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1 Streszczenie 

W ostatnich latach znacząco wzrasta przemysBowe zainteresowanie bioaktywnymi 

peptydami pochodzącymi z }ywno\ci. Potencjalne ich {ródBo stanowią surowce pochodzenia 

zwierzęcego tj. jaja i mleko. 

W związku z powy}szym, celem rozprawy doktorskiej byBo opracowanie 

i optymalizacja metody wytwarzania bioaktywnych peptydów w skali przemysBowej oraz 

ocena wBa\ciwo\ci prozdrowotnych uzyskanych peptydów z biaBek }óBtka jaja kurzego 

i serwatki z zastosowaniem hydrolizy enzymatycznej. 

Dokonano oceny i wyboru pod względem dostępno\ci i opBacalno\ci ekonomicznej 

surowców do otrzymywania peptydów, przeskalowania metodyki otrzymywania 

bioaktywnych peptydów ze skali laboratoryjnej do skali przemysBowej, opracowania pod 

kątem uzyskania najwy}szej wydajno\ci procesu hydrolizy biaBek z }óBtka jaja kurzego 

i serwatki, jak równie} przeprowadzono badania in vitro peptydów uzyskanych z tych biaBek 

pod kątem ich potencjalnych wBa\ciwo\ci przeciwutleniających i przeciwbakteryjnych oraz 

in silico w kierunku potencjalnych wBa\ciwo\ci prozdrowotnych. 

Wykazano, }e efektywno\ć hydrolizy enzymatycznej determinowana jest rodzajem 

enzymu, stosunkiem enzymu do substratu, sposobem przygotowania matrycy, temperaturą, 

warto\cią pH, jak i wielko\cią wyodrębnionego peptydu oraz jego sekwencją 

aminokwasową. Zastosowanie papainy i pepsyny umo}liwiBo uzyskanie najwy}szego 

stopnia hydrolizy biaBek }óBtka jaja i serwatkowych. Większo\ć zidentyfikowanych 

sekwencji peptydowych stanowiBy nowe peptydy, które wcze\niej nie byBy opisane ani 

zdeponowane w bazach danych. Peptydy te posiadaBy liczne wBa\ciwo\ci prozdrowotne, 

w tym przeciwutleniające i przeciwbakteryjne. Zastosowanie w procesie hydrolizy papainy 

prowadzi do istotnego wzrostu aktywno\ci przeciwutleniającej otrzymanych mieszanin 

peptydów, mierzonej testem z rodnikiem DPPH i kationorodnikiem ABTS. Mieszaniny te 

odznaczaBy się równie} silnym dziaBaniem przeciwko bakteriom Gram (+). 

Zoptymalizowane laboratoryjnie warunki hydrolizy umo}liwiBy przeskalowanie procesu do 

skali przemysBowej, z zachowaniem oznaczonej aktywno\ci biologicznej peptydów.  
 

 

SBowa kluczowe: bioaktywne peptydy, }óBtko jaja, biaBka serwatkowe, hydroliza 
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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 
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2 Wykaz skrótów 

 

Skrót Znaczenie 
ACE Enzym konwertujący angiotensynę 
AT Angiotensyna  
B. Bacillus 
BAEE Ester etylowy Nα-benzoilo-L-argininy 
BHA Butylohydroksyanizol 
BHT Butylowany hydroksytoluen 
BPs Bioaktywne peptydy 
CaMPDE Fosfodiesteraza cyklicznych nukleotydów zale}nych od kalmoduliny 
Da Dalton 
DH Stopień hydrolizy 
DPP-III Dipeptydylopeptydaza III 
DPP-IV Dipeptydylopeptydaza IV 
EtOH Etanol 
EYPe BiaBko }óBtka jaja po hydrolizie 
EYPr BiaBko }óBtka jaja 
g Gram 
g Przy\pieszenie ziemskie 
godz. Godzina 
GRAS Ogólnie 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 sprzę}ona z wysokosprawną chromatografią 

cieczową 
mg Miligram 
min. Minuta 
ml Mililitr 
mol/dm3 Stę}enie wyra}one w molach na decymetr sze\cienny 
nl Nanolitr 
PI Publikacja I 
PII Publikacja II 
PIII Publikacja III 
PAM BiaBko związane z inhibitorem Myc 
PEP Prolylendopeptydaza 
ppm Liczba czę\ci na milion 
RD Rozprawa doktorska 
TBHQ Tert-butylohydrochinon 
TE Ekwiwalent troloksu 
temp. Temperatura 
U Unit (jednostka) 
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μl Mikrolitr 
v:v Stosunek objęto\ciowy 
w/w Wagowo/wagowy 
WPI Izolat biaBek serwatkowych 
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3 Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 
 

Wraz z ewolucją zachowań konsumpcyjnych czBowieka, wzrasta zapotrzebowanie na 

zdrowe i naturalne produkty spo}ywcze (Asioli i in. 2017, Le i in. 2023). Postęp, który 

dokonywaB się w nauce i przemy\le w ostatnich dziesięcioleciach, sprawiB, }e w produkcji 

}ywno\ci dozwolonych do stosowania jest ponad 350 substancji dodatkowych 

(Rozporządzenie nr 1333/2008), wykorzystywanych w celu uzyskania po}ądanego efektu 

technologicznego, m.in. ksztaBtowania warto\ci od}ywczej, cech organoleptycznych czy 

przedBu}enia trwaBo\ci. W\ród tych związków znajdują się syntetyczne przeciwutleniacze, 

w tym tert-butylohydrochinon (TBHQ) – E 319, butylohydroksyanizol (BHA) – E 320 czy 

butylowany hydroksytoluen (BHT) – E 321, które są często dodawane do }ywno\ci, aby 

zapobiec jej przedwczesnemu zepsuciu (Rozporządzenie nr 1129/2011, Kimatu i in. 2017). 

DBugotrwaBe spo}ywanie tych związków budzi obawy związane z ich potencjalnymi 

niebezpiecznymi skutkami dla organizmu czBowieka (Girgih i in. 2015, Kimatu i in. 2017, 

Xu i in. 2021). W związku z tym istotna jest identyfikacja naturalnych substytutów 

syntetycznych przeciwutleniaczy. Liczne publikacje naukowe wskazują na mo}liwo\ć 

wykorzystania surowców i produktów zwierzęcych, ro\linnych, jak i grzybowych do 

produkcji biologicznie aktywnych peptydów i biaBek, które w przyszBo\ci będą w stanie 

w du}ej mierze zastąpić obecne stosowane związki syntetyczne (Girgih i in. 2015, Liu i in. 

2016, Kimatu i in. 2017, Nasri 2017, Ozuna i León-Galván 2017, Zamora-Sillero 2018, 

Mardani i in. 2023). 

Bioaktywne peptydy (BPs) stanowią grupę związków organicznych 

charakteryzujących się licznymi wBa\ciwo\ciami prozdrowotnymi, m.in. 

przeciwdrobnoustrojowymi, przeciwutleniającymi, przeciwnowotworowymi, 

immunomodulacyjnymi, hipotensyjnymi czy insulinomimetycznymi. BPs mo}na uzyskać z 

biaBek podczas trawienia }oBądkowo-jelitowego, fermentacji, hydrolizy enzymatycznej lub 

w reakcjach chemicznych in vitro (Kimatu i in. 2017, Nasri 2017, Mardani i in. 2023). 

Hydroliza enzymatyczna jest uwa}ana za szczególnie wa}ną metodę pozyskiwania BPs, 

poniewa} w porównaniu z metodami chemicznymi wymaga Bagodnych warunków reakcji, 

generuje niewiele niepo}ądanych związków ubocznych oraz umo}liwia uzyskanie wysokiej 

wydajno\ci i jako\ci produktu. Ponadto, posiada status GRAS (ang. Generally Recognized 

As Safe), czyli jest uznana za bezpieczną. Jednak}e, nale}y szczególnie podkre\lić, }e 

podczas tego procesu istnieje mo}liwo\ć modyfikacji – poprawy bioaktywno\ci uzyskanych 
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hydrolizatów biaBkowych, co jest determinowane, m.in. rodzajem enzymu, czasem 

przetwarzania, pH czy temperaturą (Jamil i in. 2016, Nasri 2017, Mardani i in. 2023). 

Wskazuje się, }e biaBka o wBa\ciwo\ciach przeciwutleniających czy przeciwbakteryjnych 

i ich pochodne hydrolizaty mogą stanowić naturalną i bezpieczną alternatywę dla 

syntetycznych substancji, które pozostają w organizmie przez dBugi czas, co mo}e 

przyczynić się nawet do wystąpienia choroby nowotworowej (Jamil i in. 2016, Xu i in. 

2021). 

W odpowiedzi na rosnące zainteresowanie nowymi {ródBami bioaktywnych peptydów 

oraz metodami zwiększania ich wydajno\ci i bioaktywno\ci, firma Biolive Innovation 

Sp. z o.o. aktywnie zaanga}owaBa się w dziaBania badawcze w tym obszarze. UkierunkowaBa 

je na stworzenie caBej gamy produktów – bioaktywnych peptydów o zweryfikowanych 

wBa\ciwo\ciach, m.in. przeciwutleniających i przeciwbakteryjnych. W realizowanych przez 

SpóBkę badaniach kluczowe jest stosowanie ró}nych protokoBów enzymatycznych, które 

umo}liwiają wybór optymalnych warunków procesu, dostosowanych do {ródBa biaBka i jego 

charakteru. Celem jest zwiększenie wydajno\ci reakcji poprzez skrócenie czasu hydrolizy, 

obni}enie kosztów procesu i uzyskanie po}ądanych peptydów. Rozeznanie rynkowe  

i literaturowe wskazuje, }e obiecującym obszarem do badań B+R jest opracowanie metod 

wytwarzania peptydów nie tylko ze {ródeB ro\linnych, ale tak}e zwierzęcych, tj. serwatka 

czy }óBtka jaj. Uzyskane w ten sposób peptydy mogą znale{ć zastosowanie jako skBadniki w 

produkcji suplementów diety, dodatków do }ywno\ci oraz skBadników fortyfikujących 

}ywno\ć o konkretnym zastosowaniu dietetycznym. Dla ka}dego produktu, który mo}e być 

wprowadzony na rynek, istnieje konieczno\ć opracowania dedykowanych receptur  

i procedur testowych, co niesie za sobą wysokie koszty powstawania nowych produktów 

(konieczno\ć posiadania specjalistycznych urządzeń czy te} korzystanie z usBug 

laboratoriów zewnętrznych) oraz znacznie wydBu}a czas wprowadzania innowacyjnych 

produktów na rynek. Biolive Innovation Sp. z o.o., reagując na sygnaBy rynkowe, podejmuje 

dziaBania ukierunkowane na opracowanie metod wytwarzania oraz analizę wBa\ciwo\ci 

prozdrowotnych mieszanek peptydów otrzymanych w skali przemysBowej. 
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4 Hipotezy i cel rozprawy 

 

Na podstawie potrzeb i problemu badawczego zgBoszonego przez firmę Biolive 

Innovation Sp. z o.o. oraz dokonanego przeglądu literaturowego sformuBowano następujące 

hipotezy badawcze, które zweryfikowano w niniejszej rozprawie: 

1. BiaBka o ró}nym pochodzeniu, poddane hydrolizie, mogą stanowić {ródBo 

peptydów o wBa\ciwo\ciach bioaktywnych. 

2. WBa\ciwo\ci bioaktywne peptydów są determinowane warunkami hydrolizy biaBka. 

3. Cennym surowcem do prowadzenia kontrolowanej hydrolizy, ukierunkowanej na 

pozyskiwanie bioaktywnych peptydów o wBa\ciwo\ciach przeciwutleniających i 

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

 

W związku ze sformuBowanymi hipotezami badawczymi, celem rozprawy doktorskiej 

byBo opracowanie i optymalizacja metody wytwarzania bioaktywnych peptydów w skali 

przemysBowej oraz ocena wBa\ciwo\ci prozdrowotnych uzyskanych peptydów z biaBek 

}óBtka jaja kurzego i serwatki. 

 

Cele szczegóBowe badań obejmowaBy: 

• ocenę i wybór pod względem dostępno\ci i opBacalno\ci ekonomicznej surowców do 

otrzymywania peptydów, 

• przeskalowanie metodyki otrzymywania bioaktywnych peptydów ze skali 

laboratoryjnej do skali przemysBowej, 

• opracowanie pod kątem uzyskania najwy}szej wydajno\ci procesu hydrolizy biaBek 

z }óBtka jaja kurzego i serwatki, 

• badania in vitro peptydów uzyskanych z biaBek z }óBtka jaja kurzego i biaBek 

serwatkowych pod kątem ich potencjalnych wBa\ciwo\ci przeciwutleniających  

i przeciwbakteryjnych oraz in silico w kierunku potencjalnych wBa\ciwo\ci 

prozdrowotnych, 

• opracowanie procedur produkcji peptydów z }óBtka jaja oraz biaBek serwatkowych. 
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5 Struktura przeprowadzonych badań 

5.1 Etapy weryfikacji hipotez badawczych 

Weryfikacji hipotez badawczych dokonano poprzez wykonywanie odpowiednich 

do\wiadczeń, analiz i opracowań, zgodnie z zaBo}eniami przedstawionymi w Tabeli 1. 

Efekty dokonanej weryfikacji hipotez zaBączono w formie trzech publikacji, jak równie} 

nieopublikowanych wyników badań i opracowań wBasnych, które Bącznie stanowią 

przedmiot rozprawy doktorskiej. 
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Tabela 1. Etapy weryfikacji hipotez badawczych 

Etap Hipoteza ZaBo|enia Publikacja 
I 1 Przygotowanie przeglądowej publikacji naukowej 

przedstawiającej aktualną wiedzę na temat metod 
wytwarzania peptydów w procesie hydrolizy biaBek 
zwierzęcych i ro\linnych oraz ocena ich aktywno\ci 
przeciwutleniającej.  

II 2 Badania dotyczące mo}liwo\ci wytworzenia bioaktywnych 
peptydów z biaBek }óBtka jaja w procesie enzymatycznej 
hydrolizy. 

 

III 3 Ocena wBa\ciwo\ci bioaktywnych in vitro oraz in silico 
peptydów wytworzonych z biaBek }óBtka jaja kurzego w 
procesie enzymatycznej hydrolizy. 

IV 2 Badania dotyczące mo}liwo\ci wytworzenia bioaktywnych 
peptydów z biaBek serwatki w procesie enzymatycznej 
hydrolizy. 

 
Nieopublikowane badania wBasne (RD) – praca 
w recenzji. 

V 3 Ocena wBa\ciwo\ci bioaktywnych in vitro oraz in silico 
peptydów wytworzonych z biaBek serwatki w procesie 
enzymatycznej hydrolizy. 

VI 2, 3 Opracowanie procesu wytwarzania na skalę przemysBową 
bioaktywnych peptydów z biaBek }óBtka jaja kurzego. 

Nieopublikowane opracowanie wBasne (RD). 

VII 2, 3 Opracowanie procesu wytwarzania na skalę przemysBową 
bioaktywnych peptydów z biaBek serwatkowych. 

Nieopublikowane opracowanie wBasne (RD). 
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Metody zastosowane w poszczególnych etapach badań wyszczególniono w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Metody weryfikacji hipotez badawczych 

Metody 
Etap 

I II III IV V VI VII 

Przegląd literatury ✓  ✓  ✓  ✓  ✓    

SkBad 
aminokwasów 

 ✓  ✓      

Zawarto\ć biaBka 
ogólnego 

 ✓  ✓      

Zawarto\ć tBuszczu  ✓  ✓      

Stopień hydrolizy  ✓  ✓  ✓  ✓    

Identyfikacja 
peptydów 

 ✓  ✓  ✓  ✓    

WBa\ciwo\ci 
przeciwutleniające 

 ✓  ✓  ✓  ✓    

Aktywno\ć 
przeciwbakteryjna 

 ✓  ✓  ✓  ✓    

Analiza statystyczna  ✓  ✓  ✓  ✓    

Skalowanie metody 
wytwarzania do 
skali przemysBowej 

     ✓  ✓  
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6 MateriaBy i metody 

6.1 MateriaBy do badań 

MateriaBy do badań w ramach niniejszej dysertacji stanowiBy pBynne i pasteryzowane 

}óBtka jaj (PII) oraz izolat biaBek serwatkowych (PIII), które stanowiBy materiaB do 

pozyskania peptydów. – Etapy II-V 

 

6.1.1 {óBtka jaj 

W do\wiadczeniu zaprezentowanym w pracy PII wykorzystano pBynne  

i pasteryzowane }óBtka jaj pakowane aseptycznie, pobrane ze \wie}ych jaj klasy A (Eipro, 

Niemcy). Jeden kilogram produktu odpowiadaB 63 }óBtkom jaj. [rednia warto\ć od}ywcza 

w 100 g pBynnego }óBtka jaja (wyra}ona jako \rednia ± odchylenie standardowe) 

przedstawiaBa się następująco: tBuszcz – 25,0 ± 0,1 g, węglowodany – 0,9 ± 0,0 g, biaBko – 

14,0 ± 0,1 g i popióB – 0,2 ± 0,0 g, za\ warto\ć energetyczna –1155 kJ/279 kcal. 

Pozyskanie peptydów z biaBka |óBtka jaja 

OdtBuszczone biaBka }óBtka jaja uzyskano przez ekstrakcję 96% etanolem – EtOH 

(Chempur, Polska) w Bagodnych warunkach. Proces przeprowadzono w czterech etapach 

(70% EtOH, 40% EtOH, 90% EtOH, woda). W pierwszym etapie }óBtka jaja energicznie 

wymieszano z 70% roztworami alkoholu w stosunku 1:1 (v:v). Następnie mieszaninę 

odwirowano przy 3000×g przez 30 min. (MPW-380, Polska). Fazę ciekBą usunięto, a osad 

wykorzystano w następnym etapie. Poszczególne etapy przeprowadzono analogicznie.  

W ostatnim etapie przeprowadzonym z wodą uzyskano odtBuszczony granulat }óBtka jaja  

i przechowywano go w temperaturze 220°C do czasu dalszego u}ycia. 

Hydrolizę enzymatyczną }óBtka jaja przeprowadzono przy u}yciu dostępnej w handlu 

pepsyny z bBony \luzowej }oBądka wieprzowego w proszku, ≥400 jednostek/mg biaBka 

(Sigma-Aldrich, USA) oraz papainy z surowego proszku lateksu papai, 1,5–10 jednostek/mg 

substancji staBej (Sigma-Aldrich, USA). Proces przeprowadzono przy zawarto\ci enzymu 

1:10 w stosunku do ilo\ci biaBka, w temp. 37°C dla pepsyny i 70°C dla papainy, przy warto\ci 

pH roztworu optymalnej dla dziaBania poszczególnych enzymów, tj. 3,0 i 6,0, odpowiednio. 

(PII) 
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6.1.2 BiaBka serwatkowe 

W badaniach wykorzystano równie} komercyjny izolat biaBek serwatkowych (WPI, 

ang. whey protein isolate) z mleka krowiego o zawarto\ci biaBka 84% (BioTechUSA LTD, 

Budapeszt, Węgry) celem pozyskania peptydów – PIII. SkBad aminokwasowy produktu 

przedstawiono w Tabeli 3. 

