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Streszczenie

Produkty uboczne przemystu olejarskiego, w tym makuch z rzepaku, stonecznika
oraz ostropestu, stanowig warto§ciowe, lecz wcigz niedostatecznie wykorzystywane zrodto
biatka roslinnego w zywnos$ci dla ludzi. Réwnolegle w ostatnich latach intensywnie
rozwijaja si¢ badania nad bioaktywnymi peptydami pochodzenia roslinnego, w tym
pozyskiwanymi z nasion roslin oleistych. Celem niniejszej pracy bylo opracowanie i
optymalizacja procesu otrzymywania peptydow z bialek wybranych makuchow o
potencjalnych wtlasciwosciach przeciwutleniajacych i1 hipotensyjnych, a takze ocena
mozliwos$ci przeniesienia opracowanej technologii do warunkow przemystowych.

W  czgéci doswiadczalnej przeprowadzono charakterystyke makuchow pod
wzgledem sktadu chemicznego oraz opracowano procedure izolacji biatek obejmujaca
ekstrakcje alkaliczna, wytracanie izoelektryczne i etap doczyszczania osadu biatkowego.
Uzyskano koncentraty o wysokiej zawartosci biatka w suchej masie. Potencjat bioaktywny
oceniono w analizach in silico z wykorzystaniem bazy BIOPEP-UWM, a nastgpnie
zweryfikowano eksperymentalnie po enzymatycznej hydrolizie biatek z zastosowaniem
proteaz roslinnych: papainy, bromelainy i ficyny. Aktywno$¢ przeciwutleniajagcg oznaczano
metodami ABTS, DPPH i FRAP, natomiast aktywno$¢ hipotensyjna okre§lano na podstawie
zdolno$ci hamowania enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE), wyrazonej jako procent
inhibicji oraz warto$¢ ICso.

Otrzymane hydrolizaty wykazaty istotng aktywno$¢ przeciwutleniajaca oraz
zdolnos¢ inhibicji ACE we wszystkich badanych wariantach. Jednoczes$nie stwierdzono, ze
profil bioaktywnos$ci zalezal od rodzaju surowca, zastosowanego enzymu oraz metody
analitycznej, co wskazuje na konieczno$¢ doboru pary surowiec—enzym w zaleznos$ci od
oczekiwanego efektu biologicznego. Opracowany proces z powodzeniem przeniesiono do
skali przemyslowej, uzyskujac hydrolizaty o zblizonym sktadzie 1 zachowanej

bioaktywnosci w porownaniu ze skalg laboratoryjna.

Stowa kluczowe: aktywno$¢ przeciwutleniajagca, wiasciwosci hipotensyjne, hydrolizaty

bialkowe



Summary

By-products of the oil industry, including rapeseed, sunflower and milk thistle meals,
represent a valuable yet still underutilized source of plant protein for human nutrition. In
parallel, recent years have witnessed an intensive development of research on plant-derived
bioactive peptides, including those obtained from oilseed crops. The aim of this study was
to develop and optimize a process for producing peptides from proteins of selected press
cakes with potential antioxidant and antihypertensive properties, and to assess the feasibility
of transferring the developed technology to industrial conditions.

In the experimental part, the oilseed meals were characterized in terms of chemical
composition, and a protein isolation procedure was developed consisting of alkaline
extraction, isoelectric precipitation, and purification of the protein curd. The resulting
concentrates exhibited high protein content on a dry-matter basis. Bioactivity potential was
first assessed in silico using the BIOPEP-UWM database and subsequently verified
experimentally after enzymatic hydrolysis of the proteins with plant proteases: papain,
bromelain and ficin. Antioxidant activity was determined using ABTS, DPPH and FRAP
assays, whereas antihypertensive activity was evaluated based on angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibition, expressed as percentage inhibition and ICso value.

The obtained hydrolysates exhibited significant antioxidant activity and ACE-
inhibitory capacity in all tested variants. At the same time, the bioactivity profile depended
on the type of raw material, the enzyme used, and the analytical method applied, indicating
the need to select the raw material-enzyme pair according to the desired biological effect.
The developed process was successfully scaled up to industrial level, yielding hydrolysates

with comparable composition and preserved bioactivity relative to the laboratory scale.

Keywords: antioxidant activity; antihypertensive properties; protein hydrolysates.
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1. Wykaz uzywanych skrotow

°C

ABTS

ACE

ACN

BCAA
BIOPEP-UWM
Caco-2
CAMPDE

CHAPS
CuSOs
Da

DH
DPP-I1I
DPP-IV
DPPH
DTT
FDA
FeCls-6H-0
FRAP

GBP

GMO

GOz
GRAS

H>SO4
HsBOs

stopien Celsjusza
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
konwertaza angiotensyny

acetonitryl

aminokwasy rozgat¢zione (Branched-Chain Amino Acids)
baza danych peptydéw bioaktywnych BIOPEP (UWM Olsztyn)
linia komorkowa ludzkiego raka okreznicy

fosfodiesteraza  cyklicznych  nukleotyd.w  zaleznych  od
kalmoduliny
(3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate)
siarczanu miedzi (1)

Dalton

stopien hydrolizy (Degree of Hydrolysis)

