne. Dla kazdego z wariantow
stopien hydrolizy okreslono w r6znych punktach czasowych. Na Wykresie 3 przedstawiono
wplyw specyficznos$ci enzymu i czasu reakcji na stopien hydrolizy. Wykazano, ze sposrod
trzech enzymow uzytych w naszym badaniu, biatka serwatkowe hydrolizowane papaing po
3-godzinnej reakcji wykazaly istotnie wyzsze wartosci DH niz serwatka hydrolizowana
trypsyna czy pepsyna. Stopien szybkosci hydrolizy wynosit: 15%, 22% i 33%, odpowiednio
dla trypsyny, pepsyny i papainy (Wykres 3). Najwyzsza wydajno$¢ reakcji enzymatycznej,
oceniang na podstawie stosunku uwolnionych peptydéow do catkowitej zawartosci biatka,
odnotowano w przypadku zastosowania hydrolizy z papaing (DH 33% po 3 godz.). Warto
roOwniez zauwazy¢, ze juz pétgodzinna reakcja pozwolita na osiggni¢cie wysokiego stopnia
hydrolizy biatka serwatkowego.

Zrdznicowany proces trawienia enzymatycznego daje rdzne ilosci 1 rodzaje peptydow
z tej samej matrycy zywnosci. Wybor konkretnego enzymu do katalizowania hydrolizy
biatka jest kierowany oceng jego selektywnosci i dostgpnymi danymi literaturowymi
wskazujgcymi na jego przydatnos¢ (PI). W przeprowadzonych badaniach do hydrolizy
uzyto najczesciej stosowanych enzymow zotadkowo-jelitowych, tj. pepsyny i trypsyny
(PIII). Ponadto, wybrano je, uwzgledniajac dane literaturowe sugerujace, ze te enzymy sg
zdolne do generowania peptydow o dziataniu hamujacym dipeptydylopeptydaze IV (DPP-
IV) 1 enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE) (Chatterjee 1 in. 2015, Jia i in. 2020) oraz
o wlasciwosciach bakteriobojczych (Wang 1 in. 2020), przeciwnadci$nieniowych,
przeciwutleniajacych (Giromini i in. 2019) i cytoochronnych (Ballatore i in. 2020).

W ostatnich latach prowadzono rowniez badania majace na celu uzyskanie bioaktywnych
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peptydow z bialek serwatkowych przy uzyciu enzymow pochodzenia roslinnego. Wczesniej
wskazywano, ze proteazy pochodzenia roslinnego (kardosyny A i B, papaina, bromelaina
1 ficyna) mogg by¢ stosowane do uzyskiwania peptydow o aktywnosci hamujacej ACE
(Estévez 1in. 2020, Peslerbes i in. 2022). W zwigzku z tym papaina zostata rowniez wybrana
do tych badan (PIII). Enzym ten ma rowniez pewne zalety, tj. wigcksza aktywno$¢
enzymatyczng i tagodne warunki hydrolizy (Peslerbes i in. 2022). Jego zastosowanie
umozliwia obnizenie kosztow produkcji i poprawe wydajnosci, produktywnosci. Ponadto,
papaina ma waski zakres dziatania — pH = 5-7, ale jest aktywna w szerokim zakresie

temperatur, w tym w wyzszych (<90°C) (Kaur i i in. 2023).
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Wykres 3. Stopien hydrolizy (%) biatek serwatkowych przez pepsyng, trypsyne i papaing

w zalezno$ci od czasu dziatania enzymu

Badania literaturowe dotyczace hydrolizy serwatki wykazaty do$¢ rézne poziomy
przebiegu procesu dla réznych stosowanych enzymodw. Jest to zwigzane z faktem, ze
wydajnos$¢ enzymatycznej hydrolizy bialek serwatkowych zalezy od takich czynnikow, jak
rodzaj enzymu i substratu, ich stosunek, warunki hydrolizy i mieszania (Kordala i in. 2021).
W badaniu przeprowadzonym przez Wang 1 in. (2020) hydroliz¢ bialek serwatkowych
przeprowadzono przy uzyciu trzech réoznych enzymow. Znacznie nizszy stopien hydrolizy
zaobserwowano w wariantach z trzygodzinng hydroliza papaing (DH = 9,3%), podczas gdy
lepsze wyniki uzyskano dla probek hydrolizowanych alkalazg (6 godz., DH = 32,2%)
1 trypsyng (4 godz., DH = 25,2%). Jednak czasy reakcji 1 zastosowane temperatury roznity
sie. Kaur 1 in. (2023) rowniez zaobserwowali nizszy poziom hydrolizy biatek serwatkowych
przy uzyciu papainy (DH = 17,69%). Zblizone wyniki do badan wlasnych (DH na poziomie
32,28%) wykazali Du i in. (2022).
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7.2.2 Wlasciwosci przeciwutleniajace peptydow uzyskanych poprzez enzymatyczng

hydrolize bialek serwatkowych (PIII)

Okreslono nastgpnie wlasciwosci przeciwutleniajace hydrolizatoéw serwatkowych
uzyskanych poprzez enzymatyczna hydroliz¢ z udzialem pepsyny, trypsyny i papainy
(Tabela 11). Przestanka do podjecia badan w kierunku tych wiasciwosci byta wypomniana
rosngcg czestos¢ wystepowania chordéb cywilizacyjnych 1 zwigkszenie zainteresowania
zywnos$cig bioaktywng o ukierunkowanym oddzialywaniu na organizm cztowieka.
Wiasciwosci przeciwutleniajagce odnosza si¢ do zdolnosci niektérych czasteczek do
neutralizowania nadmiernych ilo$ci wolnych rodnikéw tlenowych w organizmie, ktore
odpowiadajg za uszkodzenie komorek i sa powigzane z wystgpowaniem choréb (PI). Do
okreslenia aktywno$ci przeciwutleniajacej stosuje si¢ dwie kategorie metod: redukcje jonow
metali do jondw o nizszym utlenianiu przez badany przeciwutleniacz (FRAP) oraz zdolnos¢
do wychwytywania stabilnych wolnych rodnikow (ABTS-+, DPPH). Bardzo czg¢sto
stosowang metoda pomiaru aktywnosci przeciwutleniajacej, w tym réwniez zywnosci, jest
ocena aktywnosci wymiatajacej rodniki kationowe ABTS-+.

Badania wlasne wskazaly na znaczny potencjat przeciwutleniajacy wszystkich

uzyskanych hydrolizatow (Tabela 11).

Tabela 11. Potencjal przeciwutleniajacy peptydow uzyskanych poprzez enzymatyczng

hydrolize bialek serwatkowych

Zastosowany ABTS FRAP DPPH
enzym (TE* pmol/g) (TE* pmol/g) (TE* pmol/g)
Pepsyna 297,44% £24,11 16,22 +£2,03 4,87° £0,22
Trypsyna 361,96° +£31,02 19,68 £1,50 1,75* +0,03
Papaina 527,36° £25,13 17,56 £2,16 3,56 +0,17

* — ekwiwalent troloksu (TE)
a-c —roznice statystycznie istotne przy p < 0,05

Sposrod hydrolizatow uzyskanych z trzygodzinnej reakcji z réznymi enzymami
najwyzszg aktywno$¢ odnotowano dla bialek serwatkowych trawionych papaing —
527,36 TE pumol/g, a nastgpnie trypsyng 1 pepsyna (odpowiednio: 361,96
1297,44 TE pmol/g). Ze wzgledu na prostote, krotki czas analizy oraz stosunkowo wysoka
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doktadnos¢ i powtarzalno$¢ wynikow, test oparty na badaniu reaktywnos$ci rodnika DPPH z
probka jest jedna z najczesciej stosowanych metod pomiaru potencjalu wymiatajacego
peptydow. Wyniki analizy DPPH hydrolizatow biatek serwatkowych ekstrahowanych
roznymi enzymami wykazaty najwyzszy potencjat wymiatania wolnych rodnikow formuty
uzyskanej przy uzyciu trypsyny — 19,68 TE pumol/g. Zdolno$¢ ta przy uzyciu papainy
1 pepsyny byla nieznacznie nizsza, tj. odpowiednio: 17,56 1 16,22 TE umol/g.

W przypadku metody FRAP badania wskazaly najwyzszy potencjat redukujacy
hydrolizatu biatek serwatkowych przygotowanych przy uzyciu pepsyny — 4,87 TE umol/g,
podczas gdy nizszag warto$§¢ zaobserwowano dla hydrolizatu z udzialem papainy —
3,56 TE umol/g. Hydrolizat uzyskany przy zastosowaniu trypsyny mial najnizszy potencjat
przeciwutleniajacy — 1,75 TE umol/g.

Rdéznice zaobserwowane w aktywnosci redukujacej wolne rodniki hydrolizatéw biatek
serwatkowych przygotowanych przy uzyciu réznych enzyméw moga by przypisane
specyficznosci enzymu do konkretnego miejsca w tancuchu peptydowym. Jest on rowniez
powiazany z DH biatek sktadowych, ktore ostatecznie wytwarzaja hydrolizat zawierajacy
rozne sktady aminokwasow (Kumar i1 in. 2016). DH i enzymy stosowane do katalizy
hydrolizy odgrywaja kluczowa rol¢ w ustalaniu sity redukujacej hydrolizatow biatkowych.
Obserwowane roéznice w aktywnosci przeciwutleniajacej pomiedzy testowanymi
hydrolizatami biatkowymi mogg by¢ zwigzane ze specyficznym profilem aminokwasowym
peptydow (Wu 1 in. 2003). Sekwencja aminokwaséw znaczaco wptywa rowniez na site
aktywnos$ci przeciwutleniajacej peptydow ze wzgledu na rdéznice w aktywnosci
poszczegbdlnych aminokwaséw zwigzane z roznicami w strukturze tancucha bocznego.
Aktywnos$¢ ta przypisywana jest grupom latwo utleniajacym si¢, tj. grupie indolowej
w tryptofanie, grupie imidazolowej w histydynie, tiolowej w cysteinie, fenolowej grupie
hydroksylowej w tyrozynie i tioeterowej w metioninie (Matsui i in. 2018). Ohashi 1 in.
(2015) stwierdzili, ze tripeptydy zawierajace tyrozyne wykazywaly wyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajacg przeciwko hydrofilowemu rodnikowi ABTS:+ w porownaniu do
tripeptydow zawierajacych histydyne, co sugeruje istotng rolg reszt tryptofanu i tyrozyny
w okre$laniu aktywno$ci wymiatania rodnikow. Testowane tripeptydy charakteryzowaly sig
stabg aktywnos$cig wymiatania przeciwko hydrofobowemu rodnikowi DPPH, a ich
aktywno$¢ przeciwutleniajgca przeciwko peroksydacji kwasu linolowego wykazata wysokie
korelacje z testami ABTS 1 niskie korelacje z testami FRAP i DPPH. Stanowi to wyjasnienie
réznic w wynikach testow potencjatu przeciwutleniajacego zaobserwowanych w badaniach

wiasnych.
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7.2.3 Aktywnos¢ przeciwbakteryjna peptydow z bialek serwatkowych

Ocenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej peptydow z bialek serwatkowych poddano
jedynie hydrolizat z serwatki wytworzony przy uzyciu papainy. Wybrano go na podstawie
uzyskanego najwyzszego stopnia hydrolizy i silnej aktywnosci przeciwutleniajace;.

Analizowano wptyw peptydéw z biatek serwatkowych na wzrost o$miu izolatow
bakteryjnych, wczesniej uzyskanych z zepsutej zywnosci. Strefy zahamowania wzrostu byty
miarg aktywnos$ci przeciwbakteryjnej tych hydrolizatow. Strefy zahamowania wzrostu
wokot studzienki z peptydami pochodzacymi z bialek serwatkowych obserwowano dla
czterech testowanych szczepow bakteryjnych, tj. Bacillus sp., Bacillus megaterium,
Staphylococcus capitis 1 Rhizobium radiobacter (Tabela 12). Najwyzsza aktywnos¢
przeciwbakteryjna obserwowano wobec Bacillus sp. ze strefa zahamowania 11 mm. Nie
wykryto zahamowania wzrostu dla Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Exiguobacterium
aurantiacum 1 Brevundimonas diminuta. Wyniki te wskazuja na selektywny hamujacy
wplyw peptydow zawartych w hydrolizatach z biatek serwatkowych na wzrost niektérych
szczepOw bakterii. Obserwowany efekt mozna przypisa¢ zdolnosci bakterii, w tym Bacillus
spp., do wydzielania pozakomoérkowych proteaz, ktére sa zdolne do inaktywacji peptydoéw
przeciwbakteryjnych, na co wskazali Thwaite i in. (2006).

Tabela 12. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydéw z bialek serwatkowych

hydrolizowanych przy uzyciu papainy

Gatunek bakterii G(+)/G(-)  Strefa zahamowania wzrostu (mm)
Bacillus sp. G(+) 11
Bacillus cereus G(+) 0
Bacillus megaterium G(+) 8
Bacillus pumilus G(+) 0
Staphylococcus capitis G(+) 10
Exiguobacterium aurantiacum G(+) 0
Brevundimonas diminuta G(-) 0
Rhizobium radiobacter G(+) 9
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Wezedniejsze badania wykazaly, ze enzymatyczna hydroliza bialek serwatkowych
powoduje uwolnienie peptydow przeciwdrobnoustrojowych, ktore s3 zaszyfrowane
w Dbiatkach serwatkowych. Pozytywny wptyw enzymatycznej hydrolizy papainy na
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wykazano wczesniej w przypadku hydrolizatow
papainy, np. biatek serwatkowych mleka bawolego i wielbladziego (Salami i in. 2010,
Meignanalakshmi i Vinoth Kumar 2013, Abdel-Hamid i in. 2016).

Peptydy pochodzace z  degradacji  B-laktoglobuliny, w tym peptyd
AASDISLLDAQSAPLR zidentyfikowany w badaniach wtasnych, sg odpowiedzialne za
wskazang aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa hydrolizatu. Potencjalnie ten efekt moze by¢
réwniez przypisywany obecno$ci innych sekwencji w uzyskanych peptydach pochodzacych
z hydrolizy B-laktoglobuliny, tj. VAGTWY, VLVLDTDYK 1 IPAVFK o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, ktore zostaly wczesniej zidentyfikowane przez Pellegrini
1in. (2001). Obecnos¢ peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych w hydrolizacie daje podstawy,
aby wnioskowaé, ze dodanie tych peptydow do produktéw spozywczych moze mieé

hamujacy wptyw na wzrost niektorych niepozadanych bakterii obecnych w zywnosci.

7.2.4 Identyfikacja peptydow pochodzacych z bialek serwatkowych i ich

przewidywana aktywnos¢ biologiczna

Postgpujac zgodnie z metodologia hydrolizy z udzialem papainy i warunkami
opisanymi w rozdziale Materialy 1 metody, wyekstrahowano 1 zidentyfikowano
107 peptydéw. Analiza LC-MS zidentyfikowata peptydy o réznej dlugosci, tj. od 7 do
27 aminokwaséw. W ramach badan podj¢tych w firmie Biolive Innovation Sp z o.0.
dokonano przygotowania szczegdtowej listy wszystkich zidentyfikowanych sekwencji
peptydowych, w tym informacji o biatkach, z ktérych pochodzg, oraz aktywnos$ci
biologicznej peptyddéw, okreslonej na podstawie danych dostgpnych w bazach danych

1 przewidywane na podstawie sekwencji (Tabela 13).
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Tabela 13. Zidentyfikowane sekwencje peptydow uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

I dentyfikator

Pochodzenie (bialko) biatka Sekwencja aminokwasowa Znana aktywnosc peptydu lub potencjalna aktywnosc

(UniProt) biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
LILR? AOAOT5CD25  LEVLPKP Poten'qal nie: | ljhl bi tpr AC;E; stymulaqawychwytu glukozy;
przeciwutleniajacy; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
AOA140T897, VTKLVTDLTKVH inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
: AOA3QILNN?7, Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
Albumina bydlgca P02769, LVTDLTKVH inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
BOJY QO KLVTDLTKVH PotQQCJaIn! e: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
AOA3QILFRS,
AOA3QI1LFZ1,
AOA3Q1LS97,
AOA3Q1LUZ9,
Lancuch cigzki dyneiny AOA3Q1M5E4, | DEILEKI Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
aksonemalngj 17 AOA3QIM7H2, neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
AOA3Q1IMI93,
AOA3QIMLC2,
E1BLB4,
G3N2A4
. ) . Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji
Biatko coiled-cail AOA3QL1LKAY, ) . S
zawierajaca 88C E1IBCO3 KVLLLVL wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; inhibitor

dipeptydylopeptydazy IV
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

I dentyfikator

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢

Pochodzenie (biatko) (J) ;?Iil:?)t) Sekwencja aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
ATPaza transportujaca
fosfolipidy 8B3; ATPaza éﬁ@ ﬁgﬁLLHa PIMLVIL Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
transportujgca fosfolipidy; Q01198 ’ neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
ATPaza, klasal, typ 8B
AOA3QILNBA Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
Lancuch cigzki dyneiny AOA3QIM 7C5’ HIRILVT neuropeptyd; przeciwutleniajgce; inhibitor dipeptydylopeptydazy
aksonemalngj 10 F1IMSPS ’ IV; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od cyklicznego
adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny
AOA3QILQP? Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
Biatko ADAMTS-20 E1B900 " IPLPLLVT przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptidazy; inhibitor |aktocepiny
AOA3Q1LUF®G,

. . ., AOA3QILVRY, Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
Bialko wymiany anionéw, B2NIZ2, neuropeptyd; przeciwutleniajgce; inhibitor dipeptydylopeptydazy
elektrogenny kotransporter APILKFI R . o .

dor lanu sodu 1 E1BIN2, IV; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od cyklicznego
wodorowgglant sodu FERY Q5, adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny
QIGL77
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

Pochodzenie (bialko)

I dentyfikator
bialka
(UniProt)

Sekwencja aminokwasowa

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Biatko endometrium
Zwigzane z progestagenem,
gtéwny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina

AOA3QILYES,
AOA3QIM701,
B5BOD4,
P02754

VYVEELKPTPEGDLEIL

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
stymulacja uwal niania substancji wazoaktywnych; stymulacja

uwa niania GLP-1; neuropeptyd; przeciwutleniajace; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; wigzacy cynk; inhibitor afa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylo peptidazy I11 (DPP-I11); osteoanaboliczny

ASDISLLDAQSAPLRVY

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny

LDAQSAPLRVY

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwutleniajace; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor afa-glukozydazy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny

VEELKPTPEGDLEIL

Znane: wigzacy cynk;

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
stymulacja uwal niania substancji wazoaktywnych; stymulacja
uwalniania GL P-1; neuropeptyd; przeciwutleniajace; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; wigzacy cynk; inhibitor afa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy |11

SDISLLDAQSAPLRVY

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
afa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

I dentyfikator

Pochodzenie . . : Znana aktywnos$¢ peptydu lub potencjalna aktywnos¢
(bialko) (L})ri?lilzgt) Sekwencja aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
KIDALNENKVL przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 11
Potencjanie: inhibitor ACE; Neuropeptyd; przeciwutleniajace;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor dipeptydylopeptydazy
ALKALPMHIR [11; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od cyklicznego
adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny
Bialko Pot_er?cjaln_ie: inhibitor ACE; Neuropep'gy(_j; przeciwutleniajace;
endometrium inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor afa-glukozydazy;
! VRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRL dipeptidyl peptidase I11 inhibitor; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej
Zquz:tne 2 AOA3QILYES, od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny;
p;(?g aglenem, AOA3Q1M701, hypochol esterolemic
% oWny aletEe BsRODA4, Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; wiazacy cynk;
ele  pp2754 KTKIPAVFKID inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
laktoglobulina, Or CIPERLYTY opeptycazy -
beta PotenCJaI_nle: |nh|_b|tc_)r ACE; stymulaqawychwytu glukozy;_
|aktoglobulina stymulacja uwal niania substancji wazoaktywnych; stymulacja

YVEELKPTPEGDLEIL

uwalniania GL P-1; neuropeptyd; przeciwutleniajace; wigzacy cynk;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; wiazacy cynk; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; osteoanaboliczny

ELKPTPEGDLEIL

Znana aktywno$¢: wigzacy Cynk;

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
stymulacja uwalniania GLP-1; przeciwutleniajace; wigzacy cynk;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 11
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydow

Pochodzenie (bialko)

| dentyfikator
bialka
(UniProt)

Sekwencja aminokwasowa

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Bialko endometrium
zZwigzane z
progestagenem,
glowny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina

AOA3QILYES,
AOA3QIM701,
B5BOD4,
PO2754

ALNENKVLVLDTDYK

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja
wychwytu glukozy; Regulating; przeciwzakrzepowe,
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111

VFKIDALNENKVLVL

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111

AMAASDISLLDAQSAPLRVY

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja
wychwytu glukozy; regulujgce; przeciwutleniajace; hipotensyjne;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny; inhibitor
Xaa-Pro aminopeptidazy; inhibitor |aktocepiny

LIVTQTMKGLDIQKVAGTWY SLA

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny;
immunomodulujgce; neuropeptyd; regulator aktywnosci kinazy
fosfoglicerynianowsy; stymulacja wychwytu glukozy;
przeciwutleniajace; aktywacja proteolizy zaleznej od ubikwityny;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy |11

AASDISLLDAQSAPLRVY

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; regulujace;
stymulacjawychwytu glukozy; przeciwutleniajgce; hipotensyjne;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

Pochodzenie (bialko)

I dentyfikator
bialka
(UniProt)

Sekwencja aminokwasowa

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Biatko endometrium
Zwigzane z progestagenem,
gtowny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina

AOA3QILYES,
AOA3QIM701,
B5BOD4,
P02754

VYVEELKPTPEGDLEILL

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
stymulacja uwal niania substancji wazoaktywnych; stymulacja
uwalniania GL P-1; neuropeptyd; przeciwutleniajace; wigzacy
cynk; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11;
osteoanaboliczny

VEELKPTPEGDLEILL

Potencjalnie: ACE-inhibitor, stymulacja wychwytu glukozy;
stymulacja uwaniania GLP-1, stymulacja uwal niania substancji
wazoaktywnych; neuropeptyd; przeciwutleniajgce; wigzacy
cynk; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy |11

AMAASDISLLDAQSAPLR

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie
wychwytu glukozy; regulujacy; hipotensyjny; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor

LLDAQSAPLRVY afa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor
reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
VLDTDYKKYL neuropeptyd; regulujace; przeciwzakrzepowe;

przeciwutleniajgce; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator
Pochodzenie (bialko) bialka
(UniProt)

Sekwencja Znana aktywnos$¢ peptydu lub potencjalna aktywnos¢
aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;

regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej;
ISLLDAQSAPLRVY przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor

afa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor

reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;

FKIDALNENKVL przeciwutleniajgce; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111
KTKIPAVEKID Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie

ALNENKVLVL wychwytu glukozy; przeciwutleniajace; wigzacy cynk; inhibitor
Biatko endometrium dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor dipeptydylopeptydazy 111

zZwigzane z progestagenem, ﬁgﬁggikﬂ\;ﬁ Potencjanie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;
glowny alergen beta- B5BODA ’ regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej; inhibitor
laktoglobulina, beta- P02754 ' ISLLDAQSAPLRV dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
laktoglobulina dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro;

inhibitor laktocepiny

Potencjalnie: inhibitor ACE; neuropeptyd; stymulacja wychwytu
KPTPEGDLEILL glukozy; przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV;
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy |11
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
neuropeptyd; przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy
\
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
KIDALNENKVLVL przeciwutleniajgce; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor

dipeptydylopeptydazy 111

LIVTQTMKGLD
IQKVAGTW
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator

Pochodzenie : . : Znana aktywno$¢ peptydu lub potencjalna aktywnos¢
(bialko) (L});?Iil:?)t) Sekwencja aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
KTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYK przeciwzakrzepowe, przeciwbakteryjny; wiazacy cynk; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor dipeptydylopeptydazy Il
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;
regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej;
DISLLDAQSAPLRVY przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor
Bialk reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny
1atko- Znane: przeciwbakteryjny;
endometrium
! Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie
Z:gﬁ‘tne énem AOA3QILYES, wychwytu glukozy; regulator aktywnosci kinazy
e, ADA3QIM701, AASDISLLDAQSAPLR fosfoglicerynianowej; hipotensyjne; inhibitor
ﬁe‘t’zn-‘/ aersel  BEBODA4, dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy:; inhibitor
. P02754 dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro;
laktoglobulina, inhibitor | )
beta: inhibitor ektocepiny__ _ _
|aktoglobulina Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy;

FKIDALNENKVLVL

przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy |11

LAMAASDISLLDAQSAPLR

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie
wychwytu glukozy; regulator aktywnosci kinazy
fosfoglicerynianowsy; hipotensyjne; aktywacja proteolizy
zaleznej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V,
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1I1;
inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

Pochodzenie (bialko)

I dentyfikator
bialka Sekwencja aminokwasowa
(UniProt)

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Biatko endometrium
zZwigzane z
progestagenem, gtowny
alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina

VYVEELKPTPEG

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji
wazoaktywnych; stymulacja uwalniania GLP-1;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy II;
osteoanaboliczne

LDAQSAPLRV

Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V;
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1I1;
inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny

IPAVFKID

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; inhibitor
dipeptydylopeptydazy IV

AOA3QILYES
AOA3QIM701
B5BOD4,

' LIVTQTMKGLDIQK
' VAGTWYS

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny;
immunomodulujgce; neuropeptyd; stymulacjawychwytu glukozy;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V

P02754

MAASDISLLDAQSAPLRV

Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja
wychwytu glukozy; regulator aktywnosci kinazy
fosfoglicerynianowsy; hipotensyjne; inhibitor afa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro;
inhibitor laktocepiny

VEELKPTPEGDLEILLQ

Potencjanie: inhibitor ACE; neuropeptyd; stymulacja wychwytu
glukozy; stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych;
stymulacja uwalniania GLP-1; przeciwutleniajace; wigzacy cynk;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 11
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydoéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

I dentyfikator

Pochodzenie : . . Znana aktywnos$¢ peptydu lub potencjalna aktywnos¢ biologiczna
(bialko) (L})ri?lilzgt) Sekwencja aminokwasowa (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
Potengjanie: inhibitor ACE; neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy
FDKALKALPMHIR IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od
cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny
Potencjdnie: ACE-inhibitor; symulacjawychwytu glukozy; ssymulacja
uwalniania GLP-1; stymulacja uwal niania substandji wazoaktywnych;
VYVEELKPTPE neuropeptyd; przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
inhibitor afa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy 111;
osteoanaboliczne
Potengjanie: ACE-inhibitor, przeciwbakteryjny; symulacjawychwytu
Biatko glukozy; neuropeptyd; regulujace; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajace;
endometrium AOA3QILYES NENKVLVLDTDYKKYLLF ligand permeszy bakteryjngj; agonista opioidowy; wiazacy cynk; inhibitor
zZwigzane z AOA3QIM 701’ d? peptydylopeptydazy 1V; inhibitor dfg—gl ukozydazy; inhibitor
progestagenem, B5BODA ' dipeptydylopeptydazy 111; osteoanaboliczne
glowny alergen P02754 ' Potengjdnie: ACE-inhibitor; symulacjawychwytu glukozy;
beta-1aktoglobulina, IDALNENKVL przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
beta-aktoglobulina dipeptydylopeptydazy 111; osteoanaboliczne
Znane: inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V, wiazacy cynk;
K PTPEGDLEIL Potencjdnie: ACE-inhibitor; stymulacjawychwytu glukozy; neuropeptyd;

przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor dfa-glukozydazy

LIVTQTMKGLDIQKVA
GTWYSLAM

Potencjdnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; immunomodulujace;
neuropeptyd; regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej; ssymulacja
wychwytu glukozy; przeciwutleniajace; aktywacja proteolizy zaleznej od
ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