 

Tabela 3. Zawarto\ć aminokwasów (mg) w 100 g izolatu biaBek serwatkowych – WPI 

u}ytego w badaniach 

Aminokwasy niezbędne 
(mg) 

Aminokwasy warunkowo 
niezbędne 

(mg) 

Aminokwasy  
nie-niezbędne 

(mg) 

Histydyna 1500 Arginina 2008 Alanina 3836 

Izoleucyna 4712 Cysteina 2552 
Kwas 
asparaginowy 

8564 

Leucyna 8680 
Glutamina i 
kwas 
glutaminowy 

17208 Glicyna 1428 

Metionina 1880 Prolina 4424 Seryna 3804 

Fenyloalanina 2556 Tyrozyna 2384     

Treonina 5176         

Tryptofan 1368         

Walina 4564         

 

Pozyskanie peptydów z biaBek serwatkowych 

Celem pozyskania peptydów z biaBek serwatkowych równie} zastosowano hydrolizę 

enzymatyczną. Do hydrolizy u}yto trzech ró}nych enzymów, tj. pepsyny (z bBony \luzowej 

}oBądka wieprzowego, ≥400 jednostek/mg biaBka (Sigma-Aldrich, USA)), papainy  

(z surowego proszku lateksu papai, 1,5–10 jednostek/mg ciaBa staBego (Sigma-Aldrich, 

USA)) i trypsyny (z trzustki woBowej, liofilizowany proszek, ≥10 000 jednostek BAEE/mg 

biaBka (Sigma-Aldrich, USA)), w celu wybrania enzymu o najlepszym stopniu hydrolizy  

i umo}liwienia uzyskania peptydów o najwy}szej aktywno\ci przeciwutleniającej. Izolat 
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biaBka rozpuszczono w wodzie MilliQ (Merck, USA), podgrzano, a następnie warto\ć pH 

roztworu dostosowano do optymalnej warto\ci dla dziaBania poszczególnych enzymów,  

tj. 3,0, 6,0 i 8,0, odpowiednio dla pepsyny, papainy i trypsyny. Hydrolizę enzymatyczną 

przeprowadzano przez 3 godz., przy ciągBym mieszaniu, przy stosunku enzym/substrat 1:10 

(w/w) w temp. 37°C dla pepsyny i trypsyny oraz 70°C dla papainy. Nale}y zaznaczyć, }e 

stosunek enzymu do substratu ustalono w ramach badań wstępnych, opartych o analizę 

wieloczynnikową. Reakcję zatrzymano, podgrzewając mieszaninę do 100°C i utrzymując 

przez 15 min. Następnie hydrolizat schBodzono do 37°C i wirowano przy 3000×g przez 30 

min. Otrzymany supernatant liofilizowano i przechowywano w temp. 4°C do dalszych 

analiz. (PIII) 

 

6.2 Metody badawcze 

6.2.1 OdtBuszczony granulat |óBtka jaja i biaBka serwatkowe – Etapy II-V 

SkBad aminokwasowy. Celem przygotowania próbki do oznaczenia zawarto\ci 

aminokwasów niesiarkowych, przeprowadzono hydrolizę kwasową biaBek zgodnie  

z metodologią zaproponowaną przez Davies’a i Thomas’a (1973). Hydrolizę zasadową 

biaBek przeprowadzono w celu oznaczenia zawarto\ci tryptofanu. Próbkę biaBka do 

oznaczenia aminokwasów siarkowych przygotowano zgodnie z procedurą opisaną przez 

Schram’a i in. (1954). Oznaczanie zawarto\ci aminokwasów przeprowadzono  

w analizatorze aminokwasów Ingos AAA 400 (Czechy) przy u}yciu chromatografii 

jonowymiennej niskojonowej z derywatyzacją kolumnową (Ostion LG ANB) z ninhydryną 

i detekcją fotometryczną. (PII) 

 

Oznaczenia zawartości biaBka ogólnego dokonano metodą spektrofotometryczną 

(spektrofotometr MaestroNano Micro-Volume, Tajwan). Pomiaru w próbce biaBka 

dokonywano względem wody, przy dBugo\ci fali 280 nm. (PII) 

Oznaczanie zawartości tBuszczu. Do oceny zawarto\ci tBuszczu, a jednocze\nie wydajno\ci 

procesu odtBuszczania zastosowano metodę Soxhleta, stosując metodę opisaną przez Thiex 

i in. (2003). Procedurę przeprowadzono w próbce poddanej liofilizacji. (PII) 

Reakcja enzymatyczna. Hydrolizę }óBtek jaj przeprowadzono w następujących etapach: 
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1. Rozpuszczenie odtBuszczonego ekstraktu biaBkowego z }óBtka jaja (111 g o zawarto\ci 

biaBka 18%) w 1 l wody MilliQ (Merck, USA), ogrzewając do osiągnięcia temp. 70°C. 

2. Ustalenie warto\ci pH = 6,0 za pomocą 0,1 mol/dm3 roztworu NaOH. 

3. Dodatek papainy w stosunku wagowym 10% do masy biaBek }óBtka jaja. 

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

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

15 min. 

6. SchBodzenie do 37°C i ustalenie warto\ci pH na poziomie 3,0 za pomocą 1 mol/dm3 

HCl. 

7. Dodatek pepsyny w stosunku wagowym 10% do masy biaBek }óBtka 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.  SchBodzenie hydrolizatu i odwirowanie przy 3000×g przez 30 min. 

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

dalszego u}ycia. (PII) 

 

Stopień hydrolizy (DH, ang. degree of hydrolysis) okre\lono metodą spektrofotometryczną, 

poprzez pomiar ilo\ciowy rozpuszczalnych peptydów obecnych w supernatancie. Pobierano 

500 µl hydrolizatu w okre\lonych odstępach czasu, tj. 0; 0,5; 1; 2 i 3 godz. od momentu 

rozpoczęcia procesu hydrolizy i natychmiast zmieszano z 10% kwasem trichlorooctowym 

w stosunku 1:1 (v/v). Następnie próbki inkubowano przez 15 min. w temp. pokojowej, po 

czym wirowano (5500×g, 10 min.). Absorbancję mierzono przy 280 nm. DH obliczono jako 

procent rozpuszczalnych peptydów do caBkowitej zawarto\ci biaBka w mieszaninie. (PII, 
PIII) 

 

Identyfikacja peptydów. W przypadku peptydów pozyskanych z biaBek }óBtek jaj 

identyfikacja zostaBa dokonana za pomocą metody MALDI-TOF/MS. Liofilizowany 

proszek hydrolizatu oczyszczono zgodnie z procedurą Jehmlich i in. (2014). Oczyszczoną 

próbkę peptydu w ilo\ci 3 µl mieszano z 3 µl nasyconego roztworu matrycy HCCA:DHA 

(50:50 (v:v)). MateriaB osadzono na pBytce AnchorChip MALDI z powBoką hydrofobową 

(Bruker, Niemcy). Widma masowe rejestrowano za pomocą spektrometru Ultraflex III 

MALDI TOF-TOF (Bruker, Niemcy) a opracowano przy u}yciu oprogramowania 

flexAnalysis 3.0 (Bruker, Niemcy). (PII) 
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Natomiast, peptydy z biaBek serwatkowych identyfikowano metodą LC-MS. Próbkę 

peptydów po hydrolizie papainą (3 mg) rozpuszczono w buforze wodorowęglanu amonu  

a następnie filtrowano przez filtr o masie cząsteczkowej odcięcia 30 kDa (Sartorius Stedim 

Biotech, Niemcy). Analizę przeprowadzoano przy u}yciu systemu LC-MS skBadającego się 

z systemu Evosep One HPLC (Evosep Biosystems, Dania) sprzę}onego ze spektrometrem 

masowym Orbitrap Exploris 480 (Thermo Scientific, USA). Stosowano jednorazowe 

kolumny puBapkowe Evotips Pure C18 zgodnie z instrukcją producenta. Peptydy 

frakcjonowano przez 88 min. z wstępnie zdefiniowanym gradientem Evosep przy szybko\ci 

przepBywu 220 nl/min. na kolumnie analitycznej Dr Maisch C18 AQ (1,9 µm, \rednica 

wewnętrzna – 150 µm, dBugo\ć – 15 cm, Evosep Biosystems, USA). Parametry akwizycji 

zale}ne od danych byBy następujące: 40 najlepszych prekursorów wybranych do analizy 

MS2, fragmentacja indukowana kolizją NCE 30%. PeBne skany MS obejmowaBy zakres mas 

300-1600 m/z z rozdzielczo\cią 60000. Skany MS2 akwizycji przeprowadzono  

z rozdzielczo\cią 15000. Okno izolacji jonów ustawiono na 1,6 m/z. Surowe dane poddano 

wstępnemu przetworzeniu za pomocą Mascot Distiller (wersja 2.8, Matrixscience),  

a peptydy/biaBka zidentyfikowano za pomocą pakietu Mascot (wersja 2.8, Matrix-science) 

po ponownej kalibracji masy offline za pomocą MScan (wersja 3.0, 

http://proteom.ibb.waw.pl/mscan). Parametry wyszukiwania byBy następujące: enzym – 

Brak, modyfikacje zmienne – Utlenianie (M), maksymalne pominięte rozszczepienia – 2, 

tolerancja jonów fragmentacyjnych – 0,01 Da, tolerancja jonów macierzystych ustawiona 

indywidualnie po ponownej kalibracji w zakresie 7-11 ppm. Baza danych zawsze zawieraBa 

popularne zanieczyszczenia (common Repository of Adventitious Proteins – (cRAP), 

115 sekwencji, 86853323495 pozostaBo\ci). Baza danych specyficzna dla gatunku: Bos 

taurus (47245 sekwencji) z Uniprot (dostęp 02_2023). Aktywno\ć biologiczną uzyskanych 

peptydów analizowano na podstawie ich sekwencji aminokwasowych, wykorzystując bazę 

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

Oszacowania potencjaBu antyoksydacyjnego dokonano trzema metodami, tj. FRAP 

(Benzie i Strain 1996), DPPH (Blois 1958) oraz ABTS (Floegel i in. 2011). Próbki do analiz 

przygotowano poprzez ekstrahowanie 10 mg próbki liofilizatu peptydu w 1 ml 

dejonizowanej wody (5 min, 15 Hz (MM400 Retsch, Niemcy)), odwirowanie (3 min, 15°C, 

33000×g, Hettich 32R, Niemcy) i zebranie supernatanta. Pomiary absorbancji 

przeprowadzono przy u}yciu spektrofotometru (Marcel s330, Polska). (PII, PIII) 
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Metoda FRAP (ang. Ferric Reducing Antioxidant Power), czyli metoda oznaczania 

zdolno\ci redukowania jonów }elaza – polega na redukcji kompleksu Fe3+-TPTZ (2,4,6-

tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn) do Fe2+-TPTZ przy niskim pH. 50 μl próbki zawierającej 

roztwór peptydów mieszano ze 150 μl odczynnika FRAP. Odczytu absorbancji dokonano 

przy dBugo\ci fali 593 nm w stosunku do próbki \lepej (Benzie i Strain 1996). (PII, PIII) 
Metoda DPPH to oznaczanie aktywno\ci wymiatania wolnych rodników przy 

u}yciu stabilnego rodnika DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylohydrazyl). Ocena aktywno\ci 

przeciwutleniającej badanych peptydów opieraBa się na krzywych standardowych, które 

zostaBy utworzone dla ekwiwalentów troloksu (TE) i kwasu askorbinowego. 50 µl alikwotów 

roztworu peptydów mieszano ze 150 µl metanolowego roztworu DPPH. Absorbancję 

odczytano przy dBugo\ci fali 517 nm względem próbki \lepej (Blois 1958). (PII, PIII) 
Metoda ABTS polega na okre\leniu stopnia zmiatania rodników ABTS+ (kwas 

2,2’azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)) wytworzonych podczas reakcji  

z nadsiarczanem potasu. Do 1 ml próbki mieszaniny peptydów dodano 50 µl roztworu 

roboczego (ABTS i nadsiarczan potasu w wodzie dejonizowanej). Absorbancję rejestrowano 

przy 734 nm w porównaniu z próbką \lepą (Floegel i in. 2011). (PII, PIII) 

 

Oznaczanie aktywności przeciwbakteryjnej. W celu oznaczania aktywno\ci 

przeciwbakteryjnej peptydów z biaBek }óBtek jaj Bącznie pobrano próbki 10 szczepów 

bakterii Gram (+) i Gram (2) nale}ących do ró}nych gatunków z zepsutych owoców  

i warzyw. Identyfikację gatunkową bakterii metodą MALDI-TOF/MS (Bruker, Niemcy) 

przeprowadzono zgodnie z procedurą opisaną przez Kosikowską i in. (2014). 

Zidentyfikowano dziesięć gatunków, tj. cztery nale}ące do rodzaju Bacillus (B. cereus – 

n = 2, B. megaterium – n = 1 i B. pumilus – n = 1), Kocuria rhizophila – n = 1), Serratia 

liquefaciens – n = 1, Pseudomonas aeruginosa – n = 1, Hafnia alvei – n = 1, Acinetobacter 

radioresistans – n = 1 i Stenotrophomonas maltophila – n = 1. Bakterie hodowano na agarze 

Luria Bertani (Biocorp, Polska) w temperaturze 30°C przez 24 godz. Identyfikację gatunków 

z pobranych kolonii przeprowadzono przy u}yciu MALDI-TOF/MS (Bruker, Niemcy). Test 

dyfuzji studzienkowej wykonano przy u}yciu agaru Mueller’a-Hinton’a (Biomaxima, 

Polska). Inokulum przygotowano przy u}yciu szczepów bakteryjnych z hodowli w bulionie 

Mueller’a-Hinton’a (Biomaxima, Polska). Zawiesinę standardu ka}dego szczepu bakterii 

sporządzono w sterylnym roztworze soli fizjologicznej (SigmaAldrich, USA). Zaszczepiony 

agar wylano na pBytkę testową. Następnie z agaru wycinano cztery studzienki, ka}dy  

o \rednicy 7 mm, i do ka}dej studzienki wprowadzono 50 µl roztworu EYPe o stę}eniu 
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50 mg/ml. PBytki inkubowano przez dobę w temp. 37°C, a następnie mierzono strefy 

zahamowania wzrostu bakterii wokóB studzienek. (PII) 

Z kolei, w celu oznaczania aktywno\ci przeciwbakteryjnej peptydów z biaBek 

serwatkowych Bącznie pobrano próbki 8 szczepów bakterii Gram (+) i Gram (2) nale}ących 

do ró}nych gatunków z zepsutych owoców i warzyw, tj. Bacillus sp., B. cereus,  

B. megaterium, B. pumilus, Staphylococcus capitis, Exiguobacterium aurantiacum, 

Brevundimonas diminuta, i Rhizobium radiobacter. Identyfikacja gatunkowa bakterii  

i pozostaBe etapy oznaczania aktywno\ci przeciwbakteryjnej peptydów przebiegaBy 

analogicznie, jak w badaniach w ramach pracy PII, przy czym do studzienek o \rednicy 

8 mm wprowadzono 70 µl roztworu o stę}eniu 50 mg/ml. (PIII) 

 

Analiza statystyczna zostaBa przeprowadzona za pomocą jednoczynnikowej analizy 

wariancji (ANOVA) przy u}yciu pakietu Statistica w wersji 13.0 (StatSoft, Polska, TIBCO 

Software Inc., USA). Test Tukey’a post hoc zastosowano, aby przeanalizować istotne 

ró}nice między danymi przy warto\ci p < 0,05. Uzyskane wyniki wyra}ono jako \rednia ± 

odchylenie standardowe. (PII, PIII) 

 

6.2.2 Skalowanie metody wytwarzania do skali przemysBowej – Etapy VI-VII 

(nieopublikowane opracowanie wBasne – RD) 

Uzyskane w ramach pracy doktorskiej wyniki badań w skali laboratoryjnej 

wykorzystano do przeskalowania metod wytwarzania peptydów biologicznie aktywnych do 

skali przemysBowej. Opracowany proces wytwarzania bioaktywnych peptydów zawarto  

w procedurach produkcyjnych. 

Opracowane procedury produkcyjne zostaBy zamieszczone w ZaBącznikach. 
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7 Omówienie wyników i dyskusja 

 

7.1 Badania z zakresu pozyskania peptydów z |óBtek jaj 
o wBaściwościach przeciwutleniających i przeciwdrobnoustrojowych 
(PII) – Etapy II-III 

 

7.1.1 SkBad aminokwasów 

W ramach badań wBasnych dokonano oceny profili aminokwasów w }óBtku jaja przed 

(EYPr) i po hydrolizie enzymatycznej (EYPe) – Tabela 4. Zhydrolizowane biaBko }óBtka jaja 

zawieraBo najmniej tryptofanu – 16,6 mg/g, za\ najwięcej kwasu glutaminowego – 

103,4 mg/g. Nale}y zauwa}yć, }e niezale}nie od hydrolizy enzymatycznej, kwas 

glutaminowy, kwas asparaginowy i leucyna byBy najliczniej występującymi aminokwasami. 

Aminokwasy te stanowiBy znaczną czę\ć skBadu biaBka }óBtka jaja. Badania wBasne, 

wskazujące na wzrost zawarto\ci aminokwasów w materiale poddanym hydrolizie, stanowią 

potwierdzenie wyników uzyskanych przez Pokorę i in. (2013) oraz Attia i in. (2020). Mo}e 

to być przypisane obecno\ci enzymów, które nieznacznie zwiększają zawarto\ć biaBka w 

mieszance. Przeprowadzona analiza statystyczna wskazaBa istotne ró}nice w zawarto\ci 

aminokwasów w zale}no\ci od hydrolizy enzymatycznej, z wyjątkiem seryny, metioniny  

i histydyny. 
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Tabela 4. SkBad aminokwasowy biaBka }óBtka jaja i hydrolizatów biaBka }óBtka jaja 

(mg/g biaBka) (\rednia ± odchylenie standardowe) 

Aminokwas 
BiaBko |óBtka jaja – 

EYPr 
(mg/g) 

Hydrolizaty biaBka 
|óBtka jaja – EYPe 

(mg/g) 
Wartość p 

Kwas 
asparaginowy 

54,3 ± 3,1 72,1 ± 4,1 
0,000425 

Treonina 28,3 ± 1,9 38,5 ± 2,6 0,000728 

Seryna 48,4 ± 5,3 53,7 ± 5,9 0,223833 

Glutamina 76,1 ± 4,2 103,4 ± 5,7 0,000240 

Prolina 23,3 ± 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 ± 3,2 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 35,9 ± 1,1 0,000079 

Leucyna 50,7 ± 0,3 58,5 ± 0,3 < 0,000000 

Tyrozyna 23,9 ± 2,2 32,5 ± 2,9 0,003252 

Fenyloalanina 25,6 ± 1,2 32,8 ± 1,6 0,000321 

Histydyna 15,5 ± 2,2 18,3 ± 2,6 0,152067 

Lizyna 41,9 ± 1,1 54,2 ± 1,4 0,000008 

Arginina 43,0 ± 1,2 51,4 ± 1,5 0,000146 

Tryptofan 11,4 ± 0,4 16,6 ± 0,6 0,000005 

p < 0,05 – ró}nice statystycznie istotne 

 

7.1.2 Oznaczanie zawartości tBuszczu 

OdtBuszczanie EYPr (denaturacja etanolem lub heksanem) prawdopodobnie wpBywa 

na rozpuszczalno\ć biaBek i zmniejsza ich warto\ć biologiczną i biotechnologiczną (Wang 

i Wang 2009, Chay i in. 2011). Wykazano, }e kontrolowana hydroliza enzymatyczna jest 
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skuteczną metodą modyfikacji biaBek, a metodę tę zastosowano, m.in. do biaBek 

serwatkowych (Severin i Xia 2006). 