Dipeptydylopeptydaza 111

dipeptydylopeptydaza IV

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

ditiotreitol

Agencja Zywnosci i Lekow USA (Food and Drug Administration)
chlorek zelaza(Ill) szesciowodny

zdolno$¢ redukcji jonow zelaza (Ferric Reducing Antioxidant
Power)

gram

zasadowy polipeptyd pochodzacy z biatka soi (glycinin basic
peptide)

organizmy modyfikowane genetycznie

gospodarka o obiegu zamknigtym

,0goInie uznane za bezpieczne” (Generally Recognized As Safe —
klasyfikacja FDA)

godzina/godziny (hour)

kwas siarkowy (V1)

kwas borowy
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HCCA
HCI
HepG2
HHL
HMG-CoA
HVED

IAA
IC50

IEF
iNOS
K>SO
kDa
kg
kJ/L

LDL
LPS
M

m/m

MALDI-TOF-TOF

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid

kwas chlorowodorowy

linia komorkowa ludzkiego raka watroby
hippuryl-L-histidyl-L-leucine
3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzym A

wyladowania elektryczne wysokiego napigcia (High-Voltage
Electrical Discharge)

iodoacetamide

stezenie hamujace 50% aktywnosci (half maximal inhibitory
concentration)

ogniskowanie izoelektryczne (Isoelectric Focusing)

indukowalna syntaza tlenku azotu

siarczan potasu

kilodalton

Kilogram

kilodzule na litr

litr

lipoproteiny o malej gestosci (Low-Density Lipoprotein)
lipopolisacharyd

stezenie molowe

masa/masa

spektrometria mas: MALDI, analizator TOF/TOF (Matrix-Assisted

Laser Desorption/lonization — Time-of-Flight/Time-of- Flight)

MCF-7
mg
min.
mL
mld

min

NaCl
NADES

linia komorkowa raka piersi

miligram

minuta

mililitr

miliard

milion

liczebno$¢ proby

chlorek sodu

naturalne glebokie rozpuszczalniki eutektyczne (Natural Deep

Eutectic Solvents)
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NaOH
NF-xB
NH:HCOs
nm
non-GMO
Nrf2
obr./min
PAM

PEF

pH

pl

RCSB
ROS

s.m.

SD

SDS
SDS-PAGE

SHR

SOD
t
TCA
temp.
TFA
TPTZ
U
UAE

usD
USDA
viv
W/L

wodorotlenek sodu

czynnik transkrypcyjny NF-kappaB

wodorowgglan amonu

nanometr

niemodyfikowane genetycznie

czynnik transkrypcyjny Nrf2

obroty na minute

Biatko zwigzane z inhibitorem Myc

pulsacyjne pola elektryczne (Pulsed Electric Fields)
odczyn/miara kwasowosci

punkt izoelektryczny

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen Species)

sucha masa

odchylenie standardowe (Standard Deviation)

sodium dodecyl sulfate

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate—PAGE)

szczury spontanicznie nadci$nieniowe (Spontaneously
Hypertensive Rats)

dysmutaza ponadtlenkowa (Superoxide Dismutase)

tona

kwas trichlorooctowy

temperatura

kwas trifluorooctowy

2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-triazyna; 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine
unit

ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (Ultrasound-Assisted
Extraction)

dolar amerykanski

Departament Rolnictwa USA

objetosc¢/objetos¢ (volume/volume)

Watt na litr
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w/w

ng

masa/masa (weight/weight)
mikrogram

mikrolitr
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1. Wprowadzenie

Produkty uboczne przemystu olejarskiego, w tym makuchy i $ruta nasion oleistych,
przez wiele lat postrzegano gtownie jako surowiec paszowy o ograniczonej wartosci dodane;j
(Duan i in., 2025). Z technologicznego punktu widzenia sg to jednak materiaty bogate
W biatko o korzystnym profilu aminokwasowym oraz zwiagzki bioaktywne, ktore przy
odpowiednim opracowaniu procesu — mogg sta¢ si¢ zrodlem wysoko funkcjonalnych
sktadnikow zywnosci (Garbacz 1 in., 2023). Kluczowym wyzwaniem jest przeksztatcenie
tych technologicznie wymagajacych surowcow w powtarzalne, bezpieczne i bioaktywne
preparaty biatkowe mozliwe do zastosowania w przemysle spozywczym i nutraceutycznym.

W ostatnich latach intensywnie rozwijaja si¢ badania nad bioaktywnymi peptydami
pochodzenia roslinnego, w tym z nasion roslin oleistych. Udowodniono, ze hydroliza
enzymatyczna biatek umozliwia uwolnienie krotkich sekwencji aminokwasowych
0 dziataniu prozdrowotnym (Peres Fabbri i in., 2023). Jednocze$nie wigkszos¢ dostepnych
opracowan koncentruje si¢ na skali laboratoryjnej, pojedynczych surowcach (czesto soi)
oraz proteazach mikrobiologicznych lub zwierzgcych. Stosunkowo rzadko podejmuje si¢
problem kompleksowy: od wyboru lokalnych makuchoéw jako surowca, przez izolacje
bialek, projektowanie hydrolizy z uzyciem proteaz ro§linnych, az po weryfikacje mozliwosci
przeskalowania procesu do warunkow przemystowych.

Niniejsza praca wpisuje si¢ w te luke, taczac perspektywe badan podstawowych
z praktycznymi potrzebami przedsigbiorstwa. Punktem wyjscia jest zatozenie, ze biatka
izolowane z makuchow rzepaku, stonecznika i1 ostropestu mogg stanowi¢ warto§ciowy
substrat do wytwarzania peptydéw o istotnych wilasciwosciach przeciwutleniajgcych
i hipotensyjnych, pod warunkiem odpowiedniego doboru metody izolacji oraz parametrow
hydrolizy enzymatycznej.