. Identyfikator bialka Sekwencja Znana aktywnoS$¢ peptydu lub potencjalna aktywnosé
Pochodzenie (bialko) (UniProt) aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
PMS1 homolog 2, AOA3Q1IM1SS, Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwal niania substancji
komponent systemu AOA3Q1IM5AG, KLLLAVL wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; activating
naprawy btednie AOA3QIN669, ubiquitin-mediated proteolysis; inhibitor dipeptydylopeptydazy
sparowanych zasad E1BAGS IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1l
Potencjalnie: ACE-inhibitor; stymulacjawychwytu glukozy;
Biatko C2 , nalezace do AOA3QIM589 stymul acja uwal niania substancji wazoaktywnych;
rodziny 35 no$nikow Q29RMO ’ DLELLLR przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
substancji rozpuszczonych alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor
reniny
Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
. . inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
Dlao zawierajace domens - Aoa3QIM5Y7 APLIKFL dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od
cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny; inhibitor
Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor |aktocepiny
Cynkowa metalopeptydaza Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
OMAL, AOA3Q1IM649, ) ) e o T
KLLAIIV aktywacja proteolizy zaleznej od ubikwityny; inhibitor
M etal oendopeptydaza Q3SZN3 . PR .
OMA1 dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor dipeptydylopeptydazy 111
Regulator transportu AOAIQIMDS6, Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
. A5JU1L, FAIMLZ4, DLELLTI : R ;
lizosomalnego QOTTKA przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Znana aktywnos¢: inhibitor alfa-glukozydazy;
AOA3QIMJES, TR R A
Alfa-Sl-kazeina AOA3QINGSS, APEPEVE Potencjanie: inhibitor ACE; inhibitor ACEZ2; inhibitor alfa-

B5B3R8, P02662

glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydow

| dentyfikator

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢

Pochodzenie (bialko) (J) ;?Iil:?)t) Sekwencja aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
VEELLLK Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwal niania substanji
bialko MTCP1 AOA3QINJIO, VEELLLKLL wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy;
G3N2C7 GVEELLLKL przeciwutleniajace; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
VEELLLKL dipeptydylopeptydazy IV
AOA452DHW?7,
AOA4D6WI58,
AOA4DBWPI7, Potencjanie: inhibitor ACE; inhibitor ACE2; przeciwutleniajace;
Beta-kazeina P02666, DELQDKIHPF inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V, inhibitor
JOUHS4, dipeptydylopeptydazy 111
JouJ96,
T1TOC1
Potencjanie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE;
przeciwzakrzepowe; immunomodulujace; opioidowe; regulujace
aktywnos$¢ btony sluzowej zotadka; przeciwzakrzepowe;
AOA452DHW?7, przeciwutleniajace; inhibitor wydzielaniainsuliny;
Beta-kazeina AOA4D6WPO7, YPFPGPIHN chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor
JOUHHA dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor

dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor ACEZ2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biatka
zwigzanego z Myc
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

Pochodzenie (bialko)

| dentyfikator
bialka
(UniProt)

Sekwencja
aminokwasowa

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢ biologiczna
(na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

Beta-kazeina

VY PFPGPIH

Zanan aktywnos$¢: inhibitor prolyl endopeptydazy
(przeciwamnezyjne);

Potencjanie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe;
immunomodulujace; opioidowe; regulujace aktywnos¢ btony sluzowej
zotadka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajgce; inhibitor
wydzielaniainsuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor ACE2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biatka zwigzanego z
Myc

AOA452DHW7,
AOA4D6WPI7,
JOUHHA

LVY PFPGPIH

Znana aktywnos$¢: inhibitor ACE;

Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe;
immunomodulujace; opioidowe; regulujgce aktywnos¢ btony sluzowe;j
zotadka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajace; inhibitor
wydzielaniainsuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor ACE2; stymulacja wychwytu
glukozy; inhibitor beta-kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy;
inhibitor biatka zwigzanego z Myc

PFPGPIH

Potencjalnie: inhibitor prolyl endopeptydazy; przeciwamnezyjne;
inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; regulujgce aktywno$¢ btony
sluzowej zotadka; inhibitor wydzielaniainsuliny; chemotaktyczne;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor afa-glukozydazy;
inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor ACE2; inhibitor biatka
zwigzanego z Myc
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator

Pochodzenie (bialko) bialka Sekwencja aminokwasowa

(UniProt)

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)

AOA452DHWY,
Beta-kazeina AOA4D6WP97, YPFPGPIH
JOUHHA

Potencjalnie: inhibitor prolyl endopeptydazy; przeciwamnezyjne;
inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; immunomodulujace;
opioidowe; regulujace aktywno$¢ btony §luzowej zotadka;
przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajace; inhibitor wydzielania
insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor ACEZ2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biatka
zwigzanego z Myc

DKFLDDDLTD

KFLDDDLTD

DKFLDDDLT

Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor fosfodiesterazy
zaleznej od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor
reniny

TTFHTSGYDTQAIVQ

AOA452DI34, TFHTSGYDTQAIVQ

Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
wigzace wapn; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny

Alfa-laktalbumina gg\(’;g;fé DKFLDDDLTDDIM
i KFLDDDLTDDIM
KFLDDDLT

KFLDDDLTDDIM

Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor fosfodiesterazy
zaleznej od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor
reniny

RELKDLKGYGGVS

Potencjanie: inhibitor ACE; immunomodulujace;
przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator

s . Sekwencja Znana aktywnoS$¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$é biologiczna
Pochodzenie (biatko) bl?lka aminokwasowa (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
(UniProt)
g‘gogﬁ_)z DI34, Potencjanie: inhibitor ACE; przeciwzapalne; przeciwutleniajace;
Alfarlaktalbumina GIGOX 6 INYWLAH inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; wigzacy cynk; aktywacja proteolizy
POO711 ' zaleznej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy Il
Biatko z motywem AOA452DIHS Potencjalnie: inh[bitor A_CE; stymulacjawychwyt_u g!ukozy;
wigzacym RNA 44 E1BC15 " LDEIILR neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
(RBM44) dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor reniny
Znany: agonista receptora opioidowego (beta-kazomorfina-11);
Potencjanie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe;
immunomodulujace; opioidowe; regulujace aktywnos¢ btony sluzowej
Y PEPGPIPNS zoladka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajgce; inhibitor wydzielania
AOA4D6BWI58, insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor
Betakazeina P02666, dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor
JoUJ96, dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor ACE2; inhibitor beta-kazomorfina-
T1TOC1 5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biatka zwigzanego z Myc
Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe,
EPGPIPN immunomodulujace; regulujace aktywnos¢ btony sluzowej zotadka;
przeciwzakrzepowe; inhibitor wydzielaniainsuliny; chemotaktyczne;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor biatka zwigzanego z Myc
ABQOKO Potencjalnie: i_nhi_bi_tor A_CE; stymulacjawychwyt_u gl_ukozy;
Biatko BOD1L FIN2G1 ’ VEEILVK neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-

glukozydazy
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator

s . Sekwencja Znana aktywno$¢ peptydu lub potencjalna aktywnosé biologiczna
Pochodzenie (biatko) (L})rll?lil:?)t) aminokwasowa (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
A9QMC3,
B5U8Y5,
B7ZFQL1,
C1PHZ1,
Receptor dla sekretyny C1PHZ2, KLVILV] Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
hormonu wzrostu C1PHZ4, neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
C1PI23,
C1Pi24,
C1PI129,
C1PI30, C1PI32
Powtdrzenia WD i biatko o Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji
. . E1BDF4 KLLLILV wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd,;
strukturze coiled-coil . X
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
. Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
Bialko COG3 EIBGAG LDELLEKL przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Biatko rusztowania DIELLLK Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji
molekin E1BJF6 DIELLLKLI wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; przeciwutleniajace;
Ymp DIELLLKL inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Biatko zawierajagce domeng Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;
SET 1A, metylotransferaza  E1BLX2 EVEILLH neuropeptyd; przeciwutleniajace; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V,
lizyny histonowej inhibitor alfa-glukozydazy
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy;
Otoferlina E1IBMQ1 KIVLALL aktywacja proteolizy zaleznej od ubikwityny; inhibitor

dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor dipeptydylopeptydazy 111
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

| dentyfikator

c . Sekwencja Znana aktywno$¢ peptydu lub potencjalna aktywnosé biologiczna (na
Pochodzenie (biatko) (J) ;?Iil:?)t) aminokwasowa podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
Proteoglikan siarczanu heparanu Potencjanie: inhibitor ACE; stymulagjawychwytu glukozy; przeciwutleniajace;
2 FIMER7 — LDELLVR inhibitor ciipeptydylopeptydazy IV
F1IMK54 Potencjanie: inhibitor ACE; stymulagjawychwytu glukozy; aktywagja
Biatko MROHS G3MW Q’O KIVLLAI proteolizy zaleznej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
dipeptydylopeptydazy I

Potencjdnie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy; neuropeptyd;

Biatko Slit3 FIMMM6  DLEILTL inhibitor di peptydylopeptydezy IV

Biatko zawierajace domen¢ GP- Potengjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy; neuropeptyd;

FIMTTS KILILLV

PDE inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
EF1MZ95 Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy; przeciwutleniajace;
Biatko MED 12 ' LLPLPKP hipotensyjne; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor reniny; inhibitor Xaa:
G3N1K4 PN :
Pro; inhibitor | aktocepiny
: FER7G2, Potengjdnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalnianiasubstandji wazoaktywnych;
Bialko SLC13A4 QO8E60 KLLLVIL stymulagjawychwytu glukozy; neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Beta-1,4 N- G3X7L4 KLLLLLY Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacja uwal nianiasubstancji wazoaktywnych;
acetylogal aktozaminytransferaza stymulacjawychwytu glukozy; inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Potencjdnie: inhibitor ACE; przeciwutleniajace; hipotensyjne; inhibitor
GSPAANVGVKVF dipentydylopentydazy 1V
Transtyretyna (TTR) 046375 Potengjanie: inhibitor ACE; Regulator aktywnosci kinazy fosfoglicerynianowej;

LDTKSYWKSLG  Anti inflammeatory; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor
ISPFHEFAEVVF  dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny; inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od
cyklicznego adenozynomonofosforanu; hipolipemiczny; ACE2 inhibitor
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptyddéw uzyskane w wyniku hydrolizy biatek serwatkowych przez papaing, informacje o biatkach,

z ktorych pochodzg oraz przewidywane aktywnosci biologiczne peptydéw

I dentyfikator

Znana aktywnos¢ peptydu lub potencjalna aktywnos$¢

Pochodzenie (bialko) (L})ri?lilzgt) Sekwencja aminokwasowa biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM)
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwutleniajace; hipotensyjne;
Transtyretyna (TTR) 046375 DAVRGSPAANVGVKVF inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor
dipeptydylopeptydazy 111; inhibitor leucylotransferazy
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwal niania substancji
Galaktoza-3-O- QOVCH4 KILLLVL wazoaktywnych; stymulacjawychwytu glukozy; neuropeptyd;
sulfotransferaza 3 inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwal niania substancji
wazoaktywnych; stymulacjawychwytu glukozy;
Q29RKO0 EVELLLYK immunostymulujacy; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniajace;
inhibitor dipeptydylopeptydazy 1V; inhibitor afa-glukozydazy;
Biatko palca cynkowego 574 inhibitor dipeptydylopeptydazy I11; inhibitor reniny
Histamina N- Q58DV7 KILIIV Potencjanie: inhibitor ACE; stymulacjawychwytu glukozy;

metylotransferaza

neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV
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W zaleznos$ci od zastosowanych warunkow reakcji enzymatycznej, w szczegdlnosci
od rodzaju enzymu, po hydrolizie bialek serwatkowych uzyskuje si¢ peptydy o réznych
masach czgsteczkowych. Koncowy sktad i sekwencja aminokwasow determinuja
bioaktywnos$¢ powstalego hydrolizatu. W przeprowadzonych badaniach kazdemu
peptydowi przypisano wigcej niz jeden typ przewidywanej aktywnosci biologicznej. Czgsto
zdarza sie¢, ze pojedynczy peptyd ma wiecej niz jedng funkcje ze wzgledu na wzajemne
powigzanie szlakow metabolicznych kontrolujacych okreslone funkcje. Ponadto, niektore
peptydy moga stuzy¢ jako czasteczki sygnalowe i w ten sposob wywiera¢ wplyw na
poziomie systemowym.

Na podstawie sekwencji peptydowych uzyskanych za pomoca LC-MS, po
przeszukaniu baz danych, zidentyfikowano aktywnos$¢ biologiczng kilku peptydow. Naleza
do nich peptydy wiazace cynk takie, jak VEELKPTPEGDLEIL i ELKPTPEGDLEIL
pochodzace z trawienia B-laktoglobuliny. Badania wykazaty, ze peptydy moga reagowaé
z jonami cynku, tworzac chemicznie stabilne i rozpuszczalne chelaty. Sg one zaangazowane
w transport pierwiastkow 1 moga zapobiegaé interakcji cynku z ré6znymi zwigzkami, np.
kwasem fitynowym, w przewodzie pokarmowym. Chelaty peptydéw cynkowych moga by¢
stosowane jako nowy sposob suplementowania organizmu ludzkiego cynkiem, poniewaz
cynk obecny w takim chelacie moze dostac¢ si¢ do organizmu w trybie wchtaniania peptydu
(Fu 1 in. 2020). Takie wigzace cynk peptydy moga mie¢ cenne zastosowania odzywcze jako
nos$niki cynku w diecie, zwigkszajac biodostgpnos¢ i bioaktywnos$¢ tego pierwiastka.
Ponadto, peptydy posiadajace ligandy cynku sg farmakologicznie istotne jako inhibitory
enzymoOw zaleznych od cynku (metaloproteinazy), ktore sg uzyteczne w kontrolowaniu
patogenezy chorob zapalnych (Udechukwu i in. 2021).

Zidentyfikowano rowniez peptyd APFPEVF pochodzacy z trawienia o-S1-kazeiny.
Jest znany z zastosowania w zapobieganiu i leczeniu stanow patologicznych zwigzanych
z a-glukozydaza (Maugard i in. 2018, 2019). Bazy danych dostarczyly rowniez informacji
na temat aktywnos$ci peptydow uzyskanych podczas hydrolizy biatek serwatkowych przy
uzyciu B-kazeiny, tj. VYPFPGPIH, LVYPFPGPIH i YPFPGPIPNS. Peptyd VYPFPGPIH
zostal zgloszony jako inhibitor aktywnosci prolyl endopeptydazy (PEP), powigzanej
z zaburzeniami neurodegeneracyjnymi. Inhibitory PEP sg uwazane za $rodki, ktore moga
odwréci¢ utrate pamigci wywotang przez zwigzki amnezyjne (Hsieh 1 in. 2016).
LVYPFPGPIH zostal zidentyfikowany jako inhibitor ACE, ktory wywiera dziatanie
przeciwnadci$nieniowe, podczas gdy YPFPGPIPNS jest znany jako B-kazomorfina-11,

ktora nalezy do agonistow receptora opioidowego. Bioaktywne peptydy z tej rodziny sa
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zdolne do wigzania si¢ 1 aktywowania receptorow opioidowych zlokalizowanych w réznych
regionach cialta (w tym w ukladzie odporno$ciowym, przewodzie pokarmowym
1 potencjalnie w osrodkowym uktadzie nerwowym) 1 mogg réoznicowo wpltywac na takie
procesy, jak immunosupresja, wchtanianie skladnikéw odzywczych z przewodu
pokarmowego, sygnalizacja opioidowa, hiperglikemia czy stres oksydacyjny (Meisel
1 Frister 1989, de Vasconcelos i in. 2023).

Analiza aktywno$ci innych peptydow wskazuje, ze mogg one wywieraé szereg
korzystnych efektow fizjologicznych, w tym obniza¢ ci$nienie krwi, zapobiega¢ chorobom
uktadu krazenia, dziata¢ hipolipidemicznie, utrzymywaé homeostaze glukozy, regulowac
aktywnos$¢ btony sluzowej zotadka, oddzialywac na uktad nerwowy oraz dziata¢ jako srodki:
przeciwcukrzycowe,  przeciwnowotworowe,  przeciwzapalne, = immunomodulujace,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniajace i osteoanaboliczne.

Badania Kaur i in. (2023) wykazaly, ze proteom mleka zawiera peptydy, ktore sa
nieaktywne w natywnym biatku, ale po uwolnieniu stanowia biologicznie aktywne peptydy,
ktére moga oddziatywa¢ z odpowiednimi receptorami i regulowa¢ réznorodne funkcje
fizjologiczne w organizmie. Peptydy uwalniane z biatek serwatkowych wykazaty dziatanie
przeciwnadcisnieniowe (inhibitory ACE), przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe oraz
poprawiajace funkcje poznawcze i pamiec.

Za gtowne wspdlne cechy biologicznie aktywnych peptydow uwaza si¢ aktywnos$¢
przeciwutleniajaca i przeciwdrobnoustrojowa. W badaniach wlasnych zidentyfikowano
16  peptydow  potencjalnie  odpowiedzialnych za  obserwowang  aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowg hydrolizatu. Z kolei, 58 peptydow pochodzacych z trawienia biatek
serwatkowych jest potencjalnie zwigzanych z potwierdzong in vitro aktywno$cig
przeciwutleniajaca. Aktywno$¢ ta zostala rdéwniez powigzana z zapobieganiem
nowotworow. Wsrdd zidentyfikowanych peptydow byto réwniez 12 wskazujacych na
potencjalng aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. Peptydy takie, jak biatko zwigzane
z inhibitorem Myc (PAM, ang. protein associated with Myc), inhibitor DPP-III
(ang. dipeptidyl peptidase III — dipeptydylopeptydazy III) i regulator aktywnosci kinazy
fosfoglicerynianowej, moga by¢ rowniez proponowane jako wywierajace dziatanie
przeciwnowotworowe. Peptydy o dzialaniu immunomodulacyjnym i przeciwzapalnym
(w tym inhibitor aminopeptydazy Xaa-Pro i inhibitor DPP-III) moga mie¢ funkcje bardziej
ogolnoustrojowe, czgsciowo zwigzane roOwniez z zapobieganiem nowotworom

1 odpornoscia.
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Jedng z najczgstszych biologicznych aktywnosci peptydow jest hamowanie enzymu
konwertujacego angiotensyn¢ (ACE), co w analizach in silico przypisano wszystkim
peptydom uzyskanym w ramach przeprowadzonych badan wiasnych. Efekt ten obejmuje
hamowanie enzymu konwertujacego angiotensyne, ktory przeksztatca angiotensyne I (AT I)
w angiotensyne II (AT II), w efekcie zmniejszajac poziom ATII we krwi, ktéry w nadmiarze
zwe¢za naczynia, powodujac wzrost ci$nienia krwi. Wczesniej wskazano (Chamata
1 in. 2020), ze kilka peptydéw pochodzacych z mleka i serwatki (biatek serwatkowych)
wykazuje wysoka aktywnos$¢ hamujaca ACE in vitro (peptydy IPP, LIVTQ, IIAE, LVYPFP).
Sposrod peptydow zidentyfikowanych w tej pracy, APFPEVF, jak wcze$niej przewidywano,
ma aktywnos$¢ hamujacg ACE (FitzGerald i in. 2020).

Oprocz  peptydow  hipotensyjnych, obnizanie ciSnienia krwi 1 dzialanie
przeciwmiazdzycowe przypisuje si¢ rowniez peptydom z inhibitorem CaMPDE (ang.
calmodulin-dependent cyclic nucleotide phosphodiesterase, czyli fosfodiesterazy
cyklicznych nukleotydow zaleznych od kalmoduliny), inhibitorem DPP-III i inhibitorem
reniny, a takze cze$ciowo peptydom stymulujagcym uwalnianie substancji wazoaktywnych.
Z kolei, peptydy o dzialaniu hipolipemicznym sa rowniez czg$ciowo zwigzane
z zapobieganiem chorobom sercowo-naczyniowym. Dziatanie to przypisuje si¢ peptydom
z aktywnoscig inhibitora reduktazy HMG-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme
A, czyli 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A). W badaniach wilasnych z analizy in
silico wskazano, ze jeden ze zidentyfikowanych peptydéw (RELKDLKGYGGVS) moze
wykazywac takg aktywnos¢. Hamujac aktywnos¢ HMGR (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl
reductase, czyli reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylu), peptydy te obnizaja tempo
biosyntezy cholesterolu (Pak 1 in. 2012, Bansal 1 Cassagnol 2024).

W przeciwienstwie do wyzej wymienionych aktywnos$ci, wsréd przewidywanych
aktywnosci  peptydow  przedstawionych ~w  analizach in  silico, aktywno$¢
przeciwcukrzycowa, przeciwwirusowa, przeciwmiazdzycowa 1 regulujaca blong §luzowa
jelit zastuguje na szczegdlng uwage (Maestri 1 in. 2019). Kilka grup aktywnosci
peptydowych jest zwigzanych z potencjalem przeciwcukrzycowym 1 utrzymaniem
homeostazy glukozy. Spos$réd przewidywanych aktywnosci przypisywanych peptydom
zidentyfikowanym w badaniach wlasnych, peptydy o potencjalnej aktywnos$ci inhibitora
DPP IV 1 inhibitora alfa-glukozydazy, a takze stymulujace uwalnianie peptydu
glukagonopodobnego 1 i regulujace kinazg fosfoglicerynianowa moga wykazywac takie
efekty. W badaniach wlasnych zidentyfikowano 17 peptydow o dzialaniu

przeciwwirusowym, bowiem okazaty si¢ mie¢ dziatanie inhibitora aminopeptydazy
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Xaa-Pro. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na peptydy o przewidywanym dzialaniu na uktad
nerwowy. Nalezg do nich peptydy o potencjalnym dzialaniu neuropeptydowym,

opioidowym, przeciwamnezyjnym 1 inhibitory B-kazomorfiny-5 butyrylocholinesterazy.
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8 Wnioski

Osiagniecie naukowe, stanowigce zbior trzech publikacji oraz nieopublikowanych

wynikow badan i opracowan wlasnych, dotyczy mozliwosci wykorzystania surowcow

pochodzenia zwierzgcego (zottka jaja i serwatki) do produkcji bioaktywnych peptydow, ze

szczegblnym uwzglednieniem wiasciwosci przeciwutleniajagcych i1 przeciwbakteryjnych,

w procesie kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej. Uzyskane wyniki umozliwity

sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1.

Poglebiony przeglad literatury umozliwit wybor wstepnych parametrow
prowadzenia procesu hydrolizy enzymatycznej wybranych biatek pochodzenia
zwierzgcego, tj. zottka jaja kurzego i biatek serwatkowych, ukierunkowanej na
pozyskanie peptydow o aktywnos$ci przeciwutleniajacej i przeciwbakteryjne;.
Enzymatyczna hydroliza stanowi kluczowy etap, zarbwno w procesie produkcji
peptydéw  zottkowych, jak 1 serwatkowych. Efekt koncowy hydrolizy
determinowany jest licznymi czynnikami, w tym glownie: rodzajem enzymu,
stosunkiem enzymu do substratu, temperaturg, warto$cia pH czy wielkos$cig
wyodrebnionego peptydu oraz jego sekwencja aminokwasowa. Przeprowadzajac
hydrolize enzymatyczng biatka zo6ttka jaja kurzego, najbardziej optymalne okazato
si¢ zastosowanie procesu dwuetapowego z uzyciem papainy 1 pepsyny,
z zachowaniem stosunku substratu do enzymu 1:10, w temperaturze 70°C i pH = 6,0
dla papainy, za$ dla pepsyny — 37°C i pH = 3,0. Natomiast, w przypadku biatek
serwatkowych najlepsze rezultaty uzyskano przy uzyciu papainy, przy stosunku
enzymu do substratu réwniez wynoszacym 1:10, w tych samych warunkach
temperatury 1 pH.

W procesie przygotowania zottek jaja kurzego waznym etapem jest usunigcie frakcji
lipidowych, umozliwiajace skrdcenie czasu hydrolizy, zwigkszenie stopnia hydrolizy
oraz uzyskanie biatek o lepszej rozpuszczalnosci i jakosci.

Wykorzystujac serwatke do uzyskania bioaktywnych peptydéw, kluczowym etapem
produkcji peptydow jest proces ultrafiltracji, ktory skutecznie eliminuje laktozg, ale
takze moze powodowac utrate czg$ci maloczasteczkowych peptydow, co moze
wplyna¢ na ostateczny profil bioaktywny produktu.

W badaniach nad hydrolizatami bialek serwatkowych, papaina wykazata najwyzszy
stopien hydrolizy, osiagajac poziom 33,00% po trzech godzinach procesu. Podobnie,

w przypadku hydrolizatow bialka z zottek jaj, zastosowanie papainy i pepsyny
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doprowadzito do uzyskania peptydow o wysokim stopniu hydrolizy (33,36%)
1 pozadanych wiasciwosciach bioaktywnych.

. Kontrolowana hydroliza biatka z zoéttek jaja i serwatki umozliwia uzyskanie
mieszaniny peptydow o silnych wtasciwosciach przeciwutleniajacych. Zastosowanie
papainy prowadzi do istotnego wzrostu aktywnosci przeciwutleniajacej otrzymanych
mieszanin, mierzonej testem z rodnikiem DPPH 1 kationorodnikiem ABTS.
Szczegdlnie wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniajaca oznaczono dla mieszanin
peptydow otrzymanych z zoétek jaja kurzego, ktéra mierzona z rodnikiem DPPH
wynosita 1776,66 mg ekwiwalentu kwasu askorbinowego/100 g, a mierzona
z kationorodnikiem ABTS - 390,43 mmol troloksu/kg. Uzyskane wyniki
potwierdzaja mozliwo$¢ ich zastosowania jako naturalnych przeciwutleniaczy
W Zywnosci.

. Mieszaniny peptydow otrzymane w procesie kontrolowanej hydrolizy biatka z z6ttek
jaja 1 serwatki wykazaly wlasciwosci przeciwbakteryjne. Mieszaniny peptydow
z z6ktek jaja charakteryzowaly si¢ silnym dziataniem przeciwko bakteriom Gram (+),
w tym Bacillus cereus, co moze czyni¢ je wartosciowymi sktadnikami naturalnych
konserwantow zywno$ci. Podobne wtasciwosci przeciwbakteryjne wykazano
w przypadku mieszaniny peptydow otrzymanych z hydrolizy biatek serwatkowych,
ktére hamowaty wzrost szeregu patogendéw, w tym Bacillus cereus 1 Staphylococcus
aureus.

. Zastosowanie nowo zaprojektowanych warunkow reakcji enzymatycznej hydrolizy
biatek zottka jaja kurzego z wykorzystaniem papainy pozwolito na zidentyfikowanie
za pomoca spektrometrii masowej 1234 sekwencji peptydow. Natomiast
w  przypadku Dbiatek serwatkowych oznaczono ich 107. Wigkszos¢
zidentyfikowanych sekwencji peptydowych stanowily nowe peptydy, ktore
wczesniej nie byly opisane ani zdeponowane w bazach danych.

. Otrzymane hydrolizaty stanowily zrodlo peptydow o wielokierunkowym
oddzialywaniu na organizm czlowieka. W przypadku mieszanin uzyskanych
z hydrolizatu biatek serwatkowych, peptydy o wlasciwosciach przeciwutleniajacych,
np. peptyd o sekwencji LDAQSAPLRVY, oraz o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych, np. peptyd o sekwencji AASDISLLDAQSAPLR, stanowity
16,8% 1 4,5% mieszaniny, odpowiednio. Dodatkowo zidentyfikowano szereg
peptydoéw o innych potencjalnych funkcjach, tj. inhibicja ACE (28,1%), stymulacja
wychwytu glukozy (18,6%), dziatanie neuropeptydowe (9,2%), inhibicja reniny
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11.

12.

(8,4%), stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych (5,2%), dziatanie
przeciwnowotworowe (3,2%), hipotensyjne (2,3%), przeciwamnezyjne (2,0%) czy
opioidowe (1,7%). Natomiast w mieszaninach uzyskanych po hydrolizie biatka z
zoltek  jaja  kurzego peptydy o wiasciwosciach  przeciwutleniajacych,
reprezentowanych przyktadowo prze peptyd o sekwencji PTDQKVGWGGEGQIQ,
oraz o0 wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, np. peptyd o sekwencji
HVDLDEVANKIA, stanowily 25,0% 1 18,8%, odpowiednio. Mieszanina ta
zawierala rowniez peptydy o potencjalnej funkcji inhibicji ACE (31,2%) oraz o
dziataniu antyproliferacyjnym (18,8%) 1 opioidowym (6,2%).