W badaniach wBasnych \rednia ilo\ć lipidów w suchej masie }óBtka jaja wynosiBa 

50,6% (Tabela 5), co jest zgodne z ogólnym stanem wiedzy. Jak pokazują wyniki metody 

Soxhleta, ekstrakcja lipidów nie byBa kompletna. Po czterech etapach ekstrakcji zawarto\ć 

tBuszczu obni}yBa się statystycznie istotnie z 50,6% do 18,9%, dlatego metoda ta nie jest tak 

skuteczna, jak ekstrakcja lipidów przy u}yciu roztworów etanolu i heksanu (Wang i Wang 

2009). Chocia} wydajno\ć ekstrakcji lipidów mo}e nie osiągnąć maksymalnego poziomu, 

zachowanie jako\ci biaBka i redukcja szkodliwych warunków, w tym ilo\ci zu}ywanych 

toksycznych odczynników, są bardziej widocznymi celami, potencjalnie przewy}szającymi 

powiązane ograniczenia. 

 

Tabela 5. Zawarto\ć lipidów w suchej masie }óBtka jaja (%) (\rednia ± odchylenie 

standardowe) 

Próbka 

BiaBko 

|óBtka jaja 
(EYPr) 

BiaBko |óBtka jaja po hydrolizie (EYPe) 

I etap II etap III etap IV etap 

[rednio (%) 50,6e ± 2,3 43,9d ± 1,3 35,5c ± 1,4 27,5b ± 1,5 18,9a ± 1,2 

a-e – ró}nice statystycznie istotne przy p < 0,05 

 

7.1.3 Stopień hydrolizy DH 

Hydroliza enzymatyczna jest najczę\ciej stosowaną metodą ekstrakcji peptydów. 

WBa\ciwo\ci produktu zale}ą w du}ym stopniu od: specyficzno\ci i selektywno\ci enzymu, 

temperatury, pH i stosunku enzymu do substratu. W badaniach wBasnych u}yto papainy  

i pepsyny. Enzymy wybrano na podstawie wcze\niejszych przeprowadzonych wstępnych 

badań nad DH ró}nych enzymów. Temperatura i pH stosowane podczas badań odpowiadaBy 

optymalnym warto\ciom dla enzymów, tj. odpowiednio: 70°C, pH = 6,0 i 37°C, pH = 3,0. 

DH jest wa}nym parametrem opisującym hydrolizę enzymatyczną i mo}e odpowiadać za 

kontrolowanie takich czynników, jak skBad i wBa\ciwo\ci peptydów. Ilo\ć enzymu mo}e 

mieć znaczący wpByw na DH, co przyczyniBo się do uwzględnienia w badaniach wBasnych 

ró}nych ilo\ci zastosowanego enzymu – Tabela 6. Analiza wpBywu czasu i stę}enia enzymu 

na wydajno\ć hydrolizy wykazaBa, }e istniaBy statystycznie istotne ró}nice w stopniu 
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hydrolizy uzyskanej w próbkach o zawarto\ci enzymu 1:10 i 1:20 w stosunku do ilo\ci 

biaBka. 

 

Tabela 6. WpByw warto\ci stosunku enzymu do substratu (biaBka) na stopień hydrolizy (%) 

(\rednia ± odchylenie standardowe) 

Stosunek 
enzymu do 

substratu 

Czas hydrolizy (godz.) 

Papaina Pepsyna 

0,0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 

Stopień hydrolizy – DH (%) 

Bez enzymu 2,30 
± 0,02 

2,32 
± 0,04 

2,49 
± 0,05 

2,77 
± 0,04 

2,87 
± 0,03 

3,06 
± 0,04 

3,02 
± 0,05 

2,97 
± 0,04 

2,84 
± 0,04 

1:20 2,30A 
± 0,02 

12,82B 

± 0,06 
19,04C 

± 0,04 
21,78D 
± 0,04 

23,20E 
± 0,05 

26,87F 
± 0,04 

28,29G 
± 0,17 

28,87H 
± 0,06 

29,23I 
± 0,04 

1:10 2,30A 
± 0,02 

15,89B 
± 0,06 

21,27C 
± 0,04 

25,11D 
± 0,04 

26,53E 
± 0,04 

30,23F 
± 0,04 

33,36G 
± 0,04 

34,83H 
± 0,04 

34,71I 
± 0,05 

A-I – ró}nice statystycznie istotne przy p < 0,01 w obrębie stosunku enzymu do substratu 

 

W ka}dym przypadku największy wzrost DH obserwowano w ciągu pierwszych  

60 min. hydrolizy (Wykres 1), po czym reakcja postępowaBa znacznie wolniej, a zmiany DH 

nie byBy znaczące. Mo}na zasugerować, }e maksymalne rozszczepienie peptydu następuje 

w ciągu pierwszej minuty hydrolizy. Wyniki te są zgodne z wynikami przedstawionymi dla 

innych {ródeB biaBka, np. ryb (Sathivel i in. 2003) lub glutenu pszennego (Kong i in. 2007). 

Biorąc pod uwagę wyniki zebrane w Tabeli 6, najlepszy do enzymatycznej hydrolizy 

odtBuszczonego biaBka }óBtka jaja byB 10%-dodatek enzymu (stosunek enzymu do substratu 

wynoszący 1:10). W tym przypadku DH wzrósB z warto\ci początkowej 2,32% do 34,71%. 

ByB to efekt wdro}enia sekwencyjnego, dwuetapowego podej\cia do hydrolizy, 

obejmującego początkową 2-godzinną hydrolizę papainą, a następnie następującą 

2-godzinną hydrolizę pepsyną. 
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C – kontrola (bez enzymu), 1:10 i 1:20 – stosunek enzymu do substratu (biaBka) 

Wykres 1. WpByw warto\ci stosunku enzymu do substratu na stopień hydrolizy 

 

Porównanie uzyskanych wyników z wynikami literaturowymi dla krótkiego czasu 

trawienia (2-4 godz.) z enzymami (25-33%), tj. neutraza, pronaza, alkalaza czy trypsyna 

(Young i in. 2010, Chay i in. 2011, Pokora i in. 2013, Trziszka i in. 2013), zaprezentowano 

w Tabeli 7. 

Zastosowanie dwuetapowego przeprowadzenia hydrolizy istotnie wpBynęBo na 

poprawę DH. Analiza porównawcza z innymi metodami hydrolizy opartymi na enzymach 

wykazaBa konkurencyjno\ć prezentowanego podej\cia w osiąganiu znacznego wzrostu DH. 
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Tabela 7. Porównanie warto\ci stopnia hydrolizy dla ró}nych typów enzymów 

Enzym 
Czas 

trawienia 
(godz.) 

Warunki 
Stopień 

hydrolizy – DH 
(%) 

ŹródBo 
literaturowe 

Neutraza 3 
200 U/mg, pH 7,0, 
45°C 

12 
Sarmadi i Ismail 
(2010) 

Neutraza 2 Brak danych 27 
Pokora i in. 
(2013) 

Neutraza + 
Pronaza 

3 – ka}dy 
enzym 

Brak danych 27 Eckert i in. (2013) 

Alkalaza + 
Proteaza N 

3 
Stosunek enzymu do 
biaBka 0,5% (w/w)  25,3 Chay i in. (2011) 

Trypsyna 3 
BiaBko jaja, 1 U/mg 
biaBka, 30˚C 

14 
Graszkiewicz i in. 
(2007) 

Trypsyna 3 0,5% (w/w), 45°C 15,6 
Graszkiewicz i in. 
(2007) 

Pepsyna 2 Brak danych 45,3 
Zambrowicz i in. 
(2015) 

 

7.1.4 Badanie profilu peptydów 

W przeprowadzonych badaniach wBasnych przy zastosowaniu techniki MALDI-

TOF/MS nie u}yto }adnych standardów peptydów, dlatego te} omawiając wyniki 

ograniczono się do stwierdzenia obecno\ci lub braku specjalnych pików w zakresach m/z, 

co jest wystarczające do oceny przebiegu procesu enzymatycznej hydrolizy. Po 

dwuetapowej hydrolizie (DH = 34,76%) większo\ć pików peptydów mie\ciBa się w zakresie 

od 700 do 1400 Da (Wykres 2). W porównaniu z profilem peptydów przed hydrolizą 

enzymatyczną, rozkBad pików zmieniB się tak, }e zaobserwowano większą liczbę mas 

pomiędzy 700 a 1100 Da. Peptydy z substratu o du}ej masie cząsteczkowej zostaBy 

przeksztaBcone w mniejsze peptydy wraz z upBywem czasu reakcji. W przypadku widma 

próbki surowego }óBtka jaja uzyskano większą liczbę cię}szych peptydów i maBych biaBek, 

które zostaBy rozszczepione po trawieniu. Ilo\ć pików reprezentujących peptydy o mniejszej 

masie cząsteczkowej wzrosBa po hydrolizie kosztem większych mas cząsteczkowych. 
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Wykres 2. Widma masowe: A) biaBka }óBtka jaja (EYPr); B) biaBka }óBtka jaja po hydrolizie 

(EYPe) po dwuetapowej hydrolizie przy stosunku ekstraktu do substratu (biaBka) 1:10 

 

Na podstawie uzyskanego widma próbki hydrolizatu i stosunku m/z, fragmenty 

sekwencji peptydów okre\lono metodą sekwencjonowania RapidDeNovo. Fragmenty 

sprawdzono w bazie danych aktywno\ci peptydów BIOPEP (Minkiewicz i in. 2019). 

Ostateczne sekwencje peptydów ustalono przy u}yciu BLAST i kalkulatora masy peptydu. 

Niektórym peptydom przypisano wBa\ciwo\ci biologiczne, co przedstawiono w Tabeli 8. 

Peptydy DSYEHGGEP, LMSYMWSTSM, PGVTYPHPGQDTSAG  

i PTDQKVGWGGEGQIQ zidentyfikowano jako związki przeciwutleniające, a peptydy 

DSYEHGGEP, HVDLDEVANKIA i FEDPERQESSRKE wskazano jako substancje 

przeciwdrobnoustrojowe. Wyniki te zdecydowanie sugerują potrzebę dalszych badań 

wBa\ciwo\ci przeciwutleniających i przeciwbakteryjnych omawianych hydrolizatów. 
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Tabela 8. Peptydy uzyskane po trawieniu papainą i pepsyną wraz z ich aktywno\cią 

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

m/z Sekwencja Aktywność 

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 Badunku 

 

7.1.5 Oznaczanie aktywności przeciwutleniającej 

Aktywno\ć przeciwutleniającą oznaczano trzema metodami: poprzez zdolno\ć do 

wychwytywania wolnych rodników DPPH· i ABTS·+ oraz metodą FRAP. W ka}dym 

przypadku testowano aktywno\ć liofilizowanej mieszaniny peptydów uzyskanej po 

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

przeprowadzono w trzykrotnym powtórzeniu, a uzyskane warto\ci u\redniano. Uzyskane 

wyniki wskazywaBy, }e mieszanina biaBka }óBtka jaja po hydrolizie (EYPe) miaBa znaczący 

potencjaB przeciwutleniający. WykazywaBa silną skuteczno\ć w wychwytywaniu rodników 

DPPH· i odbarwianiu kationów rodników ABTS·+. Jak podali Memarpoor-Yazdi i in. (2013) 
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oraz Eckert i in. (2018), sekwencja aminokwasów peptydu w du}ym stopniu wpBywa na 

aktywno\ć przeciwutleniającą. Hydrofobowe aminokwasy, jak alanina, walina, leucyna, 

prolina, metionina, tyrozyna, walina i fenyloalanina odgrywają rolę w wa}nych 

mechanizmach przeciwutleniających. 

Wspomniane aminokwasy występowaBy w większych ilo\ciach w odtBuszczonych 

hydrolizatach }óBtka jaja (Tabela 4). Analiza sekwencji aminokwasowych peptydów 

uzyskanych po hydrolizie wykazaBa w wielu przypadkach du}ą ilo\ć aminokwasów 

aromatycznych. Ich aromatyczne pozostaBo\ci stabilizują rodniki podczas reakcji 

wymiatania poprzez dostarczanie protonów do rodników z niedoborem elektronów, na co 

wskazali Delgado i in. (2015). Sheih i in. (2009) zasugerowali, }e obecno\ć tyrozyny mo}e 

przeksztaBcać wolne rodniki w rodniki fenoksylowe, co prowadzi do zahamowania reakcji 

Bańcuchowej peroksydacji. 

Wyniki testów DPPH· i ABTS·+ są w wielu przypadkach wy}sze ni} te okre\lone dla 

powszechnych produktów dietetycznych. PrzykBadowo, aktywno\ć w te\cie odbarwiania 

ABTS·+ osiągnęBa 390,43 mmol troloksu/kg (Tabela 9). ByBa ona wy}sza w porównaniu ze 

szpinakiem (8,49 mmol troloksu/kg), papryczką chili (7,62 mmol troloksu/kg) czy maliną 

(16,79 mmol troloksu/kg) w suchej masie (Pellegrini i in. 2003). Równie} aktywno\ć 

zbierająca DPPH· w przypadku mieszanki EYPe byBa znacznie wy}sza. Jak wynika  

z dotychczas opublikowanych badań, 10 z 13 truskawek charakteryzuje się jednym  

z najwy}szych ekwiwalentów kwasu askorbinowego (520,70 mg/100 g) (Floegel i in. 2011). 

Wynik ten jest znacznie ni}szy ni} uzyskany dla EYPe (1776,66 ± 32,99 mg kwasu/100 g) 

– Tabela 9. Porównanie wyników wBasnych z wynikami dla frakcji peptydów }óBtka jaja 

(Eckert i in. 2018) wykazaBo, }e rozdzielone i klarowne frakcje peptydowe miaBy wy}sze 

warto\ci: od 0,50 do 2,75 µmol troloksu/mg w te\cie DPPH· i od 19,90 do 88,25 µg Fe2+/mg 

w te\cie FRAP. Mo}e to być związane z wysokim nara}eniem na czyste, skoncentrowane 

peptydy. Naszym zaBo}eniem byBo stworzenie mieszaniny o warto\ciach antyoksydacyjnych 

w prosty sposób. Eckert i in. (2018) przedstawili porównywalne wyniki zdolno\ci 

wymiatania wolnych rodników przez foswitynę (0,11 µmol troloksu/mg) po 5-godzinnej 

hydrolizie proteazami bakteryjnymi. Graszkiewicz i in. (2007) wykazali podobne poziomy 

aktywno\ci wymiatania wolnych rodników przez hydrolizat biaBka jaja (z trypsyną) po 

rozdzieleniu z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwróconym 

ukBadzie faz. Dla dwóch frakcji osiągnięto warto\ci 0,18 i 0,19 µmol troloksu/mg. 
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Tabela 9. Aktywno\ć przeciwutleniająca biaBka }óBtka jaja po hydrolizie – EYPe (\rednia ± 

odchylenie standardowe) 

Próbka 
FRAP 
(mmol 

Fe2+/kg) 

FRAP 
(µg Fe2+/mg) 

DPPH 
(mg */100g) 

DPPH 
(µmol 

troloksu/mg) 

ABTS 
(mmol 

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 sBabszą aktywno\ć obliczono dla redukcji jonów }elazowych. Mieszanina 

peptydów wykazaBa znacznie ni}szą aktywno\ć FRAP ni} czerwona kapusta (51,53 mmol 

Fe2+/kg) lub czerwona porzeczka (44,86 mmol Fe2+/kg). Mo}e to być związane z maBą 

zawarto\cią seryny w proponowanych peptydach, których grupa hydroksylowa uczestniczy 

w redukcji jonów metali. Ró}nice w warto\ciach uzyskanych metodą wymiatania wolnych 

rodników i metodą FRAP mogą być równie} spowodowane ró}nicami w warunkach reakcji. 

WedBug Zou i in. (2011), skuteczno\ć metody przeciwutleniającej dającej wysokie warto\ci 

ekwiwalentów troloksu lub kwasu askorbinowego jest związana z ró}nym mechanizmem 

le}ącym u podstaw testów oceny, nawet dla tego samego skBadu. Wskazali, }e odpowiedni 

dobór testów przeciwutleniających jest wysoce skorelowany nie tylko z sekwencją 

aminokwasów, ale tak}e z optymalnymi warunkami reakcji. 