Gléownym celem pracy bylo opracowanie i optymalizacja procesu otrzymywania
peptydow z bialek roslin oleistych o potencjalnych witasciwosciach przeciwutleniajacych
I hipotensyjnych, a nastgpnie ocena mozliwosci przeskalowania tego procesu do warunkoéw
przemystowych. Cel ten zrealizowano poprzez: wybdr i charakterystyke makuchow jako
surowcow, opracowanie metody izolacji biatka, analizy in silico w kierunku identyfikacji
sekwencji bioaktywnych, optymalizacj¢ hydrolizy enzymatycznej z uzyciem wybranych
proteaz roslinnych, oceng aktywnosci otrzymanych hydrolizatow oraz weryfikacje procesu
w skali przemystowej zakonczong opracowaniem noty technologicznej. Szczeg6élny nacisk

polozono na powigzanie wynikéw badan podstawowych z praktycznymi wymaganiami
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przedsigbiorstwa wdrazajacego technologie, tak aby opracowany proces moglt zostaé
opisany w formie noty technologicznej i zaimplementowany w warunkach rzeczywistej

produkcji peptydow lub hydrolizatow na cele zywnosci funkcjonalnej i nutraceutyczne;.

16



3.Uzasadnienie podjete; tematyki badawcze] —
przeglad literatury

3.1. Kontekst rynkowy i srodowiskowy

Globalny rynek zywnosci podlega dynamicznym przemianom pod wplywem
rosngcej populacji, zmian klimatycznych i potrzeby zréwnowazonego gospodarowania
zasobami. W centrum uwagi znajdujg si¢ obecnie zywno$¢ funkcjonalna, produkcja
zrownowazona oraz dieta roélinna. Zywno$¢ funkcjonalna definiowana jest jako zywno$é
naturalna lub przetworzona, ktora spozywana regularnie wywiera udokumentowany,
pozytywny wplyw na zdrowie — wykraczajacy poza podstawowe wartosci odzywcze
(Garbacz i in., 2023). Celem takiej zywno$ci jest m.in. poprawa stanu zdrowia
oraz zmniejszenie ryzyka choréb cywilizacyjnych (np. nowotwordw, cukrzycy typu 2,
udaru, choréb sercowo-naczyniowych) (Granato i in., 2020; Garbacz i in., 2023). Rosngca
prozdrowotna $wiadomos$¢ konsumentoéw przektada si¢ na szybki wzrost rynku zywno$ci
funkcjonalnej — globalnie jego warto$¢ w 2023 r. szacowano na ok. 330 mld USD,
z prognozami wzrostu do ponad 586 mld USD w 2030 r. (Grand View Research, 2024).
Jednoczesnie zrownowazony rozwoj i koncepcja gospodarki obiegu zamknigtego (GOZ)
zwracaja coraz wicksza uwage na wykorzystanie odpaddéw i produktéw ubocznych
przemystu spozywczego jako surowcoOw do produkcji zywnosci i nutraceutykow o wysokiej

warto$ci dodanej (Duan i in., 2025).

W sektorze ttuszczowym powstaja ogromne ilosci produktow ubocznych w postaci
makuchow (wyttokow poekstrakcyjnych). Przyktadowo, w sezonie 2023/24 globalna
produkcja rzepaku wyniosta ok. 90,0 mln t (USDA Foreign Agricultural Service, 2025a),
co przetozylo si¢ na wytworzenie ok 49,1 min t Sruty rzepakowej (USDA Foreign
Agricultural Service, 2025b). Tradycyjnie Srut¢ stosowano gtownie jako pasz¢ lub nawoz,
jednak obecnie coraz wigksze jest zainteresowanie ich waloryzacjga na cele spozywcze
I nutraceutyczne. Tendencja ta wynika z kilku czynnikow. Po pierwsze, makuchy sg bogate
w cenne sktadniki odzywcze, zwlaszcza biatko, co czyni je atrakcyjnym roslinnym
surowcem biatkowym. Po drugie, ich wykorzystanie wpisuje si¢ w ide¢ ograniczania
marnotrawstwa i efektywnego zarzadzania odpadami spozywczymi (nizsze koszty
utylizacji, mniejsza presja sSrodowiskowa). Po trzecie, wzrost popytu na biatka roslinne

wynika z checi ograniczenia konsumpcji migsa ze wzgledow etycznych i zdrowotnych
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(Garbacz i in., 2023). Wykorzystanie makuchéw w nowych zastosowaniach zywnos$ciowych
moze wigc laczy¢ cele ekonomiczne (tanszy surowiec), ekologiczne (mniej odpadow)

oraz spoteczne (zdrowsza, bardziej zrownowazona dieta).