Zoptymalizowane laboratoryjnie warunki hydrolizy umozliwily przeskalowanie
procesu do skali przemystowej (przy wsadzie jednorazowym wigkszym niz 1000 kg
biatka), z zachowaniem oznaczonej aktywnosci biologicznej peptydow.
Doswiadczenia rynkowe w obrocie bioaktywnymi mieszaninami peptydow
wskazuja, ze kluczowym wyzwaniem przysztych badan jest opracowanie metod
zwigkszania stabilnosci peptyddéw podczas przechowywania i obrébki termicznej, co
jest istotne dla ich zastosowania w przemys$le spozywczym. Mikroenkapsulacja oraz
modyfikacje chemiczne moga poprawi¢ trwatos¢ 1 biodostepnosé peptydow.
Konieczne s3 rowniez badania kliniczne, aby potwierdzi¢ ich skuteczno$¢
prozdrowotng, zwlaszcza w zakresie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych.

Na podstawie doswiadczenia rynkowego stwierdzono, ze uzyskane hydrolizaty
zawierajace mieszaning bioaktywnych peptydow moga potencjalnie znalezé
zastosowanie w opracowywaniu zywnosci 1 napojow funkcjonalnych, suplementow

diety lub nutraceutykow.
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Froymate hydralysis is comsidered g partioularly important smethaod of gerecating b
functional peptides. Companad 10 chwnteal methods, 1 roquaond saild oeaction coeditsans,
penemates fow unclemnble sele products, snd fociietes high yield and peodsct quality [17].
Additionally, the boactiviey of the obitained protein hydmlysales can be improved daring
this process as it is affected by several parameters, including the type of enzyme, pro-
cessing time, pH, and temperature [14) Varouws peoteinases sech as alcalose (155,152,
ewuttrase [24.25], pepain [1,17,26-25], pepelns [£, 15,2526 20-35], trypein [1,20,21,25.26 29 35
1), ey oy [28,29,80], proke GL [ 7], seabieyree L X0 [97], vecosyane L160 ] pascrs-
aton P00 ) oellulase [15] thermobysan [25], Mavoarey e [L19.29,00], conolase |7,
78], protames [22,25.3789], and beomelagn [37,45,50-50] have boon exsesivedy employod
i e production of with stivaidative propestios. Furthereaons, iokogically s
tive peptices have also cbtained using prosease of bacterial and fungal onigin such as
Bl sobtifis A28 {511 Becillus AickeniGmans NE L Swollns pomfies AL, Baalbes sannvmss A21L
Aspergiis chimetas ES1, Sxctwowwes pvistovimi §385 and Yarrmest bpautios [52].

In thwe last docade, antiaidative profeins and theer derived hydrolysates have been
salject 1o partzular nescarch scrutiny. They could corstitute natural and safe alternatives
w0 synthetic antioxidants as afier oral administration, they are degraded o the barmless
components of amioa acids, as opposed s synibetic antionidants that can be adsoerhod and

and described in Bleratuse in recont years. 1o this end, we clte sevults relovant (o0 4
warmty of sowroes, oclnding ome’s altersaitive fo wellestihadaed material sach as saybeans,
wheat aor whey Although enzymatic hydmlysis has many advantages (e 5. the natum
of GRAS) and is widely used w1 obtain protein hydrolysates, researchers are still looking
for new approaches 1o Increase the yield of bicactive peptides. Thereloer, it Is crucial in
the comducted stuadios 10 use diffenent ereymatic protocols that will allow S sedoction of
optimal process conditiors adapted to the prodess source and its natuse. which will increase
the efficiency of the reaction by reducing the hydrolysis time, reduce the process cost and
alliw o olstain e disatid poprtiches. Our aios wis Lo collic! scent schieviemnts in this fukd
and vlaborate on the effnct of dafforent ymzymes against deffenemt prosein sowsnoes.
The resalis presented in the following articke will help scimitists 1o make more informed
decsions reganding the chaice of enarymies as well a5 optimization of the hydrolysis process
in terms of the 2ppropriate enzyme /substrate ratio, reaction time, pH, temperature, and
deactvation conditions.

2. The Animal Kingdom
2.1, Mechods of Obsaiming Protein Hydlyeates of Anisal Drigin

A widle range of peotein hydrolysates with antioxidative potential have been extractod
from varous fsh, insects. domestic fowl, 2s well as zoonotic products (Table 1)
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22, Antivident Actisity of Proteie Hutrefieates Derived from Fisk

Blarco et al. |35] peepared and investigated fowr hydrolysates derived from fab sbdan
callagen of fwo shiark sprecies (Priovin e gl and Soulioriis caniounbn) and the twa banny
fish species (Thumus allocaess and Xipliae ghadiuel  All of the samples were screenad
for sativaddant activity and sadical scavenging capacity whilizing DFPH (1,1-diphony2-
prryihydraeyh) and ABTS (22-azino-dis-{3-ethy beraoehiarofine-t-salphonic acd)). The
recorded results were expressed in milligrams of UHT equivalent per | mL of hydeolysan
(myg BHY EqmL 1), mu-w:-mmmmcmmu
B-carotene assay) of collagen hydrol zr:n species wias also evaluated. Pre-
vions studies | #00) sagpested thait Mmmdmhydmﬂmwa
associated with the dogree of hydbolysis. Blanoo et ol cbserved the lowest antoxidant
potency (o the hydrolysate oblaleed from Privsoe ghaues (4053 and 151.2 mg BHT Bq
ml !, respectively far the DITH and AITS meshod), which simidanconsly exh@stid the
highest degroee of hydralysis (1652%), Meanwhile, although the by pripared
mwmw-mmammn&wmmwm
generates) from Thommes Wheoaes {11497%), 11 was identified as capablie of the highwes: an-
poxidant actlvity (677 20 sl 25377 mg BHT Eq ml ", respectisely for the DPPH and
ABTS msay). The findings suggent that the antiovadant activity of protein hydrolysates
conld be assocated not only with the degree of Fydrolysls, but also with cther factons sach
as the presence of amino acids capable of inderacting with free radicals, &g, the SH groap
I cysteine [59,01,62). On the basis on the flcarotene evaluation, the highest antioxidam
potontial was sbserved for the nstrolysate dorived from Seytiorimss camiosa (20,56 mg
BHT Eq mL ) which displayed » hagh degree of hydrofyses {(158%),

Krarl e al [*3] corned oot reseanch on the Sakiris bssilior peotein hydrolysases obtainsd
by sabpe by, fosh smaberial st hydeodysis issing enide alkaling protese eatrocts from
nummmwmum The stady revealed that rats fod with

et and treated with the obtained hydmiysate were prtected
wmmtmmwmwwm A dose of 400 mg of the
profein hydrolysate per kg of body weight administrated Sor ¢kght wecks wias shown fo
resloee U levels of crvamate se well us nooceneymutic comgooents of tlw antsxidact
barrier. All three Setorar dimfion hydrolysates were reported to trigger a decnense In the
wetaity of sepesonide dismutase (SOD) by betwiser 3 and 48 U Smy peolein), ghutathioes
preoiclie (CSH-Px) between 000025 and 00035 smal CSH myg protein/smin), and catale
(Betwewn L and 4 ponal HyOy/myg protein/ min) relative o the same parametens examined
In the hearts of hypercholesterolemic rats (aprox. 38 U/mg protein, 0004 wmol GSH mg
protedn/min and 7.5 umol H;O; /mg protein/min, respectively). In tumn, the level of
Khutathione (GSH) was observisd to increase m the beart of rats treated with the three
obtaimed hydrobysates (by betwern 430 and 650 /g tissue) s compared to rats fod with o
hegh cholistiens diet fappros. 260 g /g tssue). A similar effect of the same Saliris lasdion
Mydendysatos was nepotied in the Guer of vats with allosas induced diabetes |55] These
findEings make the Skt desdlicn protein hydrolysates prosisiog, antioxidants posentially
beneScial in cases of diabetes and candiovascalar disesses crused by high-chodesterol kevels.

Jhang et al. [1] discnbed the preparation and antioddant potency of five prosein
Bydeodysates dertved from Dvctpberus sunsdsl, All of the cbtained hydrolysabes wery
subpcted to scavenggmg activity (DFFH, Os- ) and neduong power assays by way of redos-
Tnked colonmetnic reactions and dlectron-transfer evahuations, nespectively [ was neported
that the DM scavenging effect screen revealod an increase whose extent depended on the
enzyime wed: seutral 233%) < pepsio (3LAV5) < alcalase (35367%) < trypsin (9.37%) <
papain ($0.23%), whereas the scavenging capacity evaluated with the O;- method incriasod
as follows: pepsin (737%) < trypsin (14855 < papain (20.75%) <alcalass {2306%) < neutral
(2525%). Moreuver, all Bive hydrobysates wese repanted f have reduced power (033, W0,
0260, 0234 and 0224, sespoctivedy for the trypsin, alcalinwe, pupain, newtral and pepsin
hydralvsatesh. Givin that alcalasar was identified an on yneyme cagrable af gorerating bioec-
tive peptides from natural protein hydrolysates [(3 and based oo the abave-mentboned
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weaidis, the eseanchers selecsed alcalise hydrolysate foe further studies. After ultvofid.
tration, the fraction of alcalase hydrolysate with (he molecular weight of usser 5 k1w
demonstiated the highest ansoxkdative activity (%18 and 28.11% far the DI and Ox-
radical assays, respectively, D343 for reducing power estisation). Next, It was purified
by way of il Sltration chromatography. OF the four abtained fractions, the one with the
mdecutlar weight ranging froes 1.3 40 1.2 kD showed the potential for the strungest acsivity
and as such, 1t was further purified by way of two-told reverse phase high-perfoemance
Bquid chromatography (RP-HI'LC). Eventually, matris-ossdsted Laser desorption sonlza-
o fkme-of-Migght/ teneaafs ligh) imass spectrometsy (MATDETOE / TOF MS) allowad {he
identification of the purified peptides as His-Asp-His-Pro-Val-Cys (7068 Daj and His-
GlirLysVal-Cys (6147 Da), whase DPFH (00310%, 0.0677°%, respectively) and O;« radical
scavenging activity (03817, 11L3744%; respectively) made them promising antionidatise
camponents in functional foods

Toppal et al. 3] stsadied proten hydrolysates Rormod from Ormfrmiy mifidioss by~
products stored an e for 0, 24 and 48 b Antioxidant properties of these hydrolysates wene
Mhmdbﬂﬂl&vm-‘d“mm‘(mny.lm nadsacing anbioeidant power
(FRAP), anul limaleic acid p fation inhibition sctivity [TAPTL Iy was demvanstrated
that pepsin hﬂmmmwﬁeﬁmﬂmﬂewumpﬂedw
scavenging at the concentrasions of 1 mg/mb (45.89%). 1.5 mg/mL ($236'),
2mg/mb (6479, and 2.5 mg/mL (7362%), as well as higher ferme reducing antionddant
power al the concentations of 20 ing/ml (0.7), 30 sy /ml (082], and 50 my /ol (1£30),
as compurnd 10 hydrolysates prepaned froms B loe stomage waste. Thise fodigs s
Hiought 1o sesult from differsnces in Die soquencs of peptides oblamsed fraom he e
and {he loe-sloand by-prociscts. The citd authoes fouad that ydeolysic of the fresh fish
winste tebmsed peptides thar wem bigger and contained mome His, Arg, Tyr and Phe
campared to those generated from hydrolyses of the ice stored fish waste, The presence
of the above-mentioned amino acids was associated with stromger radical scavenging
activity [53) 1o addition, e hydralysate produced from frssh Onaliowss silidios by-
products induced & hugher bpad perosidation mbubitory effect (35 49%) than the bychrofysate
obstained after 24 (RLSP) and 48 (43.05%) hours of 100 starage. These Bndings coincide
with the weport by Flavasasan et al [65] whe noted that protein hpdsolisates can ac as
antioxidants invands fipad peroxidation. Furthermoee, Roslan of al [79] reported tha
alcalase hypdrolysates prepaned from Orvvhronts sletions possess the ability 80 inhibet the
anggobmsim |comverting enzyme (ACE] at 83.26% which is of particular significance in
regulatiogg blood pressure.

Vivira et al. [24] imvestigated protean ydrolysates produced from Sendine prlifurdin
treated with Brewes s spest yenst profoases (Bey |, alcalive and neatraese. The DFPH radical-

assay and ferric on reducing antioadant power (FRATY) assay wese used 10
evaluase the antioxidant potency of the newly obtained hydwolysates. The results were
prosented as micromoio of Trolox per mi of hydrolysat (M TE mL ) The angiotensin
eneyme ivhdxtory (ACE-) activiey was alse analyaod. The nessarchers demon-

mmmmwmmmmpmemnmnmuum
the sudicalocuvenging crpacity (780, 870 uM TE ml ! sespex cotpased Lo the vee
procduscod ity brewer's spwnt yrnt peobsases (360 pM TE mi ).Lﬂwwhv.lh-bmr
won reducing antioxidant power was fwo times higher for masce neutrase and alcalase
hydmlysates {1462, 160 WM TE mi. |, respectively) as compared 1o the muscle hydmiysane
ctitalned with brewer ‘s spent veast peoteases (50 M TE mL '), 1t was also shown that the
alcaluse hydrolysate produced from the viscera of Sardin pcisirdus showed the highest
antiaoddant activity screemed wsing both the DEPEL (340 uM TE mL") and FRAP (1% uM
TEmL ') methods, whereas the viscera meutiase hydrolysate sevealed the lomest antion:
dant potental (560 and 110 M TE ml* far DEPH dead FRAP assay, respuctively). s tum,
hwmmnqmmmmmmmvmmmw
with Brewer ‘s apent yenst proteases (964 and 528 ug protein mL ', nespectively).
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Tabwri vral |34) propansd bivactive poptices —antionsdant and ACE inhibitoes, from
miinced Kawakows (Fallgwans affings) muscle using pepsin extracted from skippck tuna
The thes obfained hydrolysates were firstly divided Into four fractans depersding on
the molecular weighl, and then assessd using DIFUHE scavwnging cholating metal fon
assay (Fol"), aducing ponwer esaay, and linoles ackd model system. It was concluded that
the myestigated fraction samples wene good antioxidants whose mdical scwvengmg was
enbanced with incressing concentration of peptides i the test sample. The hydralysates
reached almost 1000 of TR scavenging activity, o sesult comparable s a comemencial
BHT antioxidant.. As for the ofher mentioned methods, he sesulls were abso promising: (he
penentage of owetal chelating activity almoet reached the valoe of FDTA. Peplide fractions
revealed the lowest reductant power for the peptide fraction with the highest molecular
weight, and no significant ditterence was observed for fractions, with ascorbic acld wsed as
pusitive control The pesults in termm of indhibitices of e linoleic auso-osadiation shiwed thal
the fractions with lonver molecular weight were the most polent and effective inhibwsors,
ahmesst 2 goodd as vitamim . An inferesting proposal entaiBng food preservation with the
wese of antiosidant and snteniondial peptides obrtained from the Argentise couker wis
presenited i Rooranl ot al [67] The suthons studind the posential use of prptides borded
onto pefyethylene film surfaces as actively antionddant packaging materials. Peptides
were obtaired via encymatic hydrolysis with alcalase as the proteolytic enzyme at the
enzyme/ proten ratio of 30 L /g, It was seported that clean native polyethydene film did not
v any sigaidicant cadical saveeging ability, whensas the polyethyleoe sarface sarchod
with peptiches suachiet 1 nmaol Trolos/cm® of fre ratica] scavengiog capacity. Cumntly,
work i woderway 10 increase e quantity of peptides boand 1o the wirface 2 woll as o ledt
tha asility o prisesyo Sood contaimeng compoands poetributing 4o food spoilige, sacluding
Bpids, heopene, and ascorbic acid.

Yaghoubzadeh et al. |04 studied the bructivity of smsetn hydrotysates obtained from
the skin of rainbow trout. The antioxidant properties of hydrolysases were evaluated by
moaskiring the DPFH radical inhibilory power as well is the feone reducing antioxidast
ability. The aited artiche described bwo bydrolyss reactions preceded by desctivation of
the snternnl exymes present in U fah, The first neaction mvolved the addithon of 1% of
alcalase agairest the prodein content, the socond was performed using lavearzyme coeyive
with the addition of 1% protein consent. The incraasing trensd in terms of DPIH radical
invhibition was stroogly correlaed with mcreasing concentrations of the testod hydrolysase
samrgles in for reactions inyolving thw addition of alcakase and flavourzyme. Furthermone,

u slightly hugher percentage of DFPH free radical scavenging was abtained in the case of
the flavosrayme hydrolysed prodist—at the concentration of 00 pn it nesched almost
5% The tnendd in terms of rechucing posver was simlar the higher the concentration
of hydmodysate, the greater the reducing power The highest reducing power was 2lso
observed foe the favourzyme enzyme.

2.3 Antanribeont Pusency nf Proteie Hidrolgsates Propurod frome fresects

Ziclinska et 2l [44] extemsitvely examined prdein hydrolysates cbtained from head
treated edibde insccts, Grtlodes sigillulis, Teebrio wolifur and Sclstarcs grogunt. Fue
wach of the sprecion, e sarmplios wene dividid it foir roaps: bodled (i boiling, water
for 10 man at 100 °C), baked (n a bwatod oven at 150 °C far 10 min), raw, and probeins
dherived from raw insects. All of the samples wine digested with gastroinsstinal enzynes:
umm«m pancreatin, and a bile extract solutioes. Next, the obtained hydobysites
wene 10 dialysis (using o myensbrane tube with molecular weight cut-off of .5 kDa)
and an absorption process. DFPH and ABTS radical scavengmg activity as well as bom
ehelatleg polency and reduciog, power werr messured W estimate the antoxidant capecily
of the nespective hydrolysates. In addibion, ant-inflamymatory potency was analyaed in
hermns of lipoxygenase and cecloonygenase-2 inhibitary potential. The nesults of these
assays (with he exception of reducing powes) were expiressed as 1Cq values, that & the
peprtide conoentration miquined foe 55 inhibition. 1t was Rund thal the hydestysate ob-
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Giined from maw T moliior was capable of producing the strongest ASTS antiradical acrivity
(s = 5.3 g/ enl) whwres the ooes derived from buked G sagilatus and the proteing from
5. grogarky showed the highest DIFPH radical scavenging potency (ICsg = 285 yg/ml. in
both cases) belore the absoeption provess. In tum, alter e absorption, the hydrolvsate
guneritedd froen the baked G sigilladus was identified as the most potent in the ABTS
(g = 107 pgg/mlL) and DPFH {ICq = 109 15 /mL) assavs. O the other hand. the lowest
values of ABTS and DIFPH scavenging activity befoee the absorption were observed for the
Bydrolysates of boill and row T° sl (s = 289 and 109.4 ug/mil, sespectively), wheooos
Alber the Abwarption peovemss e Jowest ABTS and DPTH evaluation values weee soted for
the bydrofvsates formed from the protein of T nwfiter ICx = 2433 pg/mly and 5. grogaria
(1T « SE81 pg/mL) In sermes of the Fe ** chelating capactty, the hydrolysate prepared
trom the protein of G, sigilatis was shown to be the most active (I « L6¥ pg /mil) be-
are the abserption, while the ane generated froes boiled 5. grparse eabilsitad the stromgest
metal chelating potency (ICy = 5.57 ug/ml.) after the absorption process. Furthermaone,
the hydmlystes derived from raw and baked G sigillaties were neported as having the
Bighusst seduciny porer beloey [11771) and after (10.296) abwsor peion, -Tﬂwly Tw
anti-enflammatory potrtial lsts revealod thas the hydaolysase obtsined from the pro-
tein of S gregarie was the most potent In inhibiting the activity of Epoxsygenase (LOX)
both before (105 « 065 ug/mb) and after (ICy « 215 ug/ml) the process of absorp.
tan. Mospover, the hydrobysates trom raw material and progein of 5. gaogpmie showed the
stroegie inhib@ory effect agalrt cycdoonygenam (COX) Before {10y = 1091 wg/ml) aend
ufber 10y = 506 ing /o) o ptines, mosprectivedy,

Sous et al. [09] stadied prosein hvdrolysates obtamed from edible lessor meshwonms
(A, darpwrlitins) arsd theie potsestial angioxidant activiey. The sested samples weny
obtained by hydrolyrmg with alcalse 2.5 L and corplase PIT In case, the engyme
to substrate ratios were 0.5, L5 and 34% (r/m). DI'P'H and ORAC radical scavenging
activity assays were employed to estimate the antioxidant capacity for the best peptide
samsples. The authoss ldeotified peptide mistun oblamed trough the losges hydrolisis
process and with Use highest E/S ratio os the most sustable antsoxadant. It was strongly
commecied with increasiog the degree of hydrodysis. In this case. the Trodox equivalend
ankloxidam capacity (TEAC) was 3.8 wmol TE /mlb for abealacen andd 6.6 genod TE/ml. for
carakie PP, The authors aleo considensd ORAC valoes. Herw, the mesalis for the 1.5 and
34 ES alcalase 25 L products wene not significantly different. The resuls presented
for corolase P indicated the conditions of 30% (E/5) and 6 h-loeg reactions a3 the most
sultable for oblaireng the highest TEAC valwe (123 pmol TE/mL)

The Biologeal potency of peotein hydrlysate cbtained feom silkworm pupae was
examinesd by Zhang et al, |70 The hydmlysate was abtained froem a 3-h seaction with the
addition of 3% neutral protease and purified through ultrafikration usmg a membrare
with the madecular mass cut off sizes of 5 and 3 kDo, The lyophilized fractions were
sestod 10 determine the ASTS radical scayenging activity, During he studivs, the aushors
identified and chamacherized two novel antioxidant peptidies with the following sequamoes:
FROPACA and SYLGTGL. e peptides possessod hgh radical scavenging potential
catparnable witls the resalts reported for such sntiocdants 2 GSH and Troles, The
angioxidunt eflicts can be duw fs the peptide” shart amioo scd wy T et
the exact antioxidant fragments in their chains, the authors divided the peptides imo
sharter sections: FRGPACA into FKGP and ACA, and SVLGTGLC into SVLG and TGC.
Ihey tound that ACA and TG fragewents shiwed blgher anticoddant activity than FKGY
and SVLC. Foe s reason, the authors kdentefiod those aming scid fragments as B activy
vemiers respunsible for antioxadation.

24, Antoviders Capociny of Prodein Hydndysates 0L frowe Dowtestic ol

Wang and Shahidi [#] investigated the antioxadative copacty of protein hydrotysates
derived fromn turkey (Maloagrls gallgwmo) and chicken (Gatlws gallus donesiions) meal.
The researchors obtaind the hydrolysates from s eneymatic hydmlves roaction with
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Aavaurzymo. The abtained growin hydrolysass wom o ABTS, DPPH, and
By | radical scavenpieg, activity estimations as well as ing porver and ferrons ion
chelating capacity assays with a view 10 evalusing their antioidant potency. Both lervestis
pated hydrolysates were showi to have comparable sntionddative polentlal. Theee won
w0 sigraficant Slferences i the scavengeg sctavity evalustod in ferms of ABTS (turkey:
79N chicker: 78 23%), DPPH (rurkey: S233%: chicken: 86.52%), and bydroy] radicals
Murkey: 42 32% chacken 43 11%) between the analveed hydeolysates. Likewise, the fesrous
ton chelating capachty values were stnilur: 1509 for the protein bydrolysose generated
froun burkey and 1542% for the one prepared fram chicken. Furthermare, ihe turkoy and

chicken hydrolysates exhibided similar neducing power, (1189) (051, respectively

25 Anvlarkbomt Posentin! of Protein Hiadrolyraies Prodanod fiow Zoonetke Products

In a recent study, Al-Shamsi et al. |17] reporved the in vitro antioddant activity of
camed {Comelas dremadarins) milk protein hydrolysates. The hvdrolysates were obtained
by peacting raw mdlk with theee prosealytic cnzymes: alcalase, bromelaln and papain.
The antionslant capacity was asssceod i leenss of ABTS and DFPH radical scavienging
activity s well as ferrc-reducing antioxidant power (FRAP) and fernous iron-<helating
pertency. The nesults of the evaluations (with the exception of the chelating activity which
wins Caloulatind s & peroesiage) were proswedid a5 micromales of Trolox equivalenss (TF)
per gram of the sample (wmol of TE/g). The DPTH method showed similar activity for
bruenelain (aboat 23 wmed of TE/g), popain (about 21 wmol of TE/ ) and alcalase {abowt
19 pamod of TE/g) hydmolysates. In turn, the ABTS scavenging capaaty of the kydrolysate

hscod with puapake was two times higher (abwout 38 pmol of TE/g) than b the caso of

{aboat 20 el of TE/ g}, whwrsas the alcabse-producd Iydeolysate shawad
modcnncmhn% £ 34 pumol of TI/g). The redocing power of all three hydmlysates
and 40 pesal of TES . Sloslarly, the motal chelating activity was within
mwmxwmmmmubahm Further efforts were urclertaken
by Al-Shamsi et sl to investignte Fipid peroxadation inhdritory potency of camel milk
Iydralysates in two seal food modd systoms 1o, grape seod ail--water emulsion and fish
miince. The abuity to preyvent lipid perosdation was studied by estimating toobarkturs
acsd reactive substances ascay. The hydrolysate generatnd with papain was found
kave strooger potency in inhbiting kpid peroxidation when compared 1o hydrolysates
prepared with akalase and beomelain. Moreoser, the study demonstrated that camel milk
hydrolvsates were more efficlent in preventing TBARS sormation at higher concentragans,
cather than lower. Fimally, camed misk without hydsdyvis wis 0ot cepable of inhibiting

san in the ol-in-weter emalsion and fisks mince systems.

Pokora e al. [57] evalaatesd the antiovidast cripaaty of protem hydmiysate and peptice
ractioes obtained froe egy while. This hydoolysite was obtiined using non-comimencial
serrivw protease from Yerenis lipelgta yoast. Solwoaquently, it was ultss filtend dough
4 AXDa membrane and then fractionated with RP-HPLC The hydrolysste and all of the
produced fractions were evalusted in terms of antioxidant potercy by analyzng their
DEPPH troe radical scavenging activity, ferric reducing antioxidant power (FRAP), and
Fe (1) wn chelation activity. The clted sowarchers demoistrated that the egy white Iy
dralynate dhomd oy abifity 1o chelate Fe (11 with the valuw of 658 5 jg Fe?* Sy, bagh
ferric reducing antiodant copacity with the vabae of 353 g Fo™ fmg, and noticeable (e
vindival scavenging capacity with the viloe of 021 WM Teodosee /ey, Furthesmoes, all of
the prepans peptide fractions alsa demonsiratind anticoddative potential within ihe rarges
of 0.02-0.16 uM Troloxg, /mi. 209-1248 ug Fe /mg and 21.73-206.96 pg Fe* /my for
the DUPH, FRAP and Fe (1) cyelating assays. nespectively. Nonetheless, the antiosadative
capacity of all of the peptide fractions wis lower than that of the hutial hydrolysate, S
lar findings were reparted by Liet al [71] The researchers observed that in some cases,
panfication of kydrolysates achally decroases ther anboxidant activity, whech & often doe
0 an entive syslem of inloractions belwoon peptides and froe amino acids. Addiionally,
Pokowa et al: stediod the cvtokine-induciey, posestial of ey white proseie drolysibes and
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peptide fractons. The cysokine-leducing activity was exaenined nder an ex vivo stinsuls
W of human whoke Nood coll cultunes containng lipopolysaccharde from F, 2sli and the
testad hydrofysates. The results revealed that the ezz white protes hydmofysate dosad st
100 g/l could stimalate the blood cells to rolease anti-inflasnmatory 1010 la amourns
comparable b B reportind for Bpopoly saccharide, At the same tiese, it was observed that
the bevel of pro-inflammatory [L-6 generated in nesponse 5o the investigated hydrolysate
was nobocably higher i companison (o the unireated oclls, but almost SIS lower than
seporied fur Hpepedysacchande. Overall, the egg white protein hydnolysate appoared s be
a good stimalator of cysokine prodisction in human whole blood cell culbums

3. The Plants Kimgdom
L1 Methawds of Oldarmimgg Prodedy | fdrodysnbes of Flamt Origime

Civen the foct that diet containing & significant susmber of fraain sl vegetabios o
Tnbed sa lower mncidence of diseases nelated s anidative staeos [ V7] many rescprchers by
focueed thesr mvestigations on antionddative protein ydrolysstes derived from various
avallable plants (Table 2. Figure | shows a diagram of the extraction, puréfication and
Identification of bioactive poptsdes of plant anigin,

PROTEINS OF PLANT

ORIGIN
MICROBIAL EXTRACTION
FERMENTATION ﬁ
ENZYMATICHYDOROLYSIS; U ‘ PROCESS
e.g. aicalase, flavourzyme, PARAMETERS
pepsin, trypsin, HYDROLYSIS PN, temperature,
Gromefian - !, T time £/5 rario
GASTROINTESTINAL
DIGESTION PURIFICATION

clectrospray moss

N 7

chramarography,
spectrometry (€51-N5), IDENTYFICATION membrane
tandem mass seporation,
spectrometry (ESI-MS/MS5} ] { } Jsoelectric
— . precigitation
BIOLOGICALTESTING

i viteo, an silico

Figume L Dagram of nooctive peytade pocpraration fram plast ongin

86



Fonde 2022 11, 1953

Table 2 Methads of shtaising peotein hydedysasis of plant orlgin.