 

7.1.6 Aktywność przeciwbakteryjna 

Mechanizm dziaBania peptydów przeciwdrobnoustrojowych obejmuje wiązanie się z 

bBoną komórkową poprzez przyciąganie elektrostatyczne pomiędzy resztami kationowymi 

peptydów i skBadnikami anionowymi lub lokalnymi lipidami bBony zewnętrznej. Peptydy 

przeciwdrobnoustrojowe dziaBają, zarówno na bakterie Gram (+), jak i Gram (2) 

(Li i in. 2021). Mieszanina EYPe w stę}eniu 50 mg/ml hamowaBa wzrost badanych szczepów 

– Tabela 10. Silne hamowanie wykryto u bakterii Gram (+), podczas gdy bakterie Gram (2) 

byBy mniej wra}liwe na peptydy. Mniejsze strefy hamowania obserwowano przy stę}eniu 

25 mg/ml. WBa\ciwo\ci te wynikają z obecno\ci sekwencji DSYEHGGEP, 

HVDLDEVANKIA i FEDPERQESSRKE, które zidentyfikowano jako odpowiedzialne za 

aktywno\ć przeciwbakteryjną – Tabela 10.  
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Tabela 10. Aktywno\ć przeciwdrobnoustrojowa biaBka }óBtka jaja po hydrolizie – EYPe 

(\rednia ± odchylenie standardowe) 

Szczep Gram 
Strefa hamowania (mm) 

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 (2) 12,3 ± 0,6 8,3 ± 0,6 

Pseudomonas aeruginosa (2) 9,3 ± 0,6 8,0 ± 1,0 

Hafnia alvei (2) 9,3 ± 0,6 9,0 ± 1,0 

Acinetobacter 

radioresistans 

(2) 8,7 ± 0,6 7,7 ± 0,6 

Stenotrophomonas 

maltophila 

(2) 8,7 ± 0,6 7,7 ± 0,6 

 

Podobne wyniki zaobserwowali Pellegrini i in. (2004), którzy odkryli, }e szczepy 

Gram (+) Bacillus są wysoce podatne na dziaBanie peptydów trawionych trypsyną  

i chymotrypsyną. Jednocze\nie wskazali sBabą aktywno\ć bakteriobójczą peptydów 

przeciwko bakteriom Gram (2). Aktywno\ć przeciwdrobnoustrojową peptydów }óBtka jaja 

opisali równie} Pimchan i in. (2023). Po frakcjonowaniu peptydów z }óBtek jaj 

hydrolizowanych pepsyną zidentyfikowali 13 peptydów o aktywno\ci przeciwbakteryjnej, 

które hamowaBy wzrost B. cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Salmonella 

typhimurium. Wzrost tych gatunków bakterii jest równie} skutecznie hamowany przez 

ekstrakty ro\linne, które, podobnie jak peptydy, wydają się być dobrą alternatywą dla 

antybiotyków, zwBaszcza jako naturalne \rodki zapobiegające i wspomagające podczas 

zatruć pokarmowych (Mostafa i in. 2018).  
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7.2 Badania z zakresu pozyskania peptydów z biaBek serwatkowych 
o wBaściwościach przeciwutleniających i przeciwdrobnoustrojowych 
(PIII) – Etapy IV-V 

 

7.2.1 Stopień hydrolizy biaBek serwatkowych przez ró|ne enzymy 

Jak wskazano w pracy (PI), aktywno\ć enzymów odgrywa wa}ną rolę w hydrolizie 

biaBek. W pierwszym etapie badań przeprowadzono enzymatyczną hydrolizę biaBek 

serwatkowych przy u}yciu trzech ró}nych enzymów i w tych samych warunkach reakcji 

enzymatycznej (wybranych po wstępnej optymalizacji; wyniki wBasne nieopublikowane) 

(PIII). Wcze\niej pomy\lnie przetestowano ró}ne komercyjne proteazy do produkcji 

bioaktywnych hydrolizatów z mleka, w tym biaBek serwatkowych. W pracy (PIII) do analizy 

wybrano reakcje katalizowane przez pepsynę, papainę i trypsynę. Dla ka}dego z wariantów 

stopień hydrolizy okre\lono w ró}nych punktach czasowych. Na Wykresie 3 przedstawiono 

wpByw specyficzno\ci enzymu i czasu reakcji na stopień hydrolizy. Wykazano, }e spo\ród 

trzech enzymów u}ytych w naszym badaniu, biaBka serwatkowe hydrolizowane papainą po 

3-godzinnej reakcji wykazaBy istotnie wy}sze warto\ci DH ni} serwatka hydrolizowana 

trypsyną czy pepsyną. Stopień szybko\ci hydrolizy wynosiB: 15%, 22% i 33%, odpowiednio 

dla trypsyny, pepsyny i papainy (Wykres 3). Najwy}szą wydajno\ć reakcji enzymatycznej, 

ocenianą na podstawie stosunku uwolnionych peptydów do caBkowitej zawarto\ci biaBka, 

odnotowano w przypadku zastosowania hydrolizy z papainą (DH 33% po 3 godz.). Warto 

równie} zauwa}yć, }e ju} póBgodzinna reakcja pozwoliBa na osiągnięcie wysokiego stopnia 

hydrolizy biaBka serwatkowego. 

Zró}nicowany proces trawienia enzymatycznego daje ró}ne ilo\ci i rodzaje peptydów 

z tej samej matrycy }ywno\ci. Wybór konkretnego enzymu do katalizowania hydrolizy 

biaBka jest kierowany oceną jego selektywno\ci i dostępnymi danymi literaturowymi 

wskazującymi na jego przydatno\ć (PI). W przeprowadzonych badaniach do hydrolizy 

u}yto najczę\ciej stosowanych enzymów }oBądkowo-jelitowych, tj. pepsyny i trypsyny 

(PIII). Ponadto, wybrano je, uwzględniając dane literaturowe sugerujące, }e te enzymy są 

zdolne do generowania peptydów o dziaBaniu hamującym dipeptydylopeptydazę IV (DPP-

IV) i enzymu konwertującego angiotensynę (ACE) (Chatterjee i in. 2015, Jia i in. 2020) oraz 

o wBa\ciwo\ciach bakteriobójczych (Wang i in. 2020), przeciwnadci\nieniowych, 

przeciwutleniających (Giromini i in. 2019) i cytoochronnych (Ballatore i in. 2020).  

W ostatnich latach prowadzono równie} badania mające na celu uzyskanie bioaktywnych 
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peptydów z biaBek serwatkowych przy u}yciu enzymów pochodzenia ro\linnego. Wcze\niej 

wskazywano, }e proteazy pochodzenia ro\linnego (kardosyny A i B, papaina, bromelaina  

i ficyna) mogą być stosowane do uzyskiwania peptydów o aktywno\ci hamującej ACE 

(Estévez i in. 2020, Peslerbes i in. 2022). W związku z tym papaina zostaBa równie} wybrana 

do tych badań (PIII). Enzym ten ma równie} pewne zalety, tj. większą aktywno\ć 

enzymatyczną i Bagodne warunki hydrolizy (Peslerbes i in. 2022). Jego zastosowanie 

umo}liwia obni}enie kosztów produkcji i poprawę wydajno\ci, produktywno\ci. Ponadto, 

papaina ma wąski zakres dziaBania – pH = 5-7, ale jest aktywna w szerokim zakresie 

temperatur, w tym w wy}szych (<90°C) (Kaur i i in. 2023). 

 

 

Wykres 3. Stopień hydrolizy (%) biaBek serwatkowych przez pepsynę, trypsynę i papainę 

w zale}no\ci od czasu dziaBania enzymu 

 

Badania literaturowe dotyczące hydrolizy serwatki wykazaBy do\ć ró}ne poziomy 

przebiegu procesu dla ró}nych stosowanych enzymów. Jest to związane z faktem, }e 

wydajno\ć enzymatycznej hydrolizy biaBek serwatkowych zale}y od takich czynników, jak 

rodzaj enzymu i substratu, ich stosunek, warunki hydrolizy i mieszania (Kordala i in. 2021). 

W badaniu przeprowadzonym przez Wang i in. (2020) hydrolizę biaBek serwatkowych 

przeprowadzono przy u}yciu trzech ró}nych enzymów. Znacznie ni}szy stopień hydrolizy 

zaobserwowano w wariantach z trzygodzinną hydrolizą papainą (DH = 9,3%), podczas gdy 

lepsze wyniki uzyskano dla próbek hydrolizowanych alkalazą (6 godz., DH = 32,2%)  

i trypsyną (4 godz., DH = 25,2%). Jednak czasy reakcji i zastosowane temperatury ró}niBy 

się. Kaur i in. (2023) równie} zaobserwowali ni}szy poziom hydrolizy biaBek serwatkowych 

przy u}yciu papainy (DH = 17,69%). Zbli}one wyniki do badań wBasnych (DH na poziomie 

32,28%) wykazali Du i in. (2022). 
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7.2.2 WBaściwości przeciwutleniające peptydów uzyskanych poprzez enzymatyczną 
hydrolizę biaBek serwatkowych (PIII) 

Okre\lono następnie wBa\ciwo\ci przeciwutleniające hydrolizatów serwatkowych 

uzyskanych poprzez enzymatyczną hydrolizę z udziaBem pepsyny, trypsyny i papainy 

(Tabela 11). PrzesBanką do podjęcia badań w kierunku tych wBa\ciwo\ci byBa wypomniana 

rosnącą często\ć występowania chorób cywilizacyjnych i zwiększenie zainteresowania 

}ywno\cią bioaktywną o ukierunkowanym oddziaBywaniu na organizm czBowieka. 

WBa\ciwo\ci przeciwutleniające odnoszą się do zdolno\ci niektórych cząsteczek do 

neutralizowania nadmiernych ilo\ci wolnych rodników tlenowych w organizmie, które 

odpowiadają za uszkodzenie komórek i są powiązane z występowaniem chorób (PI). Do 

okre\lenia aktywno\ci przeciwutleniającej stosuje się dwie kategorie metod: redukcję jonów 

metali do jonów o ni}szym utlenianiu przez badany przeciwutleniacz (FRAP) oraz zdolno\ć 

do wychwytywania stabilnych wolnych rodników (ABTS·+, DPPH). Bardzo często 

stosowaną metodą pomiaru aktywno\ci przeciwutleniającej, w tym równie} }ywno\ci, jest 

ocena aktywno\ci wymiatającej rodniki kationowe ABTS·+. 

Badania wBasne wskazaBy na znaczny potencjaB przeciwutleniający wszystkich 

uzyskanych hydrolizatów (Tabela 11). 

 

Tabela 11. PotencjaB przeciwutleniający peptydów uzyskanych poprzez enzymatyczną 

hydrolizę biaBek serwatkowych 

Zastosowany 
enzym 

ABTS 

(TE* µmol/g) 
FRAP 

(TE* µmol/g) 
DPPH 

(TE* µmol/g) 

Pepsyna 297,44a  ±24,11 16,22  ±2,03 4,87c  ±0,22 

Trypsyna 361,96b  ±31,02 19,68  ±1,50 1,75a  ±0,03 

Papaina 527,36c  ±25,13 17,56  ±2,16 3,56b  ±0,17 

* – ekwiwalent troloksu (TE) 
a-c – ró}nice statystycznie istotne przy p < 0,05 
 

Spo\ród hydrolizatów uzyskanych z trzygodzinnej reakcji z ró}nymi enzymami 

najwy}szą aktywno\ć odnotowano dla biaBek serwatkowych trawionych papainą – 

527,36 TE µmol/g, a następnie trypsyną i pepsyną (odpowiednio: 361,96 

i 297,44 TE µmol/g). Ze względu na prostotę, krótki czas analizy oraz stosunkowo wysoką 
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dokBadno\ć i powtarzalno\ć wyników, test oparty na badaniu reaktywno\ci rodnika DPPH z 

próbką jest jedną z najczę\ciej stosowanych metod pomiaru potencjaBu wymiatającego 

peptydów. Wyniki analizy DPPH hydrolizatów biaBek serwatkowych ekstrahowanych 

ró}nymi enzymami wykazaBy najwy}szy potencjaB wymiatania wolnych rodników formuBy 

uzyskanej przy u}yciu trypsyny – 19,68 TE µmol/g. Zdolno\ć ta przy u}yciu papainy 

i pepsyny byBa nieznacznie ni}sza, tj. odpowiednio: 17,56 i 16,22 TE µmol/g. 

W przypadku metody FRAP badania wskazaBy najwy}szy potencjaB redukujący 

hydrolizatu biaBek serwatkowych przygotowanych przy u}yciu pepsyny – 4,87 TE µmol/g, 

podczas gdy ni}szą warto\ć zaobserwowano dla hydrolizatu z udziaBem papainy – 

3,56 TE µmol/g. Hydrolizat uzyskany przy zastosowaniu trypsyny miaB najni}szy potencjaB 

przeciwutleniający – 1,75 TE µmol/g. 

Ró}nice zaobserwowane w aktywno\ci redukującej wolne rodniki hydrolizatów biaBek 

serwatkowych przygotowanych przy u}yciu ró}nych enzymów mogą być przypisane 

specyficzno\ci enzymu do konkretnego miejsca w Bańcuchu peptydowym. Jest on równie} 

powiązany z DH biaBek skBadowych, które ostatecznie wytwarzają hydrolizat zawierający 

ró}ne skBady aminokwasów (Kumar i in. 2016). DH i enzymy stosowane do katalizy 

hydrolizy odgrywają kluczową rolę w ustalaniu siBy redukującej hydrolizatów biaBkowych. 

Obserwowane ró}nice w aktywno\ci przeciwutleniającej pomiędzy testowanymi 

hydrolizatami biaBkowymi mogą być związane ze specyficznym profilem aminokwasowym 

peptydów (Wu i in. 2003). Sekwencja aminokwasów znacząco wpBywa równie} na siBę 

aktywno\ci przeciwutleniającej peptydów ze względu na ró}nice w aktywno\ci 

poszczególnych aminokwasów związane z ró}nicami w strukturze Bańcucha bocznego. 

Aktywno\ć ta przypisywana jest grupom Batwo utleniającym się, 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 i in. 

(2015) stwierdzili, }e tripeptydy zawierające tyrozynę wykazywaBy wy}szą aktywno\ć 

przeciwutleniającą przeciwko hydrofilowemu rodnikowi ABTS·+ w porównaniu do 

tripeptydów zawierających histydynę, co sugeruje istotną rolę reszt tryptofanu i tyrozyny 

w okre\laniu aktywno\ci wymiatania rodników. Testowane tripeptydy charakteryzowaBy się 

sBabą aktywno\cią wymiatania przeciwko hydrofobowemu rodnikowi DPPH, a ich 

aktywno\ć przeciwutleniająca przeciwko peroksydacji kwasu linolowego wykazaBa wysokie 

korelacje z testami ABTS i niskie korelacje z testami FRAP i DPPH. Stanowi to wyja\nienie 

ró}nic w wynikach testów potencjaBu przeciwutleniającego zaobserwowanych w badaniach 

wBasnych. 
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7.2.3 Aktywność przeciwbakteryjna peptydów z biaBek serwatkowych 

Ocenie aktywno\ci przeciwbakteryjnej peptydów z biaBek serwatkowych poddano 

jedynie hydrolizat z serwatki wytworzony przy u}yciu papainy. Wybrano go na podstawie 

uzyskanego najwy}szego stopnia hydrolizy i silnej aktywno\ci przeciwutleniającej. 

Analizowano wpByw peptydów z biaBek serwatkowych na wzrost o\miu izolatów 

bakteryjnych, wcze\niej uzyskanych z zepsutej }ywno\ci. Strefy zahamowania wzrostu byBy 

miarą aktywno\ci przeciwbakteryjnej tych hydrolizatów. Strefy zahamowania wzrostu 

wokóB studzienki z peptydami pochodzącymi z biaBek serwatkowych obserwowano dla 

czterech testowanych szczepów bakteryjnych, tj. Bacillus sp., Bacillus megaterium, 

Staphylococcus capitis i Rhizobium radiobacter (Tabela 12). Najwy}szą aktywno\ć 

przeciwbakteryjną obserwowano wobec Bacillus sp. ze strefą zahamowania 11 mm. Nie 

wykryto zahamowania wzrostu dla Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Exiguobacterium 

aurantiacum i Brevundimonas diminuta. Wyniki te wskazują na selektywny hamujący 

wpByw peptydów zawartych w hydrolizatach z biaBek serwatkowych na wzrost niektórych 

szczepów bakterii. Obserwowany efekt mo}na przypisać zdolno\ci bakterii, w tym Bacillus 

spp., do wydzielania pozakomórkowych proteaz, które są zdolne do inaktywacji peptydów 

przeciwbakteryjnych, na co wskazali Thwaite i in. (2006). 

 

Tabela 12. Aktywno\ć przeciwdrobnoustrojowa peptydów z biaBek serwatkowych 

hydrolizowanych przy u}yciu 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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Wcze\niejsze badania wykazaBy, }e enzymatyczna hydroliza biaBek serwatkowych 

powoduje uwolnienie peptydów przeciwdrobnoustrojowych, które są zaszyfrowane 

w biaBkach serwatkowych. Pozytywny wpByw enzymatycznej hydrolizy papainy na 

aktywno\ć przeciwdrobnoustrojową wykazano wcze\niej w przypadku hydrolizatów 

papainy, np. biaBek serwatkowych mleka bawolego i wielbBądziego (Salami i in. 2010, 

Meignanalakshmi i Vinoth Kumar 2013, Abdel-Hamid i in. 2016). 

Peptydy pochodzące z degradacji β-laktoglobuliny, w tym peptyd 

AASDISLLDAQSAPLR zidentyfikowany w badaniach wBasnych, są odpowiedzialne za 

wskazaną aktywno\ć przeciwdrobnoustrojową hydrolizatu. Potencjalnie ten efekt mo}e być 

równie} przypisywany obecno\ci innych sekwencji w uzyskanych peptydach pochodzących 

z hydrolizy β-laktoglobuliny, tj. VAGTWY, VLVLDTDYK i IPAVFK o aktywno\ci 

przeciwdrobnoustrojowej, które zostaBy wcze\niej zidentyfikowane przez Pellegrini 

i in. (2001). Obecno\ć peptydów przeciwdrobnoustrojowych w hydrolizacie daje podstawy, 

aby wnioskować, }e dodanie tych peptydów do produktów spo}ywczych mo}e mieć 

hamujący wpByw na wzrost niektórych niepo}ądanych bakterii obecnych w }ywno\ci. 

 

7.2.4 Identyfikacja peptydów pochodzących z biaBek serwatkowych i ich 
przewidywana aktywność biologiczna 

Postępując zgodnie z metodologią hydrolizy z udziaBem papainy i warunkami 

opisanymi w rozdziale MateriaBy i metody, wyekstrahowano i zidentyfikowano 

107 peptydów. Analiza LC-MS zidentyfikowaBa peptydy o ró}nej dBugo\ci, tj. od 7 do 

27 aminokwasów. W ramach badań podjętych w firmie Biolive Innovation Sp z o.o. 

dokonano przygotowania szczegóBowej listy wszystkich zidentyfikowanych sekwencji 

peptydowych, w tym informacji o biaBkach, z których pochodzą, oraz aktywno\ci 

biologicznej peptydów, okre\lonej na podstawie danych dostępnych w bazach danych 

i przewidywane na podstawie sekwencji (Tabela 13). 
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Tabela 13. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

LILR2 A0A075CD25 LEVLPKP 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniający; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Albumina bydlęca 

A0A140T897, 
A0A3Q1LNN7, 
P02769, 
B0JYQ0 

VTKLVTDLTKVH 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

LVTDLTKVH 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

KLVTDLTKVH 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Aańcuch cię}ki dyneiny 
aksonemalnej 17 

A0A3Q1LFR8, 
A0A3Q1LFZ1, 
A0A3Q1LS97, 
A0A3Q1LUZ9, 
A0A3Q1M5E4, 
A0A3Q1M7H2, 
A0A3Q1MI93, 
A0A3Q1MLC2,  
E1BLB4, 
G3N2A4 

LDEILEKI 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko coiled-coil 
zawierająca 88C 

A0A3Q1LKA7, 
E1BCQ3 

KVLLLVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

ATPaza transportująca 
fosfolipidy 8B3; ATPaza 
transportująca fosfolipidy; 
ATPaza, klasa I, typ 8B 

A0A3Q1LLH5, 
F1MFC4, 
Q0II98 

PIMLVIL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Aańcuch cię}ki dyneiny 
aksonemalnej 10 

A0A3Q1LNB4, 
A0A3Q1M7C5,  
F1MSP8 

HIRILVT 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
IV; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od cyklicznego 
adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny 

BiaBko ADAMTS-20 
A0A3Q1LQP7, 
E1B900 

IPLPLLVT 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptidazy; inhibitor laktocepiny 

BiaBko wymiany anionów, 
elektrogenny kotransporter 
wodorowęglanu sodu 1 

A0A3Q1LUF6, 
A0A3Q1LVR7, 
B2NIZ2, 
E1BIN2, 
F6RYQ5, 
Q9GL77 

APILKFI 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
IV; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od cyklicznego 
adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny 

  



42 
 

Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko endometrium 
związane z progestagenem, 
gBówny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

VYVEELKPTPEGDLEIL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; stymulacja 
uwalniania GLP-1; neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; wią}ący cynk; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylo peptidazy III (DPP-III); osteoanaboliczny 

ASDISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny 

LDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwutleniające; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro 
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny 

VEELKPTPEGDLEIL 

Znane: wią}ący cynk; 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; stymulacja 
uwalniania GLP-1; neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; wią}ący cynk; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

SDISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie 
(biaBko) 

Identyfikator 
biaBka 

(UniProt) 
Sekwencja aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko 
endometrium 
związane z 
progestagenem, 
gBówny alergen 
beta-
laktoglobulina, 
beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

KIDALNENKVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

ALKALPMHIR 

Potencjalnie: inhibitor ACE; Neuropeptyd; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
III; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od cyklicznego 
adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny 

VRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; Neuropeptyd; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
dipeptidyl peptidase III inhibitor; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej 
od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny; 
hypocholesterolemic 

KTKIPAVFKID 
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; wią}ący cynk; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

YVEELKPTPEGDLEIL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; stymulacja 
uwalniania GLP-1; neuropeptyd; przeciwutleniające; wią}ący cynk; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; wią}ący cynk; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; osteoanaboliczny 

ELKPTPEGDLEIL 

Znana aktywno\ć: wią}ący cynk; 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania GLP-1; przeciwutleniające; wią}ący cynk; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko endometrium 
związane z 
progestagenem, 
gBówny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

ALNENKVLVLDTDYK 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja 
wychwytu glukozy; Regulating; przeciwzakrzepowe; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

VFKIDALNENKVLVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

AMAASDISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja 
wychwytu glukozy; regulujące; przeciwutleniające; hipotensyjne; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor 
Xaa-Pro aminopeptidazy; inhibitor laktocepiny 

LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLA 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; 
immunomodulujące; neuropeptyd; regulator aktywno\ci kinazy 
fosfoglicerynianowej; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; aktywacja proteolizy zale}nej od ubikwityny; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III  

AASDISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; regulujące; 
stymulacja wychwytu glukozy; przeciwutleniające; hipotensyjne; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro 
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko endometrium 
związane z progestagenem, 
gBówny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

VYVEELKPTPEGDLEILL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; stymulacja 
uwalniania GLP-1; neuropeptyd; przeciwutleniające; wią}ący 
cynk; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; 
osteoanaboliczny  

VEELKPTPEGDLEILL 

Potencjalnie: ACE-inhibitor, stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania GLP-1, stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; neuropeptyd; przeciwutleniające; wią}ący 
cynk; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III  

AMAASDISLLDAQSAPLR 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie 
wychwytu glukozy; regulujący; hipotensyjny; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro 
aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny  

LLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny  

VLDTDYKKYL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; regulujące; przeciwzakrzepowe; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko endometrium 
związane z progestagenem, 
gBówny alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

ISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy; 
regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny 

FKIDALNENKVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE;  stymulowanie wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

KTKIPAVFKID 
ALNENKVLVL 

Potencjalnie: inhibitor ACE;  przeciwbakteryjny; stymulowanie 
wychwytu glukozy; przeciwutleniające; wią}ący cynk; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

ISLLDAQSAPLRV 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy; 
regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; 
inhibitor laktocepiny  

KPTPEGDLEILL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; neuropeptyd; stymulacja wychwytu 
glukozy; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

LIVTQTMKGLD 
IQKVAGTW 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
IV 

KIDALNENKVLVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie 
(biaBko) 

Identyfikator 
biaBka 

(UniProt) 
Sekwencja aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko 
endometrium 
związane z 
progestagenem, 
gBówny alergen 
beta-
laktoglobulina, 
beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

KTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYK 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwzakrzepowe; przeciwbakteryjny; wią}ący cynk; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

DISLLDAQSAPLRVY 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy; 
regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny 

AASDISLLDAQSAPLR 

Znane: przeciwbakteryjny; 
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie 
wychwytu glukozy; regulator aktywno\ci kinazy 
fosfoglicerynianowej; hipotensyjne; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; 
inhibitor laktocepiny  

FKIDALNENKVLVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulowanie wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

LAMAASDISLLDAQSAPLR 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulowanie 
wychwytu glukozy; regulator aktywno\ci kinazy 
fosfoglicerynianowej; hipotensyjne; aktywacja proteolizy 
zale}nej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; 
inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny  
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko endometrium 
związane z 
progestagenem, gBówny 
alergen beta-
laktoglobulina, beta-
laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

VYVEELKPTPEG 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja uwalniania GLP-1; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; 
osteoanaboliczne 

LDAQSAPLRV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; 
inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; inhibitor laktocepiny  

IPAVFKID 
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV 

LIVTQTMKGLDIQK 
VAGTWYS 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; 
immunomodulujące; neuropeptyd; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

MAASDISLLDAQSAPLRV 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; stymulacja 
wychwytu glukozy; regulator aktywno\ci kinazy 
fosfoglicerynianowej; hipotensyjne; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-Pro; 
inhibitor laktocepiny  

VEELKPTPEGDLEILLQ 

Potencjalnie: inhibitor ACE; neuropeptyd; stymulacja wychwytu 
glukozy; stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; 
stymulacja uwalniania GLP-1; przeciwutleniające; wią}ący cynk; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie 
(biaBko) 

Identyfikator 
biaBka 

(UniProt) 
Sekwencja aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność biologiczna 
(na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

BiaBko 
endometrium 
związane z 
progestagenem, 
gBówny alergen 
beta-laktoglobulina, 
beta-laktoglobulina 

A0A3Q1LYE8, 
A0A3Q1M701, 
B5B0D4, 
P02754 

FDKALKALPMHIR 
Potencjalnie: inhibitor ACE; neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od 
cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny 

VYVEELKPTPE 

Potencjalnie: ACE-inhibitor; stymulacja wychwytu glukozy; stymulacja 
uwalniania GLP-1; stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; 
neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; 
osteoanaboliczne 

NENKVLVLDTDYKKYLLF 

Potencjalnie: ACE-inhibitor, przeciwbakteryjny; stymulacja wychwytu 
glukozy; neuropeptyd; regulujące; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; 
ligand permeazy bakteryjnej; agonista opioidowy; wią}ący cynk; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; osteoanaboliczne 

IDALNENKVL 
Potencjalnie: ACE-inhibitor; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; osteoanaboliczne 

KPTPEGDLEIL 

Znane: inhibitor dipeptydylopeptydazy IV, wią}ący cynk; 
Potencjalnie: ACE-inhibitor; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor alfa-glukozydazy 

LIVTQTMKGLDIQKVA 
GTWYSLAM 

Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwbakteryjny; immunomodulujące; 
neuropeptyd; regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; stymulacja 
wychwytu glukozy; przeciwutleniające; aktywacja proteolizy zale}nej od 
ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) Identyfikator biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 
biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

PMS1 homolog 2, 
komponent systemu 
naprawy bBędnie 
sparowanych zasad 

A0A3Q1M1S8, 
A0A3Q1M5A6, 
A0A3Q1N669, 
E1BA65 

KLLLAVL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; activating 
ubiquitin-mediated proteolysis; inhibitor dipeptydylopeptydazy 
IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

BiaBko C2 , nale}ące do 
rodziny 35 no\ników 
substancji rozpuszczonych 

A0A3Q1M589, 
Q29RM0 

DLELLLR 

Potencjalnie: ACE-inhibitor; stymulacja wychwytu glukozy; 
stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
alfa-glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor 
reniny 

BiaBko zawierające domenę 
RRM 

A0A3Q1M5Y7 APLIKFL 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od 
cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor reniny; inhibitor 
Xaa-Pro aminopeptydazy; inhibitor laktocepiny 

Cynkowa metalopeptydaza 
OMA1, 
Metaloendopeptydaza 
OMA1 

A0A3Q1M649, 
Q3SZN3 

KLLAIIV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
aktywacja proteolizy zale}nej od ubikwityny; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

Regulator transportu 
lizosomalnego 

A0A3Q1MD56, 
A5JIU1, F1MLZ4, 
Q9TTK4 

DLELLTI 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Alfa-S1-kazeina 
A0A3Q1MJE5,  
A0A3Q1NG86, 
B5B3R8, P02662 

APFPEVF 

Znana aktywno\ć: inhibitor alfa-glukozydazy; 
Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor ACE2; inhibitor alfa-
glukozydazy; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

biaBko MTCP1 
A0A3Q1NJI0, 
G3N2C7 

VEELLLK Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV 

VEELLLKLL 
GVEELLLKL 
VEELLLKL 

Beta-kazeina 

A0A452DHW7, 
A0A4D6WI58, 
A0A4D6WP97,  
P02666, 
J9UHS4, 
J9UJ96,  
T1T0C1 

DELQDKIHPF 
Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor ACE2; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV, inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

Beta-kazeina 
A0A452DHW7, 
A0A4D6WP97, 
J9UHS4 

YPFPGPIHN 

Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; 
przeciwzakrzepowe; immunomodulujące; opioidowe; regulujące 
aktywno\ć bBony \luzowej }oBądka; przeciwzakrzepowe; 
przeciwutleniające; inhibitor wydzielania insuliny; 
chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biaBka 
związanego z Myc 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność biologiczna 
(na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Beta-kazeina 
A0A452DHW7, 
A0A4D6WP97, 
J9UHS4 

VYPFPGPIH 

Zanan aktywno\ć: inhibitor prolyl endopeptydazy 
(przeciwamnezyjne); 
Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; 
immunomodulujące; opioidowe; regulujące aktywno\ć bBony \luzowej 
}oBądka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; inhibitor 
wydzielania insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biaBka związanego z 
Myc 

LVYPFPGPIH 

Znana aktywno\ć: inhibitor ACE; 
Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; 
immunomodulujące; opioidowe; regulujące aktywno\ć bBony \luzowej 
}oBądka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; inhibitor 
wydzielania insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; stymulacja wychwytu 
glukozy; inhibitor beta-kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; 
inhibitor biaBka związanego z Myc 

PFPGPIH 

Potencjalnie: inhibitor prolyl endopeptydazy; przeciwamnezyjne; 
inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; regulujące aktywno\ć bBony 
\luzowej }oBądka; inhibitor wydzielania insuliny; chemotaktyczne; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; inhibitor biaBka 
związanego z Myc 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Beta-kazeina 
A0A452DHW7, 
A0A4D6WP97, 
J9UHS4 

YPFPGPIH 

Potencjalnie: inhibitor prolyl endopeptydazy; przeciwamnezyjne; 
inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; immunomodulujące; 
opioidowe; regulujące aktywno\ć bBony \luzowej }oBądka; 
przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; inhibitor wydzielania 
insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; inhibitor beta-
kazomorfina-5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biaBka 
związanego z Myc 

Alfa-laktalbumina 

A0A452DI34,  
B6V3I5,  
G9G9X6, 
P00711 

DKFLDDDLTD Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor fosfodiesterazy 
zale}nej od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor 
reniny 

KFLDDDLTD 

DKFLDDDLT 

TTFHTSGYDTQAIVQ Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
wią}ące wapń; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny TFHTSGYDTQAIVQ 

DKFLDDDLTDDIM Potencjalnie: inhibitor ACE; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor fosfodiesterazy 
zale}nej od cyklicznego adenozynomonofosforanu; inhibitor 
reniny 

KFLDDDLTDDIM 
KFLDDDLT 
KFLDDDLTDDIM 

RELKDLKGYGGVS 

Potencjalnie: inhibitor ACE; immunomodulujące; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność biologiczna 
(na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Alfa-laktalbumina 

A0A452DI34,  
B6V3I5,  
G9G9X6, 
P00711 

INYWLAH 
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwzapalne; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; wią}ący cynk; aktywacja proteolizy 
zale}nej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 

BiaBko z motywem 
wią}ącym RNA 44 
(RBM44) 

A0A452DIH8, 
E1BC15 

LDEIILR 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny 

Beta-kazeina 

A0A4D6WI58, 
P02666, 
J9UJ96, 
T1T0C1 

YPFPGPIPNS 

Znany: agonista receptora opioidowego (beta-kazomorfina-11); 
Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; 
immunomodulujące; opioidowe; regulujące aktywno\ć bBony \luzowej 
}oBądka; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; inhibitor wydzielania 
insuliny; chemotaktyczne; agonista opioidowy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor ACE2; inhibitor beta-kazomorfina-
5 butyrylocholinoesterazy; inhibitor biaBka związanego z Myc 

FPGPIPN 

Potencjalnie: przeciwamnezyjne; inhibitor ACE; przeciwzakrzepowe; 
immunomodulujące; regulujące aktywno\ć bBony \luzowej }oBądka; 
przeciwzakrzepowe; inhibitor wydzielania insuliny; chemotaktyczne; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor biaBka związanego z Myc 

BiaBko BOD1L 
A6QQK0, 
F1N2G1 

VEEILVK 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-
glukozydazy 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność biologiczna 
(na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Receptor dla sekretyny 
hormonu wzrostu 

A9QMC3, 
B5U8Y5, 
B7ZFQ1, 
C1PHZ1, 
C1PHZ2,  
C1PHZ4, 
C1PI23, 
C1PI24, 
C1PI29, 
C1PI30, C1PI32 

KLVILVI 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Powtórzenia WD i biaBko o 
strukturze coiled-coil 

E1BDF4 KLLLILV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko COG3 E1BGA6 LDELLEKL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko rusztowania 
symplekin 

E1BJF6 
DIELLLK Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 

wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

DIELLLKLI 
DIELLLKL 

BiaBko zawierające domenę 
SET 1A, metylotransferaza 
lizyny histonowej 

E1BLX2 EVEILLH 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; przeciwutleniające; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; 
inhibitor alfa-glukozydazy 

Otoferlina E1BMQ1 KIVLALL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
aktywacja proteolizy zale}nej od ubikwityny; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor dipeptydylopeptydazy III 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja 
aminokwasowa 

Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność biologiczna (na 
podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Proteoglikan siarczanu heparanu 
2 

F1MER7 LDELLVR 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko MROH8 
F1MK54, 
G3MWQ0 

KIVLLAI 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; aktywacja 
proteolizy zale}nej od ubikwityny; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III 

BiaBko Slit3 F1MMM6 DLEILTL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko zawierające domenę GP-
PDE 

F1MTT5 KILILLV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko MED 12 
F1MZ95, 
G3N1K4 

LLPLPKP 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; przeciwutleniające; 
hipotensyjne; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor reniny; inhibitor Xaa-
Pro; inhibitor laktocepiny 

BiaBko SLC13A4 
F6R7G2,  
Q08E60 

KLLLVIL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; 
stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Beta-1,4 N-
acetylogalaktozaminytransferaza 

G3X7L4 KLLLLLV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych; 
stymulacja wychwytu glukozy; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

Transtyretyna (TTR) O46375 

GSPAANVGVKVF 
Potencjalnie: inhibitor ACE; przeciwutleniające; hipotensyjne; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy IV 

LDTKSYWKSLG 
ISPFHEFAEVVF 

Potencjalnie: inhibitor ACE; Regulator aktywno\ci kinazy fosfoglicerynianowej; 
Anti inflammatory; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny; inhibitor fosfodiesterazy zale}nej od 
cyklicznego adenozynomonofosforanu; hipolipemiczny; ACE2 inhibitor 
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Tabela 13. c.d. Zidentyfikowane sekwencje peptydów uzyskane w wyniku hydrolizy biaBek serwatkowych przez papainę, informacje o biaBkach, 

z których pochodzą oraz przewidywane aktywno\ci biologiczne peptydów 

Pochodzenie (biaBko) 
Identyfikator 

biaBka 
(UniProt) 

Sekwencja aminokwasowa 
Znana aktywność peptydu lub potencjalna aktywność 

biologiczna (na podstawie bazy danych BIOPEP-UWM) 

Transtyretyna (TTR) O46375 DAVRGSPAANVGVKVF 
Potencjalnie: inhibitor ACE;  przeciwutleniające; hipotensyjne; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor 
dipeptydylopeptydazy III; inhibitor leucylotransferazy 

Galaktoza-3-O-
sulfotransferaza 3 

Q0VCH4 KILLLVL 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; neuropeptyd; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 

BiaBko palca cynkowego 574 

Q29RK0 EVELLLYK 

Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja uwalniania substancji 
wazoaktywnych; stymulacja wychwytu glukozy; 
immunostymulujący; przeciwzakrzepowe; przeciwutleniające; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy IV; inhibitor alfa-glukozydazy; 
inhibitor dipeptydylopeptydazy III; inhibitor reniny 

Histamina N-
metylotransferaza 

Q58DV7 KILIIIV 
Potencjalnie: inhibitor ACE; stymulacja wychwytu glukozy; 
neuropeptyd; inhibitor dipeptydylopeptydazy IV 
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W zale}no\ci od zastosowanych warunków reakcji enzymatycznej, w szczególno\ci 

od rodzaju enzymu, po hydrolizie biaBek serwatkowych uzyskuje się peptydy o ró}nych 

masach cząsteczkowych. Końcowy skBad i sekwencja aminokwasów determinują 

bioaktywno\ć powstaBego hydrolizatu. W przeprowadzonych badaniach ka}demu 

peptydowi przypisano więcej ni} jeden typ przewidywanej aktywno\ci biologicznej. Często 

zdarza się, }e pojedynczy peptyd ma więcej ni} jedną funkcję ze względu na wzajemne 

powiązanie szlaków metabolicznych kontrolujących okre\lone funkcje. Ponadto, niektóre 

peptydy mogą sBu}yć jako cząsteczki sygnaBowe i w ten sposób wywierać wpByw na 

poziomie systemowym. 

Na podstawie sekwencji peptydowych uzyskanych za pomocą LC-MS, po 

przeszukaniu baz danych, zidentyfikowano aktywno\ć biologiczną kilku peptydów. Nale}ą 

do nich peptydy wią}ące cynk takie, jak VEELKPTPEGDLEIL i ELKPTPEGDLEIL 

pochodzące z trawienia β-laktoglobuliny. Badania wykazaBy, }e peptydy mogą reagować 

z jonami cynku, tworząc chemicznie stabilne i rozpuszczalne chelaty. Są one zaanga}owane 

w transport pierwiastków i mogą zapobiegać interakcji cynku z ró}nymi związkami, np. 

kwasem fitynowym, w przewodzie pokarmowym. Chelaty peptydów cynkowych mogą być 

stosowane jako nowy sposób suplementowania organizmu ludzkiego cynkiem, poniewa} 

cynk obecny w takim chelacie mo}e dostać się do organizmu w trybie wchBaniania peptydu 

(Fu i in. 2020). Takie wią}ące cynk peptydy mogą mieć cenne zastosowania od}ywcze jako 

no\niki cynku w diecie, zwiększając biodostępno\ć i bioaktywno\ć tego pierwiastka. 

Ponadto, peptydy posiadające ligandy cynku są farmakologicznie istotne jako inhibitory 

enzymów zale}nych od cynku (metaloproteinazy), które są u}yteczne w kontrolowaniu 

patogenezy chorób zapalnych (Udechukwu i in. 2021). 

Zidentyfikowano równie} peptyd APFPEVF pochodzący z trawienia α-S1-kazeiny. 