Mimo wysokiej warto$ci odzywczej, makuchy nasion oleistych dotychczas byty
niedoceniane jako sktadnik zywnos$ci dla ludzi. Wynikato to m.in. z obecnosci czynnikéw
antyzywieniowych, niekorzystnych cech organoleptycznych oraz wysokiej zawarto$ci
wlokna pokarmowego w tych surowcach. Jednak postepy w uprawie i technologii
przetworstwa znaczgco zmniejszyly poziom niepozadanych zwigzkow w niektorych
nasionach. Przyktadem sg odmiany podwdjnie ulepszone rzepaku (canola), charakteryzujace
si¢ niska zawartoscig glukozynolanow (<30 pmol/g) 1 kwasu erukowego (<2%) (Ye i in.,
2023). Dzigki temu biatka rzepakowe staly si¢ bezpieczniejsze i bardziej atrakcyjne
do zastosowan spozywczych (Garbacz i in., 2025). Ponadto rozw6j nowych metod obrobki
(np. fermentacja, prazenie, deodoryzacja) pozwala poprawi¢ smak i strawno$¢ biatek
ro$linnych. Z drugiej strony, ro$nie presja na poszukiwanie alternatyw dla wszechobecne;j
soi — podstawowej uprawy biatkowej — ze wzgledu na kontrowersje wokot alergennosci tej
ro$liny oraz powszechnosci upraw GMO (Teleszko i in., 2023). Bialka pozyskiwane
z makuchow rodzimych roslin oleistych (jak rzepak czy stonecznik) moga czgsciowo
zastagpi¢ importowang S$rut¢ sojowa, zwiekszajac bezpieczenstwo zywnosciowe
I poprawiajac bilans ekologiczny (mniej transportu, zagospodarowanie lokalnych odpadow
przemystu olejarskiego). Wszystkie powyzsze przestanki stanowig silne uzasadnienie dla
podjecia prac badawczych nad opracowaniem procesu wytwarzania peptydow
bioaktywnych z makuchow — wpisuje si¢ to bowiem w aktualne trendy rynkowe (zywnos¢
funkcjonalna, ,.clean label”), potrzeby $rodowiskowe (upcykling odpadéw) oraz cele

naukowe (poszukiwanie nowych bioaktywnych sktadnikéw prozdrowotnych).

3.2. Wiasciwosci biatek z makuchow oleistych

Makuchy bedace pozostatoscia po ttoczeniu lub ekstrakceji oleju charakteryzujg sig
wysoka zawarto$cig biatka roslinnego. Zawartos¢ 1 sktad aminokwasowy biatek r6znig si¢
w zaleznosci od gatunku ro$liny oraz sposobu odtluszczenia materiatu. Ponizej
scharakteryzowano trzy kluczowe dla przedsigbiorstwa surowce: makuch rzepakowy,

stonecznikowy i ostropestowy, z odniesieniem do innych nasion oleistych.
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3.2.1. Rzepak (Brassica napus L.)

Rycina 1. Kwiaty oraz nasiona rzepaku (Brassica napus L.).

Nasiona rzepaku zawieraja ok. 40-50% thuszczu 1 20-30% biatka (Chmielewska
I in., 2021). Po ekstrakcji oleju pozostaje makuch, stanowigcy ~ niemal polowe masy nasion
i zawierajacy ~35-40% bialka (Chew i in., 2020). Bialko rzepakowe cechuje si¢ wysoka
wartoscig odzywcza dzigki korzystnemu profilowi aminokwasowemu — jest bogate
w aminokwasy siarkowe (cysteine i metioning) oraz rozgatezione (BCAA — Branched-Chain
Amino Acids), ma takze wysoki udziat lizyny (~6% kompozycji aminokwasoéw) bedacej
limitujacym aminokwasem zb6z (Di Lena i in., 2021; Wanasundara i in., 2016). Jego
warto$¢  biologiczna zbliza si¢ do bialka sojowego — badania wykazaty,
ze izolaty/hydrolizaty biatka rzepaku pod wzgledem strawnos$ci, sktadu aminokwasow
egzogennych i bilansu azotowego doréwnujg izolatowi sojowemu (Fleddermann i in., 2013).
W przeszios$ci szersze wykorzystanie rzepaku w zywieniu ludzi ograniczata wysoka
zawarto$¢ substancji antyzywieniowych (m.in. glukozynolany, polifenole jak synapina
I taniny, kwas fitynowy), powodujacych gorzki smak, ciemng barwg produktow, obnizenie
rozpuszczalnosci 1 strawnosci biatek oraz potencjalne reakcje alergiczne (Permanov¢ 1 in.,
2025). Obecnie jednak dostepne sa odmiany podwojnie ulepszone “00”, w ktorych poziom
tych zwigzkow (glukozynolany < 30 pmol/g, kwas erukowy < 2% w nasionach)

zredukowano do $ladowych iloéci (Ye i in., 2023). Dzigki temu makuch rzepakowy jest dzi$

19



obiecujacym zrodtem biatka dla przemystu spozywczego — tanszym i tatwiej dostepnym
lokalnie niz soja (w Unii Europejskiej rosnie produkcja rzepaku, a Polska nalezy
do czotowych producentéw). Dominujgcymi biatkami w nasionach rzepaku sa globuliny
zapasowe krucyferyna (hetero-hexamer 11-12S o masie ok. 300 kDa) oraz napina (albumina
2S ~14-16 kDa), stanowigce tacznie ~85-90% ogotu biatek. Taki sklad decyduje
0 wlasciwos$ciach funkcjonalnych biatek rzepakowych — krucyferyna i napina nadajg im
zdolno$¢ tworzenia emulsji olej-woda, piany oraz zeli, dajac im ogromny potencjat
zastosowania w produktach spozywczych (Karabulut i in., 2025). W ostatnich latach
prowadzone sg intensywne prace nad wykorzystaniem bialek rzepaku w zywnosci (izolaty
biatkowe, koncentraty) oraz nad otrzymywaniem z nich peptydow o aktywnosci
biologicznej. Liczne badania wykazaly, ze hydrolizaty bialek rzepakowych moga uwalnia¢
krotkie peptydy bioaktywne o réznorodnych wiasciwosciach prozdrowotnych — mu.in.
antyoksydacyjnych, przeciwnadcisnieniowych (inhibitory ACE), przeciwcukrzycowych
(hamowanie DPP-1V), przeciwbakteryjnych i przeciwzapalnych; hipolipidemicznych (He
i in., 2012; Duaniin., 2023; He i in., 2019; Yang i in., 2023).