Parol Dehvdration MW o W Antishlant Activiny
Souny ot Time Time o
Source z;. €5 Ratie pH ?;' DS ?o’ - PH Raagest Peptides Sequence PHVeptde
[T
WrRcYn, Mormew
Trermbmeas . By =1\
whie  shuliw W0 R T . . O T e — CPURIRILLY wal,
g WYCFDRPRFL. SOWDRE e ears P
RAL
ne Sy
oY " R~ T T A B w® » tyophilisation RGN P etal.
[ -ty 21 ”' b b
TUE/ o)
w FRAI
tuive ¢ » : Paiva
::: whele ren 10 ten  them M m W byrpiddisaron b b wtal.
Pruredain 7 k 4 T s A0 3 0% 7
Spirmiten - 22 1 How
whois Sypin 1100 ten W the o w oW . bpopihilizabem TMENGKT K 01 ing/mi etal,
W and o o s w7
chymustrypuin
W 3% g/ ml
skalise 10100 9 . W e/ v
SAal ke en ha Oen B thm 0™ p oW - gialisacim S ATTS Covial,
ot o Rvnyme 12510 &7 s e »3 ha Wiy LS et »
S
P f DETH MW « 113 35,
MG e AN 0 % 4 weais  W®18 3-4000
otien Cophiliantun oo shout BCy, 044
F ool 032 054 DAL 2
R MW bodooed
B DOTHMW < 1L 1A% 2017
TUAE  mpestw 230 73 X 4 WY w5 . Iyoptelicaturn. 1-3hDu Pl R
3-$he 012,044, 0.31)
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Table 2 Comt
Lasymatic Hydimiysis Eraymati Deactivabion
Soare R WS Hate gt o o e Y e Peptades Sequence
S DM MW < 11255
ulng g iy, 2510 ? w PR S5 SHEE T N 13 104 De !-Q‘h‘h:u‘
Neatim 3NN ¥
& 30ADe U250 030
W
DRTH MW « 1 1A &
w ®» 3 <A
inilting oo gy G e s T T 3-100Dw
boxtien  pancatn 75 v : =5 35600 :an‘f::an:;
S0 kv
MW
DETH MW < & 1.3 3%
. 3 AN
fuiby  shalew oy g B e deiis W0 1S 1=3A00 S-30A0N
Dol By onzyme e : P al.ﬁg:':
310 ki
pepmn 25 3
Prghwave whiame  the Mm@ e © » P -1 Kadl Wuaimt e,
L vt
heasad oeme
('--U| -l arypen 1w > = ‘ . - ™ nd t.m"l
ath W 1623 g/l
[wover e e
M.. ! srvpen (=) s = 4 . = n nd ".A‘,ll;.,“ wal.
e K L g il w7
[ oevH
e wl eypm 73 ® -— w na PO R .
[ K 108 g/l
wwl  pepsn L0 33 X 5 1M w30 B nd Moy 241 g/l P
it " wwd bypun LI S ¥ F  m» waw 15 nd Mg 250 g /el etal.
wel ke 110 8 @ 7 B8 waw © wd KD ug/ml o1
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Table 2 Comvt.
Lasymatic Hydimiysis Eraymati Deactivabion
Sowscy  Panul o Tiee Iehvdration MW ol PV Antiacidant ACVY  Retevernes
Source z;_ Whate i e T pwea T bacse Pephindes Sequence P Foptibs
w
TS e s M0 r % 1 woow Wyeyhalication Tk amon b
. Potred (. e
10 k0w
At " Snkin
L uw DIV and ADTS
™ [IRm— o ®om W v » .
- e . sw— W A
0. 300 DEPH and ARTS
ol dkalee RN w1 ows e w [T i Koy = 077 anl
= : BT o
wnl ey 3{,'.!!" R TR w  w yryhilisabom nd K abaand 1.3 g5/ iml »in
DFFH ad ATTS
®nire Karis
""‘"m pod  pepan ' 3 ® 1 w Sepdulizaeen nd Car—hydlyaes el
airaed e buest e
w_n-
. ] abcalase 30 3 w 7 s w 0 Syrphudizaton nd Wﬂzm h:f-
swigere | el pepan =1 T ¥ 1 mm  w W [Sperey— nd ""H"’ m"""" e
o
St b alsne 4100 b » s W w“ ) Maghilisatam mm
 weing sypein contained 071w e oy frng
e %ol w10 7 % N 2 = 3 o — M:a-.-un. Ly —— T
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N Ay viMales M0 % s 3 W W 7 . %“%“EEE" K570 i g g it
frum 10 um /g
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Table 2 Comt
Lasymatic Hydimiysis Eraymati Deactivabuon
Some  Panul MW ol PV Antiacklant AYRY  fibereraes
Sore TR WS Hate gt mm?""‘l” Koageer Pepiades Sequence PN Toptide
hona 2
for
0 M,
oo I
bor
s g
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wy e ™ e w oW MW < AN
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prepr
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Table 2 Cowt.
Lasymatic Hydimiysis Eraymati Deactivabuon
Source z;: Whate i e T pwea T Time g Woageet Pephindes Sequence P Poptie
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Table 2 Comt
Lasymatic Hydimiysis Exaymatu Deactivatien

Source z;: Whate i e T pwea T Time 0 Weaget Pephindes Sequence 1 Peptibe
el o pepen 2 2 F R4 MR W W - : sirdrying nd P wtal,
willniny ANTS S5 1A »my

delatted  panceatin ORAC 175098 gl TH/,
Ml walut  andvee G T B W ' w o - e Sypuphilisathe nd ABTS 247 o TH7y] LA
b mead ey | st B mg/ml

o ik et Severmaimed, I protetn ydned ysates, SRCA, mwmd\z CTAOC, sl srmsicdant capacity: G Clycme, P, Proline A Alssine: V. Valine, L, Levcine
khk-:ﬂ.mttml . Prerolalanew: ¥, Tynmane: W. Tryptophan i1, Kl Argonne: () Catamrer; N, Aqparagre 8, Clutams Ao (), Agare Acd
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12 Antivident Actizdty of Proteie Hwdrefisates Devived frow Marine Plants

Patva et al [45] describead the preparation and sesults of the anticsddant studies an
pepticle Fractioens dorived froen the Fuous spvold pratuin kydrolpate. After a two-step
hydnalysis, first with ceiulose then with bromelain, the cbtamed hvdrolysase was subjected
W adlivafdrataon eeivg thae differnt membrancs with the molocular wiight cut-off of
1 andd 3 kD, This allowed the cited suthors (o prepane peptide fractions with diffenest
molecular welght ranges: Frl (<] kDa) Fr2 (1 kDs < Fr2 < 3 MDa), and 23 (23 kDa).
The antioaddant activity of the above mentioned fractions wits tested using three asays;
DEPH free radical scavenging activity (FRSA), ferroos jonchelating (FIC), and ferric
siduciog untiosidant powar (FRAP). The bighist scavennging capicity in i of DFPH
free radicals was abserved for Frl (86405 followed diosely by Frd (805075, whale the
Ronwest yesull was obialred for Fe2 (3273%) It bs nolewoethy (hat Fel showed radical
soavenging poseny comparalle 1o that of sysihetic anbasidan: THT (aboot 955 In terms
of FIC, Fr2 showed the stroogest chedating capadity (37335, followed by Trl (#026%)
the Fr2 (847%) Semilarly, Fr3 was found to exhabit the highest FRAP {0.538) when
compared o Fri (03341 aond Fr2 (2 185) Muoesonver, Frd was show i to possess o remarkalbie
ACEAnhibitory actvity (86,8950

Harmecly ¢t al. [17] mvestigated profein MMR\“&WMM‘?
by way of digestion with food-grade Coeol

ﬂrmmmvhyolhmbowuﬂhﬂmlmmMMWd
onyjpen radical abscrbance capagity (ORAC) and ferrie maducing antonidant power (FRAM
Thwe results of the stxne assays were prosented 25 macromile of Trolox equivalnts per gram
dry wight {emol TE /g dw), The autivars found that the protein hydrolysate derned from
Paliovrie putivate drenwed antiocddant potency i both the ORAC (483 64 wmol TE/g dw) and
B FRAFP (2320 el TE g dw) evaluations. The stusdiod hydmolysate was subregquently
fractianated, after whick she resoasthers identified, synthetized and examined the oblained
peptides. one of the same, the peptide with the sequence: Ser-Asp-lle-Thr-Arg-Pro-Gly-
Gly-Asn-Met was observed to show the highast antioadant activity (15243 and 2123 amol
TE/ ol pepticle far ORAC and FRAL assays, respoctivedy ).

The bisogical posency of grrotein bipdeolysate prepared Trans Sciuzocdndnien s, was
mvestigated by Cai et al. |1V]. This hydeolysate was obtained in a two-step b first
with alcalisse B with Navourzyme. Selvwoguently, # was dividod in8o twio fractioos wsing
a3 kD membrane. The antsarident sctivity of Schizachwirivw so. peotein hydmlpsate was
testind by contuctimg ABTS and DFPH radical scavenging examinations as well a4 nsduciog
power evaluation, The researchers identified the fraction of hydrolysate characterized by
mokecular welght of under 3 kDa as possessing strang ABTS and DFPH scovenging capacity
(1Cs = 17.5 andd 350 pg/mls nespectively), Likewise, at the concentration of 1 mg/mlL,
higher reductng power was cbserved for the fraction comtaining peptides with malecular
wesght below 3 KD, as compansd 10 the fraction includung, peptides with meodecubar weighit
abvove 3 K0 {058 and 033 respsersively ). Fusthesmons, the antioaidant potesitial of the frac-
B with molecular weight delore 3 kDo wias exsenioed in v in mice with scute alootwol-
ihiaced Hiver injlary, The study demvorstrated that mice toested with the Schinackatrisn sp,
prutein hydeolysate dosed at 100 and 300 mg per kg of body wesght for 24 conusecutive wene
able bo nestone the activity of hepatic catalase (CAT), SO0 and GSH-1's ax well as the Jevel
of glutathione (GSH), In addition, the fraction containang Svzeckreivm sp. pophdes with
molecular wesght below § XDa was shown o mduce 2 decrease in the activity of serum
alonine amvinolransferase (ALT) (by 36.9°% and 41 3%, respectively. for the doses of 100 and
W mg kg T o), aspartate amdnotravedorase (AST) (by Z1LE% and 23.8%, nespoctively,
AI00 and 200 mg ki T bow), and the lovel of bepatic malonstialdebwde MDA (by 27.0%
and 38 7%, respectively; at 100 and %0 mg kg~ bow) In comparison to group receiving
only alcohol. The aboy e findings evidence that Schizchutriam sp. protetn hycroalysate is a
prossisiag ansiaddant i the context of sloahalanduced liver discases.
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A3 Anrhovidews Capoc ity of Prosein Hdmilwsaates Obtousad from Cavaubitacow

Dash and Ghaosh | ¥/ studied pmtein bydrolysates obtzined from Cucurivtacose seeds
[he antiaudant potency of trypain hydrolysates of Chourbal warschats, Catrullies Lenattis and
Lagenunks socrarar was tested using DFPH, ABTS, hydeogen peraside, and nitric oxide
vvalimations, ax well m liped pecoxadation inhibition estimation aesays The noailtn in
ferms of scavenging activity wene presented an the ICy valoe, that is, the concentration
of sample reguired 10 scavenge X' of free radicals. The cited authors found that the
Rdrolysates prepared from L scerarie amd © meoschara deaomatrated ra

aver twa fimes stronger H6 and 203 pg/mlL, respectively) than that cbservad for
C domatis (8.3 pgg/mL) in the DITEH method. The ABTS assay has also revealed the highest
radical scavenging for the L. sizenaria by dratvsate {108 yug/mL), followed by the bydrolysate
Cmosciale (1423 py, Amd ), and frons C. bt (0579 g Senl) B was sepoctod that B nitric
oidy wavengng potency of tw evamined hydmolysates incnosed in the following ceder:
C. Sovatus (102 g/ mil) < C. moschada (396 e/ ml) < L siranz (306 pg/ml), Similarly,
the khibstion of hydeogeo peroxide racticals by the studied pdrolysates increased in the
following sequence: C. hrtus (3433 pg/mil ) < Cmoschatt (1536 pg/ml) < L sitoraris
(1416 g/ mL ) Mareover the bydrobysate formed from Legemtris sicemriy was identified
unpob&dlqndpamdmmlﬂlhmmm that was two times higher (20 ug/mL)

than abserved for Croarbtr meschate 336 ug/ mL) and Citrsllies howtas (496 ug /miL)

34, Antiridend Pusentiad of Pretoin Hwdndysades Prodacod frow Vigns rnfata

Gupta et al. [21] Investigated the salogical properties of mengbean (Vige: rafists)
wicilin protein hydrolysate, The antionidant potency of alcalase and trypsin-generased
munghean vicilin protein hy drodysates was screered in terme of DIPH and ABTS radical
scavenging potential, as well as serricreducng antioxidant power. and fertous ton chelat
Ing podensy. Farthernore, the antiproliferative effects on human breast cancer cells and
ACE inbibitory activity of the hydadysaton wone also oxamired. The neseand indaated
fhat alcalase murglwan vicilin protein hydrmolysate showed stronger DPPH and ABTS
scavenging capcity (Wgg = (77 and 078 ug/mi., respectively) than its trypsin counterpan
(K5 abonit 1.3 pg/mi for both evaluations). Likewsw, higher metal chadationg activity was
observed for the alcalase (about TON) as companed 50 the trypein (abaut 4%) hydnalysate.
On the other hand, the fermic-reducing antioxidant power and reducing power assay resudis
were lower for aicalase hydrolysate {about 290 mmeol Fe (1) /mg extract and aboat (1 45%,
respectivoly) as compared 1o the teypeln analogue fabout 340 ol Folll)/mg extrac
and absout D55, s pectivedy )l However, in terms of ACE indibitory effocty, the alcalaw
musgbean vidlin protein hydrolysate was found 10 be mene active (ICy = 032 mg/ml )
wolative 1o trypain mangbean viclie protein hydeotvets (105 « 058 mg/ml) The an-
tiproliforative oftects of Vign raditde protein hydmlysaie weee investigatd against twa
breast cancer cell nes: MCT-7 and MDA-MEB-231,  The mungbean seed protein by
drolysote prepared usang trypsin was found to be more cytotonic towards MCF-7 cells
(M = 043 g/ 1l thians e mvangbein seed protem hydrolysate produced usig alcalee
(o = 073 g/l ). I tuemy, Che alcalase hpdenlysate of munghbwsan vicilin was mooe cy-
totoxic agmnst MIDA-MB-231 (s = 048 mg/ml.) as compared 1o the analogue cbisned
with trypain (KCs « (158 mg/ml)

Mumg beas peptides were also investigatiod by Xie et al [79] Thve authoes seibjectod
dehuliod and ground beans t wo-Rour enzvmatic reictions carted out using alcalase,
meutrase, papain and prosames, with the enzyme: substrate ratio af 3:100 (w/ ). All o
the neactions weere ended with imactivation of the emzyme by boiling. Neat, the obtaned
peptide solutions were centrifuged, adjusted 10 pI 4.2, dialyred, and lyophilized. Befone
determining the aotioxidation capacty, the prepansd pawders wone sabjectind o TH de-
sermination. OF the four enzymes, the authors selected alcalase for further gtudy doe 1o
s achlevement of the highest degree of hydrolysis. Before the antioadant assays, the
Iyophdlized powder was dissolved and subjected 10 ultratiltration fo creade throe permeates
with difforent smolecular wokghibe MPEHs-[ (<3 kD), MPBH-5-8 (3-10 kDu), and MIBH»-
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110 K0 Tho DPPH wavengiigg capacay for the <3 kDo solation was the highes: and
alimwst a5 high &5 for the ascorbis acil control sample F4°% radical sonvimging), Momover,
i terms of the bydrowyl radical scavengang abilicy, MPDEIs- produced the highest value of
circa S Similarly, in the case of Fe™ dhelating activity and eeducing power, this fraction
sttt the best sesults ability, However, the valoes wene noeetheless sigriticantly knver
than foe the tested ascorbic acd sample.

1A Antavidons Sctinfey of Pkt Hwdmlysates Gesenated frvse Zigieraoooe

Inthawanarid et al. [V] propared and stodied Gfleon pogran / pancreatin -
dralysates derived from plants of the Zingiberaceae family. All of the semples were exam:
Ined tn terms of their in vitro antseoddant activity using the DPPH method. The obtaimed
results were expressed as ICs value, Ascochie acied was sted for refenumoe in the con-
parisan of the ICy; values of the hydrolysates. Among the fifteen selected plant species,
protein hydrolysates obtained from four of the same (Alpimis gafemgal, Camcum lwga,
Keempferia pafiffors and Zagiber ufficinele) exhabited no anpioxidant copacity. As for
the semaimng eleven protein hdeolysates Grmed Dom Zingivreaser plants, the ob-
served antiexidant potercy increaset in the following sequence: Mrgﬁp‘\hm
(ICx = 1318 ug/ml) < Curcums eomarissima {10 « 127.0 jig/ mlL) < Cwrcume aromitic
(1Cs = VIB.2 g/ ml) < Curcumst avruginoss (s = BES wg/ ol ) < Heduohdew conemarium
(ICq = 361 ug/ml) < Zingiber ermamdv? (KCy = 5L6 ug/ml) < Zimgiter offewsii
(1Csg =+.9 g/ mL) < Curcimw samthovritize (s = 394 g/ mL} < Zingiber cazsimwnar
(BCog = 380 yig/mL) < Curciow g (K05 = 2365 pgg/mL) < Curvamer avkuiniv (ICy = 257 v /miLy.
1t should be noted that the stromgest antioxidant achivity, observed for the protein
hydralysate obtained from Corciime safigein, was vory close 1o that of ascoebic acid
(ICq = 22.3 g/ mlL). Therefare. this protesn hydrofvsate was chosen by the authors
for further purification and examinatsan. Of the five fractions oblained from the
Q Sepharose ion exchange chromatagraphy, only the one eluting in the 0.5M NaCl
showed antionadant capacity with the ICy = 41,78 e/ ml. The same fraction was also
found to be capable of induang Jower cytotonsc effects towards the buman tumor de-
nved bepotooss (MEPAGZ) and colon (SWe20) cell Hirves (IC gy = 2008 and 2410 ug/ml,
respectively ). Moreover, the MALDETOF analysés determined the moleculas weight of

the active prosein hydmlysate as approximately 12.4-128 kD

A4 Anthorkbewt Proency of Promin Hydraseates Sormed from Morings elelfers
Garza et al. [10] evahssted the antioxidant capacity 0f Morsuga alegfera protein by
drolysates and peptide fractions.  Protein hydrolysates from the seeds of the abover
mentiomad tree were obtained by way of 25 and 5-h enzymatic hydrlysis with three
prodealytic snzyimes: pepsi, trypein and chymotrypan. Next, the sewly obtaiaad Iy
dralysates worn subjochnd b ultrafiltzation using o 10 kDw mesnbrane o ander 4o
peptede fractions, The antioxidant potency of the protein hydrolysates as well as the mespece
tive peptide fractions was evalisabed ssing the ARTS assay and the resalts wene prissestnd
a5 mM Fauivalents of Trobav (FT) per myg of protein. Rased on the performed examinstion,
the anthors found that peptide fractivns > 10 KD shigested for 5 b were capable of soducing
stromger antioddant activity as compared to those digested for 2.5 h as weldl a3 the protein
Thoe antieoddant activity of hydrolysales generated with trypsn (419 mM
FT /g prosein for 2.5 h sec) 520 mM ET /g prodeins foe 5 h) was mepoeted 1obe comparalsi
Bo the results observed for chiymotrypsin-formed hydrolysates (522 mM ET/myg prosein
for 25 b and 602 mM IT /g protedn for 5 ). In tum, the hydralysale obeained with
the mixture of pepain and trypen in S-h Bvdeolisis was shown 1o be capable the highest
antioxidant potency (1186 mM ET/eag protein) of all of the proten hydrolyates, but the
result wis nooetheless Jower than that for the peptide fraction fsocmwed by psan
for 5 h (178 mM EY/mg protean) or the minture of pepsin and trypsin in 5 and 254
Iy deodysis (1820 and 2743 smM ET/mg peotein, respoctively). The eesults of (his study,
which ane in Sine with the nepost of Zhao et 2l J0L evidence that the antioxidant activity
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of protein i dopendent an the specificity of the proteolytic enayme and the
duration of hydndesis

4. The Funges Kingdom

Kimatu et al, [1] carried out a study on Agarions Nepories protein hydrolysates. The
Mdmlmmdﬂmdﬁmhmdmym&wmm%
enzymes alcalase, pancreating Havourayme and two mixtures: aicalase with pascreatin and
aloalage with flavourzyme. Next, vach hydeolysate was ultrafidened using foar ditfercet
mwmbranes with the molecular waight cot-off of 1,3, 5 and 10 kDo, AlLaf the oblamed
hydmlrsates and peplide fractions were screened for antioxidant activity in terms of
DI radical scavenging activity (DRSA), metal ’pmaidluﬂrm;
antioxidant power (FRAPL The nesults of the DRSA and Fe ©* chwlating capadity analysis
wiere expressed as ECq values, e, the sample concesvtration of regaired for a 50% reduction
In DRSA and the sample concentration that redeced chelating activity by S0 The study
sevealed that of all of the stadsed hydrolysates, the one prepared with panceeatin was
capubile of demoentrating tw highest vradical scavenging ataity (BCs = 025 myg /il ).
The peptice feactions < 1 ks and 5-5 KD weew found 10 exhilad the least scavenging
potency with respecs m thelr parent hydnodysates and other peptide fractions. In turn, the
peprtiche fractson im fhe range of 1-3 K06 obiained by tnsakment with pancroatin showed
the srongest DRSA activity (ECse = 0,13 mg/mL), In terms of fernc reducing antioxidant
pawer, all of the protein hydrolysates and peptide fractons wene observed fo show o
comceramation-dependent increase. Likewise, the highest FRAY was seported Sor pancneatin
Reydeodysate ((LE6 aod D41 &t the concenbmition of 1 and 3 o /ml, sespoctively), and
B pepticde fraction 1-3 kD (052 at the corcomization of 3 mg/ml) Oa the cdbur harsd,
the alcalase hydrolysate wos canfirmed as having the strangest capacity 1o chelate T'e®
(15 = 0.9 mg/mel ) redabive 10 other hydrolysates. The akalase peptide fracsion 1-3 kI
wak also shown 1o indusce the highest metal chelating activity (ECy, = 1.2 mg/mL) when
compared to other peptide fractions.

5. Structene— A ctivity Relationship

The untioxidant activity of protein hydnadysaton snd papticles is inflaencod bosh by
the methods with which they are obtained, as well as their structural features. Thorefore,
scientists in their research pay more ard maone atiention to the relationship between the
saruciuare of peptides and their activity (SAR), Particle size, amino ackd composition and
sequence, a1 well as hydrophairicity are mainly analyzed However, still these relationsisps
are vot tully chear |81 ] This s due to the fact that several factors mberact stmutaneously,
e hydrolysts conditions, stee and amino acid composition ot the obtamed peptide, which
ultimately determines its final activity. When discussing the influcece of peptade s
o the astivxidant potensal, the suthons of nunwmoos publicatians pomt out that the
peptices with smaller mass (<3 kDa) are characterizest by higher antioxidant activity, In
the presented Sleratue review, similie sesulls weeo notiond, among ofhwrs, snalyzing the
work of Phonghtal ee al, 2088, Cai et al, 2017, who obtained the Righest anticaidant acsivity
for peptkle fractions < 3 kDa. From the literature collectesd in this review, we can dearly see
the differences in the molecular wieight profiles of the hydrmlysates. This ts related fo the
specificiny of the sibstrates as well as the activity of the eney e stoded ander the given
souction comdisions. Obwasining peptides with lower molecular weight is eettically affeciod
by the hydrolysis step—ils time, the enaymes used or the tereperature. Yu et al, (201%) in
their work performed hydrolyss of Rutitapes philippinarion usng trypsta, peutrase and
pepsin. The neutrase hvdrodysate contaleed the Bighest contesst of lone molecular weigiv
puptiches. This is probably due %o the fact that rewtrase is an endopeptscdase that does ot
Bave o specific enzymatic custing site.

Another widely discussed aspect i the litesature is the effect of amino acd compo-
silion of peptides on their activity. Aromnatic amino ackds (Tye His, Trp, Phe) show high
frow rdical scavenging @hility. This bs due &0 the fact that they can tramsfer protons to
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vhoctron-deficent radicals. One of the mest wicloly discussed anino acids in the leatune
i the contunt of ansioxadant activity is histadine, Histidine las an iowicdarole cing, inits stra-
ture, which is nesponsible for scavenging lipid peronyl radicals or chelatiog metal sons [0].
Peptdes with antiaxidant actlviy containleg hastidive In thelr composition have been
discussed by Al ot al, 2014, Homavouni-Tabrizs ot al, 2017, Shazly ¢t al., 2007, el ot al,
2017; Jinog et al, 2004, among others. Some authoes also point ot that the position of
histadioe on the N-terminas of the amino acid cham morssses 1ts bioactivity. Fepbdes
cantaining hydrophobic smino acds, Le., Ala, Tyr, Pro, Phe, Bie, Leo, aod Phy, Trp, as well
a6 peptidos comtaleing cyseine bn dhelr cutiss sre alsa characierized by high antionidant
activity The future of bickegical peptide activity analysis & quantitative structureactivity
relationship modeding (QSAR). The multidinmersional data abtained i this method allow
80 understand many aspects of chemical and bicdogical ingeracsions, Moveover, i reduces
the oot associated with dassical analytical methods.

. Conclusions and Future Perspective

Bclogically active peplades, due to their ardieddant, sunmenomodulatosy, anticascos
and ansimicobial properties, can be sscomsfully usal (o crvate fusectional foods. Additiaon.
ally, soeme of them are characterized by high speafioty, lack of toadesty and high efficency
at loww dosesc. Dvsprite the abose advantages, the use of TP in finctional foods is still
Emited, To change this, further research is needed on the extraction of the peptides, the
seability of their biological activaty, and the determiration of the réationsfip between
their stracture and activity. According to avallable stody, bologically active prosesn hy-
drolysates coukd constitule a valuable natisl compoewnt foe fulun applcations sol anly
i fooed products but aleoin he phusmacoutioal, utracnstical, and cosmetic industries.
As desonstrased in this review, various prosein =ources subjectest 10 various treatments
can produce peptide mixtures with ditlorent antinosdant propeeties. Neary all of above
examples of protein sources, bo it animal, plant, or fungal, can be used ta obisin 2 peptide
mixtare with signficant antioxidant propertios. As dhaurly demonstrased i the above
artacle, the radical scavenging cnpocity is primarniy dependent on hydrolysis condiions
such & creyme type, ES ratio, semvperature, and pH. In addibon, the size of the estractsd
peptiche and their amano acd séquence ane alo important. Thendare, fulure research on
bicactive peptides will soe stzong development of both analytical methads and tooks for in
slico stadies. Another challenge will be to determine the malecular mechanisms of action
and bloavallabiSry of peptides I a food matrix.
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supplemurss (oe infoovs with cow’s milk peotein & and as natural prowrvagves The sim
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entimicribial propostios, sed b Mensly poptidis with Noactive propesties To control the course
of the wetu. MALDITOF /MS (matrix-assisted mmm/mm tme-of ight/ mase

V) wpecics wene abo 4. The pepeade mis brained throegh enzyme dgeviicon
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pierylhydrars! radical (DPFHe), 22 -arimobin bethyernothizzol ine-tsuifome scid) radical cation
doosloriation (ATTSe+ ) sl ferric mducing aceniey (FRAP) weays. Astioacrold] actevily was
sy shihied. The poptide musture exhibied sgniboum antosdaet activtly. DEVH— 17000 + T,
ARTS W04 = K52 and FRAT 1845 + 111% The ihilnition of Bacletial growdh by Iwo comoen.
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1. Introdwuction

Ty recent yours, society Bas becoene mone conscious of the close selation belweens dio
and Benlth. This has resulted in the design of fanctional food that provides health bevetits
m oddtion to basic natrition. Food and nutrition scence has moved from identifying
and cornecting nutotionsl deficiencies to dessgning foods thet promote optimal health
and sduce the risk of diseses. Fuestional food b created thanks to o wide range of
beoalih-peomating additrves. Tionctive which were descrioed for the first time in
199, might be one such additive [1]. Small peptides, especlally di- and tripeptides, show
high nutritbonal and thesapeutic value, while lugger coes (up 10 50 amino ackd mesldues
and molecular masses less thas 6000 Da) are presumed 1o be assockated with the improved
functionaiity of hvdrolysatos [7-5], Bicoactive peptides are inactive in the panent prodein
seguence, but during release by gastromtestinal digestion. fermentation, or eneymat
eydrulysis, they interact with receptons in the body and regalate the function of partioudar
systems, ez, nutrkn! upeahe and immune defense. Farthermare, they take part in 1he

Tonnde 2023 12, 5004 Inftign/ [idotong/ 1050 /Tousds | 21H00MG
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trarsport of mmetal som and opioids avd have antiosadant, angimacrabnial, antiprolidesative,
and ACE nhibutory properties [6-10]. Their baactive potuncy is dependent on the ahesent
componsition and seguueroe of aming schd sesidues.