Jest znany z zastosowania w zapobieganiu i leczeniu stanów patologicznych związanych 

z α-glukozydazą (Maugard i in. 2018, 2019). Bazy danych dostarczyBy równie} informacji 

na temat aktywno\ci peptydów uzyskanych podczas hydrolizy biaBek serwatkowych przy 

u}yciu β-kazeiny, tj. VYPFPGPIH, LVYPFPGPIH i YPFPGPIPNS. Peptyd VYPFPGPIH 

zostaB zgBoszony jako inhibitor aktywno\ci prolyl endopeptydazy (PEP), powiązanej 

z zaburzeniami neurodegeneracyjnymi. Inhibitory PEP są uwa}ane za \rodki, które mogą 

odwrócić utratę pamięci wywoBaną przez związki amnezyjne (Hsieh i in. 2016). 

LVYPFPGPIH zostaB zidentyfikowany jako inhibitor ACE, który wywiera dziaBanie 

przeciwnadci\nieniowe, podczas gdy YPFPGPIPNS jest znany jako β-kazomorfina-11, 

która nale}y do agonistów receptora opioidowego. Bioaktywne peptydy z tej rodziny są 
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zdolne do wiązania się i aktywowania receptorów opioidowych zlokalizowanych w ró}nych 

regionach ciaBa (w tym w ukBadzie odporno\ciowym, przewodzie pokarmowym 

i potencjalnie w o\rodkowym ukBadzie nerwowym) i mogą ró}nicowo wpBywać na takie 

procesy, jak immunosupresja, wchBanianie skBadników od}ywczych z przewodu 

pokarmowego, sygnalizacja opioidowa, hiperglikemia czy stres oksydacyjny (Meisel 

i Frister 1989, de Vasconcelos i in. 2023). 

Analiza aktywno\ci innych peptydów wskazuje, }e mogą one wywierać szereg 

korzystnych efektów fizjologicznych, w tym obni}ać ci\nienie krwi, zapobiegać chorobom 

ukBadu krą}enia, dziaBać hipolipidemicznie, utrzymywać homeostazę glukozy, regulować 

aktywno\ć bBony \luzowej }oBądka, oddziaBywać na ukBad nerwowy oraz dziaBać jako \rodki: 

przeciwcukrzycowe, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, immunomodulujące, 

przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniające i osteoanaboliczne. 

Badania Kaur i in. (2023) wykazaBy, }e proteom mleka zawiera peptydy, które są 

nieaktywne w natywnym biaBku, ale po uwolnieniu stanowią biologicznie aktywne peptydy, 

które mogą oddziaBywać z odpowiednimi receptorami i regulować ró}norodne funkcje 

fizjologiczne w organizmie. Peptydy uwalniane z biaBek serwatkowych wykazaBy dziaBanie 

przeciwnadci\nieniowe (inhibitory ACE), przeciwutleniające, przeciwnowotworowe oraz 

poprawiające funkcje poznawcze i pamięć. 

Za gBówne wspólne cechy biologicznie aktywnych peptydów uwa}a się aktywno\ć 

przeciwutleniającą i przeciwdrobnoustrojową. W badaniach wBasnych zidentyfikowano 

16 peptydów potencjalnie odpowiedzialnych za obserwowaną aktywno\ć 

przeciwdrobnoustrojową hydrolizatu. Z kolei, 58 peptydów pochodzących z trawienia biaBek 

serwatkowych jest potencjalnie związanych z potwierdzoną in vitro aktywno\cią 

przeciwutleniającą. Aktywno\ć ta zostaBa równie} powiązana z zapobieganiem 

nowotworów. W\ród zidentyfikowanych peptydów byBo równie} 12 wskazujących na 

potencjalną aktywno\ć przeciwnowotworową. Peptydy takie, jak biaBko związane 

z inhibitorem Myc (PAM, ang. protein associated with Myc), inhibitor DPP-III 

(ang. dipeptidyl peptidase III – dipeptydylopeptydazy III) i regulator aktywno\ci kinazy 

fosfoglicerynianowej, mogą być równie} proponowane jako wywierające dziaBanie 

przeciwnowotworowe. Peptydy o dziaBaniu immunomodulacyjnym i przeciwzapalnym 

(w tym inhibitor aminopeptydazy Xaa-Pro i inhibitor DPP-III) mogą mieć funkcje bardziej 

ogólnoustrojowe, czę\ciowo związane równie} z zapobieganiem nowotworom 

i odporno\cią. 
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Jedną z najczęstszych biologicznych aktywno\ci peptydów jest hamowanie enzymu 

konwertującego angiotensynę (ACE), co w analizach in silico przypisano wszystkim 

peptydom uzyskanym w ramach przeprowadzonych badań wBasnych. Efekt ten obejmuje 

hamowanie enzymu konwertującego angiotensynę, który przeksztaBca angiotensynę I (AT I) 

w angiotensynę II (AT II), w efekcie zmniejszając poziom ATII we krwi, który w nadmiarze 

zwę}a naczynia, powodując wzrost ci\nienia krwi. Wcze\niej wskazano (Chamata 

i in. 2020), }e kilka peptydów pochodzących z mleka i serwatki (biaBek serwatkowych) 

wykazuje wysoką aktywno\ć hamującą ACE in vitro (peptydy IPP, LIVTQ, IIAE, LVYPFP). 

Spo\ród peptydów zidentyfikowanych w tej pracy, APFPEVF, jak wcze\niej przewidywano, 

ma aktywno\ć hamującą ACE (FitzGerald i in. 2020). 

Oprócz peptydów hipotensyjnych, obni}anie ci\nienia krwi i dziaBanie 

przeciwmia}d}ycowe przypisuje się równie} peptydom z inhibitorem CaMPDE (ang. 

calmodulin-dependent cyclic nucleotide phosphodiesterase, czyli fosfodiesterazy 

cyklicznych nukleotydów zale}nych od kalmoduliny), inhibitorem DPP-III i inhibitorem 

reniny, a tak}e czę\ciowo peptydom stymulującym uwalnianie substancji wazoaktywnych. 

Z kolei, peptydy o dziaBaniu hipolipemicznym są równie} czę\ciowo związane 

z zapobieganiem chorobom sercowo-naczyniowym. DziaBanie to przypisuje się peptydom  

z aktywno\cią inhibitora reduktazy HMG-CoA (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 

A, czyli 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A). W badaniach wBasnych z analizy in 

silico wskazano, }e jeden ze zidentyfikowanych peptydów (RELKDLKGYGGVS) mo}e 

wykazywać taką aktywno\ć. Hamując aktywno\ć HMGR (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl 

reductase, czyli reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylu), peptydy te obni}ają tempo 

biosyntezy cholesterolu (Pak i in. 2012, Bansal i Cassagnol 2024). 

W przeciwieństwie do wy}ej wymienionych aktywno\ci, w\ród przewidywanych 

aktywno\ci peptydów przedstawionych w analizach in silico, aktywno\ć 

przeciwcukrzycowa, przeciwwirusowa, przeciwmia}d}ycowa i regulująca bBonę \luzową 

jelit zasBuguje na szczególną uwagę (Maestri i in. 2019). Kilka grup aktywno\ci 

peptydowych jest związanych z potencjaBem przeciwcukrzycowym i utrzymaniem 

homeostazy glukozy. Spo\ród przewidywanych aktywno\ci przypisywanych peptydom 

zidentyfikowanym w badaniach wBasnych, peptydy o potencjalnej aktywno\ci inhibitora 

DPP IV i inhibitora alfa-glukozydazy, a tak}e stymulujące uwalnianie peptydu 

glukagonopodobnego 1 i regulujące kinazę fosfoglicerynianową mogą wykazywać takie 

efekty. W badaniach wBasnych zidentyfikowano 17 peptydów o dziaBaniu 

przeciwwirusowym, bowiem okazaBy się mieć dziaBanie inhibitora aminopeptydazy 
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Xaa-Pro. Nale}y równie} zwrócić uwagę na peptydy o przewidywanym dziaBaniu na ukBad 

nerwowy. Nale}ą do nich peptydy o potencjalnym dziaBaniu neuropeptydowym, 

opioidowym, przeciwamnezyjnym i inhibitory β-kazomorfiny-5 butyrylocholinesterazy. 
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8 Wnioski 
Osiągnięcie naukowe, stanowiące zbiór trzech publikacji oraz nieopublikowanych 

wyników badań i opracowań wBasnych, dotyczy mo}liwo\ci wykorzystania surowców 

pochodzenia zwierzęcego (}óBtka jaja i serwatki) do produkcji bioaktywnych peptydów, ze 

szczególnym uwzględnieniem wBa\ciwo\ci przeciwutleniających i przeciwbakteryjnych,  

w procesie kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej. Uzyskane wyniki umo}liwiBy 

sformuBowanie następujących wniosków: 

1. PogBębiony przegląd literatury umo}liwiB wybór wstępnych parametrów 

prowadzenia procesu hydrolizy enzymatycznej wybranych biaBek pochodzenia 

zwierzęcego, tj. }óBtka jaja kurzego i biaBek serwatkowych, ukierunkowanej na 

pozyskanie peptydów o aktywno\ci przeciwutleniającej i przeciwbakteryjnej. 

2. Enzymatyczna hydroliza stanowi kluczowy etap, zarówno w procesie produkcji 

peptydów }óBtkowych, jak i serwatkowych. Efekt końcowy hydrolizy 

determinowany jest licznymi czynnikami, w tym gBównie: rodzajem enzymu, 

stosunkiem enzymu do substratu, temperaturą, warto\cią pH czy wielko\cią 

wyodrębnionego peptydu oraz jego sekwencją aminokwasową. Przeprowadzając 

hydrolizę enzymatyczną biaBka }óBtka jaja kurzego, najbardziej optymalne okazaBo 

się zastosowanie procesu dwuetapowego z u}yciem papainy i 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 biaBek 

serwatkowych najlepsze rezultaty uzyskano przy u}yciu papainy, przy stosunku 

enzymu do substratu równie} wynoszącym 1:10, w tych samych warunkach 

temperatury i pH. 

3. W procesie przygotowania }óBtek jaja kurzego wa}nym etapem jest usunięcie frakcji 

lipidowych, umo}liwiające skrócenie czasu hydrolizy, zwiększenie stopnia hydrolizy 

oraz uzyskanie biaBek o lepszej rozpuszczalno\ci i jako\ci.  

4. Wykorzystując serwatkę do uzyskania bioaktywnych peptydów, kluczowym etapem 

produkcji peptydów jest proces ultrafiltracji, który skutecznie eliminuje laktozę, ale 

tak}e mo}e powodować utratę czę\ci maBocząsteczkowych peptydów, co mo}e 

wpBynąć na ostateczny profil bioaktywny produktu. 

5. W badaniach nad hydrolizatami biaBek serwatkowych, papaina wykazaBa najwy}szy 

stopień hydrolizy, osiągając poziom 33,00% po trzech godzinach procesu. Podobnie, 

w przypadku hydrolizatów biaBka z }óBtek jaj, zastosowanie papainy i pepsyny 
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doprowadziBo do uzyskania peptydów o wysokim stopniu hydrolizy (33,36%)  

i po}ądanych wBa\ciwo\ciach bioaktywnych. 

6. Kontrolowana hydroliza biaBka z }óBtek jaja i serwatki umo}liwia uzyskanie 

mieszaniny peptydów o silnych wBa\ciwo\ciach przeciwutleniających. Zastosowanie 

papainy prowadzi do istotnego wzrostu aktywno\ci przeciwutleniającej otrzymanych 

mieszanin, mierzonej testem z rodnikiem DPPH i kationorodnikiem ABTS. 

Szczególnie wysoką aktywno\ć przeciwutleniającą oznaczono dla mieszanin 

peptydów otrzymanych z }óBtek jaja kurzego, która mierzona z rodnikiem DPPH 

wynosiBa 1776,66 mg ekwiwalentu kwasu askorbinowego/100 g, a mierzona  

z kationorodnikiem ABTS – 390,43 mmol troloksu/kg. Uzyskane wyniki 

potwierdzają mo}liwo\ć ich zastosowania jako naturalnych przeciwutleniaczy  

w }ywno\ci. 

7. Mieszaniny peptydów otrzymane w procesie kontrolowanej hydrolizy biaBka z }óBtek 

jaja i serwatki wykazaBy wBa\ciwo\ci przeciwbakteryjne. Mieszaniny peptydów  

z }óBtek jaja charakteryzowaBy się silnym dziaBaniem przeciwko bakteriom Gram (+), 

w tym Bacillus cereus, co mo}e czynić je warto\ciowymi skBadnikami naturalnych 

konserwantów }ywno\ci. Podobne wBa\ciwo\ci przeciwbakteryjne wykazano  

w przypadku mieszaniny peptydów otrzymanych z hydrolizy biaBek serwatkowych, 

które hamowaBy wzrost szeregu patogenów, w tym Bacillus cereus i Staphylococcus 

aureus. 

8. Zastosowanie nowo zaprojektowanych warunków reakcji enzymatycznej hydrolizy 

biaBek }óBtka jaja kurzego z wykorzystaniem papainy pozwoliBo na zidentyfikowanie 

za pomocą spektrometrii masowej 1234 sekwencji peptydów. Natomiast  

w przypadku biaBek serwatkowych oznaczono ich 107. Większo\ć 

zidentyfikowanych sekwencji peptydowych stanowiBy nowe peptydy, które 

wcze\niej nie byBy opisane ani zdeponowane w bazach danych. 

9. Otrzymane hydrolizaty stanowiBy {ródBo peptydów o wielokierunkowym 

oddziaBywaniu na organizm czBowieka. W przypadku mieszanin uzyskanych 

z hydrolizatu biaBek serwatkowych, peptydy o wBa\ciwo\ciach przeciwutleniających, 

np. peptyd o sekwencji LDAQSAPLRVY, oraz o wBa\ciwo\ciach 

przeciwbakteryjnych, np. peptyd o sekwencji AASDISLLDAQSAPLR, stanowiBy 

16,8% i 4,5% mieszaniny, odpowiednio.  Dodatkowo zidentyfikowano szereg 

peptydów o innych potencjalnych funkcjach, tj. inhibicja ACE (28,1%), stymulacja 

wychwytu glukozy (18,6%), dziaBanie neuropeptydowe (9,2%), inhibicja reniny 
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(8,4%), stymulacja uwalniania substancji wazoaktywnych (5,2%), dziaBanie 

przeciwnowotworowe (3,2%), hipotensyjne (2,3%), przeciwamnezyjne (2,0%) czy 

opioidowe (1,7%). Natomiast w mieszaninach uzyskanych po hydrolizie biaBka z 

}óBtek jaja kurzego peptydy o wBa\ciwo\ciach przeciwutleniających, 

reprezentowanych przykBadowo prze peptyd o sekwencji PTDQKVGWGGEGQIQ, 

oraz o wBa\ciwo\ciach przeciwbakteryjnych, np. peptyd o sekwencji 

HVDLDEVANKIA, stanowiBy  25,0% i 18,8%, odpowiednio. Mieszanina ta 

zawieraBa równie} peptydy o potencjalnej funkcji inhibicji ACE (31,2%) oraz o 

dziaBaniu antyproliferacyjnym (18,8%) i opioidowym (6,2%). 

10. Zoptymalizowane laboratoryjnie warunki hydrolizy umo}liwiBy przeskalowanie 

procesu do skali przemysBowej (przy wsadzie jednorazowym większym ni} 1000 kg 

biaBka), z zachowaniem oznaczonej aktywno\ci biologicznej peptydów. 

11. Do\wiadczenia rynkowe w obrocie bioaktywnymi mieszaninami peptydów 

wskazują, }e kluczowym wyzwaniem przyszBych badań jest opracowanie metod 

zwiększania stabilno\ci peptydów podczas przechowywania i obróbki termicznej, co 

jest istotne dla ich zastosowania w przemy\le spo}ywczym. Mikroenkapsulacja oraz 

modyfikacje chemiczne mogą poprawić trwaBo\ć i biodostępno\ć peptydów. 

Konieczne są równie} badania kliniczne, aby potwierdzić ich skuteczno\ć 

prozdrowotną, zwBaszcza w zakresie wBa\ciwo\ci przeciwdrobnoustrojowych, 

antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych. 

12. Na podstawie do\wiadczenia rynkowego stwierdzono, }e uzyskane hydrolizaty 

zawierające mieszaninę bioaktywnych peptydów mogą potencjalnie znale{ć 

zastosowanie w opracowywaniu }ywno\ci i napojów funkcjonalnych, suplementów 

diety lub nutraceutyków. 
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PROCEDURA PRODUKCJI BIOLGICZNIE AKTYWNYCH 
PEPTYDÓW Z {ÓATKA JAJA   

 

Spis treści: 

1. Zakup i transport surowca wyj\ciowego, enzymów i odczynników chemicznych 

niezbędnych do produkcji proteopeptydów. 

2. Przyjęcie i przechowywanie surowca wyj\ciowego oraz odczynników do produkcji 

proteopeptydów.  

3. Wypakowanie surowca wyj\ciowego. 

4. Poddanie surowca wyj\ciowego procesowi oczyszczania.  

5. Przygotowanie odczynników do procesu hydrolizy. 

6. Hydroliza oczyszczonego surowca. 

7. Zatę}anie hydrolizatu. 

8. Suszenie zatę}onego hydrolizatu. 

9. Pakownie uzyskanych proteopeptydów.  

10. Przechowywanie powstaBego produktu.  
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Ad 1. Zakup surowca wyjściowego, enzymów i odczynników 

W procedurze wytwarzania peptydów wykorzystywane są następujące odczynniki, 

surowce (je\li nie zaznaczona o jako\ci co najmniej spo}ywczej): 

1. PBynne pasteryzowane }óBtka jaja kurzego,  

o EggYolk EIPRO-Vermarktung GmbH & Co. KG opakowanie 10 litrów typu 

worek LDPE w kartonie 

2. Papaina,  

o Performase 500 TU MD LD o  aktywno\ci proteolitycznej 7,46 mU 

BAPA/mg (ca. 500 TU/mg)., Bart sp. z o.o. ul. Norwida 4 05-250 SBupno, 

20 kg worek aluminiowy, towar pakowany pró}niowo 

3. Pepsyna,  

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

05-250 SBupno, 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany pró}niowo 

4. Etanol,  

o Spirytus 95%, Bartex Bartol Sp z o.o., sp. K. , Paproć 111, 64-300 Nowy 

Tomy\l  , opakowanie karnister HDPE 25L 

5. Kwas solny 

o Kwas solny 35-38%, Firma Chempur OddziaB Piekary [ląskie Jana Lortza 

70A 41-940 Piekary [ląskie, opakowanie karnister HDPE 20L 

6. Zasada sodowa. 

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

Lublin, worek 25 kg polietylenowy 

 

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

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktów\Dokumenty do surowców - 

archiwum\Peptydy }óBtkowe 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
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Ad 2. Procedura przyjęcia i przechowywania surowca wyjściowego i odczynników 

Po przyjęciu surowców sprawdzić jako\ć opakowania zbiorczego i opakowań 

jednostkowych. Zanotować wszystkie niezgodno\ci w protokole przyjęcia odczynników , 

surowców na stan. W protokole zanotować co najmniej: data przyjęcia, numer serii/partii 

produkcyjnej, data wa}no\ci (minimalnej trwaBo\ci), producent, dostawca, identyfikator 

certyfikatu analizy itp. 