3.2.2. Stonecznik (Helianthus annuus L.)

Rycina 2. Kwiaty oraz nasiona stonecznika (Helianthus annuus L.).
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Stonecznik jest kolejng wazng ro$ling oleista; Swiatowa produkcja nasion w ostatnich
sezonach wynosita ok. 52-56 miIn t (USDA, 2025a). Nasiona stonecznika zawieraja okoto
40-45% thuszczu 1 20-30% biatka. Po ekstrakcji oleju ze stonecznika powstaje makuch
zawierajacy przecietnie okoto 35% biatka w suchej masie, przy czym warto$¢ ta zalezy
od stopnia odtuszczenia i usunigcia tuski (Gonzalez-Pérez i Vereijken, 2007). Makuch
stonecznikowy odznacza si¢ jednak wyzsza zawarto$cig wtokna (pozostato$¢ tuski) oraz
nizsza zawartoscig lizyny, co obniza warto$¢ odzywcza jego biatka w porownaniu z sojg czy
rzepakiem (Gonzalez-Pérez i Vereijken, 2007). Niemniej jednak biatko stonecznika jest
stosunkowo bogate w aminokwasy siarkowe (metioning i cysteing) w poréwnaniu z innymi
$rutami oleistych oraz zawiera korzystne ilosci aminokwasoéw aromatycznych (Zili¢ i in.,
2010). Ponadto stonecznik nie zawiera typowych silnych alergenéw pokarmowych — alergie
na jego biatko naleza do rzadkos$ci (Ukleja-Sokotowska i in., 2016). Dzigki temu, a takze
statusowi upraw non-GMO, biatko stonecznika stanowi bezpieczny zamiennik w produktach
dla alergikow oraz konsumentoéw poszukujacych roslinnych alternatyw. W poréwnaniu
Zinnymi $rutami ro$linnymi, biatko stonecznika charakteryzuje si¢ brakiem istotnych
wewnetrznych czynnikdw antyzywieniowych wymagajacych inaktywacji termicznej —
W nasionach nie wystepuja bowiem zwigzki takie jak glukozynolany, a aktywno$¢
inhibitoréw proteaz jest stosunkowo niska (Ermis, 2024). Jednocze$nie w makuchu obecne
sa zwigzki fenolowe, gtownie kwas chlorogenowy, ktore moga nadawac produktom ciemng
barwe i gorzki posmak (Shchekoldina 1 Aider, 2014). Dominujacymi biatkami zapasowymi
nasion slonecznika sg globuliny 11S (helianthinin) 1 albuminy 285, ktore facznie stanowia
~85% ogotu biatek. Globuliny 11S to heksamery o masie 300-350 kDa, a 2S-albuminy to
mate, zasadowe polipeptydy (~10—15 kDa) (Zili¢ i in., 2010). Taki profil biatkowy decyduje
o funkcjonalnos$ci — globuliny 11S 1 albuminy 2S wykazuja zdolnos$¢ do tworzenia emulsji
olej-woda, pian i zeli, porownywalng z wlasciwosciami biatek sojowych czy nawet biatka
jaja (Gonzalez-Pérez i Vereijken, 2007; Shchekoldina i Aider, 2012). Biatka stonecznika
stosowano m.in. w pieczywie, makaronach bezglutenowych i przetworach migsnych, gdzie
zwigkszaty zawarto$¢ biatka, poprawialy konsystencje 1 profil aminokwasowy, nie obnizajac
akceptowalnosci sensorycznej (Shchekoldina i Aider, 2014; Zaky i in., 2022; Grasso 1 in.,
2020). W ostatnich latach prowadzone sg intensywne prace nad otrzymywaniem z biatek
stonecznika  hydrolizatbw o aktywnosci  biologicznej. Badania potwierdzaja,
ze enzymatyczna  hydroliza uwalnia peptydy o dziatlaniu przeciwzapalnym,

immunomodulujacym oraz przeciwutleniajacym (Velliquette i in., 2020; Ospina-Quiroga
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I in., 2022). Te badania potwierdzaja, ze pomimo pewnych ograniczen, biatka stonecznika
sa warto$ciowym surowcem do otrzymywania funkcjonalnych peptydow i moga znalez¢

zastosowanie w zywnosci o podwyzszonych walorach prozdrowotnych.

3.2.3. Ostropest plamisty (Silybum marianum L. Gaertn.)

Rycina 3. Kwiaty oraz nasiona ostropestu (Silybum marianum L.).