There are several wans 1o abitain peptides, bn the case of egg yalks, an importand step
preceding hydrofysis & defasting which s carried out to separate Bpids, pignents, and
aqueous and proten fractions. One of the most coamon methids of obtaining peptides is
enzyuatic proteodysis [6,11,12], whidh bs conssdered 1o be baghly kmpostant for the geoes
ation of bio-fues Bonal pepdides. Tn compusisan with Geenical methods (acsd oe alkalive

3 ks charasctesized by mild reaction conditions, low amounts of vndesealdie

produces, and o high product yleld and gqualify [5,17,14). The hydrolysis sechasim goowe
Ales o amire acid grougs, which hiw, e, antionidant propectios and peobict ngasisms
and oells from oxidation damage,

Butvlated hydmaxyanisole (BHA) and butytated hydrocytoluene (BHT) ane costetiective
and effickert arabioad anthosidants, bt theie louckty and Caeanogenlody rise comoerns [15,16)
Given these reascrs and sheir potential health bonefits without sicle effects, natural an-
Boxalants from food nesouroes Fave became the object of widespread interest. It has also
been shown that & large number of fooddelivered peptides have antiosidant properties | 1]
Teptides which exhibyit sntionkdative propestios can be derived Trom different sources:
angmal (eggs. milk, whey) and plast (wheat, peanut kernel, rice, soyboan, snflower)
proseins, One af the aforermentioned possible sources of bisactive peptides that scientific
research his Socused on are hen eggs. Eges are traditicoally coesidered a3 & natural sosrce
ammmmwmmmmpwp«au
pertain muctoenitrenty sach a vitamm £, vitanin A, sl shemniids. Fy white
hamaﬂym&mdpﬁaﬂmﬂn?uwﬂkn“lthwﬁmkﬂﬂﬂm
which ks widely used as & lubricant, surtactant, and emulsifying agent. Fgg volk can also
provide lysozymue, cvstatin, avidin, phoscitin, and phospholipids. Hoactive peptides from
o> Include opiokd peplides, peptides lowering hagh Blood prossare, inhibiting glatelet
Aggregation, aod carrying metal kons, and peptides with imeuncstimulatoey, antimecrobsal,
antidiadetic, and anticxdant acetvity (1207, 15]. 1t has been found that egg yolk protetns
(EYPY) il oxidation i a lisolsite cmubion system [19) Egy yolk phospholizids aeed
phosvitin ane reponied to have asticaidant properties [20-29] In vitro sests have shown a
botter digestibility of EYPr than thase from milk caseln treated with pepsin aod trypsin [24).

The aim of this study was to cbtain peptides from defatted czg yolk protein by
eneymatic saction and o determine the degree of hydrolyss (DHY Furthermore, the
amano acd composition and the protetn and fat content wene evalwabed. The nesearch was

by anttoxidant and antimuicrobal studies and the idenification of peptides

complemented
with hipactiee propertios.

2. Matertals and Methods
2.1, Materiniy

Ligquid and pusteurized sseptically pucked egg yolbs takon from fresh class A oggs
(Elpro, Lotne, Cermany ) wene wsed In the exporionent. Ove kilogram of the prodoct is
wiuaal 0 63 epg; volks. The product data spevified by the manufacturer am peesented in
Tadle |

Table 1. Average nutritional value in 100 g of gl o volk (average + dansard diviatam)

Energy Value Fau Carbohydiates roleien Ash
ns N/
2%kl

Mag=ml avg =un 180g =n n2g+=o0

211 Enayvmes

Enzymatic Foydrolysie was pesformed using commercally svalable pepsan from
parcine gastric mocosa powder. 2400 sunis/mg protein (P7125, Sigma-Aldrich, Saint

102



Foody 2023, 12 3%

Jol iy

Laowas, MO, USA), arel papsin from papayas latex crade powder, 1510 ursits/myg solid
(P75, Siana- Aldeich, Saint Loss, MO, USA).

212 Othwer Rewgents

The following compaunds were ased. ethanal (5%, POCH, Gliweee, Polund), delon-
e water {resistivity 182 MO % o), soditem hydeoxide (NaOH, FOCH, Gliwiar, Poland),
triftuocoscetic ackd (299,07, Merdk, Dnrmatalt, Germany ), trichlocuecetic ackl (299.0%,
Saing Louis, MO, USA), 2.44-Tris(2-pyndyl)-s-trixzine (2 99.0%, Sigma-
Aldnch, Saint Lows, USA) FeCly 0M0 (s ) sodium acetate tribydinate (299 0%, Merck,
Cermany), setic acid (96%, Avansor, Cliwice, Toland), 11 diphenyl 2 picryliywdeary!
(97 7%, Sigma-Aldrich, Saint Louks, MO, USA), 2.2"-azino-bis{3-ethyThenzthiarolne-6-
sulfonic acd) (98.4r%, Roche, Basel, Switzerland ), potassium persulfate (>95.0%, Sigma-
Aldrich, Saint Lowts, MO, USA), phosphate-butfered saline (55, tablets, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USAL barium hvdroxide (9575, Sgma-Aklnch, Seat Louas, MO, USA), arsd
Idrodhione ack! (5%, POCH, Gliwioe, Poland).

2.2, Meshaods
221 Preparation of Egg Yolk Peptides

Diefatted ogg yolk proteine weey obtained by ethanol (%%, PA, Chempuz, Pickary
Slaskse, Poland) extraction tn mid conditioes, The process was conducted n four steps
(0% EsOH, 4 EXOH, 90 E10H, water) In the first step, the agg yolks wese vigorously
rcked wils T alcohiol solutions o rstio of 121 feod nesd, the mixbune was contrify
at 3000« g for M min (MTW-380, MPW Med Instraments, Waraw, Poland). The laquid
phase was remaved and the sediment was used in the next step. The different steps were
carried out anzlogously. In the last step carried ot with water, the defatted ogg voik pellet
wizs obtained and stored at - 20 “C uniul furthey wee

222 Amino Ackd Coeposition
T csrchoe tu priepiine thee simle for e defirmirsation of non-salbar sbn ackds, the acsd
brydrolysis of protetos was camied out in the presence of hydrodhlonc sod at an elevated
temperature in accordance with the methodology peopased by Davies and Thamas [25]
Alkalivse hydeolysis of proseins was cartind out with barium hydrocde (o detesmine (le
comvient of tryprophan, The protein sampie for the determination of sulfur amino adds was
prepaned acconding 8o the procedure described by Schram and Moore [24]. [t mnvolves the
onadation of cysteine b0 cystec acid and methionine b metivonine sulfone, followed by
Bydmdyais in the presence of hydrochlonce aclid. Samples foe iryptophon determination
wure centrifuged (15 min, 3000« ), and the other samples wene evaporated and Jdibaied.
After filtration through a 022 um filter. the samples were wsed for analysis. The amino ackd
determination was performies! in an Inges amino aod AAA 0 analyzer (Prague, Crech
Republic) using lowiom kmveschange cheomatography with cobamn derivatization (Ostlon
wmymwmmpmmummmJMmumm
was carned cut in o sstem wath fosr cluents, which consestid
of butfers with pH 2.6, 3.0, 42%, and 74,

223 Prosem Dvlermisatem

I the experionent, the peotein concentration wis deformined with (he spoctrophoto.
wiric method (MaestroNaeo Mice-Volume Spectrophotomeler, MAESTROGEN, Hsinchu,
Tanwan), Briefly, 22l of the protein sample was mensurmd against water The méssunement
was conducted at a 280-nm wavelength,

224, Determination of Fat Cantent

The Sonhilet method was used 1o mvestigate the smount of lipids and the efficioncy
of the defotting process [27] The procedure was carmed out as follows: | g of lyophilized
sample was placed 10 the estraction thinsbde and extracted for 4 b using hexane. After the

103



Fooly 2023, 12 3%

4ol d

extraction, the hexane was evapocated and the Gt was placesd imn deyer at W °C overmight
Thie et day, the fask was weighed and the St content in the samp ke wirs determined.

The bdrolysis of the ez solks was cartied out as follows (1) defatied e yolk
prrowein exteact (111 g with 185 protein content) wias dissalved in 11 of MQ water; when
the solution reachied 70 “C, pH was adjusted %0 6.0 using a 0.1 M NaOH solution: (i) papain
wiss added i a weight toho of 10% relative o the EYP'r mass; (m) the mixture was stirmed ot
T0C for 2 he (v the enrymatic roaction was stopped by hoating ot 100 °C for 15 min; (v) the
sodedion was cocled 1057 7C and the pll was scdjustod 1o 30 using 1M HC, (vi) pepsin was
added 2 weight ratio of 1% nelative 10 FYPr mass (v6] the mivture was stirred at 37 °C
for 2 h; (vilt) the enzymatic reaction was stnpped by heating at 100 “C for 15 min; (1) the
hydrolysate was cooled down and centrifuged at 3000 « ¢ foe 30 min; (x) the superoatant
wan soparated, lyophilissd, sod storod at 4§ °C il furies use,

226, Degree of Hydmlysis (I410)

The degeoe ol hycdrolysts wies ditiensuned by the quantifcetion of soluble peptades. Foe
thiy rprose, 500 ], of the Byaleulysate was colloctnd in intuevals (0,05, §, 15, amd 2 5 alter
enzyrove addition) and moved immediately with 500 ul. of 107 trichBoroacetic acid. Afrer
15 miny of incuduation, tw sample wis cmrifuged at 5500 ¢ foe 10 min. The costent of
soduble pepstides in the supermatant was determined using te spoctropbotametric method
by measuring the absorbance at 280 nm. The degree of lvdnodysis was calculated as the
percentage of solubtitzed peptide to total protein content,

227, Pepride Idertification by MALDETOF/ MS

MALDS TOF masss speciroenetry s an appropriate method to chick the presence
and mass disaribution of pepiides in samples. This echisgque uses appropriabe naatrices,
wiich cause th icevization and Sesorption of the tested material. Thanks (o the Bme-of
Aight analyzer mesasumng the time of passage of peptides 1o the detector, it s possible to
determine the mass spectnam,

MALLX spectea were collectod bo investigate the efficrecy of the hydrolysis and 1o an.
alyxe the prsercs of Jower MW pepeides in thw hydrulysate. A small amount of lyoplaieed
Ipdrmlysste powder was dissalved m () 1% tnfluonc aodd snd punfied with Semphe Prep
hpeﬂeﬂp(ﬂpﬂpbzﬂ.GMw . Mesck, Darmstadl, Germany) according to a

stardard procedure Jehmiich, 2014) {25 Next, 3wl of purified pepilde saample was mixod
with 3wl of an HOCATIHA saturated matris solation (5050 [#of). The material wan
finally deposited on an AnchorChip MALDI plate with a hydrophobic coating (Brakes,
Bremen, Gemmany) Mass spectra wene necondaed In the active pasitive reflection mode by
an Ultrafles HEAALD! TOE-TOF (Bruker, Seemen, Genmuny) spectrometer All spectra
wute cullected withan the S00-5000 w/ 2 range, ssnoothod (Savitzky Golay sethesd), and
baseline cosrectod (Top Hal baseline algorithm) in fexAnalysis 3.0 softwane (Bruker, Bee
ey, Cornuany ). The list of peiks with 2 slgral-to-nokse satho greater fhan 3 was genesited
i the abone-eneritinesed program,

128, Antierodative Potential Fetimation

To prepare peptide sampies, 10 my of each exactly weighed peptide Ivophilizate
sampie was extracted i 1 mL of deionszed water (5 min, 15 He, MM&NU, Retsch, Hoan, Ger-
many). After centrifugation (3 mum 15 °C, 53,000 = g, 2R, Hettich, Tuttlingen, Gernmuny ),
the supernatant was cotlected and used for further anaiyses. Absarbance measirements
wore carted oul aing a spectropholometer (Marced £330, Zielonka, Poland ),

Fermie Recluomg Antosidant Power (FRAP)
The fewric redtocing ability of peptides was determined based on the IRAY method [ 254
A 10 mmal /L sobution of TPTZ (L44-Tris{2-pyridyl)-+-triazine) in 40 mmal/ L HCl was
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o] with 20 menal /1 of FeCly-0H;0 and 300 wamol /1, of soetste buffer (pH 36) at o
L100 erre vation. Than, 50 sl of the peplicdo solistion was addod to 159 pl. of the misture.
The sanmples were exisod amd cabated for 5 asin at 25 °C. Abscebanoe was road wt 553 nm
agamst 4 bk sample, The Fe'* lon concentration was sssessed by ndenmcing 4 standand
curve established using known concentrations of FeSO, solutions,

Ditermnination of DPPH (1 1-diphweyd-2-picryndrany ) Radical-Scavengng Activily
The free rodical-scavenging activity messurements were comducsed usmg the stabve
mdical DIFH (0] A total of 30yl of the peptide solutson was added o 150 ul, of
the DPPHe mmhanalic solution. The ssmples were incubated a8 25 °C loe 60 min on o
barzontal shaker in dackress. Afler that, absorbance was read at 517 nen against a blank
sample. The assesament of the antioxidant activity of the examined peptides relled on
standand ourves that had boee created foe Trodox and ascorbie acid oquivalens.

Determination of ABTSe- (2.2-a2i00-bist 3-thyibenzthiszoline-o-suldonic ackd) Radical
Cation Decolonzation Activity

The ANTSes waorking solution was preparad 16 h before measunements by mixing an
euqual vadume of 7 mM ARTS and 24 mM potassiem perssdiste in water, Nest, the working
salution was dilused with PRS until abaarbunce seached 117 at 734 rm. A total of 1L of
the peptide maxture sample was mixed with 50 ul of the working solution. Absorbance
wats read ol 75 num aggainst o blank samgple [51).

229 Determination of Artibacterial Activity

In total, 10 steains of Gra (+) and Gram (- ) bacsesia belongimg to different species
were sompled from roften fralts and vegetables. Species (dentification of the hacterta
by MALDETOF/MS was carried ot in accondance with (e procedine described by
Kowikomska et al, [17] Bacteria were grown on Lura Bertanl agar (Hiocorp, Warsaw,
Yoland) at 30 °C for 24 b then, they werne suboultured wntil & homogenous cell culture was
obtamed. Colonies were pucked and speches identitication using MALDE- TOF )/ MS (Bruker,
Corrmany ) wae carsiod oul. Tens spwcion wese dentafiod: four Belanging 10 thee peraes
Barillos (B crvens, v 3 5 wwgalerinn, o 18 puemdling, n = 1), Kivuris dbizophde (n = 1),
Sevratio Sguefrains {n = 1), Peewfoommms aeraginmss (n = 1), Flafiis ot (y = 1), Acistole ter
rafiorrsisiuns (n = 1), dexd Stematroplomatiiss walnphile (n = 1),

The well diffusion test was performed sy Muellor-Hinsom agar (Biomasima, Lublin,
Poland). The inoculum was prepanesd usioy bacterinl straines from a 24 h culture in Muoeller-
Humton broth (Momasima, Lublen, Poland). The suspension of a 0.9 McFarland standand
(15 « ¥ of each bactenal stram was made in a 0.5V% derde saliew solution (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) The isoculated agas wis pouned into the assay plate.
Next, four wells, each 7 mo in dameter, were aut out of the agar and 50 gl of the EYPe
050 s/ mL) was placed into each well,

22,00 Statistical Anadysis

Dlata are expressed as the mean = standard deviation. One-wvay ANOVA followed by
a post hoe Takey's test was preformed 1o asalyze the significant diffesences between the
Wt ut tha p valuy < 005 using Statasizcs Verion 130 (StafSoft, Polasl, TIBCO Saltwane
Inc, Pale Alt, CA, USA)

3. Results & Discusalon
31, Avsis Acld Compwislat/Nitroger Analwss

Table 2 prosevts the ansna aced profilies m the ey yolk boefone and aftler the enzymatic
Iydeolysis. The amount of this bifunctional compound varies from 166 = 04 (Trp) 10
1004 = 57 mg g (Glu). Notably, iseespective of the toatment, ghatamic acid, ssparti
aod, and levxioe were the most abundant amuno ackds. These anvino acids constitited
a large portion of the ege yolk protein composition. A similar amino ackd profile was
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obrtained by Pokom ot al. T3] i newtrase-dggested hydrolysates, they 2bso foond fagh
Revelds of sinine sl alanioe, Comparable conctusives wene mached by Attia of al [33] and
Aduyove et al. [17)], who dutermanad high Jevels of these amino acids in o volks froen
different soanses. Our stisdy cormbuorates the findepes reported By the aforementions!
researchers. This agreement highlights the sellability of our findings, demonstrating a
carrelation between our nesults and the conclustors sormalated by these authoes, The
ncrase in e guantities of almest every aming scid Iollowing the hydrolysis process is
potew oty Thes may be attr@sutecd o e prvsance of oneyims, wivch can sightly incnase
Mhie prosen contendt in the misture.

Table 2. Assbows acud corgposition of e yolk protiin Tiydenlysiase and ogg yolk protdn laverage =
standard deviation, mz /g protein, p < 008 meas statstically signibicant difference),

s ™ Hydreysates (EYPe) ANOVA
g —_ [  Vibue
Asp 0131 7214l 100
The %3118 85% 26 100728
S PR 759 1220
Glu 61 442 1004 4 57 10240
e Y1 ie ®n 12 X
Qy o101 Y02 00000
Al »7s07 PEEST 0%
Cp» 79402 Lt up 002528
Vol Ndzoe EARER R 0000008
et 133 153 160257 07485
The 23109 TRy e
Leu aNTrios S 05 <0000
™ nei 2529 038252
e 36212 2AL Ui %03
His /5522 183226 L132067
Ly wss1l 2514 A.0%008
An 0031 13 54115 10001 46
T 4204 16i 2 06 0000005

12, Determvinstion of £l Confest by Sexliet Lutraction

EYPr defatting ts assumed to athect the prosesn solubility properties and limit their
beological and Motechnological valwes (deraturatson with ethanol or hesane [14957)
1t has bosn shown that controlied enaymatic hydrodysis (s an effoctive mdhod of proken
mecndification, and this method has bie usad o various soy [35,79] and whey [10] prodeies.

The average amourst of Hipids i the dry matter o€egg yolk was equal 10 506% + 23,
which is in agreement with the general state of knowledge. As shown by the resuls of the
Sondiet methad, the oxtraction of lipids was not complete. After four steps of extraction,
the comteng of 2t Jecrensed from S0.6% = 2310 189% = 1.2 (Table V), Therefore, the
method is not a3 effectve as gnd extraction with ethanal and hexane solutors §05%) [14)
Whilks the lipid extraction efficiency may not reach its macemum leved, the presesvabon of
protein quality and the redduction of haenlul conditions. including toxic reactants, sre more
prroeminent Baepets, posenially ouswesghing the associatend Bmikations

Table 3. Liphd contemt taverage 4 standand deviation, %) in the dry matter of egg volk

P— EYPr  EYPelStep  EYPell Step “::" “::""

CAveragelS|  M6523 A9E13  HSLI4 TALLS  1AS:1)
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3.3 Dvgroe of Hidrolysin DH
Fraymatic hydrolysis 3 the most applicable mishod foe the extraction of peprtides. The
properties of this product depend 1o 4 great extent on the Rollowing parameters: engvie

[specibiity and selectivity), temperature, pH, and enzyme-to-substrate ratio (E5). In this
expersment, papaln and pepsin were used. The enzymes wene selectod based on previous
prelimisary stsdies on the DH of (klferent eneymis. The temporatin and pH applied
dunng the experiment corresponded (o the optomm for the enzyms, e, 7 °CL60 and
37 °C, A, respectively.

The DEL is an Important parameter describing enzymatic hydrmolysts and may be
sewpoasibde for controlling such factons as the composition and properties of peptides.
The amount of ereyme om have a sigrificant mnpact on the DH; therefore, the differes
amoants of the applied evayme were exemined (Tuble 43 The analysis of the effect of time
and the enzye concentration oo hydralysls efficierncy nevenled that thene were satistically
wegnificant dlifmescos an tho degroe of Bycloly s obtired in sansglos with e 110 ansd
120 erazymoe content refative to she amonnt of protein.

Table 4. Emect of the £ & valee on the hydrolysis degree imean = standand deviahon, %)

2.3 Thoms ot Hpdewiysin W1
Fapain Popmne
Lo " 1 " 1 2 2 A .
(]

Withedl  so al  LRaIMt LMt ITARNG IS SIMAMN SEDAAES LW SAMt IMARN
.75 Poian ERINR: OBING BN RENR IWING BRINRT AWM BRI

t monre stencaly ogniBuant diflesee oo 07

T wach case, the biggest iovcrease in DH was observed durnmyg, the first 60 min of
Pydrodvsis (Figare 1), beyond which the reaction progressed at & much slower rase and
the D changes were not significant. Bt can be sugpested that the maximum peptide
cheavage ooours dusing the fiest mimute of hydralysis. These results are in good agreement
with those presented for other protein sources, e.g, fish [41] or whett glutens [42]. Taking
mto conssderation the cesults collected ' Table 4, the best conditions for the enzymatic
hycralysts of defatied FYPr wese the 107 eozyome addition (1:110 encyme so substzate satio).
In this case, the I incroased from the intact valwe of 232% + 004 10 M.71% 4 005, A
remarkable outcome wis astaioed through the implenswatation of a soquential swn-step
Iydrolysis approach, cmrprising a0 iitial 2 h papain hydrolysis, followisd by « subsequent
2 b pepsin hydrolysis. Table 5 shows 2 comparisce of the present results with those reportad
for a short digestion tene (2-4 1) with such exzymes o neubnase, pronase, alcalase, or
trypein (5-33%) [FL7.40.44)

Table 5 Companson of the O | value foe ddienset types of coxzine,

Snsyme """'l‘;‘“" Condition O IN Source
Nendsivet 1 0L /i, pHE 70, 45 °C 1 T
Nanstrire 2 Not svailebleo n
Neutzase + Powsse Svmch onayme Not avaboble b P:}
Alcalise « Protase N R} ESASS (v/w) 55 w
1 1 Fguﬂu.!!l'l{(l.mm 14 |
Tryprm A WA (e, 48 C 1hn (3 |
Ppmin 2 Nt availible RS 113
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Figure L Effect of the ES s alac o the dogroe of My dnalpsis. ©- control [without exneymel results os
shoen trom a 110 and 130 enyme protion ratio

mqmdumwmmnmmw

The comparative anadyses with otbwer ensyme-bused By drolyses methods reveaded the
mpﬂmdhwwmm;umwmm

A4, Investigatim of the Prytide Profile by MALDTOF RS Anafusts

It this research, we did noe use any peptide standands in the analysis; hence, the
discusston is limited to the presence or absence of special peaks in m/s ranges. After the
twirstep hydrobysts (OH 30L76%). the majority of the peptide peaks ranged from 700 1o
1400 Da (Figare 2). nm«ummmmummmwm
the distnbution of the peaks changed S0 that o greater numiber of masses between 700
and 1100 Da were observed. High-molecolac welght peptides from the substrate wore
converted 1o smaller peptides with the progress of the reaction tme. In the case of the
raw g YOIk semmple spectruns, thime wis o Bagher ameount of heavier peptides and amall
proteins, which wene cleaved aber the digestion. The maain conclusion is that the amourt of
peaks represensing sealler MW pephicies increased after the hydrolysis at the expense of
Barger saasses.

:

ss

WWL L.

motrm
A EYPY
"l
= - "";"i".l:":' ol 5905 0 e v _raw
B} EYPe

— —— -

Flguse 2. Mass spectea of (A) EYPr: (B £Y1' after two-step hydrodysts with o 110 Es.
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Rasasd an the abtained spectim of the hydrolysate sample and the m/z ratio, frag-
manss of peptide sepueoces weee dotermined by Rapad DeNovo sxgoenaing. The [rgments
wire chevked i the IBOPEP pephice activity database [15]. The final peptide sequonces
were dhetermined ssing BLAST and a peptide mass caloulasor,

Some of the peptides were assigned blological properties (Table ¢), Among them,
the peptides DSYEHOCER, LMSYMWSTSM, POVIYPHPCQDTSAG, and FTDOKVG:
WOCECQIQ weere identifeed as antionidant composnds, and the peplides DSYEHCGETD,
HYDLIEVANKIA, and FEDPERQFSSRKE ware sdentifiod e astiomicrobial sudstances.
These results stromgly sagguest the ceod for further investigation of the antioxidant and

antibacterial propesties of the hydnlysasen.

Table 6. Pupecion obtsined aftir papain-pupein digestcn with their scsvisy chacked in the BIOPEP
dasabase (0]

paid

el YIWTCR ACK shilsibca
B O ITMIAPSAT ACE isisdsitor
" DSYEHGGET ‘M""."'”
o VVSCPYIVY ACE nlsbriton
lmg: g%;f’tum anupooli fesaeny
2N ¢
12340 35 LMSYMWETSM antionidars
aw? HVDLDEVANKIA antibacterial
194 Tes YINOMPOQKSRE ACE sintibor
148350 ICYTYPTHPCQDTSAC antionddese

antibecterial
1636 631 FDPERQESSRKE sntiprlifmathy
1670 622 ITOORVOWCLEGD anbonidase
1681584 YIEAVNEVSIRALD ACE ssisibsbor

A5 Dievermivation of Asdivxidant Ackiily

Tha antarodied activity was detersnined with thiey mothods: by e ability to seaveogy
DPPHe and ANTSe + froe rindicels ased with the FPRAF method, In every cese, the activity
of e lvophilaod peptide mixhane obtaned atter e twostop hydrolysis with the 110
ES ratio was sted. The antioxidant measuremenss ware sopealid thave times and tlw
obtamed valies were averaged.

The data mdicated that the EYT'e mixture bad a significant antioxidant potentsal.
1t exhibited strong potency in scavenging DIF'He radicals and ABTSe+ radical catbon
decoloetzation. As reporied by Musnapooe-Yazuls et al [47) asd Echert et al {£5] the aning
nod sequerce of @ peptice bas o grest impact on anticoxidant activity. Sech hydrophobac
amana acds as A, V, LEM, Y, W, and F play a mle m important imtsonidant mechamsms.
The afoeemensioned amino acids were abusdant e the defared egg volk hydralysates
(Table 23, The analysis of the ansino acid sequencns of the peptidis obtained after the
Iydrolysis shenwed a lange amount of aromabc amino acids 0 many cases. Thelr aromatic
residues stabilize mdicals dusing the scavenging reoction through contributing protons
80 electron deficient radicals [49) Sheih e al [50] saggest that the passence of ¥ can
turn froe sadacaly inta phaenoxy radicals, wivich leads to the mbsbibon of e perosidation
chan reaction

The results of the DPPHe and ADTSe+ asys are in many cases highes than those
determined for common dietary products. For example, the activity (s the ABTSe+ decal:
vetzation assty roached 201D £ 892 memol Trolos Sk (Table 7)1 1t was higher than foe
sach scaverggers us sperach (8 39 mmol Trobo/ kg, chili peppens (762 smol Trobon/ kgl or

1165% mmol Trodox/ kg) i dry mass {51]. Alsa, the DFFHe scavenging activity
0 the case of the EYPe mixbure wiss mosch higher. As shown by the literature 1o date,
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srawbermies ate characterined by ane of the highest sacorbic acd eyguivalonts (520 0 mg
AN ) 137] This sesult is manch Jowwer than that obitained foe EYFe (177866 + 32.99 my
AAJIDD g} (Tahle 7). mmmuwnmmw i Tlsho 7 wildls shirse for ey
yolk pephicle fractions [ 48] showed that the separated and clear peptide fractions fud higher
values: fram (50 to 2.73 umol Trokox /mg in the DPPHe assay and from 19.90 10 8825 ug
Fel* /mg in the FRAP test. This may be refated to the high exposure fo pare concentrated

Our assumnption was to create o eixture with anticoddant valoes in 2 stusple
waty. Eokert ot ol 103 showed comparable sesuds of the Tree radical seivengeay ability of
phosvitio (011 M Trodon /mg) after 8 b ydmlysis with bacteral protesses. Grasskewics
et al | 57] desnonstralod slilar levelds of froe radical scavenging activiey of e prodein
Brydendysase (with trypsin after separation on RP-HPLC The values of 018 and 0,19 uM
Trodox/ mg were reached for two fractions.