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

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktów\Dokumenty do surowców - 

archiwum\Peptydy }óBtkowe 

 

Przyjmowane odczynniki opisać datą dostawy i umie\cić w magazynie w warunkach 

okre\lonych w dokumentach dostawy. W przypadku braku wskazanych warunków 

przechowywania postępować zgodnie z wytycznymi: 

1. PBynne, pasteryzowane }óBtka jaja kurzego w lodówce utrzymującej temperaturę 4°C 

do czasu rozpoczęcia procesu ich oczyszczania, nie dBu}ej ni} 38 dni od daty 

produkcji 

2. Enzymy: papainę i pepsynę w lodówce utrzymującej temperaturę 4°C przez czas nie 

dBu}szy ni} zadeklarowana przez producenta data przydatno\ci 

3. Etanol w magazynie rozpuszczalników  

4. Kwas solny oraz zasadę sodową umie\cić w temperaturze otocznia w magazynie 

odczynników. 

W przypadku przechowywania odczynników/surowców w warunkach chBodniczych 

skontrolować logger temperatury, zanotować wszystkie odstępstwa (przekroczenie 

temperatury przechowywania >8°C). 

Dokumentacja przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy 

}óBtkowe 

 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1KdSskdK_AWJCkG9-tiXBDLJs0JVQO1_q?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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Ad 3. Procedura wypakowania surowca wyjściowego 

Wyjąć porcję pBynnych, pasteryzowanych }óBtek jaja kurzego z lodówki. Odciąć róg kartonu 

z surowcem wyj\ciowym i przelać go do pojemnika. 

W protokole z produkcji zanotować dane identyfikujące u}yte odczynniki. Dokumentacja 

przechowywana w formie elektronicznej: HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

 

Ad 4. Procedura oczyszczania surowca wyjściowego 

Poni}szy opis dotyczy oczyszczania 100 litrów }óBtka. W zale}no\ci od potrzeb wykonać 

przeliczenie dla większej partii.  

 

Fot. 1. Zbiornik z pBaszczem grzejnym i zintegrowanym homogenizatorem o pojemno\ci 

300 litrów (fot. M. Czelej) 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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4.1 W I etapie 100 litrów pasteryzowanego }óBtka przelać do pojemnika z mieszadBem 

o pojemo\ci 300 litów. Uruchomić mieszadBo (75 obrotów/min.) i za pomocą pompy 

(0,5 litrów/min.) dodać 100 litrów 70% etanolu (do rozcieńczeń u}yć wody 

destylowanej) i zhomogenizować przy u}yciu homogenizatora do momentu 

uzyskania jednorodnej mieszaniny (okoBo 25 min.). Po tym czasie uruchomić 

mieszadBo (75 obrotów/min.) i kontynuować proces homogenizacji przez 45 min.  

4.2 Po homogenizacji przepompować mieszaninę do wirówki dekantacyjnej. Proces 

separacji prowadzić przy 4000 x g i przepBywie 25 litrów/min. do czasu 

przetworzenia caBo\ci wsadu 

Supernatant zawierający etanol oraz frakcje lipidową zebrać i przesBać do procedury 

odzyskiwania etanolu (destylacji). 

Pellet zawierający frakcję biaBkową przekazać natychmiast do etapu II. 

Na pojemnikach zanotować: datę procesu, masę otrzymanego póBproduktu. 

Dokumentacja  z produkcji przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

W przypadku konieczno\ci zatrzymania procedury przechowywać póBprodukty 

w warunkach chBodniczych <4°C nie dBu}ej ni} 24 godziny. 

 

4.3. W II etapie oczyszczania do otrzymanego peletu dodać 40% etanol w proporcji 

wagowej 1:1, zhomogenizować za pomocą homogenizatora. Procedurę prowadzić 

w pojemniku 300l z mieszadBem.  

Po homogenizacji przepompować mieszaninę do wirówki dekantacyjnej. Proces 

separacji prowadzić przy 4000 xg i przepBywie 25 l/min.  

Supernatant zawierający etanol oraz frakcje lipidową zebrać i przesBać do procedury 

odzyskiwania etanolu (destylacji). 

Pellet zawierający frakcję biaBkową przekazać natychmiast do etapu III. 

Na pojemnikach zanotować: datę procesu, masę otrzymanego póBproduktu. 

Dokumentacja  z produkcji przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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W przypadku konieczno\ci zatrzymania procedury przechowywać póBprodukty 

w warunkach chBodniczych <4°C nie dBu}ej ni} 24 godz.. 

4.4 W III etapie do uzyskanego peletu dodać 85-90% etanol w stosunku 1 czę\ć peletu: 

2 czę\ci alkoholu, zhomogenizować za pomocą homogenizatora. Procedurę 

prowadzić w pojemniku 300 litrów z mieszadBem.  

Po homogenizacji przepompować mieszaninę do wirówki dekantacyjnej. Proces 

separacji prowadzić przy 4000 x g i przepBywie 25 litrów /min.  

Supernatant zawierający etanol oraz frakcje lipidową zebrać i przesBać do procedury 

odzyskiwania etanolu (destylacji). 

Pellet zawierający frakcję biaBkową przekazać natychmiast do etapu IV. 

Na pojemnikach zanotować: datę procesu, masę otrzymanego póBproduktu. 

Dokumentacja  z produkcji przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

W przypadku konieczno\ci zatrzymania procedury przechowywać póBprodukty 

w warunkach chBodniczych <4°C nie dBu}ej ni} 24 godziny. 

4.5 W IV etapie zwa}ony pelet zhomogenizować za pomocą homogenizatora z wodą 

destylowaną w proporcji 1:1. Procedurę prowadzić w pojemniku 300 litrów 

z mieszadBem.  

Po homogenizacji przepompować mieszaninę do wirówki dekantacyjnej. Proces 

separacji prowadzić przy 4000 x g i przepBywie 25 litrów /min.  

Pellet zawierający frakcję biaBkową jest produktem do procesu hydrolizy. 

W otrzymanym pellecie oznaczyć: zawarto\ć suchej masy przy u}yciu wagosurszarki, 

zawarto\ć tBuszczu metodą CLB/PSO/10/2019 wersja 6 oraz zawarto\ć biaBka metodą 

CLB/PSO/13/2019 wersja 3 (punkt 4.5). 

Na pojemnikach zanotować: datę procesu, masę otrzymanego póBproduktu. Dokumentacja  

z produkcji przechowywać w formie elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

PóBprodukty (pellet) przechowywać w warunkach chBodniczych <4°C nie dBu}ej ni} 

72 godz. W przypadku konieczno\ci dBu}szego przechowywania pellet mo}na zamrozić (-

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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20°C) i przechowywać nie dBu}ej ni} 2 miesiące. Produkt po rozmro}eniu natychmiast 

zu}yć., nie zamra}ać powtórnie. 

 

4.6 Analiza otrzymanego pelletu biaBkowego 

OkoBo 50 g oczyszczonego }óBtka umie\cić na szalce Petriego, opisując szalkę 

symbolem partii na denku szalki i przenie\ć do lodówki -20°C. |óBtko to zostanie 

zliofilizowane w celu okre\lenia zawarto\ci tBuszczu wykorzystując metodę Soxhleta. 

PozostaBą ilo\ć }óBtka przenie\ć do plastikowych pojemników, opisać je symbolem partii, 

przechowywać w lodówce -20°C do momentu u}ycia. Ze schBodzonego supernatantu zabrać 

zestalony tBuszcz. Je\li widoczne są znaczne ilo\ci osadu supernatant zwirować, a następnie 

przeznaczyć do destylacji alkoholu, który będzie wykorzystany podczas kolejnego procesu 

oczyszczania }óBtek.  

 

Ad 6. Procedura przygotowania odczynników do procesu hydrolizy 

6.1  Procedura przygotowania 6M kwasu solnego 

Odmierzyć przy pomocy pompy perystaltycznej  z przepBywomierzem cylindra 5 l 37% HCl 

i powoli wlać do 5 litrów wody destylowanej. Procedurę przeprowadzić pod wyciągiem, 

mieszając roztwór w trakcie rozcieńczania przy u}yciu mieszadBa laboratoryjnego. 

W przypadku konieczno\ci u}ycia większej ilo\ci odczynnika ilo\ci odpowiedni zwiększyć. 

Pojemnik opisać: datą wytworzenia, numerem partii u}ytego surowca, dokumentację z 

przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

Roztwór przechowywać w temperaturze otoczenia przez czas nie dBu}szy ni} 7 dni.  

 

6.2  Procedura przygotowania 5M zasady sodowej 

Odwa}yć na 2 kg NaOH. Tak przygotowaną nawa}kę rozpu\cić w 10 litrach wody 

destylowanej. Procedurę przeprowadzić pod wyciągiem, mieszając roztwór w trakcie 

rozcieńczania przy u}yciu mieszadBa laboratoryjnego. 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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Procedurę przeprowadzić pod wyciągiem, mieszając roztwór w trakcie rozcieńczania przy 

u}yciu mieszadBa laboratoryjnego. W przypadku konieczno\ci u}ycia większej ilo\ci 

odczynnika ilo\ci odpowiedni zwiększyć. 

Pojemnik opisać: datą wytworzenia, numerem partii u}ytego surowca, dokumentację 

z przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

Roztwór przechowywać w temperaturze otoczenia przez czas nie dBu}szy ni} 7 dni.  

 

 

Ad 7. Procedura przeprowadzenia procesu hydrolizy 

Poni}szy opis dotyczy procesu hydrolizy 135,0 kg oczyszczonego surowca 

wyj\ciowego prowadzonego w objęto\ci 600 l wody destylowanej. W zale}no\ci od ilo\ci 

u}ytego surowca wyj\ciowego ilo\ci pozostaBych skBadników zmieniają się proporcjonalnie. 

Procedurę prowadzić w pojemniku reakcyjnym  1000 litrów z grzaniem i mieszadBem. 

Przed rozpoczęciem procesy sprawdzić poprawno\ć podBączenia wymiennika ciepBą do 

zbiornika. Sprawdzić szczelno\ć poBączeń zbiornika, sprawdzić poBączenie zaworów 

wyrównujących ci\nienie). 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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Fot. 2. Zbiornik 1000 litrów z pBaszczem wodnym i homogenizatorem (fot. M. Czelej) 

 

Pierwszy etap hydrolizy: 

7.1  Do zbiornika reakcyjnego  wlać 250 litrów wody destylowanej. WBączyć grzanie 

przy nastawie temperatury 70°C  (czas stabilizacji temperatury koBo 45 min.) 

7.2  Do porcji 10 kg oczyszczonego surowca w pojemniku 100 litrów w dodać 500 

litrów wody destylowanej i zhomogenizować przy u}yciu homogenizatora do 

uzyskania jednorodnej mieszaniny. Tak przygotowany surowiec wyj\ciowy przelać 

do pojemnika reakcyjnego do zbiornika z wodą destylowaną. 

Powtórzyć procedurę z caBym surowcem, uzupeBnić wodę w zbiorniku reakcyjnym 

do sumarycznej ilo\ci 600 litrów. 

7.3  W szklanej zlewce odwa}yć 460 g papainy Performase 500 TU MD LD. 

 

7.4 Sprawdzić pH hydrolizy przy u}yciu pH-metru Elmetron CPC-461.  
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W przypadku gdy odbiega ono od 6 uregulować je przy pomocy 6 mol/dm3 HCl lub 

5 mol/dm3 NaOH. Proces prowadzony jest automatycznie przy u}yciu kontrolera. 

Sprawdzić poprawno\ć regulacji pH po ka}dej dodanej porcji rozpuszczonego 

biaBka. 

7.5 W momencie gdy hydroliza osiągnie temperaturę 70°C i pH 6 dodać do niej 

odwa}kę papainy. 

7.6 Proces hydrolizy prowadzić 2 godz. 

7.7. Po tym czasie inaktywować enzym doprowadzając hydrolizę do temperatury 100°C 

utrzymującej się przez 10 min.  

7.8 Przepompować roztwór przez wymiennik do osiągniecia temperatury 37°C. 

Wydajno\ć pompowania okoBo 50 litrów/min. 

 

Drugi etap hydrolizy: 

7.9 Doprowadzić temperaturę hydrolizy do 37°C. 

7.10 W szklanej zlewce odwa}yć 230 g pepsyny  

7.11  Sprawdzić pH hydrolizy przy u}yciu pH-metru Elmetron CPC461  

W przypadku gdy odbiega ono od 3 uregulować je przy pomocy 6M HCl lub 5M NaOH. 

Proces prowadzony jest automatycznie przy u}yciu kontrolera.  

7.12 W momencie gdy hydroliza osiągnie temperaturę 37°C i pH 3 dodać do niej 

odwa}kę pepsyny. 

7.13 Proces hydrolizy prowadzić 2 godz.. 

7.14 Po tym czasie inaktywować enzym doprowadzając hydrolizę do temperatury 

100°C utrzymującej się przez 10 min.  

7.15 Przepompować roztwór przez wymiennik do osiągniecia temperatury 20°C. 

Wydajno\ć pompowania okoBo 50 litrów/min. 

 

W trakcie procesu zanotować parametry i nawa}ki w tym: temperaturę procesu, ilo\ć 

u}ytych surowców,/odczynników, pH procesu, pochodzenie surowców. Dokumentację  

z przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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Ad 8. Procedura zatę|ania hydrolizatu przy u|yciu wyparki  

W następnym etapie konieczne jest zatę}enie roztworu, aby zwiększyć udziaB zawarto\ci 

suchej masy Dopiero tak przygotowany pByn będzie mo}liwy do wystudzenia przy u}yciu 

suszarki rozpyBowej (opis w punkcie 9). 

8.1 Otrzymany hydrolizat przepompować do wyparki. Jednorazowo 200 litrów. 

 

Fot. 3. Wyparka podci\nieniowa o pojemno\ci 300 litrów z mieszadBem (fot. M. Czelej) 

 

8.2 Ustawić temperaturę 80°C na prawym zbiornik ustawić ci\nienie na 200 mBar. 

Sprawdzić poprawno\ć pracy wytwornicy pary. WBączyć mieszadBo oraz obieg wody 

chBodniczej. 

8.3 Po ustaleniu }ądanego ci\nienia, przy którym zawarto\ć zbiornika delikatnie wrze, 

(kontrolować przez okienko inspekcyjne), unikać pienienia się. 

8.4 Przy ka}dorazowym korygowaniu ci\nienia w zbiorniku gBównym nale}y otworzyć 

zawór od pompy, a po jego skorygowaniu zamknąć ten zawór. 

8.5 Nie nale}y doprowadzać do zbyt du}ego obni}enia ci\nienia gdy}  zawarto\ć 

zbiornika gBównego mo}e gwaBtownie zacząć się pienić i zanieczy\cić chBodnicę.  
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8.6 Prowadzić proces do odzyskania okoBo 100 litrów destylatu. 

8.7 Po oddestylowaniu partii hydrolizatu roztwór z biaBkiem przepompować do 

zbiornika po\redniczącego suszaki i kontynuować z kolejna partią. Destylat mo}na 

odprowadzać w sposób ciągBy pamiętając o wyrównaniu ci\nienia w odbieralniku 

przed otworzeniem zaworu spustowego.  

 

W trakcie procesu zanotować parametry w tym: temperaturę procesu, czas i ci\nienie. 

Dokumentację z przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

 

 

Ad 9.  Procedura suszenia zatę|onego hydrolizatu przy u|yciu suszarki rozpyBowej  

Do suszenia rozpyBowego u}yto suszarki rozpyBowej Spray Dryer TP-S50 firmy Toption 

Group Limited 

 

Fot. 4. Suszarka rozpyBowa Spray Dryer TP-S50 firmy Toption Group Limited (fot. M. 

Czelej) 

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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9.1  Przed przystąpieniem do pracy sprawdzić wszystkie poBączenia rur i przewodów, 

a zwBaszcza podBączenie pompy perystaltycznej oraz wylot wentylatora 

wyciągowego. 

9.2  Odkręcić zawór wody chBodzącej silnik atomizera 

9.3 Ustawić warto\ci: temperatury 210°C, przepBywu przez pompę perystaltyczną – 

40 ml/min. oraz częstotliwo\ć atomizera – 400 Hz. 

9.4  WBączyć wentylator [fan] oraz grzanie [heating]. WBączyć atomizer [atomizer]. 

9.5  Gdy temperatura osiągnie zadaną warto\ć, rozpocząć pobieranie hydrolizatu 

naciskając przycisk [feeding]. 

9.6   Po zakończeniu suszenia wyBączyć pobór hydrolizatu przyciskiem [feeding] 

WyBączyć atomizer i grzanie, wciskając odpowiednio przyciski [atomizer] i 

[heating].  Po ochBodzeniu do 50°C [inlet temperature] wyBączyć wentylator [fan]. 

Zakręcić dopByw wody chBodzącej silnik atomizera.  

9.7  Wyjąć wysuszony produkt ze końcowego zbiornika. Istnieje mo}liwo\ć opró}niania 

odbieralnika w trakcie pracy suszarki. W tym celu nale}y zamknąć zawór 

odbieralnika i przenie\ć jego zawarto\ć do pojemnika z produktem. Czynno\ć ta 

nale}y wykonać szybka aby uniemo}liwić przedostanie się produktu gromadzącego 

się na zamkniętym zaworze do chBodnicy przed pompą. Po opró}nieniu odbieralnik 

podBączyć do suszarki i odkręcić zawór (zgromadzony produkt opadnie do 

odbieralnika). 

 

Pojemnik z produktem szczelnie zamknąć i opisać. Produkt mo}e być przechowywany 

w temperaturze otoczenia przez 1 rok od daty wytworzenia. 

 

W trakcie procesu zanotować parametry w tym czas, parametry pracy suszarki (szybko\ć 

podawania produktu, szybko\ć atomizera, temperatury suszenia). W otrzymanym produkcie 

oznaczyć: sucha masę, zawarto\ć tBuszczu i biaBka (procedura opisana w punkcie 4e) 

Dokumentację z procesu suszenia przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

 

 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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Ad 10. Procedura pakowania produktu końcowego 

Otrzymany hydrolizat biaBkowy pakować do pojemników jednostkowych zgodnie  

z zamówieniem. Na pojemniku jednostkowym umie\cić co najmniej: datę przydatno\ci do 

spo}ycia i numer partii (datę produkcji) Dokumentację z pakowania przechowywać  

w formie elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy }óBtkowe 

Z ka}dej partii zapakowanego produktu wybrać losowo 2 pojemniki i przekazać do 

archiwum.  

 

 

Fot. 5. Peptydy }óBtkowe – produkt końcowy (fot. M. Czelej) 

 

 

Ad 11. Procedura przechowywania produktu końcowego 

Produkt w pojemnikach jednostkowych i/lub opakowaniach zbiorczych przechowywać 

w magazynie produktów do czasu wysyBki/odbioru. 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1vZR567Hamb3t9xwRiEoDYJj4Ut05kV9h?usp=drive_link
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PROCEDURA PRODUKCJI PEPTYDÓW  
Z BIAAEK SERWATKOWYCH 

 

Spis treści: 

1. Dostarczenie surowca wyj\ciowego, zakup enzymów i odczynników chemicznych 

niezbędnych do produkcji peptydów serwatkowych. 

2. Przechowywania surowca wyj\ciowego, enzymów i odczynników chemicznych do 

produkcji peptydów serwatkowych.  