Ostropest jest ro$ling znang gléwnie z zawartosci zwigzkéw sylimarynowych
0 wilasciwosciach prozdrowotnych (hepatoprotekcyjnych) (Opyd i Jurgonski, 2021).
Nasiona ostropestu zawierajg okoto 20—30% biatka i 25-30% ttuszczu (Teleszko i in., 2023).
Makuch ostropestowy stanowi warto$ciowy, lecz wymagajacy surowiec do dalszego
wykorzystania. Zawiera on przecietnie 25-30% bialka oraz wyjatkowo wysoka ilos¢
btonnika, siggajaca do ~58% s.m. (~580 g/kg). Taka zawartos¢ frakcji wtoknistych z jedne;j
strony stanowi zalet¢ — makuch jest zrodtem witdkna pokarmowego i polifenoli — z drugiej
natomiast ogranicza jego strawno$¢ i przyswajalno$¢ sktadnikow odzywczych (Lambo i in.,
2024). Dodatkowym problemem technologicznym pozostaje obecnos¢ twardej tuski
nasiennej oraz gorzkich flawonolignanéw, ktore obnizajg akceptowalnos¢ sensoryczng
produktow. Profil aminokwasowy biatek ostropestu porownywany jest do bialek roslin

stragczkowych — zawarto$¢ aminokwasow egzogennych jest wysoka, a szczegdlnie wyrdznia
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si¢ duza ilos¢ aminokwasow siarkowych (metioniny i cysteiny) oraz tryptofanu (Teleszko
I in., 2023). Dotychczas ograniczone wykorzystanie biatek ostropestu w zywnosci wynikato
gtownie z trudnosci technologicznych, jednak rosngce zainteresowanie lokalnymi zrédtami
biatka sprawia, ze surowiec ten staje si¢ obiektem nowych badan. Szczegélnie
perspektywiczne wydaje si¢ zastosowanie hydrolizatow biatek ostropestu jako zrddia
peptydow bioaktywnych. Wstepne badania wskazuja, ze produkty ich hydrolizy moga
wykazywac silne wlasciwos$ci antyoksydacyjne i przeciwzapalne, przy czym synergistyczne
dziatanie peptydow i1 towarzyszacych flawonolignanéw moze zwigksza¢ efekt biologiczny
(Opyd iin., 2021). Z tego wzgledu ostropest plamisty nalezy uzna¢ za interesujace, lokalnie
dostepne zrédto biatka i bioaktywnych peptydéw, ktore moze znalezé zastosowanie
w zywnosci funkcjonalnej i1 nutraceutykach. Z uwagi na lokalng dostepnos¢ ostropestu
W Polsce oraz ograniczong znajomos$¢ bioaktywnych peptydow z jego biatek, roslina ta
stanowi interesujacy obiekt dalszych badan, ktore moga dostarczy¢ nowych informacji

naukowych i umozliwi¢ opracowanie innowacyjnych produktow prozdrowotnych.

3.2.4. Inne rosliny oleiste

Oprocz rzepaku, stonecznika i ostropestu, potencjat do wykorzystania w produkcji
peptydéw bioaktywnych wykazuja takze inne rosliny oleiste. Nalezg do nich m.in. konopie
siewne, dynia oleista, czarnuszka siewna, a takze klasyczne gatunki referencyjne, takie jak
soja czy len. Makuchy tych surowcow zawierajg znaczace ilo$ci biatka o korzystnym profilu
aminokwasowym i po enzymatycznej hydrolizie stajg si¢ zrodtem peptydow o wysokiej
aktywnos$ci biologicznej. W licznych badaniach opisano przede wszystkim dziatanie
antyoksydacyjne oraz inhibicj¢ ACE, ale takze efekty przeciwzapalne, hepatoprotekcyjne,
przeciwdrobnoustrojowe i potencjalnie przeciwnowotworowe (Girgih i in., 2014; Vastag
i in., 2011; Nkosi i in., 2005; Nourmohammadi i in., 2017; Zaky i in., 2021; Karamac¢ i in.,
2016; Nwachukwu i in., 2014; Liu i in., 2022; Lammi i in., 2015; Puchalska i in., 2014).

Przytoczone przyktady wyraznie pokazuja, ze nasiona oleiste i powstajace z nich
makuchy — dotad traktowane gtownie jako pasze — stanowig warto$ciowe zrodta biatek
I bioaktywnych peptydow. Cho¢ niniejsza praca koncentruje si¢ na trzech wybranych
rodzimych surowcach oleistych (rzepaku, stoneczniku oraz ostropescie), uzyskane wnioski

maja charakter uniwersalny i mogg znalez¢ zastosowanie takze w odniesieniu do innych
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ro$lin oleistych. W dobie poszukiwania zréwnowazonych i1 innowacyjnych zrédet
bioaktywnych skladnikéw zywnosci, biatka pozostate po ekstrakcji oleju stanowig
obiecujaca baze do pozyskiwania nowych peptydow o korzystnym dziataniu na zdrowie

cztowieka.