Table 7. Asstionddant sctivity of e EYTe teistane stmple faverage £ standand deviasion)

. nrTR DFFH ABTS Radwal
Fervic Reducing Scavenging Scavenging Cation
.‘.‘.".'..‘"" To'hgl g Fehmpl Astiviy Achvity Astay
g AANDRg) lpmal Trmlomg| fmsnol Troloshg)
e 1645 = 0.1% a1 iom 177666 = 2299 092 = ad IS L8902

A mch wenker activity was calculated for ferric reductson. The peptide mixtumn
exhibited 2 much lower FRAP activity than red cabbage (5155 mmol Fe?* /kg) or red
currant {44.% mmol Fe®* /kg) This may be related to the small content of serine tn the
proposed peptides, whose hydnonyd group takes pact in the reduction of metal jons. The
sgnificant ditferences in the values obtaimed with the free radical scavenging method
and the FRAT" method may be also coused by the differences in the reaction conditioms.
As suggestd by Zow et al [52], e ethoctiveniss of the anticudant method yiekling
Righ values of Trolox or ascorbic acid evpuivalenss is mlated ho the diffirent underdying
mechani=m between the evaluation ssays even for the same composition, It has been
shrwn Bt an appropeiate selection of anticxidant assays is ighly corelased rot only with
the amino acid sequence tut also with epsimal reaction condisions,

L& Anridncnenial Achioity

he mechantsm of action of the antimicrobial peptides mvolves binding to the cell
mernbrany theough an dectrostatic sttraction bylwoern e catiorac residaes of the peptides
and andorvic companents or kool Bipids of the ouler membrane. The antinmicrobial
act on both Gram (+) and Gram (—) bacteria | 18], The EYPe mixture at the concenimaltion
of 50 g /il iehhibited the growsh of the studled stralns (Talde 4). Strong Inbdbltion was
detected in Gram (+) bacteris, while Gram {—) bacteria were less peptide-sensitive. Smaller
inhibition zones wene observed at the concentration of 2% mg/ml. These properties result
from the presence of the sequences DSYEHCGEE, HYDUDEVANKIA, and FEDPERQESS.
RKE, which wes: iclestifiad 10 be snsponsdilo for antibactumal uctivity (Tabde o),

Similar pesults wore cbserved by Pollegring ot al. [75] who fosnd that Gram (+) Runfine
sirains were highly susceptible 10 the action of peplides digested by trypsin and chy-
motrypsin. Simukaneously, they reporied 2 weak bactericidal activity of the peptides
agninst Gram (—) bacteria, The astimicrobial activity of e valk prptides was also de-
scribed by Pimchan et al [ ], They fractivoated peptides from pepsin-hydrolysed ege
yolks and identified 13 peptides with ansbacterial activity, which inhibeted the growth of
B oo, Echerichor cedr, Sopuloconoe: sens, aod Selwosetls tgdinturium. The growth of
thise spocies of bacterls is abso effectively inhibisod by plant extracts, which (like pepeidos),
appear 1 be o good allermnative 10 antibiotics especially as natieral agents 1o prevent and
control food-poisoning diseases | 5]
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Tabie 8. Assbenicroblal activity of TYT sl lavesige £ stasdand devbation, mom).
Inkihitien Zone jmm}

Ne
Stsala G P omgml]  EvPe D mymil
1 MacTos oevvms 1 Q] Xoiln W7 2046
2 Pacis aovns 2 {4} AT ES N LT ES ¥
Y Racillis septuerius (o} 17406 97 08
. Bacilhe prwilas to} 20i10 43 =08
5 Koacarst Phizpivls 1) 1.7 % 0k 77506
“ Serrais figwracime - 23i0s #1086
) amar e - 63+08 gih =10
Arvpu
L Hafvda aloet - Y308 Lo
Acmchohs fer
. s - 87506 2708
10 Steiatragdurmses < X7 608 15404
wellrghile -l
4 Conclusions

The fimdings of the present stady dehmup&mmm
may exhibit o mumber of pro-fwalth propertios. The peptides can function s a natural
antioxidant green the high values obtained in the DPFH (177066 £ 329 mg AA/ 10 2)
andd ABTS (590 43 = 892 mamol Trobos /) assays, which are comparable with those foe
well-knonwn nstritonad compounds considend s antioxidants. The antimicrobial proper-
Hes of the EYTFW have also bown confinmed (the griasest against Gram (<) bactera—8, dovus
1 with the value of 200 £ L0 mum at the concentratiom of 50 myg /L), which means that
the peptides, which wene proven 10 be potensially effective, can be used as 2 natural
alvenative to preserve food ssulf and avoid the health hasaeds posed by chomical astimnl
crobial mgents. The sralyses of the MALDE-TOF /MS spectea revealod potentaal anteavicdent
peptide sagaences (YPWTOR, ITMIAPSAF, DSYFHGGRP. VVSCPYIVY, QQGVEQCTR,
KIOMTERQIK, EMSYMWSTSM, HVDLDEVANKIA. YINOMPOQRSRE, PCYTYPHI'GCOT-
SAG, FEDPERQESSRKE, PTDOQKVOGWGGEGQIQ, YIEAVNKVSIRAGK. which should be
thoroughly imvestigated o the future.
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Abstract: Soveral studies coafirm the poeseial of sulh profeing as » souses of Moactive peptides. To
seloase pepaades foo the inactive form In which they are encrypéad (n the native peoteln sequence.
It s sacwanary 50 e O hodmlysls p Anumng various methods, Sw uw of eeyoes offos
great poseriiial Sue o the Livousable conditions assodaled with Uus peooss. Baactive peptides ae
still 2 refevamt currend ressarch topic, sspecially conpeming ther antimicrobial, sbosidant, antihy-

ol anticancee sffocts. The g leomentition of difheront mmeymes and hydolpsis saction
WMIMmhmmlmddm;\MWﬁb Froon S sarme s, which m s,
provides oppotundties o obGin tew oactive oompounds with disdrabie Tunctional vifints. This
sty Sovuses oot oltaining whey profein hvdeuly sates using pepein, by pain, sl papeie and estals
Ashing the degree of whey hydrolysts achieved by these erzymes and thes antiosddant acovity,
Tapain showed the highist digree of hydrolysis (03% aftve 3 houss of the procss) and Bigh antion-
sart activiny: therefore, it was sceiad for fucther fnvestization. Using LC-MS, peptides contalned
In whey peotetn iedrolvsaie obrtained useg papain werne desifiad, and 3 range of potential kiclog.
ummmummmmawwmmmmmumw
Bdes wan confirmod by vitro analyses

Keywords: proces hy dralysist whey protein: Bokogical scthity of pepsides: LC-MS identificasion
uf peplides

1. Tntroduction

Whey &y resermed 10 25 0 protem fraction separated dusning the acld or eneyimabic treal-
ment of datry products during the chevse or tasein manatacturing process. It can be con-
sidered a by-product, accounting for appraximately S5-50°% of milk volume, but due to i
nustritaonal and health-prometing valees, it can be exploitod for the production of divtary
supplemenss or nutraceuticals |1, 21 This co-product contains sobable milk components,
including proteins, lipids. lacxose, polyphenols, minerals, snd vitamins [3). -Lactoglobu-
liry, a-factalbumin bovine serum albumin, and mmovunoglobulins ane the most abundars
probeies comtaimnd in whey, Lactoberrin, ladoperuxidase, sl probeosapeptone are sopro-
sonied In lower quantties. Whey protetns also include giy tice released dur
ing plasmin-mediated hydrolysis and preseet only in sweet wiwey [4], Whey proteins are
widely wsed 1n the food iIndustry due to thelr compesition and properties. These proteins
have high solubility and o globualar conduemsation and aee suscoplible fo beat denatisraton,
In its unprocessed form, however, despite Its high nutritional value, whey is an unattrace
tive prodoct to consume due to the high dilution of its ingredients and its perishability
|2} Vanous spproadves and hechmaques Sor processing whey have therefore emerged, Cre
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approach is ter obtain hydrolysates. Theoagh the wse of hydrolysls, It s possible 1o obtain
peptices from whey that can wabibit various biological sctivities |5] The auain mefhods
are chemical hiydrolyss, enxymatic hpdrolysis, and the use of formentation o physcal
Prooeses as 2 means of produciian of blovctive peplbdes (rom whey proseing. A widely
wsed process, on acoosint of its bons cost and simplicty of applicabion, i chemical bydeol
yuis. The chemical npdrolyses process eenploys acsdic or basic compornds that, whon s
iy am proseing, lead 10 the production of free peptides and smino acide, The process re-
sults 0 a mixture of peplides with a variable chemical composition, bul s negative effect
& e presence of todc residues in some cases, The process itsell is characterised by rels
tively Iow yields, and its shorsoomings indade the temperature and pH conditions osed
and the application of strang cwmsicale and solvents, which adversely alfoct the ralri-
tianal and functioeal properties of the peptides cbtained J6]. Anothes techniqque widely
employed 10 acqusine peptides froes whey (s meymatic hydeolysss [7]. The procoss usilises
enzymes with specific properties that correspond o the optimal conditions for the hydnd.
FEI reocess (e, peaction B, lemperatuse, sod pH) 3] The key veeymes eoploynd to
MMW&UMMMM‘WW“W

trypsin, chymotrypsinl, enzvmes of plant origin (e.g. papain, brooelalry, actiniding, and
proteolytic microoeganisms or microbial proteases (v prrotesses (roem lactic scd bacteria
and Nlaviurzy e lroe Agergilion avimed) [6, 81 The fermentation process ulilises the poo.
seolytic activity of microompanisms, while physical prooesses imvalve o microwaves or
witrasound [9).

Bioactive pepticles reletsed from whey proteine during theis hydralysis can exhibit o
wide spectrum of properties. Litersture reposts indicate that milk proteins con be a source
of peptiches with antimicrobial, asdibvpertensive, anbidiabetic, ansioddant, immancenod-
ulatory, anticarces, rysaprolective, mineral chelating, ostesmabalic, bypocholesternlemic
opioid, astithrombotic, and anti-milammaloey activities. There is therolose groat snerest
i developring efficent wavs of acquising these pepeides foe use in the production of func
shanal foodds, sutraceuticals, and thesapeutic agents. In sans countries, products ensichad
with whey derived bicactive peplides are starting to be commercially available, o g sip-
plements omtaining bloactive peptides from whey wilh potential therapeutic use doe o
sheir antihy pertensivesiactidasbelic (Hilmar ™ S350, relaxing and doep-inducing (Praven-
™), oc 2t nflammatony (NOPA? ™) effects. A dietary supplement based on oactive
whey peptides to sapport the treatment of pranasks (Deesmcle ™) is also available (6]

These are still few functinnal fnods on the market containéng broactive whey peptides
s gmrich the daily diet with bealth-promoting substanoes. Thw wse of Bicactive poptites
derved from food proteins in the develapment of fuscticowl foods s a highly eelevant
current laplc. Punciional products conzaining Moactive compemnds with groven heakils
promoting properties ane af incneasing inlerest; heswe, research into sew ways of abtain-
iy such hioactive peplides wo be incorporated ingo food peoducs holds consiclenalde po.
werstinl, Comsidering the groat potential of whey as a sauroe of Noactive peptides, this wark
attempes 1o obtain new boactive peptides via enzymatic hydrolysls of whey, identify the

unirg thwe LO-MS tochrique, and evalisate the progpeeties of Suse peplides. The
R ledge of the efficiont prodociion and progerthes of these peptides will allow the de
wulopsment of sived Sood, natraceutical. or therapsrusic prodacts in e Future

2. Materials and Methods

FXZZgidYjsossn2ssens

2 22033 :2R2BYIANFP2IJNANTEZ3Z2

21 Maderials

Ceenmercial bovine whey protein solate (¥4 'S protein content) was parchased trom
HloTechUSA LTD, The amine 2ad composition of the peoduct & shown in the table below
(Table 1),

Table 1. Amino sk cvevent fegd in 100 g of W used in the shody

d EER=
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Tssential Amino Acids fmg]

Amino Acids (o) Acids lmyl
Hissidire 1500 | Arginine 2008 | Alanine 0w
lackeucine 712 | Cyswine 2952 | Asparticacd 8564
Leucine o m m“ 17208 | Gilycine e
Methineine 1880 | Proine 4434 | Serine wai
Phenylalinine 25% | Tyrosine ey

Iheeonine 51%

Tryptophan 1366

Valiew ot

22 Prepuestuo of wivy byt

To acquire peptides trom whey protetrs, eneymatic hivdrolyses was applied. At thes
sag, theve dafferval srutymnes wero wsed for lydrolysic pepsin (from poocine gastsic m-
o, 2400 units'mg protein, 7125, Sigma-Alkdrich, Sairt Louis, MO, USA), pepain (from
papaya latex crude powder, 1.53-10 units'mg solid, P3375, Sigma-Aldsich; Saint Louls,
MO, USAL & frypsin (from bovine pancress, Iyophilised powder, 210000 BAEE
snita/img protein, T1426, Sgma-Aldnch, Semt Louls, MO, USA], with the alm of selecting
w eruyme with the bost degnee of hydeolysin and allowing peptides with the highost
antioxidant activity 8o be obtained. The protesn ssolate was disselved in MO water, pre-
Beuted, and the pH ol the solutive was ten adjusted B the optamum value foe the acticn
of the mdividual ereymes, ie. J0, U, and 8.4 for pepsin, papain, and trypsin, nespec-
Hvely. Ereymatic hydoalysis wis peduensed for 3 B with constant stissieg ot an e
aymesubstrabe ratio of 1210 (wiw), at 37C for pepstn and trypsin and 7MC foc papain
The reaction was stopped by heating the mixture 8o 100°C foe 15 mintes. Subsoquently,
the hydrolysate was cooled to 37°C s contrifuged at 3000 = ¢ for 3 minutes. The resalt-
ng supernatant was lyophilised and stored ot $C for further analysis (the degree of hy-
dralyss and antiocidant sctivity wene determined fur cach vanang),

28 Deverwivtion of degree af bpdraysie

The degroe of by drodysis was established by quantatyieg the soluble peptides present
a1 the mmixbure o8 difforent thone points Sronm the start of the byvdrolysis prooosss (tme 0, 05,
L2 anud 3 ). For this purpose, 300 ul of the hydrolysabe was Lrken of the indicated tame
ntervals andd tesmediately mibved with 10%, eichloreacetic acid 1 2 ratto of 11 (vv) The
samples were further mcubated for 15 minutes at room femperatuny lollowed by contrif-
wgation (5300 « g 10 mivwtes) To determine the concentration of solulde peptides m the
sapernatant, a spestrophotometne method was wsed, measuning absorbance at 280 mm.
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The degree of hydmolysis was salcalated as the percentage of soluble peptides 1o the total 1
Prrotein smousd in the misture, 24

24, Determination of swtiorsdant pebentia’ 125

The antioxidant activity of the peptides was determined as previonsly described i 10
Caelef ef al. {10 employmg tre ABTS, DI'PEL and FRAY assays, Semples were prepared 127
by mixieg 10 mg of Fydeolysate =1 1m0 of desonised water {5 min, 15 He, Retech Miner 128
MM, Haan, Germany). The samples were centrifuged for 3 min (1ISC. 33 00 < g Het: 129
sich 2R centrifuge, Tuttlingen, Germacy] and the supernatant was wsed for further amal- 10
yuis. 131
The Forric Rediicing Antionddant Power (FRAP) of the whwy peptides was asessed using 112
a 10 mmol/L. sodution of Z4,0-Tris(2- pyridyl)s-triazine (TFTZ) dituted in 8 mmol/L HCL 133
combined with 20 mmal/L of FeCL x 6140 and acetate bufter (30 mmot/l, pH J6) ata 14
B (vvey) ration 30 bl of the samples cortaining the peptide solution was mived with 10
150 ul. of FRAT roagent, mined, and incubated for 5 ovin a1 25°C. Afserwards, the absorhs 1w
ance was sead at 593 nm (wsing & Marcel 8330 spoctrophotometes, Zielooka, M'oland) 1
against 2 blank sample (containing water instead of the peptide sample). Reducing anti- 13
onidant powee was asssad by referency 1o 8 standard: carve sstallished using tolox 18
standards. 1
The froe radical-scavengieg activily was evaluated wsing the stalde radical 11-diphenyl 101
2 pioryywdrand (DFPH), 50 w1l of aliguots of the peptide soluton was mised with 150 (@
pI of & methacalic DITH solution, The semnples waed incutuded In fhw dark 20 25°C lorsll 1@
minutes with shaking The absorbance of the samples was measured spectrophotomets- 144
cally at 517 mwm against a blank sample. The antioddant activiey of the pepetides waseval 1
wated by comparison 1o standard curve phatted for tralox standands. 1on
The Radical Cation Decolourisation Activity was assaved using 220 azimobis} w0
etiniberthiandine-f-<aliomic adid (ABTSe+) The AFTSes working solution was pre- 18
pared by mixieg an equal volume of 7 mM ABTS and 24 mM potassiom persulfate in 1
deionisad  water and allimed to stand for 16 7 until the measurements. The mesulling 1w
working solution was diluted swith I'DS until the sbsorbance reached 0.7 at A<ZMnn. 50 191
b of workiong solubion was added $0 T ml of the peptide mixtare sample, and the abworls. 12
anceaf the samiples was measured at 73 nm relative fo the blank. 153

2.5 Autibarteriel wtivity

The antimicroblal activity of whey peptides was evahuated using the well-atifhusion
assay. The stady involved 8 bacterial stralem previously obtaned frons rotten Truits and
vegetablen (Facklis sp., Bacalizs corenis, Bacnlles megateriiny, Docaas pumulis, Stepfiwocaccas
vepitis, Dxigandecienive sunmtiocuee, Srevwndimonss dintnuts, sond Rhizobium sadiihacter)
110], The bacterial strains were asdtned in Mucler-Hinton broth (Bioesaxima, Lublin, Po-
tand) at 37°C for 24 I Thee, 100 1 of the bacterial culture was applied to l'etri dishes with
Muaeller-] Eintoer agar cach and spread over the surface. Subsequently, § mm dlameter
wells were cut in the medinm. 70 ul of the test peptides at a coooentration of 80 g/l
was added o the wells, The plates were moubabed for 24 howrs ot 37°C, followed by the
measurement of bacterial growth inhibition zanes arcond the wells.

240, Mestifioatam amil chanactormatam of o tioe poptades by LO MS

Fur the identiéicataon of peptices, 3 mg of endh ssmple after papain hydrolyses won
seciseatibatod in $00 (il of 100 oM asamossum Mcabonate bafier. The peptides weoe 115
tered twough o Vivacon 30 MDa mobecudar weight cut-off flfer (Satonus Stedan Beotech,
Cunettlgen, Cenmany). The samples wene asabyserd using o LC-MS system oom posed of
B Eyosrp Ovee HPLC System (Fyosep Biosysdema) coupled to an Ortnitrap Explons 480
s spoctrometer (Thoenmo Schentific). 100 il of the peptide solution was loaded onto
Eviiips Pare CI8 disposable trap colusimns acconding 0 manulacunds instructions. The
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peptides were ractionated for B8 min with a prededined Fvosep gradient at a flow rate of
220 slimain on an analyticsd column (D Maischs C15 AQ, 19 i beads, 150 um 1D, 15 cm
kg Fvosep Bloeystems) The data-dependent aoguisition parametess were 25 follows
Sop 80 precursors selected for MS2 asalysis, collisional induced fragmentation NCE 0%,
spray voltage 2.8 KV, Finrel RF bevel 40, and heated capilary temperature 275°C. Full M5
seams covered the mass raege of A0-1600 ez with & wsolustion of 60000, & maxsmum
pcrion tinte set to Ausa, and a narmalised AGC tanget to X0 MS2 scans were acquired
with a resobation of 15000, an Auto maxiovim kyection tiene, and » Standard AGC Larget.
The som isolation window was set to L6 miz the dymamic exclusion was set 40 20 &, and a
minimum intersity threshold was 53,

Riow data wee prp-grrocessed with Mascol Distiller (version 28, Matrixscienos) and
peplidespenteins were identified with the Mascot sille {version 2.8, Mataxsclence) after
offliow mavs cocalivration with MScan (vwesion 30, hetpr/fprotecen.inb waw. plimecan).
The search parameters were as follows enzyme — None, varbable modifications - Oxida
Shon (M), man missed deavages - 2, fragewent ion loderanoe - 101 D, pacent lon takerance
set incdisidually afier recalibeation seithin rarge 7-11 ppm. The database always included
popular comtaminants (common Repositary of Adventitioos Protelns « (cRAI", 115 g
uences, SARSIZMYG residues). Species-spedfic databases Bos taias (17245 sexpaersom)
fram Unipreo (scoessod 12_213)

The Bicdogical acsivity of the obtaised peptides wis malysed based on their aming
acid sequences, ubilising the BIOPEP-UWM database [11].

3. Results and Discession
L1 Deyrew of hwfrodgsis (D) of nidey provoias Iy suriins enzymes

Since erveyme activity plays an smpostant role bn protetn hydralysis, in the fiest stage
of the stady, enzymatic hudrotysis of whey peoteins was pesformed using three different
enzymes and the same enzymatic eaction conditions (selacted after prelimvinary aptimi-
sation, data not shown). I'reviously, various commercial proteases have been sucoesstully
tested for (he protuction of Bloactive hydmdysates from milk, incduding whey proteins,
In this work. reactions catalysed by trypsin, pepsin, and papain were selected for the anak
yias. For cach of the variants, thw degroe of hvdrolysis was desermined at dsfferint Hme
points. Figare 1 represents the effect of enzyme specificity and reaction time on the degree
of hydrolyss (DH). It was demonstrated that among the thaee enzymes used in our study,
whey proteins hydrolysed with papain after a 3-h reaction showeed sigmificantly higher
D values than whey bydrotysed wish trypsin and pepsln. The degooe of hydrolysis eatis
were 15%, 229, and 33% for brypsin, pepsin and papain, cospectively (Figuee 1), Thus, the
highest efficiency of the enzymatic reaction assessed by the ratio of releassd pepeides to
solal protein content was pecorded when hydralysis sith papain was used (DH 3% ater
A0 e s also notewouthy that alecady a half-boar reaction allowed a high degree of whoy
prodein hydealvsis to be achioved.
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Figuee 1. Degrow of Tpdevdy wis '] of whwy protens by pepwin, trypeas, and papas at diffesent time 200
inte n4

A ditterent enxymatic digestion proces Vicids different quantities and types of peptides 215
from the same food malris, The selection of a particalar eeeyme 1o catalyse proteie hy. 21e
drolysis & guided by evaluation of its sdectivity and svalable Ierature data indicnting
5 applicabdity. 1 this study, the most commuonly used gastrointistinal enzymes, Le. pep
s and trypsin, wene wed tor hydrolysis. Additionally, they were sebected considering
Merature data suggesting that they are capable of gemwerating peptides with dipeptidyl
peptidase IV (DPPIV) and angiotemsin-comerting eneyow (ACE) mbaditory activity [12,
13} and bacteniadal [14], antibypestensive, antionsdant (18] and cvtoprotective [16] prop-
el 1o pocunt yvars, sesearch fus also been conductad 1o obtain Dioactive whuy pactein
peptices usang eneymes of plant e Previously, it was reported that plant-derived
prodoases (cardostes A and B, papain, bramelain, snd fda) coald be weed to obsain pops
fides with ACE inhitntory activity [17, 18] Therefore. popain wars sba selocted for
study, This coeyme wiss also a good candiclate due 5o is cortain advantages, such as fastey
mtes and mald processng cooditsans [19) Its application makes it possibie to teduce pro-
duction costs a0 lngrove vield/peoductivity. In addition, papaln has a susrow pH sange
of action (5-7), bul an attractive leagure is 1ty activity over & brood Seenpuratio rangy, in-
cuding higher hensperatures (<90 °C) (20

Literatuse studies mvolving the lydrolysss of whey have shown quite ditfenent levels of
Irydrolyses for the ditforeot cozymes used, Thas is relwied to the fact that the effiaency of
enzymatic bdrolyses of whey peoteion deperds on wach lacsns as the type of enzyme and
sabstrate, thuir ratis, hydrolyses conditions, and mixing conditions | 21]. For example, ina
study conducted by Wang ot al. (18] whoey peotiin by deolysis wils pedornwed ueieg thues
different encymes. A ssgnificntly lower degree of hydnolysis was observed in vanants
with theee e hpdrolysis with papain (DH 9.3 = 0.%), while better results weee ol
tained for sampdes hvdrobysed with alkalase (6 b, DH 32.2 = 2.5%) and trypsin (4 b DH
252 = 17%). Huwever, the ceaction tmes and the temperature appliod ditfennd. Also Kag
et al [ 9] abwerved lonwer levels of whey protein hydrolysis tsing papain (OH of 17.005),
whille very similar results to those cbtained In this work (DE of 32.28%) were shown by
Du vt al, |22] in theis ssady. '

BEEEN

12 Antivchdem? propertics of peptides ohteinad ria szywralic indralysis of sley protome

In the cext sbep, the antioxident propertes of whey hydnahosates obtained via encymute
hydrolysis mvolving pepsin, trypsin. and papain were determired (Table 2). Given the
ncresising incidence of chvillsation discases, nterest in the antiosddant propesties of food
products has recently increased. Antioddant properties relate to the abilty of certaim
moleculis to neutralise excrssive amounts of free oxygen radicals @n the body, which are
sesponsihle for cell damage and ane linked 0 the corurrenee of diseases. Twa categnries
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of methods are wsed 1o determine antioaldant activity: the reduction of metal lons 30 =1
hewer-onidation soms by the antiovidant under imvstigation (FRAT) and {he ability 0
scaverge stable free radicals (ABTSs, DM =
The analyses conducted in this study showed sigaliicant antiosddant potential of all the =4
pdrotysates obtaiced (Tabe 2), 35
Lable 2. Antursidars potenhial s popecie obtained via sme yaati bydrotyss ol whey prtoine R
Fuaryme ABTS ey trodon FRAF [exg brodon DPPH feyg trokon
Pepsm [Ta4 2N 1622 218 487 w022
Trypsin oL s3rae 1948 LS L7% Aog0
Papain 52736 =35.13 1756 =216 356 007

The assessment of ABTS: cation radical scavengng activity is the most commocdy
wsed method be oncosare the anboadant activity of food ingredients, Among the hydeok
ates abtrined in the throe-hous reaction with different enzymes, the highe st activity was
secorded for whey proteans digested with papain (5273 + 2513 feg trolex pmobigf), fol
ot By trypsan sowd pepsen (361,96 £ 3142 andd 297 44 2 24 11, nespectively),

Owing to its ssmplicty, shoet analyses time, and refatvely high sccuracy and repro-
ducihility of sesulty, an aesay based on testing the seactivity of the DPPH (11 -diphenyd-
Lpicryihydrazyl) radical with the sample s one of the most widely used methods tor
measunng the scavenging potential of peptides. It ks used to measure the total antiosidans
potential of food products, The results of the DPPH assay of whey bydrolysates extracted
with ditferent eowymes sevealed the highest free eadical scavenging polential of the foe-
muka obbained using trypsen (PSS & 15 fog trelos umslig]). This capecily usisg papun
and pepsin was sbghtly lower (175 2 216 and 16.22 2 203, nespectivelyl.