3. Procedura porcjowania surowca wyj\ciowego. 

4. Procedura usunięcia laktozy i zagęszczenia surowca wyj\ciowego. 

5. Przechowywanie pozbawionego laktozy surowca. 

6. Przygotowanie odczynników do procesu hydrolizy. 

7. Hydroliza pozbawionego laktozy surowca. 

8. Zatę}anie hydrolizatu. 

9. Suszenie zatę}onego hydrolizatu. 

10. Pakownie uzyskanych peptydów serwatkowych.  

11. Przechowywanie powstaBego produktu.  
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Ad 1. Dostarczenie surowca wyjściowego, zakup enzymów i odczynników 
chemicznych 

W procedurze wytwarzania peptydów wykorzystywane są następujące odczynniki  

i surowce (je\li nie zaznaczona o jako\ci co najmniej spo}ywczej): 

1. Serwatka sproszkowana,  

o Serwatka sBodka w proszku / Sweet whey powder, Polser Sp. z o.o. 

ul.WBocBawska 167 87-100 Toruń, Worek 25kg-papierowy z wkBadką foliową 

LDPE 

2. Papaina, 

o Performase 500 TU MD LD o  aktywno\ci proteolitycznej 7,46 mU 

BAPA/mg (ca. 500 TU/mg)., Bart sp. z o.o. ul. Norwida 4 05-250 SBupno, 

opakowanie 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany pró}niowo 

3. Pepsyna,  

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

05-250 SBupno, opakowanie 20 kg worek aluminiowy, towar pakowany 

pró}niowo 

4. Kwas solny 

o Kwas solny 35-38%, Firma Chempur OddziaB Piekary [ląskie Jana Lortza 

70A 41-940 Piekary [ląskie, opakowanie 20 litrowy karnister HDPE  

5. Zasada sodowa 

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

20-329 Lublin,  opakowanie 25kg worek polietylenowy 

 

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

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktów\Dokumenty do surowców - 

archiwum\Peptydy serwatkowe 

 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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Ad 2. Procedura przyjęcia i przechowywania surowca wyjściowego i odczynników 

Po przyjęciu surowców sprawdzić jako\ć opakowania zbiorczego i opakowań 

jednostkowych. Zanotować wszystkie niezgodno\ci w protokole przyjęcia odczynników, 

surowców na stan. W protokole zanotować: data przyjęcia, numer serii/partii produkcyjnej, 

data wa}no\ci (minimalnej trwaBo\ci), producent, dostawca, identyfikator certyfikatu 

analizy. 

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

magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktów\ Dokumenty do surowców - 

archiwum\Peptydy serwatkowe - surowce 

Przyjmowane odczynniki opisać datą dostawy i umie\cić w magazynie w warunkach 

okre\lonych w dokumentach dostawy. W przypadku braku wskazanych warunków 

przechowywania postępować zgodnie z następującymi wytycznymi: 

1. Suszona serwatka w magazynie surowców sypkich w temperaturze pokojowej do 

czasu rozpoczęcia procesu ich oczyszczania, po otwarciu przechowywać  

w temperaturze 4°C. 

2. Enzymy: papainę i pepsynę w lodówce utrzymującej temperaturę 4°C. 

3. Kwas solny oraz zasadę sodową umie\cić w temperaturze otocznia w magazynie 

odczynników. 

W przypadku przechowywania odczynników/surowców w warunkach chBodniczych 

skontrolować loger temperatury, zanotować wszystkie odstępstwa (przekroczenie 

temperatury przechowywania >8°C). 

Dokumentacja przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\ Stany magazynowe + 

certyfikaty, analizy, karty produktów\ Dokumenty do surowców - archiwum\Peptydy 

serwatkowe - surowce 

 

Ad 3. Procedura porcjowania surowca wyjściowego 

GBówny surowiec jest odwa}any/porcjowany przy u}yciu wagi RADWAG PS 10100 R2.M.  

w takiej ilo\ci, jaka jest przewidziana w bie}ącej produkcji.  

W protokole z produkcji zanotować dane identyfikujące u}yte odczynniki. Dokumentacja 

przechowywana w formie elektroniczne: HEKATE\ Stany magazynowe + certyfikaty, 

https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
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analizy, karty produktów\ Dokumenty do surowców - archiwum\Peptydy serwatkowe - 

surowce 

 

Ad 4. Procedura usunięcia laktozy i zagęszczenia surowca wyjściowego 

 

Laktoza jest skBadnikiem, który nie jest po}ądany w końcowym produkcie, oraz utrudnia 

dalsze przetwarzanie serwatki. W związku z tym nale}y go usunąć przed dalszymi etapami 

przetwarzania surowca. 

4.1 Rozpu\cić nawa}kę serwatki w wodzie demineralizowanej, w proporcji 25 kg na  

100 litrów wody. W zale}no\ci od potrzeb wykonać przeliczenie dla większej partii.  

Surowiec umie\cić w zbiorniku 300l z mieszadBem, ustawić obroty na 75 RPM  

i mieszać do caBkowitego rozpuszczenia serwatki (okoBo 25 minut). 

 

Fot. 6. Zbiornik z pBaszczem grzejnym i zintegrowanym homogenizatorem o pojemno\ci 

300 litrów (fot. M. Czelej) 

https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1-Bk3GAxUPW0Phqie6uCBuwevtn-H7t1i?usp=drive_link
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4.2  Następnie surowiec w formie pBynnej w pierwszym etapie poddać filtracji przez 

pBytowy celulozowy filtr wstępny (100kDa) 20x20cm, w celu usunięcia 

nierozpuszczonych pozostaBo\ci. 

 

 

Fot. 7. PBytowy celulozowy filtr wstępny (100 kDa) 20x20cm (fot. M. Czelej) 

 

4.3  W drugim etapie supernatant pozbawiony cząstek staBych poddać filtracji przez filtr 

zestawu do ultrafiltracji z membraną o punkcie odcięcia 3kDa, celem usunięcia jak 

największej ilo\ci laktozy (4h). Proces prowadzony jest  w obiegu zamkniętym 

(premetant zawracany jest do zbiornika, supernatant zawierający laktozę jest 

usuwany). PrzepByw roztworu ustawić na 5 l/min, ci\nienie maksymalne 6 bar. 

4.4   Po skończonym procesie membrana jest dokBadnie przepBukiwana za pomocą 

1 mol/dm3 roztworu zasady sodowej (1h) oraz 10l wody destylowanej w celu 

caBkowitego wypBukania zasady sodowej z systemu filtracyjnego 
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Fot. 8. Zestaw do ultrafiltracji uzbrojony w filtry z membraną o punkcie odcięcia 

3 kDa (fot. M. Czelej) 

 

4.5  W otrzymanym roztworze oznaczyć zawarto\ć suchej masy, zawarto\ć biaBka metodą 

CLB/PSO/13/2019 wersja 3  oraz cukrów metodą CLB/PSO/51/2019 wersja 2. 

 

Na pojemnikach zanotować: datę procesu, objęto\ć otrzymanego póBproduktu 

(roztworu serwatki bez laktozy), zawarto\ć suchej masy, zawarto\ć biaBka oraz cukru. 

Dokumentacja  z produkcji przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

 

 

  

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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Ad 5. Przechowywanie pozbawionego laktozy surowca 

Pozbawiona laktozy serwatka, do czasu rozpoczęcia procesu hydrolizy, 

przechowywana jest w (4°C), nie dBu}ej ni} 72 godziny 

 

Ad 6. Procedura przygotowania odczynników do procesu hydrolizy 

6.1  Procedura przygotowania 6M kwasu solnego 

Odmierzyć przy pomocy pompy perystaltycznej  z przepBywomierzem cylindra 

5 litrów 37% HCl i powoli wlać do 5 litrów wody destylowanej. Procedurę 

przeprowadzić pod wyciągiem, mieszając roztwór w trakcie rozcieńczania przy u}yciu 

mieszadBa laboratoryjnego. W przypadku konieczno\ci u}ycia większej ilo\ci 

odczynnika ilo\ci odpowiedni zwiększyć. 

Pojemnik opisać: datą wytworzenia, numerem partii u}ytego surowca, dokumentację 

z przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

Roztwór przechowywać w temperaturze otoczenia przez czas nie dBu}szy ni} 7 dni.  

 

6.2 Procedura przygotowania 5M zasady sodowej 
Odwa}yć na 2 kg NaOH. Tak przygotowaną nawa}kę rozpu\cić w 10 litrach wody 

destylowanej. Procedurę przeprowadzić pod wyciągiem, mieszając roztwór w trakcie 

rozcieńczania przy u}yciu mieszadBa laboratoryjnego. 

Procedurę przeprowadzić pod wyciągiem, mieszając roztwór w trakcie rozcieńczania 

przy u}yciu mieszadBa laboratoryjnego. W przypadku konieczno\ci u}ycia większej 

ilo\ci odczynnika ilo\ci odpowiedni zwiększyć. 

Pojemnik opisać: datą wytworzenia, numerem partii u}ytego surowca, dokumentację 

z przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

Roztwór przechowywać w temperaturze otoczenia przez czas nie dBu}szy ni} 7 dni.  

 

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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Ad 7. Procedura przeprowadzenia procesu hydrolizy 

Poni}szy opis dotyczy dwuetapowego procesu hydrolizy serwatki (zawierającej 

100 kg rozpuszczonego biaBka) pozbawionej laktozy prowadzonej w objęto\ci 

600 litrów. W pierwszym etapie do trawienia jest u}ywana papaina a w drugim 

pepsyna. W zale}no\ci od ilo\ci u}ytego surowca wyj\ciowego, stę}enia biaBka, ilo\ci 

pozostaBych skBadników, w tym wody, zmieniają się proporcjonalnie. Procedurę 

prowadzić w pojemniku reakcyjnym 1000 litrów z grzaniem i mieszadBem. 

 

 

Fot. 9. Zbiornik 1000 litrowy z homogenizatorem i pBaszczem wodnym (fot. M. Czelej) 

 

Przed rozpoczęciem procesu nale}y sprawdzić poprawno\ć podBączenia wymiennika ciepBą 

do zbiornika. Sprawdzić szczelno\ć poBączeń zbiornika, sprawdzić poBączenie zaworów 

wyrównujących ci\nienie). 
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Pierwszy etap hydrolizy: 

7.1 Do zbiornika 1000 litrów wlać oczyszczonego z laktozy surowca wyj\ciowego 

(przeliczonego tak aby zawarto\ć biaBka wynosiBa 100 kg), uzupeBnić woda do Bącznej 

pojemno\ci 600 litrów. WBączyć grzanie przy nastawie temperatury 70°C (czas 

stabilizacji temperatury 45 min.). 

 

7.2 W szklanej zlewce odwa}yć 460g papainy Performase 500 TU MD LD. 

 

7.3  Sprawdzić pH hydrolizy przy u}yciu pH-metru ElmetronCPC-461. W przypadku 

gdy odbiega ono od 3,0 dla pepsyny lub 6,0 dla papainy skorygować je przy pomocy 6M 

HCl lub 5M NaOH. 

 
7.4 W momencie gdy hydroliza osiągnie temperaturę 70°C i pH 6 dodać do niej nawa}kę 

papainy. 

 
7.5  Proces hydrolizy prowadzić przez 2 godz. 

 
7.6  Po tym czasie inaktywować enzym doprowadzając hydrolizę do temperatury 100°C 

utrzymując ją się przez 10 min.  

 

7.7 Przepompować roztwór przez wymiennik do osiągniecia temperatury 37°C. 

Wydajno\ć pompowania 50 litrów/min. 

 
Drugi etap hydrolizy: 

7.8 Doprowadzić temperaturę hydrolizy do 37°C. 

 

7.9 W szklanej zlewce odwa}yć 230 g pepsyny. Pepsyna 1:10000 NF/USP - 2000 U/g 

E.P, 

 
7.10 Sprawdzić pH hydrolizy przy u}yciupH-metru Elmetron CPC-461.  

W przypadku gdy odbiega ono od 3 uregulować je przy pomocy 6 mol/dm3 HCl lub 

5 mol/dm3 NaOH. 

Proces prowadzony jest automatycznie przy u}yciu kontrolera.  
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7.11 W momencie gdy hydrolizat osiągnie temperaturę 37°C i pH 3 dodać do niej 

odwa}kę pepsyny. 

 

7.12 Proces hydrolizy prowadzić 2 godz. 

 

7.13  Po tym czasie inaktywować enzym doprowadzając hydrolizę do temperatury 100°C 

utrzymującej ją przez 10 min.  

 
7.14 Przepompować roztwór przez wymiennik do osiągniecia temperatury 20°C. 

Wydajno\ć pompowania 50 litrów/min. 

 

W trakcie procesu zanotować parametry i nawa}ki w tym: temperaturę procesu, ilo\ć 

u}ytych surowców,/odczynników, pH procesu, pochodzenie surowców. Dokumentację z 

przygotowania odczynników przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

 

Ad 8. Procedura zatę|ania hydrolizatu przy wyparki  

8.1 Otrzymany hydrolizat przepompować do wyparki. Jednorazowo 200 litrów. 

8.2 Ustawić temperaturę 80°C na prawym zbiornik ustawić ci\nienie no 200 mBar. 

Sprawdzić poprawno\ć pracy wytwornicy pary. WBączyć mieszadBo oraz obieg wody 

chBodniczej. 

8.3 Po ustaleniu }ądanego ci\nienia, przy którym zawarto\ć zbiornika delikatnie wrze, 

(kontrolować przez okienko inspekcyjne), unikać pienienia się. 

8.4 Przy ka}dorazowym korygowaniu ci\nienia w zbiorniku gBównym nale}y otworzyć 

zawór od pompy, a po jego skorygowaniu zamknąć ten zawór. 

8.5 Nie nale}y doprowadzać do zbyt gwaBtownego obni}enia ci\nienia gdy}  zawarto\ć 

zbiornika gBównego mo}e gwaBtownie zacząć się pienić i zanieczy\cić chBodnicę. Nie 

obni}ać ci\nienia poni}ej 0,15 bar. 

8.6 Prowadzić proces do uzyskania 100 litrów zagęszczonego hydrolizatu. 

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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8.7 Po zagęszczeniu partii hydrolizatu roztwór z biaBkiem przepompować do zbiornika 

po\redniczącego suszarki i kontynuować z kolejna partią. Hydrolizat mo}na 

odprowadzać w sposób ciągBy pamiętając o wyrównaniu ci\nienia w odbieralniku 

przed otworzeniem zaworu spustowego. 

 

W trakcie procesu zanotować parametry w tym: temperaturę procesu, czas i 

ci\nienie. Dokumentację z przygotowania odczynników przechowywać w formie 

elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

 

8.8 Przed ponownym obni}eniem ci\nienia w zbiorniku gBównym otworzyć zawór od 

pompy.   

8.9 Po ponownym ustabilizowaniu procesu wrzenia zawarto\ci zbiornika gBównego  

i skraplania się wody zamknąć zawór od pompy. 

8.10 Kończąc pracę nale}y wyrównać ci\nienie w zbiorniku gBównym i odbieralniku. 

8.11 WyBączyć grzanie pBaszczy grzewczych zielonym guzikiem znajdującym się po 

prawej stronie skrzynki sterowniczej. 

8.12 WyBączyć urządzenie czerwonym przeBącznikiem znajdującym się z boku skrzynki 

sterowniczej. 

8.13 Wyjąć wtyczkę z gniazdka.  

8.14 Opró}nić zbiornik gBówny, odbieralnik oraz zbiornik inspekcyjny. 

8.15 Zakręcić dopByw wody.  

 

Ad 9.  Procedura suszenia zatę|onego hydrolizatu przy u|yciu suszarki rozpyBowej  
 

Do suszenia rozpyBowego u}yto suszarki rozpyBowej Spray Dryer TP-S50 firmy Toption 

Group Limited. 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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Fot. 10. Suszarka rozpyBowa Spray Dryer TP-S50 firmy Toption Group Limited 

(fot. M. Czelej) 

 

Przed przystąpieniem do pracy sprawdzić wszystkie poBączenia rur i przewodów, 

a zwBaszcza podBączenie pompy perystaltycznej oraz wylot wentylatora wyciągowego. 

 

9.1 Odkręcić zawór wody chBodzącej silnik atomizera. 

 

9.2 Ustawić warto\ci: temperatury 210°C, przepBywu przez pompę perystaltyczną –  

40 ml/min. oraz częstotliwo\ć atomizera – 400 Hz. 

 
9.3 WBączyć wentylator [fan] oraz grzanie [heating]. WBączyć atomizer [atomizer]. 

 
 

9.4 Gdy temperatura osiągnie zadaną warto\ć, rozpocząć pobieranie hydrolizatu 

naciskając przycisk [feeding]. 
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9.5 Po zakończeniu suszenia wyBączyć pobór hydrolizatu przyciskiem [feeding] 

WyBączyć atomizer i grzanie, wciskając odpowiednio przyciski [atomizer] 

i [heating].Po ochBodzeniu do 50oC [inlet temperature] wyBączyć wentylator [fan]. 

Zakręcić dopByw wody chBodzącej silnik atomizera.  

 
9.6 Wyjąć wysuszony produkt z końcowego zbiornika. Istnieje mo}liwo\ć opró}niania 

odbieralnika w trakcie pracy suszarki. W tym celu nale}y zamknąć zawór 

odbieralnika i przenie\ć jego zawarto\ć do pojemnika z produktem. Czynno\ć tę 

nale}y wykonać szybko aby uniemo}liwić przedostanie się produktu gromadzącego 

się na zamkniętym zaworze do chBodnicy przed pompą. Po opró}nieniu odbieralnik 

podBączyć do suszarki i odkręcić zawór (zgromadzony produkt opadnie do 

odbieralnika). 

 

Pojemnik z produktem szczelnie zamknąć i opisać. Produkt mo}e być przechowywany 

w temperaturze otoczenia przez 1 rok od daty wytworzenia. 

W trakcie procesu zanotować parametry w tym czas, parametry pracy suszarki (szybko\ć 

podawania produktu, szybko\ć atomizera, temperatury suszenia). W otrzymanym produkcie 

oznaczyć: sucha masę, zawarto\ć tBuszczu i biaBka (procedura opisana w punkcie 4.5) 

Dokumentację z procesu suszenia przechowywać w formie elektroniczne: 

HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

 

Ad 10. Procedura pakowania produktu końcowego 

Otrzymany hydrolizat biaBkowy pakować do pojemników jednostkowych zgodnie 

z zamówieniem. Na pojemniku jednostkowym umie\cić: datę przydatno\ci do spo}ycia  

i numer partii (datę produkcji) Dokumentację z pakowania przechowywać w formie 

elektroniczne: HEKATE\produkcja\peptydy serwatkowe 

Z ka}dej partii zapakowanego produktu wybrać losowo 2 pojemniki i przekazać do 

archiwum.  

https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1nzsdfiwQm7-Iu5GR7crc5QmuvqSL_TJE?usp=drive_link
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Fot. 11. Peptydy serwatkowe – produkt końcowy (fot. M. Czelej) 

 

Ad 11. Procedura przechowywania produktu końcowego 

Produkt w pojemnikach jednostkowych i/lub opakowaniach zbiorczych przechowywać 

w magazynie produktów do czasu wysyBki/odbioru. 

 