3.3. Metody izolacji biatek z makuchow oleistych

3.3.1. Ekstrakcja alkaliczna z wytragcaniem izoelektrycznym.

Najczesciej stosowang metoda izolacji biatek z makuchow (odttuszczonych
wyttokow nasion oleistych) jest klasyczny dwuetapowy proces ekstrakcji alkalicznej
Z nastgpczym wytrgcaniem izoelektrycznym biatek (Kalaydzhiev i in., 2020; Singh i in.,
2022). Polega on na rozpuszczeniu biatek w wodnym roztworze o odczynie zasadowym
(zwykle w NaOH, pH 8-12), oddzieleniu nierozpuszczalnych pozostatosci (wtokna, skrobi
itp.) przez wirowanie, a nast¢pnie zakwaszeniu otrzymanego supernatantu do punktu
izoelektrycznego (pH 4-5) w celu stracenia rozpuszczonych bialek. Wytracone biatko
odzyskuje si¢ przez kolejng sedymentacj¢/wirowanie i neutralizuje do pH oboj¢tnego
(Kalaydzhiev i in., 2020). Metoda ta zostata opracowana juz w latach 50. XX w. (patent
Anson i Pader, 1955) i do dzi$ jest wzorcem w produkcji izolatu sojowego oraz badaniach
nad biatkami ros§linnymi. Zapewnia ona wysoki stopien izolacji — otrzymywany izolat
biatkowy cechuje si¢ zwykle bardzo duza czystoscig (>90% biatka w suchej masie).
Wykazano, ze wydajno$¢ odzysku biatka ta metoda z wielu makuchéw (soja, rzepak,
konopie, stonecznik) moze dochodzi¢ do 50-60% zawartego biatka, cho¢ zalezy od surowca
i warunkéw procesu (Singh i in., 2022). Z technologicznego punktu widzenia proces
alkalicznej ekstrakcji 1 strgcania jest stosunkowo prosty do wdrozenia — opiera si¢ na
standardowych operacjach mieszania, regulacji pH 1 wirowania. Wymaga jednak uzycia
znacznych ilo$ci odczynnikdw oraz generuje $cieki o wysokiej zawartosci rozpuszczalnych
substancji (cukrow, soli, niektérych polifenoli). Ponadto ekstremalne pH moga powodowaé
czgSciowy denaturacje bialek i1 pogorszenie niektorych ich witasciwosci funkcjonalnych,
a takze sprzyja¢ niepozadanym reakcjom chemicznym (np. ciemnieniu wskutek reakcji
Maillarda) — dlatego czesto poszukuje si¢ kompromisu migdzy wysokim uzyskiem
a fagodnoscia warunkéw. Mimo tych ograniczen, klasyczna metoda alkaliczna pozostaje

punktem wyjscia w pracach nad izolacjg bialek z nowych surowcow, ze wzgledu na swoja
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skuteczno$¢ 1 sprawdzenie w skali przemystowej (np. wytwarzanie izolatu sojowego ta

metoda jest juz realizowane na §wiecie).

3.3.2. Modyfikacje procesu konwencjonalnego.

Istnieje szereg modyfikacji powyzszego procesu, ktorych celem jest poprawa
wlasciwosci produktu lub uproszczenie technologii. Jedng z nich jest zastosowanie
odmiennego odczynu podczas ekstrakcji — zamiast srodowiska silnie zasadowego testowano
ekstrakcje w warunkach kwasnych (np. pH ~2) lub nawet w czystej wodzie bez dodatku
kwasOw/zasad (Alli i in., 1993; Klamczynska i in., 2001). Ekstrakcja kwasna bywa
stosowana np. do wyizolowania specyficznych frakcji (w przypadku rzepaku pozwala
preferencyjnie ekstrahowac¢ biatka drobne — napiny) i roOwniez prowadzi do otrzymania
preparatu o wysokiej czystosci biatkowej (Alli i in., 1993). Z drugiej strony ekstrakcja
wylacznie woda (pH naturalne surowca) daje znacznie nizsze wydajno$ci rozpuszczania
biatka, dlatego rzadko sprawdza si¢ jako samodzielna metoda izolacji (Klamczynska i in.,
2001). Inng modyfikacja jest zmiana sposobu zatezania/odzyskiwania biatka z roztworu:
zamiast wytrgcania izoelektrycznego mozna zastosowac proces ultrafiltracji membranowej
w celu odfiltrowania i zaggszczenia rozpuszczonych biatek (Singh i in., 2022). Metodg
ultrafiltracji opracowano juz w latach 70. (Olsen i Hinge, 1978) i wykazano, ze otrzymane
ta droga izolaty zachowuja wyzsza rozpuszczalno$¢ oraz lepsze whasciwosci funkcjonalne
(np. emulgowanie, zelowanie) niz biatka stracane kwasem. Z perspektywy przemystowej,
zastgpienie etapu strgcania procesem membranowym eliminuje konieczno$¢ dodawania
kwasu 1 pdzniejszej neutralizacji, co upraszcza gospodarke odczynnikami i moze zmniejszy¢
zasolenie Sciekow. Wada s3 jednak wyzsze koszty inwestycyjne (instalacja systemu filtracji
membranowej o odpowiedniej wydajnosci) oraz potrzeba precyzyjnego oczyszczania
ekstraktu przed filtracja, aby unikng¢ zatykania membran. Niemniej jednak, technologia
membranowa jest juz z powodzeniem stosowana na skale przemyslowa w produkcji
koncentratow biatek serwatkowych czy grochowych, wigc jej implementacja w przypadku

bialek z makuchow jest realna.
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3.3.3. Metoda micelizacji.