The FRAP mwthod mensures sntioxidant capacty hased on the effect of antioxidants
cantained in the sample on the rate of redusction of ferrkc ron (L errlevanude complex
80 fervonss dran (H). In our stady, Bhis assay indscated the highest reduding potential of the
whey hydrolysate prepared using pepsin catalvsts (487 = 0.2 feyg trobox umolig]) while
a slightly Jower value was observed foe the hydrolysabe propared aeing pepain (356 4
0.17). The hydaolysate sbtained using trypsan had the lowest antioxidant potential in thes
study (L7852 043),

The ditfercnces observed n the tree radical-neduang activity of whey hydrobysases pee
pared with the use of different enzymes may be attributable to the specificity of the en-
2y 10 the particular sty in U pepticle daain, [tis also linked 8o the DH of the constituerd
prateins, which ultimately produce a hvdrolysate containing ditferent amino acid compo-
sutions (23] The DL and the enzynves used to catalvse the hydrolysis have a oactal role
n the establishmint of the reducing ponwes of protein hydrolysates. The observed difSer-
enoes in the anbioxidant activity between the tested protein hydnolysates can be assecatod
with the specitic amiro add profide af the peptades £24). The amino acid sequence also has
a signaficant impact on the polency of the antioxidant activity of pepeides due to the van-
abiore in the sctivity of Individual amino adds related o diferences in the side dhain
structiee. The sctivily bs attributed to caslly oxidised grougs: the sdule group in tryplo-
phan, the imidazole group i histidane, the thiol in cpsteine, the phinolic ydroxyl grovp
i tvrosine, and thisether in methionine {25], In thesr study, Otusshi ¢ al |26) showed that
tyrosine-containang tnpeptides exhibited higher antioxidant activity agairet the hydro-
Philic radical ASTS compared to histidine.containing tripeptides, suggesting an eswendial
sole of tryploplun and tyrusiee reddios i the detessnanation of radical scaversging sctive
Ry, The tripepaides tested showed weak scavenging activity agalnst the hydrophobes
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DPPH radical, and their antioxidant activity agatnst linoleic aod preonidation showed
high cornelations with ABTS assays and Jow cormvlations with FRAT and DPPH assans
[26). This esplains the differences in antioddant potential assay results observed In (s
work.

33 Antitacterisl sctionty of swhey prphides

At this stage of the study, only the whey hydrolvase producsd with the use of papain
was subjected to anslysie 1 was selected bomed on the ighest degree of hydrolysis and
strong antienkdant activily.

The pffect of whey peptides an the gromth of etght bocterial iolates, previoely vb-
Lasrwed froen spodlage ood, wis investigaod. Zones of gromth iohibition woere a messiso
of the antisnicrolial activity of the whwy hedeolysaivs, Growth inhibidion sones around
the well with whey-derived pepaides were abseeved for four of the bactenlal strakes testod
(Facsllun sy, Bacillis svegateriaont, Shaphwivonsus copitis, Rtz raliotu er) (Table 3y The
highest antibacterial activity was observesd againat flacillas sp. with an inhibitson zone of
T o Nov growth inhibsitices was detovted for 8 oereas, 8 pumilus, Eauraliscum, and §
it These resulls indicate a selective inhidatoey impact of peptides comtained i the
whiey hydralystos oo the peowth of same bodedial staalns. The aliervinl dfoct can by
attribused 1o the ahility of bateria, inchiding Bacllan spp, 10 secrese vxteacellubar prote-
s that are capable of leactivatiog antibactertal pepeides [277
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Table 3, Antimicrotrial activity of whey peptides by drodysed with the wse of papan

.
-

Nacterial specivs ekt Growth inkibition some [mm]
Becillus 5. G n
Rariltan comwus Gi+) n
Haritar megatertiom G+ El
PRE—— G "
Stmpinlocorcur capitis Giv) 10
Exsganbschersum aurantawsm Gis) o
S ————— (¥R} 0
Riveadnum rasdiabaacter G(*) 9

Many previcws stadics bave shown that the enzymatic hydrodpsts of whey probeins 215
resuits on the suleas of antimicrobial peptices, whtich asv encryplod in whey proteine The s
pomitive effect of papan eneymatic hydrolysis on antimicobal sctivity has pecviously 317
been shown for papain hydrolysites of ¢g. buttalo and camel malk whey proteins [28304 a8

The peptides demved  from  P-lactoglobulin degradation,  incuding  the 19
AASDISLLDAQSAFLER peptide identified in thes study, are respansibie for the idertified
snfimiceobial activity of B hydralysate. Potontially, s elifoct may also have been o
tributable tu the presence of other sequences In the obtined peptides denived fram the

& of (Hactoglobulin, Le. VAGTWY, VLVLDTDYR, and IPAVFK with antimicro-
beal activaty, which were previcusly sdentfied by Pellegrimi et ol [31]. The presenoe of
antimicrobial poptides in the hydrolysate suggests that the addition of these peptides %o
food products may have an iehibitory impact on the growth of somve undesirable bacteria
present in food.
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34, Mewtification of peptides dermed from svbey and thear pradiciad Molegical activiiy

Following the hydrolyss methodology imvolvieg papain and tive conditions de
scrived above, 107 peptides were extracted and identified. The LOMS analysis identetied
peptices of varylng Jesgii trom 7 10 27 aming ackds. A detailed list of 2l the (dentifiad
peptide soaguences, incduding infoemation an proteins from which they are derived and
the Baological activities of the peptides determised from dats available in databases and
predicted trom the sequences, is presented in Tabke 51,

Depending on the eruymatic reacthon conditions used, In pasticular the type of en
ayme, peptides with different molecular weights snv obtamed atter hydrolysis of whey
profteins, The final composition s the amino acid soquence determise the Bloactivity of
the resulting hydrodysate. In cur stady, mose then one type of predictod biclogionl activity
wits assdgned o vach peptide. It is cumemon for a single peptide to have mure than ane
function due to the mterconmection of metabolec pathoways controlling specific functions,
In adciton, some peptides may serve s signallng molecules and thas exert effects at »
sywhemic level,

Based on the peptde sequences obtained using LO-MS, the biological activities of
several of the puptides were identified after 2 database search. These include zine inding
peptides sch o VEELKPTPEGDLEIL and ELKPTPECDLEIL derived from -lactoglobu-
B digestion. Previous studics have shown that peptides can react with 2o loes o foes
chemically stable and soluble chelates, They are involved m elemental transpart and can
prevent znc trom miteracting with various compounds, g, phviic acld, m the gastroin
sestinal tract. Zone peptice chelabes can be used a5 a rew rowde of supplementing the hu-
man body with zine, since the zinc present in such a chelate can enter the body in the
peptide absorption made (T2, Sud zinc-binding peptides may have vabaable nutritional
applicatins as zinc carriers in the diet to norease the blcavailability and beoacoessibility
of this ehemnint. Fusthermore, peptides possessang 2in¢ ligands arv pharmacologically rel-
evant 25 zinc-dependent enxyme inkibitors, useful In controlling inflammatory discases

J

The AFFIEVF peptide denved from a-Sl<asen digestion bus also been ddentified,
1t is known for #s application in the prevention and treatesent of pathological conditions
associated with aipha-glhicossdase |34, 35], The datsbases alse provided indormation on
the activity of peptices odtained dusing the hydralysis of whey with the ese of bcaseln,
b VYPFPGPIEL LNYTFPGRIH, and YPFPGPIPNS, The VYPFPGPIH peptide has been
repocted as an inhibivor of profy) endopeptidase (PEF} activity, which bas been linked 8o
swurodagern rative diseeders.

PEP smhibitors are regarded 25 agents that can reverse memory loss indusced by am-
pesic compounds 136], LVYTFPGPIH has been identified as an ACE mhibitor, which ex-
urts anti-hypertersdve effects, whoreas YPFPCOIINE i known as fi-comoephin-ll,
which belongs 5o the apicid recepdor agonists. Bioactive peptides froen this tamily ace ca-
pable of binding 10 and activating opéaid receptoes located in various reghons of the body
(inclading the immure system, the gastrontestinal tract, und potentially the central nerve
s system) and may differentially affect such processes as immunosuppression. gastoo-
Indestinal nutrient absorption, oploid signalling, hyperglycaemia, and oxddative stress [17,
38)

The analysis of the predicted activity of other peptades indscates that they mav exent
avariety of benefidal physiclogios] eftects, including lowering blood peessure, preventing
cardiovascular disease, hypolipidemic effects, malmaining glicose homeastasls, regulat
ng stomach mocosal sembrane sctivity, Baving an impect oo e nervous sysiem, and
acting as anti-diabebic, anti-cancer, anti-inflammatory. immwunomodalatory, antimicro-
Bal, anticoddant, and cstecamabolic agents.

Previoss studios have shown that the mudk proteome inchades peptides that are inac-
tive in the native protetn but, when released, constitule blologically active peplides that
can inseract with relevant receptors and regulate physiological fanctions ir the body. They
can oxhibit diverse bobogical activities. Pepfides mrleased from whey proleing have
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praven antd-hyperfensive (ACH inhébitoes), anclonddant, antl-cancer, and cognitive and
memoty-enhancing effeces [20].

Anthoudant and antinicrobval activithes are considerod o be the main common fea
fures of biodogically active peptides. In the present study, 16 peptides potentially respon
sible for the observed antinsicroblal activity of 1he hydrolysste wese identified, In tarn, 58
of puptidos derived from whey digestion ame polentially ascociatod with in viteo-con.
firmed anbovidant activity. Antioddant acsivity has also been linked i the provention of
cancer. Among (lwe peptides identilied, there were also 12 ndicating poleatial anticances
activity. Peptides with annotated activities, such s the protein asocated with Myc
(PAM) inkibétor, the DPPIII inhibitor, and the regulator of phasphoghycerate konase ac-
Fivity con absd b proposed (o eoeet articanoor effacts Toprlides with isy
and antiinflammatory effects (including the aminopeptidase inhibitor Xaa.Pro and the
DPP-UT inksbitor) smay have maooe generalised bocdy-lovel furstioes, abuo passly relatnd 0
cances preyention and (nsmunity.

Onw of the most consmon beologioal activities of peptides is the inhibstion of the an-
giotensin converting esapme (ACE), which in in silico analyses was atsibuted 10 all the
peptides obtalned in thés work. This effect Involves Inhibition of the angiotensin coovest-
g ey, which comverts angeatensin | (AT 1) intor sngiotensin T1 (AT 11, in effect e
ducing blood levels of ATIL which in excess consteiets the vesseols, causing an Increase in
BNood prossune, It was previcesaly roportid that sevwral milk- end whiey-derived peptides
exest high in vitro ACE inhibisory activity (I'P peptides. LIVTQ, HAE, LVYPFP) |39)
Armcerf; b peptides idertified in this woek, APFI'EVT was proviousty poedicted to have
ACTE inhibitory activity 403

I addition to hypotensiye peplides, Blood peessure onverieg and andi ahercscio
mothe effects are also attributed 10 peplides with CaMPDE (Calmodulin-dependent cychic
muchsoticho plusphedicsenase) inhibitor, DIP-IT ishibitor sod sonin Enhilstor sctivily,
and also partially to peptides simnlating vasoactive substance celease, Reganding the pre-
vention of cardiovascular disease, peptides with a hypolipidemic effect are also partly  am
associatd with this franction This eéfect is attributed to peptides with HMG-CoA mduc. 410
tase indiibitor activity. In our work, the In silico araly<es indicated that one of the identi- 1)
fied peptides (RELKDUKGYGGVS) may enchibit sach activity, By inkibviting the HMGR - o2
activity, these peptides lower the rate of cholesteral biosynthesis |41, 42) )

T comitrast 1o the afl aned activitkes, amang the prediceed activitios of the pep- 414
tides shown in the in silico analyses, anti-diabetic, antiviral, anti-scherotic, and got mocosa - 05
segulating sctivities are considernd particularly weique 193] Sevvral groops of peptide
activities are associaded with antdiabetic posential and maintenance of glucose homeosts
st OF the anticipated activiths attributed to the peptdes identified in this study, peptides
with potential DFP IV inhibitor and alpha-glucosidase inhibitor activicy as well as stim-
hating glucagon like peplido 1 release and regudator of phosphoglycesate kinase may s
Wibit sanch effevis. Regarding peptides with aativiral acivity, the study identifed 17 pog-
tides that were found (o have aminopeptidase Xoa-I'ro inhitiitoe activity, which may pro-
vide an antinotrovizal wifect. Egually notewasthy is the group of pepiices with prsdicted
effects on (b pervous systom. These Include peptides with pesentiol seuropoptide. opl
oic, antiamewstic, and [S-casomanhin5 butyryk bolinesteose inhdbitor activity,

4. Comclusions

Nowadays, food derivad prodisns can o considered oot only for thede nutritonal
value Bbut also as 2 potental sousco for the idetification of bxactive Sequenos.
In this study, whey was sefected as (he matris dwe (o s protein content, which offers
segnifacant potential for tee pateaction of boeactive puptides. The article dowribas thee by
drolysis of whey proteins and the identification of peplides released during the enxymatic
soaction togeiber wish their biodogical activity. The paper shonws 1hat e high officency
of 1he enrymatic ivdmolysis process con be adeeved using papaan and a relativdly high
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reaction temperature (NFCL As a resalt, 107 different peptide sequences were oblained
and identified using e LOE-MS jlechique. Through the application of sendy desigond
enxymati hydrodysis reaction conditions, most of the Mentified peptide sequences repre-
sont pew peptides that were not previnusly described or deposited ln Catabases. Dased on
i silion analyses, the peptide sequenos wene assooated with a wide range of prodicesd
Wological activitios. In addition, (he antionidan) acivity of e whey hydoodviates and
gheir selective antimicrobial activity were cotfirmed by in vitro assaye, The research proe-
sented in this work has yielded a large amount of data regarding new peplides that can
be extracted from whey proteins assl their potental biological activity. The data con
firmed that the hydralysates obtained coald potentially be employed = the development
of Funcriotal foods and beverages, dicdany supplemerts, o nutravatioals. Thw data ac-
quired in this research opens the field for continuation In ocder %o confirm the activity
prowdictud in the in silico and in viteo experiments. Al thee b a further need 1o weily
ghelr blavallability and properties n in vivo studies 1o gain a full understanding of their
hwalth wlfects. Folloming moee detailed studios, it might be feasdde to oxploit the pre

sented peptides for pharmaceutical applications

Sepyplementary Maturialy Tl ol ting infirmatien can Iv downbosded o
www mdpd amoces, Table ST mw;wwdrwm-m‘t Pagein oatadysed
Beydrelyas of whey protuins, sdeemation oe peoteing from which they e dorived and pradicoed
Blabogical activithes of he prptides.
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PROCEDURA PRODUKCJI BIOLGICZNIE AKTYWNYCH
PEPTYDOW Z ZOLTKA JAJA

Spis tresci:

1. Zakup i transport surowca wyjsciowego, enzymow i odezynnikow chemicznych

niezbednych do produkcji proteopeptydow.

2. Przyjecie i przechowywanie surowca wyjsciowego oraz odczynnikow do produkcji

proteopeptydow.
3. Wypakowanie surowca wyjsciowego.
4. Poddanie surowca wyjSciowego procesowi oczyszczania.
5. Przygotowanie odczynnikéw do procesu hydrolizy.
6. Hydroliza oczyszczonego surowca.
7. Zatezanie hydrolizatu.
8. Suszenie zatezonego hydrolizatu.
9. Pakownie uzyskanych proteopeptydow.

10. Przechowywanie powstatego produktu.
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Ad 1. Zakup surowca wyjsciowego, enzymow i odczynnikow

W procedurze wytwarzania peptydéw wykorzystywane sg nastepujace odczynniki,
surowce (jesli nie zaznaczona o jako$ci co najmniej spozywczej):

1. Plynne pasteryzowane zo6ltka jaja kurzego,

o EggYolk EIPRO-Vermarktung GmbH & Co. KG opakowanie 10 litréw typu
worek LDPE w kartonie

2. Papaina,

o Performase 500 TU MD LD o aktywnosci proteolitycznej 7,46 mU
BAPA/mg (ca. 500 TU/mg)., Bart sp. z 0.0. ul. Norwida 4 05-250 Stupno,

20 kg worek aluminiowy, towar pakowany prézniowo
3. Pepsyna,

o Pepsyna 1:10000 NF/USP - 2000 U/g E.P, )., Bart sp. z 0.0. ul. Norwida 4

05-250 Stupno, 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany prézniowo
4. Etanol,

o Spirytus 95%, Bartex Bartol Sp z o0.0., sp. K., Papro¢ 111, 64-300 Nowy
Tomysl , opakowanie karnister HDPE 251

5. Kwas solny

o Kwas solny 35-38%, Firma Chempur Oddziat Piekary Slaskie Jana Lortza
70A 41-940 Piekary Slaskie, opakowanie karnister HDPE 20L

6. Zasada sodowa.

o Wodorotlenek sodu granulki, Biomus sp. z 0.0. ul. Chemiczna 7 20-329

Lublin, worek 25 kg polietylenowy

Dokumentacja z dostawy, COA przechowywana w formie elektroniczne: HEK ATE\Stany

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktéw\Dokumenty do surowcow -

archiwum\Peptydy zoltkowe
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Ad 2. Procedura przyjecia i przechowywania surowca wyjsciowego i odczynnikow

Po przyjeciu surowcéw sprawdzi¢ jakos¢ opakowania zbiorczego i1 opakowan
jednostkowych. Zanotowa¢ wszystkie niezgodnos$ci w protokole przyjecia odczynnikoéw ,
surowcOw na stan. W protokole zanotowa¢ co najmniej: data przyjecia, numer serii/partii
produkcyjnej, data wazno$ci (minimalnej trwalo$ci), producent, dostawca, identyfikator
certyfikatu analizy itp.

Dokumentacja z dostawy, COA przechowywana w formie elektroniczne: HEK ATE\Stany

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktow\Dokumenty do surowcéw -

archiwum\Peptydy zottkowe

Przyjmowane odczynniki opisa¢ data dostawy i1 umiesci¢ w magazynie w warunkach

okreslonych w dokumentach dostawy. W przypadku braku wskazanych warunkéw
przechowywania postgpowac zgodnie z wytycznymi:

1. Plynne, pasteryzowane z6ltka jaja kurzego w loddwce utrzymujacej temperature 4°C

do czasu rozpoczgcia procesu ich oczyszczania, nie dluzej niz 38 dni od daty

produkcji

2. Enzymy: papaing i pepsyne w loddwce utrzymujacej temperature 4°C przez czas nie

dtuzszy niz zadeklarowana przez producenta data przydatnos$ci
3. Etanol w magazynie rozpuszczalnikow

4. Kwas solny oraz zasade¢ sodowg umies$ci¢ w temperaturze otocznia w magazynie

odczynnikow.

W przypadku przechowywania odczynnikoéw/surowcow w warunkach chtodniczych
skontrolowa¢ logger temperatury, zanotowaé wszystkie odstgpstwa (przekroczenie
temperatury przechowywania >8°C).

Dokumentacja przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy

z6itkowe
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Ad 3. Procedura wypakowania surowca wyjsciowego

Wyjacé porcje pltynnych, pasteryzowanych zottek jaja kurzego z lodowki. Odcia¢ rog kartonu
z surowcem wyjsciowym i przela¢ go do pojemnika.
W protokole z produkcji zanotowaé dane identyfikujace uzyte odczynniki. Dokumentacja

przechowywana w formie elektronicznej: HEKATE\produkcja\peptydy zéitkowe

Ad 4. Procedura oczyszczania surowca wyjsciowego

Ponizszy opis dotyczy oczyszczania 100 litrow zoltka. W zaleznosci od potrzeb wykonad

przeliczenie dla wigkszej partii.

Fot. 1. Zbiornik z ptaszczem grzejnym i zintegrowanym homogenizatorem o pojemnos$ci

300 litrow (fot. M. Czelej)
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4.1 W I etapie 100 litréw pasteryzowanego zoltka przela¢ do pojemnika z mieszadlem
o pojemosci 300 litow. Uruchomié¢ mieszadto (75 obrotdw/min.) i za pomoca pompy
(0,5 litrow/min.) doda¢ 100 litrow 70% etanolu (do rozcienczen uzy¢ wody
destylowanej) 1 zhomogenizowaé przy uzyciu homogenizatora do momentu
uzyskania jednorodnej mieszaniny (okolo 25 min.). Po tym czasie uruchomié

mieszadlo (75 obrotow/min.) i kontynuowaé proces homogenizacji przez 45 min.

4.2 Po homogenizacji przepompowa¢ mieszaning do wiréwki dekantacyjnej. Proces
separacji prowadzi¢ przy 4000 x g i przeplywie 25 litrow/min. do czasu

przetworzenia calosci wsadu

Supernatant zawierajacy etanol oraz frakcje lipidowa zebrac i przesta¢ do procedury

odzyskiwania etanolu (destylacji).
Pellet zawierajacy frakcj¢ biatkowa przekaza¢ natychmiast do etapu II.

Na pojemnikach zanotowac: date procesu, masg¢ otrzymanego potproduktu.
Dokumentacja z produkcji przechowywaé w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zoitkowe

W przypadku koniecznos$ci zatrzymania procedury przechowywaé potprodukty

w warunkach chlodniczych <4°C nie dluzej niz 24 godziny.

4.3. W II etapie oczyszczania do otrzymanego peletu doda¢ 40% etanol w proporcji
wagowej 1:1, zhomogenizowa¢ za pomocg homogenizatora. Procedur¢ prowadzi¢

w pojemniku 3001 z mieszadlem.

Po homogenizacji przepompowa¢ mieszaning do wirdwki dekantacyjnej. Proces

separacji prowadzi¢ przy 4000 xg i przeptywie 25 I/min.

Supernatant zawierajacy etanol oraz frakcje lipidowa zebrac i przesta¢ do procedury

odzyskiwania etanolu (destylacji).
Pellet zawierajacy frakcj¢ biatkowa przekaza¢ natychmiast do etapu III.

Na pojemnikach zanotowac: datg procesu, mas¢ otrzymanego potproduktu.
Dokumentacja z produkcji przechowywa¢ w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zbitkowe
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W przypadku koniecznosci zatrzymania procedury przechowywac potprodukty

w warunkach chlodniczych <4°C nie dluzej niz 24 godz..

4.4 W 111 etapie do uzyskanego peletu doda¢ 85-90% etanol w stosunku 1 czg$¢ peletu:
2 czedci alkoholu, zhomogenizowa¢ za pomocg homogenizatora. Procedurg

prowadzi¢ w pojemniku 300 litrow z mieszadlem.

Po homogenizacji przepompowa¢ mieszaning do wirdwki dekantacyjnej. Proces

separacji prowadzi¢ przy 4000 x g i przeptywie 25 litrow /min.

Supernatant zawierajacy etanol oraz frakcje lipidowa zebrac¢ i przesta¢ do procedury

odzyskiwania etanolu (destylacji).
Pellet zawierajacy frakcj¢ biatkowa przekaza¢ natychmiast do etapu IV.

Na pojemnikach zanotowac: date procesu, mas¢ otrzymanego potproduktu.
Dokumentacja z produkcji przechowywaé w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zoitkowe

W przypadku koniecznos$ci zatrzymania procedury przechowywaé potprodukty

w warunkach chlodniczych <4°C nie dluzej niz 24 godziny.

4.5 W IV etapie zwazony pelet zhomogenizowacé za pomocg homogenizatora z wodg
destylowang w proporcji 1:1. Procedure prowadzi¢ w pojemniku 300 litrow

z mieszadlem.

Po homogenizacji przepompowa¢ mieszaning do wirdwki dekantacyjnej. Proces

separacji prowadzi¢ przy 4000 x g i przeptywie 25 litréw /min.
Pellet zawierajacy frakcj¢ biatkowa jest produktem do procesu hydrolizy.

W otrzymanym pellecie oznaczy¢: zawarto$¢ suchej masy przy uzyciu wagosurszarki,
zawarto$¢ thuszczu metoda CLB/PSO/10/2019 wersja 6 oraz zawarto$¢ biatka metoda
CLB/PSO/13/2019 wersja 3 (punkt 4.5).

Na pojemnikach zanotowac: date procesu, mas¢ otrzymanego potproduktu. Dokumentacja

z produkcji przechowywa¢ w formie elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy zoéltkowe

Potprodukty (pellet) przechowywa¢ w warunkach chtodniczych <4°C nie dtuzej niz

72 godz. W przypadku konieczno$ci dtuzszego przechowywania pellet mozna zamrozi¢ (-
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20°C) i1 przechowywaé nie dtuzej niz 2 miesigce. Produkt po rozmrozeniu natychmiast

zuzy¢., nie zamraza¢ powtornie.

4.6 Analiza otrzymanego pelletu biatkowego

Okoto 50 g oczyszczonego zottka umiesci¢ na szalce Petriego, opisujac szalke
symbolem partii na denku szalki i przenies¢ do lodowki -20°C. Zoltko to zostanie
zliofilizowane w celu okreslenia zawartosci thuszczu wykorzystujac metode Soxhleta.
Pozostalg ilos¢ zottka przenies¢ do plastikowych pojemnikow, opisac je symbolem partii,
przechowywac w lodowce -20°C do momentu uzycia. Ze schtodzonego supernatantu zabraé
zestalony thuszcz. Jesli widoczne sg znaczne ilosci osadu supernatant zwirowaé, a nastepnie
przeznaczy¢ do destylacji alkoholu, ktéry bedzie wykorzystany podczas kolejnego procesu

oczyszczania zottek.

Ad 6. Procedura przygotowania odczynnikéw do procesu hydrolizy

6.1 Procedura przygotowania 6M kwasu solnego
Odmierzy¢ przy pomocy pompy perystaltycznej z przeptywomierzem cylindra 5 137% HCI
1 powoli wla¢ do 5 litréw wody destylowanej. Procedure przeprowadzi¢ pod wyciagiem,
mieszajac roztwor w trakcie rozcienczania przy uzyciu mieszadta laboratoryjnego.

W przypadku koniecznos$ci uzycia wigkszej ilosci odczynnika ilosci odpowiedni zwigkszy¢.

Pojemnik opisa¢: datag wytworzenia, numerem partii uzytego surowca, dokumentacje¢ z
przygotowania odczynnikéw przechowywac¢ w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zottkowe

Roztwor przechowywac w temperaturze otoczenia przez czas nie dluzszy niz 7 dni.

6.2 Procedura przygotowania SM zasady sodowej

Odwazy¢ na 2 kg NaOH. Tak przygotowang nawazk¢ rozpus$ci¢ w 10 litrach wody
destylowanej. Procedur¢ przeprowadzi¢ pod wyciagiem, mieszajac roztwdér w trakcie

rozcienczania przy uzyciu mieszadla laboratoryjnego.
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Procedure przeprowadzi¢ pod wyciggiem, mieszajac roztwor w trakcie rozcienczania przy
uzyciu mieszadta laboratoryjnego. W przypadku koniecznos$ci uzycia wigkszej ilosci

odczynnika ilosci odpowiedni zwigkszyc.

Pojemnik opisa¢: data wytworzenia, numerem partii uzytego surowca, dokumentacje
z  przygotowania  odczynnikobw  przechowywa¢ ~w  formie  elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zbéitkowe

Roztwor przechowywaé w temperaturze otoczenia przez czas nie dtuzszy niz 7 dni.

Ad 7. Procedura przeprowadzenia procesu hydrolizy

Ponizszy opis dotyczy procesu hydrolizy 135,0 kg oczyszczonego surowca
wyjsciowego prowadzonego w objetosci 600 1 wody destylowanej. W zaleznosci od ilosci
uzytego surowca wyjsciowego ilosci pozostaltych sktadnikéw zmieniajg si¢ proporcjonalnie.

Procedure prowadzi¢ w pojemniku reakcyjnym 1000 litréw z grzaniem i mieszadtem.

Przed rozpoczeciem procesy sprawdzi¢ poprawno$¢ podiaczenia wymiennika ciepla do
zbiornika. Sprawdzi¢ szczelno$¢ potaczen zbiornika, sprawdzi¢ potlaczenie zawordéw

wyroéwnujacych cisnienie).
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Fot. 2. Zbiornik 1000 litrow z ptaszczem wodnym i homogenizatorem (fot. M. Czelej)

Pierwszy etap hydrolizy:

7.1 Do zbiornika reakcyjnego wlaé 250 litrow wody destylowanej. Wlaczy¢ grzanie
przy nastawie temperatury 70°C (czas stabilizacji temperatury koto 45 min.)

7.2 Do porcji 10 kg oczyszczonego surowca w pojemniku 100 litrow w doda¢ 500
litrow wody destylowanej 1 zhomogenizowa¢ przy uzyciu homogenizatora do
uzyskania jednorodnej mieszaniny. Tak przygotowany surowiec wyjsciowy przela¢
do pojemnika reakcyjnego do zbiornika z wodg destylowana.

Powtorzy¢ procedure z calym surowcem, uzupelni¢ wode w zbiorniku reakcyjnym
do sumarycznej ilosci 600 litrow.

7.3 W szklanej zlewce odwazy¢ 460 g papainy Performase 500 TU MD LD.

7.4 Sprawdzi¢ pH hydrolizy przy uzyciu pH-metru Elmetron CPC-461.
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W przypadku gdy odbiega ono od 6 uregulowag je przy pomocy 6 mol/dm* HCI lub
5 mol/dm® NaOH. Proces prowadzony jest automatycznie przy uzyciu kontrolera.
Sprawdzi¢ poprawnos¢ regulacji pH po kazdej dodanej porcji rozpuszczonego
biatka.

7.5 W momencie gdy hydroliza osiggnie temperatur¢ 70°C i pH 6 doda¢ do niej
odwazke papainy.

7.6 Proces hydrolizy prowadzi¢ 2 godz.

7.7. Po tym czasie inaktywowac¢ enzym doprowadzajac hydrolize do temperatury 100°C
utrzymujacej si¢ przez 10 min.

7.8 Przepompowaé roztwdr przez wymiennik do osiggniecia temperatury 37°C.

Wydajnos$¢ pompowania okoto 50 litrow/min.

Drugi etap hydrolizy:
7.9 Doprowadzi¢ temperature hydrolizy do 37°C.

7.10 W szklanej zlewce odwazy¢ 230 g pepsyny

7.11 Sprawdzi¢ pH hydrolizy przy uzyciu pH-metru Elmetron CPC461

W przypadku gdy odbiega ono od 3 uregulowac je przy pomocy 6M HCI lub 5SM NaOH.
Proces prowadzony jest automatycznie przy uzyciu kontrolera.

7.12 W momencie gdy hydroliza osiagnie temperatur¢ 37°C 1 pH 3 doda¢ do niej
odwazke pepsyny.

7.13 Proces hydrolizy prowadzi¢ 2 godz..

7.14 Po tym czasie inaktywowaé enzym doprowadzajac hydrolize do temperatury

100°C utrzymujacej si¢ przez 10 min.

7.15 Przepompowaé roztwor przez wymiennik do osiagniecia temperatury 20°C.

Wydajno$¢ pompowania okoto 50 litrow/min.

W trakcie procesu zanotowac parametry 1 nawazki w tym: temperature procesu, ilos¢
uzytych surowcoéw,/odczynnikow, pH procesu, pochodzenie surowcoéw. Dokumentacje
z  przygotowania  odczynnikobw  przechowywa¢ w  formie  elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zottkowe
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Ad 8. Procedura zat¢zania hydrolizatu przy uzyciu wyparki

W nastepnym etapie konieczne jest zatezenie roztworu, aby zwigkszy¢ udzial zawartosci
suchej masy Dopiero tak przygotowany ptyn bedzie mozliwy do wystudzenia przy uzyciu

suszarki rozpytowej (opis w punkcie 9).

8.1 Otrzymany hydrolizat przepompowa¢ do wyparki. Jednorazowo 200 litrow.

Fot. 3. Wyparka podci$nieniowa o pojemnosci 300 litréw z mieszadlem (fot. M. Czelej)

8.2 Ustawi¢ temperature 80°C na prawym zbiornik ustawi¢ ci$nienie na 200 mBar.
Sprawdzi¢ poprawno$¢ pracy wytwornicy pary. Wiaczy¢ mieszadto oraz obieg wody
chtodnicze;.

8.3 Po ustaleniu zadanego cis$nienia, przy ktérym zawarto$¢ zbiornika delikatnie wrze,
(kontrolowa¢ przez okienko inspekcyjne), unikaé pienienia sig.

8.4 Przy kazdorazowym korygowaniu cisnienia w zbiorniku gtdownym nalezy otworzy¢
zawOr od pompy, a po jego skorygowaniu zamkng¢ ten zawor.

8.5 Nie nalezy doprowadza¢ do zbyt duzego obnizenia cis$nienia gdyz zawarto$¢

zbiornika gldéwnego moze gwattownie zacza¢ si¢ pieni¢ i zanieczys$ci¢ chlodnice.
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8.6 Prowadzi¢ proces do odzyskania okoto 100 litrow destylatu.

8.7 Po oddestylowaniu partii hydrolizatu roztwoér z bialkiem przepompowaé do
zbiornika posredniczacego suszaki 1 kontynuowac z kolejna partig. Destylat mozna
odprowadza¢ w sposob ciagly pamigtajac o wyréwnaniu ci$nienia w odbieralniku

przed otworzeniem zaworu spustowego.

W trakcie procesu zanotowaé parametry w tym: temperatur¢ procesu, czas i ciSnienie.
Dokumentacj¢ z przygotowania odczynnikéw przechowywaé w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcija\peptydy zottkowe

Ad 9. Procedura suszenia zat¢zonego hydrolizatu przy uzyciu suszarki rozpylowej

Do suszenia rozpylowego uzyto suszarki rozpytowej Spray Dryer TP-S50 firmy Toption
Group Limited

—
—
_—
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-—
-
=
-

.

Fot. 4. Suszarka rozpytowa Spray Dryer TP-S50 firmy Toption Group Limited (fot. M.
Czelej)
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9.1 Przed przystapieniem do pracy sprawdzi¢ wszystkie polaczenia rur i przewodow,
a zwlaszcza podiaczenie pompy perystaltycznej oraz wylot wentylatora
wyciggowego.

9.2 Odkreci¢ zawor wody chlodzacej silnik atomizera

9.3 Ustawi¢ warto$ci: temperatury 210°C, przeplywu przez pomp¢ perystaltyczng —
40 ml/min. oraz czgstotliwos$¢ atomizera — 400 Hz.

9.4 Wiaczy¢ wentylator [fan] oraz grzanie [heating]. Wiaczy¢ atomizer [atomizer].

9.5 Gdy temperatura osiggnie zadang warto$¢, rozpocza¢ pobieranie hydrolizatu
naciskajgc przycisk [feeding].

9.6 Po zakonczeniu suszenia wylaczy¢ pobor hydrolizatu przyciskiem [feeding]
Wylaczy¢ atomizer 1 grzanie, wciskajac odpowiednio przyciski [atomizer] i
[heating]. Po ochtodzeniu do 50°C [inlet temperature] wytaczy¢ wentylator [fan].
Zakreci¢ doptyw wody chtodzacej silnik atomizera.

9.7 Wyja¢ wysuszony produkt ze koncowego zbiornika. Istnieje mozliwo$¢ oprozniania
odbieralnika w trakcie pracy suszarki. W tym celu nalezy zamknaé zawor
odbieralnika i1 przenie$¢ jego zawarto$¢ do pojemnika z produktem. Czynnos¢ ta
nalezy wykona¢ szybka aby uniemozliwi¢ przedostanie si¢ produktu gromadzacego
si¢ na zamknigtym zaworze do chtodnicy przed pompa. Po oprdéznieniu odbieralnik
podtaczy¢ do suszarki i1 odkrgci¢ zawor (zgromadzony produkt opadnie do

odbieralnika).

Pojemnik z produktem szczelnie zamkna¢ i opisaé. Produkt moze by¢ przechowywany

w temperaturze otoczenia przez 1 rok od daty wytworzenia.

W trakcie procesu zanotowa¢ parametry w tym czas, parametry pracy suszarki (szybkos¢
podawania produktu, szybko$§¢ atomizera, temperatury suszenia). W otrzymanym produkcie
oznaczy¢: sucha mase, zawarto$¢ thuszczu 1 biatka (procedura opisana w punkcie 4e)
Dokumentacj¢ z procesu suszenia przechowywa¢ w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy zottkowe
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Ad 10. Procedura pakowania produktu koncowego

Otrzymany hydrolizat biatkowy pakowa¢ do pojemnikow jednostkowych zgodnie
z zamoOwieniem. Na pojemniku jednostkowym umiesci¢ co najmniej: date przydatnosci do
spozycia i numer partii (dat¢ produkcji) Dokumentacj¢ z pakowania przechowywac

w formie elektroniczne: HEKATE\produkcija\peptydy zottkowe

Z kazdej partii zapakowanego produktu wybra¢ losowo 2 pojemniki i przekaza¢ do

archiwum.

Fot. 5. Peptydy zottkowe — produkt koncowy (fot. M. Czelej)

Ad 11. Procedura przechowywania produktu koncowego

Produkt w pojemnikach jednostkowych i/lub opakowaniach zbiorczych przechowywac

w magazynie produktéw do czasu wysylki/odbioru.
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PROCEDURA PRODUKCJI PEPTYDOW
Z BIALEK SERWATKOWYCH

Spis tresci:

1. Dostarczenie surowca wyjsciowego, zakup enzyméw 1 odczynnikow chemicznych

niezbednych do produkeji peptydéw serwatkowych.

2. Przechowywania surowca wyj$ciowego, enzymow 1 odczynnikow chemicznych do

produkcji peptydow serwatkowych.
3. Procedura porcjowania surowca wyjsciowego.
4. Procedura usuniecia laktozy i zageszczenia surowca wyjsciowego.
5. Przechowywanie pozbawionego laktozy surowca.
6. Przygotowanie odczynnikow do procesu hydrolizy.
7. Hydroliza pozbawionego laktozy surowca.
8. Zatezanie hydrolizatu.
9. Suszenie zatezonego hydrolizatu.
10. Pakownie uzyskanych peptydow serwatkowych.

11. Przechowywanie powstatego produktu.
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Ad 1. Dostarczenie surowca wyjsciowego, zakup enzymow i odczynnikow
chemicznych
W procedurze wytwarzania peptydow wykorzystywane sg nastepujace odczynniki
1 surowce (jesli nie zaznaczona o jakosci co najmniej SpOZywczej):

1. Serwatka sproszkowana,

o Serwatka stlodka w proszku / Sweet whey powder, Polser Sp. z o.o.
ul.Wtoctawska 167 87-100 Torun, Worek 25kg-papierowy z wktadka foliowa
LDPE

2. Papaina,

o Performase 500 TU MD LD o aktywnosci proteolitycznej 7,46 mU
BAPA/mg (ca. 500 TU/mg)., Bart sp. z 0.0. ul. Norwida 4 05-250 Stupno,

opakowanie 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany prozniowo
3. Pepsyna,

o Pepsyna 1:10000 NF/USP - 2000 U/g E.P, )., Bart sp. z 0.0. ul. Norwida 4
05-250 Stupno, opakowanie 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany

prézniowo
4. Kwas solny

o Kwas solny 35-38%, Firma Chempur Oddziat Piekary Slaskie Jana Lortza
70A 41-940 Piekary Slaskie, opakowanie 20 litrowy karnister HDPE

5. Zasada sodowa

o Wodorotlenek sodu granulki, Biomus sp. z o0.0. ul. Chemiczna 7

20-329 Lublin, opakowanie 25kg worek polietylenowy

Dokumentacja z dostawy, COA przechowywana w formie elektronicznej: HEKATE\Stany

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktow\Dokumenty do surowcow -

archiwum\Peptydy serwatkowe
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Ad 2. Procedura przyjecia i przechowywania surowca wyjsciowego i odczynnikow

Po przyjeciu surowcoOw sprawdzi¢ jako$¢ opakowania zbiorczego i opakowan
jednostkowych. Zanotowaé wszystkie niezgodnos$ci w protokole przyjecia odczynnikow,
surowcow na stan. W protokole zanotowac: data przyjecia, numer serii/partii produkcyjne;,
data wazno$ci (minimalnej trwatosci), producent, dostawca, identyfikator certyfikatu
analizy.

Dokumentacja z dostawy, COA przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\ Stany

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktéw\ Dokumenty do surowcow -

archiwum\Peptydy serwatkowe - surowce

Przyjmowane odczynniki opisa¢ datg dostawy i umie$ci¢ w magazynie w warunkach
okreslonych w dokumentach dostawy. W przypadku braku wskazanych warunkow

przechowywania postgpowac zgodnie z nast¢pujacymi wytycznymi:
1. Suszona serwatka w magazynie surowcow sypkich w temperaturze pokojowej do
czasu rozpoczecia procesu ich oczyszczania, po otwarciu przechowywac

w temperaturze 4°C.
2. Enzymy: papaine i pepsyn¢ w lodowce utrzymujacej temperature 4°C.

3. Kwas solny oraz zasad¢ sodowa umiesci¢ w temperaturze otocznia w magazynie

odczynnikow.

W przypadku przechowywania odczynnikéw/surowcow w warunkach chtodniczych
skontrolowa¢ loger temperatury, zanotowa¢ wszystkie odstepstwa (przekroczenie

temperatury przechowywania >8°C).

Dokumentacja przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\ Stany magazynowe +

certyfikaty, analizy, karty produktow\ Dokumenty do surowcow - archiwum\Peptydy

serwatkowe - surowce

Ad 3. Procedura porcjowania surowca wyjsciowego

Glowny surowiec jest odwazany/porcjowany przy uzyciu wagi RADWAG PS 10100 R2.M.

w takiej ilo$ci, jaka jest przewidziana w biezacej produkcji.

W protokole z produkcji zanotowac dane identyfikujace uzyte odczynniki. Dokumentacja

przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\ Stany magazynowe + certyfikaty,
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analizy, karty produktow\ Dokumenty do surowcoéw - archiwum\Peptydy serwatkowe -

Surowce

Ad 4. Procedura wusuniecia laktozy i zageszczenia surowca wyjSciowego

Laktoza jest sktadnikiem, ktéry nie jest pozadany w koncowym produkcie, oraz utrudnia
dalsze przetwarzanie serwatki. W zwigzku z tym nalezy go usung¢ przed dalszymi etapami

przetwarzania surowca.

4.1 Rozpusci¢ nawazke serwatki w wodzie demineralizowanej, w proporcji 25 kg na
100 litréw wody. W zaleznosci od potrzeb wykona¢ przeliczenie dla wigkszej partii.
Surowiec umie$ci¢ w zbiorniku 3001 z mieszadlem, ustawi¢ obroty na 75 RPM

1 miesza¢ do catkowitego rozpuszczenia serwatki (okoto 25 minut).

Fot. 6. Zbiornik z ptaszczem grzejnym i zintegrowanym homogenizatorem o pojemnosci

300 litrow (fot. M. Czelej)
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4.2 Nastepnie surowiec w formie ptynnej w pierwszym etapie poddac filtracji przez
ptytowy celulozowy filtr wstepny (100kDa) 20x20cm, w celu usunigcia

nierozpuszczonych pozostatosci.

Fot. 7. Plytowy celulozowy filtr wstepny (100 kDa) 20x20cm (fot. M. Czelej)

4.3 W drugim etapie supernatant pozbawiony czastek stalych poddac filtracji przez filtr
zestawu do ultrafiltracji z membrang o punkcie odcigcia 3kDa, celem usunigcia jak
najwickszej ilosci laktozy (4h). Proces prowadzony jest w obiegu zamknictym
(premetant zawracany jest do zbiornika, supernatant zawierajacy laktoze jest

usuwany). Przeplyw roztworu ustawi¢ na 5 1/min, ci$nienie maksymalne 6 bar.

4.4 Po skonczonym procesie membrana jest doktadnie przeptukiwana za pomoca
1 mol/dm? roztworu zasady sodowej (1h) oraz 101 wody destylowanej w celu

catkowitego wyptukania zasady sodowej z systemu filtracyjnego
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Fot. 8. Zestaw do ultrafiltracji uzbrojony w filtry z membrang o punkcie odci¢cia

3 kDa (fot. M. Czelej)

4.5 W otrzymanym roztworze oznaczy¢ zawarto$¢ suchej masy, zawarto$¢ biatka metoda

CLB/PSO/13/2019 wersja 3 oraz cukréw metodg CLB/PSO/51/2019 wersja 2.

Na pojemnikach zanotowaé: date procesu, objeto$¢ otrzymanego poiproduktu
(roztworu serwatki bez laktozy), zawarto$¢ suchej masy, zawarto$¢ biatka oraz cukru.
Dokumentacja z  produkcji  przechowywa¢ w  formie  elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe
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Ad 5. Przechowywanie pozbawionego laktozy surowca

Pozbawiona laktozy serwatka, do czasu rozpoczgcia procesu hydrolizy,

przechowywana jest w (4°C), nie dtuzej niz 72 godziny

Ad 6. Procedura przygotowania odczynnikéw do procesu hydrolizy

6.1 Procedura przygotowania 6M kwasu solnego
Odmierzy¢ przy pomocy pompy perystaltycznej =z przeptywomierzem cylindra
5 litrow 37% HCI i powoli wla¢ do 5 litréw wody destylowanej. Procedure
przeprowadzi¢ pod wyciaggiem, mieszajac roztwor w trakcie rozcienczania przy uzyciu
mieszadla laboratoryjnego. W przypadku koniecznos$ci uzycia wigkszej ilosci

odczynnika ilosci odpowiedni zwigkszy¢.

Pojemnik opisa¢: data wytworzenia, numerem partii uzytego surowca, dokumentacje
z przygotowania odczynnikéw przechowywa¢ w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe

Roztwor przechowywaé w temperaturze otoczenia przez czas nie dtuzszy niz 7 dni.

6.2 Procedura przygotowania SM zasady sodowej
Odwazy¢ na 2 kg NaOH. Tak przygotowana nawazke rozpusci¢ w 10 litrach wody
destylowane;j. Procedure przeprowadzi¢ pod wyciggiem, mieszajac roztwor w trakcie

rozcienczania przy uzyciu mieszadla laboratoryjnego.

Procedurg przeprowadzi¢ pod wyciggiem, mieszajac roztwoOr w trakcie rozcienczania
przy uzyciu mieszadla laboratoryjnego. W przypadku konieczno$ci uzycia wigkszej

ilosci odczynnika ilo$ci odpowiedni zwigkszy¢.

Pojemnik opisa¢: datg wytworzenia, numerem partii uzytego surowca, dokumentacje
z przygotowania odczynnikoéw przechowywa¢ w formie elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe

Roztwér przechowywaé w temperaturze otoczenia przez czas nie dluzszy niz 7 dni.
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Ad 7. Procedura przeprowadzenia procesu hydrolizy
Ponizszy opis dotyczy dwuetapowego procesu hydrolizy serwatki (zawierajacej
100 kg rozpuszczonego bialka) pozbawionej laktozy prowadzonej w objetosci
600 litréw. W pierwszym etapie do trawienia jest uzywana papaina a w drugim
pepsyna. W zalezno$ci od ilosci uzytego surowca wyjsciowego, stezenia biatka, ilosci
pozostalych skladnikow, w tym wody, zmieniaja si¢ proporcjonalnie. Procedure

prowadzi¢ w pojemniku reakcyjnym 1000 litréw z grzaniem 1 mieszadtem.
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Fot. 9. Zbiornik 1000 litrowy z homogenizatorem i ptaszczem wodnym (fot. M. Czelej)

Przed rozpoczeciem procesu nalezy sprawdzi¢ poprawno$¢ podlaczenia wymiennika ciepla
do zbiornika. Sprawdzi¢ szczelno$¢ polaczen zbiornika, sprawdzi¢ polaczenie zawordéw

wyréwnujacych cisnienie).
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Pierwszy etap hydrolizy:

7.1 Do zbiornika 1000 litrow wla¢ oczyszczonego z laktozy surowca wyjsciowego
(przeliczonego tak aby zawarto$¢ biatka wynosita 100 kg), uzupetni¢ woda do acznej
pojemnosci 600 litrow. Wiaczy¢ grzanie przy nastawie temperatury 70°C (czas

stabilizacji temperatury 45 min.).

7.2 W szklanej zlewce odwazy¢ 460g papainy Performase 500 TU MD LD.

7.3 Sprawdzi¢ pH hydrolizy przy uzyciu pH-metru ElmetronCPC-461. W przypadku
gdy odbiega ono od 3,0 dla pepsyny lub 6,0 dla papainy skorygowac je przy pomocy 6M
HCl lub 5M NaOH.

7.4 W momencie gdy hydroliza osiagnie temperature 70°C i pH 6 doda¢ do niej nawazke
papainy.

7.5 Proces hydrolizy prowadzi¢ przez 2 godz.

7.6 Po tym czasie inaktywowa¢ enzym doprowadzajac hydroliz¢ do temperatury 100°C

utrzymujac ja si¢ przez 10 min.

7.7 Przepompowa¢ roztwor przez wymiennik do osiggniecia temperatury 37°C.

Wydajnos$¢ pompowania 50 litrow/min.

Drugi etap hydrolizy:
7.8 Doprowadzi¢ temperature hydrolizy do 37°C.

7.9 W szklanej zlewce odwazy¢ 230 g pepsyny. Pepsyna 1:10000 NF/USP - 2000 U/g
E.P,

7.10 Sprawdzi¢ pH hydrolizy przy uzyciupH-metru Elmetron CPC-461.
W przypadku gdy odbiega ono od 3 uregulowa¢ je przy pomocy 6 mol/dm* HCI lub
5 mol/dm? NaOH.

Proces prowadzony jest automatycznie przy uzyciu kontrolera.
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7.11 W momencie gdy hydrolizat osiagnie temperatur¢ 37°C i pH 3 doda¢ do niej
odwazke pepsyny.

7.12 Proces hydrolizy prowadzi¢ 2 godz.

7.13 Po tym czasie inaktywowaé enzym doprowadzajac hydroliz¢ do temperatury 100°C

utrzymujacej ja przez 10 min.

7.14 Przepompowac roztwér przez wymiennik do osiggniecia temperatury 20°C.

Wydajno$¢ pompowania 50 litrow/min.

W trakcie procesu zanotowac parametry i nawazki w tym: temperatur¢ procesu, ilo$¢
uzytych surowcow,/odczynnikdéw, pH procesu, pochodzenie surowcéw. Dokumentacje z
przygotowania odczynnikéw przechowywac w formie elektroniczne:

HEKATFE\produkcja\peptydy serwatkowe

Ad 8. Procedura zat¢zania hydrolizatu przy wyparki
8.1 Otrzymany hydrolizat przepompowa¢ do wyparki. Jednorazowo 200 litrow.

8.2 Ustawi¢ temperaturg 80°C na prawym zbiornik ustawi¢ ci$nienie no 200 mBar.
Sprawdzi¢ poprawnos¢ pracy wytwornicy pary. Wiaczy¢ mieszadto oraz obieg wody

chtodnicze;j.

8.3 Po ustaleniu zadanego cis$nienia, przy ktorym zawarto$¢ zbiornika delikatnie wrze,

(kontrolowa¢ przez okienko inspekcyjne), unikaé pienienia sig.

8.4 Przy kazdorazowym korygowaniu ci$nienia w zbiorniku gtownym nalezy otworzy¢

zawor od pompy, a po jego skorygowaniu zamkna¢ ten zawor.

8.5 Nie nalezy doprowadza¢ do zbyt gwaltownego obnizenia ci$nienia gdyz zawartos$¢
zbiornika gldéwnego moze gwattownie zaczac¢ si¢ pieni¢ i zanieczysci¢ chtodnice. Nie

obniza¢ ci$nienia ponizej 0,15 bar.

8.6 Prowadzi¢ proces do uzyskania 100 litrow zageszczonego hydrolizatu.
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8.7 Po zageszczeniu partii hydrolizatu roztwoér z biatkiem przepompowaé do zbiornika
posredniczacego suszarki i kontynuowa¢ z kolejna partig. Hydrolizat mozna
odprowadza¢ w sposob ciggly pamigtajac o wyrdOwnaniu cisnienia w odbieralniku

przed otworzeniem Zaworu spustowego.

W trakcie procesu zanotowal parametry w tym: temperatur¢ procesu, czas i
ci$nienie. Dokumentacj¢ z przygotowania odczynnikoOw przechowywaé w formie

elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe

8.8 Przed ponownym obnizeniem ci$nienia w zbiorniku gtéwnym otworzy¢ zawor od

pompy.

8.9 Po ponownym ustabilizowaniu procesu wrzenia zawartosci zbiornika gléwnego

i skraplania si¢ wody zamkna¢ zawor od pompy.
8.10 Konczac prace nalezy wyrownac cisnienie w zbiorniku gtéwnym i odbieralniku.

8.11 Wylaczy¢ grzanie plaszczy grzewczych zielonym guzikiem znajdujagcym si¢ po

prawej stronie skrzynki sterownicze;.

8.12 Wylaczy¢ urzadzenie czerwonym przelacznikiem znajdujacym si¢ z boku skrzynki

sterownicze;j.
8.13 Wyjac wtyczke z gniazdka.
8.14 Oprézni¢ zbiornik gtowny, odbieralnik oraz zbiornik inspekcyjny.

8.15 Zakreci¢ dopltyw wody.

Ad 9. Procedura suszenia zatezonego hydrolizatu przy uzyciu suszarki rozpylowej

Do suszenia rozpylowego uzyto suszarki rozpytowej Spray Dryer TP-S50 firmy Toption
Group Limited.
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Fot. 10. Suszarka rozpylowa Spray Dryer TP-S50 firmy Toption Group Limited
(fot. M. Czelej)

Przed przystgpieniem do pracy sprawdzi¢ wszystkie polaczenia rur i przewodow,

a zwlaszcza podiaczenie pompy perystaltycznej oraz wylot wentylatora wyciggowego.

9.1 Odkreci¢ zawor wody chtodzacej silnik atomizera.

9.2 Ustawi¢ wartosci: temperatury 210°C, przeptywu przez pompe perystaltyczng —

40 ml/min. oraz czgstotliwos$¢ atomizera — 400 Hz.

9.3 Wiaczy¢ wentylator [fan] oraz grzanie [heating]. Wiaczy¢ atomizer [atomizer].

9.4 Gdy temperatura osiggnie zadang wartos¢, rozpoczaé pobieranie hydrolizatu

naciskajac przycisk [feeding].
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9.5 Po zakonczeniu suszenia wylaczy¢ pobor hydrolizatu przyciskiem [feeding]
Wylaczy¢ atomizer 1 grzanie, wciskajac odpowiednio przyciski [atomizer]
1 [heating].Po ochtodzeniu do 50-C [inlet temperature] wylaczy¢ wentylator [fan].
Zakreci¢ doplyw wody chtodzacej silnik atomizera.

9.6 Wyja¢ wysuszony produkt z koncowego zbiornika. Istnieje mozliwo$¢ oprdzniania
odbieralnika w trakcie pracy suszarki. W tym celu nalezy zamknaé zawor
odbieralnika 1 przenie$¢ jego zawarto$¢ do pojemnika z produktem. Czynnos¢ te
nalezy wykona¢ szybko aby uniemozliwi¢ przedostanie si¢ produktu gromadzacego
si¢ na zamknigtym zaworze do chtodnicy przed pompg. Po oproznieniu odbieralnik
podtaczy¢ do suszarki i odkreci¢ zawor (zgromadzony produkt opadnie do

odbieralnika).

Pojemnik z produktem szczelnie zamkna¢ i opisa¢. Produkt moze by¢ przechowywany
w temperaturze otoczenia przez 1 rok od daty wytworzenia.
W trakcie procesu zanotowac¢ parametry w tym czas, parametry pracy suszarki (szybkos¢
podawania produktu, szybko$¢ atomizera, temperatury suszenia). W otrzymanym produkcie
oznaczy¢: sucha masg, zawarto$¢ ttuszczu 1 bialka (procedura opisana w punkcie 4.5)
Dokumentacj¢ z procesu suszenia przechowywa¢ w formie -elektroniczne:

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe

Ad 10. Procedura pakowania produktu koncowego

Otrzymany hydrolizat biatkowy pakowa¢ do pojemnikow jednostkowych zgodnie
z zamOwieniem. Na pojemniku jednostkowym umiesci¢: dat¢ przydatnosci do spozycia
1 numer partii (dat¢ produkcji) Dokumentacj¢ z pakowania przechowywa¢ w formie

elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe

Z kazdej partii zapakowanego produktu wybra¢ losowo 2 pojemniki i przekaza¢ do

archiwum.
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Fot. 11. Peptydy serwatkowe — produkt koncowy (fot. M. Czelej)

Ad 11. Procedura przechowywania produktu koncowego

Produkt w pojemnikach jednostkowych i/lub opakowaniach zbiorczych przechowywac

w magazynie produktow do czasu wysyltki/odbioru.

159