Ciekawa alternatywa dla zakwaszania biatek jest tzw. metoda micelizacji, oparta na
kontrolowanej zmianie sity jonowej Srodowiska (Paredes-LOpez i in., 1991). W metodzie tej
biatka najpierw ekstrahuje si¢ w roztworze o podwyzszonym st¢zeniu soli (np. NaCl),
co zwigksza rozpuszczalno$¢ niektorych frakcji biatkowych w fazie cieklej. Nastepnie
roztwor biatek o wysokiej jonowosci rozciencza si¢ duza objetoscia wody, gwalttownie
obnizajac site jonowa, co indukuje precypitacje biatek z powrotem. Powstajagce w ten sposob
agregaty biatkowe okresla si¢ mianem miceli, a proces umozliwia odzyskanie biatka bez
uzycia kwasé6w — wystarczy separacja przez sgczenie lub odwirowanie straconych miceli
I ich suszenie (Boye i in., 2010). Zaletg tej metody jest tagodniejsze traktowanie biatek (brak
ekstremalnego pH) oraz mozliwo$¢ uzyskania koncentratu biatkowego o wysokiej czystosci
rzedu 85-88% biatka (Boye i in., 2010). Niestety, wada micelizacji jest bardzo duze zuzycie
wody — aby efektywnie straci¢ biatka przez rozcienczenie, wymagane sg znaczne objetosci,
co rodzi problemy ze skalowaniem przemystowym i gospodarowaniem $ciekami.
W konsekwencji metoda ta, mimo interesujacych wynikéw laboratoryjnych, nie doczekata
si¢ szerszego zastosowania komercyjnego 1 traktowana jest raczej jako ciekawostka

naukowa lub opcja do zastosowania niszowego.

3.3.4. Lagodna ekstrakcja solna 1 ultrafiltracja.

Najnowsze badania wskazuja, ze obiecujagcym podejéciem do izolacji biatek
z makuchéw moze by¢ zastosowanie tagodniejszych warunkow ekstrakeji  —
np. umiarkowanie kwasnego odczynu 1 soli zamiast silnej zasady — polaczonych
z technikami membranowymi zamiast stracania. Zhang 1 in. (2024) porownali klasyczng
ekstrakcje alkaliczng bialek rzepaku z alternatywng ekstrakcja w roztworze soli magnezu
przy pH 6,5, po ktorej biatka oczyszczono metoda ultrafiltracji. Okazato si¢, ze mato kwasna
(ang. weakly acidic) ekstrakcja solna (pH 6,5, 0,15 M MgCl:) pozwolita odzyska¢ ponad
40% biatka z surowca i znaczaco obnizy¢ poziom zwigzkow antyodzywczych w produkcie.
Otrzymane tg metoda preparaty cechowaly si¢ jasniejsza barwg i tagodniejszym zapachem
oraz wykazywaly lepsza rozpuszczalno$¢, wyzsza aktywnos¢ emulgowania
I pianotworczo$¢ niz izolaty uzyskane metodg alkaliczng. Poprawie ulegta rowniez warto$¢
odzywcza — otrzymane biatko miato korzystniejszy profil aminokwasowy i1 wyzsza

strawno$¢ w sztucznym przewodzie pokarmowym. Autorzy podkreslaja, Ze metoda ta jest
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fagodniejsza dla bialek i daje produkt bardziej atrakcyjny spozywczo; jedynym wyzwaniem
pozostaje nieco nizsza wydajno$¢ w poréwnaniu z ekstrakcjg alkaliczna, ktorg nalezatoby
poprawi¢ przy skalowaniu procesu. Z praktycznego punktu widzenia, wdrozenie takiej
technologii wymagatoby wyposazenia zaktadu w uktad ultrafiltracji oraz obiegu roztworéw
soli, ale jednocze$nie eliminuje konieczno$¢ stosowania silnych odczynnikdéw i moze
utatwi¢ uzyskanie produktu o wysokiej jakosci sensorycznej. Jest to warty uwagi sposob
na otrzymanie tzw. ,,bialek natywnych” o zachowanych funkcjach biologicznych i lepszej

akceptowalnos$ci w zywnosci (Hansen 1 in., 2022).

3.3.5. Usuwanie polifenoli i substancji antyodzywczych.

Cecha charakterystyczna wielu makuchow oleistych jest wysoka zawartos¢
zwigzkow fenolowych i innych substancji antyodzywczych (pozostalo$ci p procesach
produkcyjnych, nagromadzonych zanieczyszczen, itp.), ktére moga utrudniac izolacje¢ biatka
1 pogarsza¢ jako$¢ otrzymanego izolatu. Przyktadowo, makuch rzepakowy zawiera
glukozynolany i polifenole (m.in. kwas synapinowy), a stonecznikowy jest zasobny w kwas
chlorogenowy — zwiazki te nadaja ciemng barwe i gorzki posmak, a takze obnizajg
rozpuszczalno$¢ i wlasciwosci funkcjonalne biatek (Singh i in., 2022). Dlatego czgsta
praktyka jest ich czeSciowe usunigcie przed lub w trakcie procesu izolacji biatka. Jedng
z prostszych metod jest ptukanie surowca w etanolu/wodzie, ktore wyplukuje polifenole
przy minimalnych stratach biatka — np. zastosowanie mieszaniny etanol: woda 8:2 (v/v)
wobec makuchu rzepaku pozwolito zredukowaé zawartos¢ fenoli przy jedynie sladowym
ubytku biatka (Zhang i in., 2024). Na skale przemystowa potencjalnie optacalne jest
odzyskiwanie etanolu z powrotem (destylacja), dzigki czemu krok ten nie generuje duzych
strat rozpuszczalnika. Alternatywnym podejsciem jest stosowanie zywic adsorpcyjnych —
np. nierozpuszczalnych polimeréw (typu Amberlite XAD 16HP) o powinowactwie do
zwigzkow fenolowych (Pickardt 1 in., 2015). W badaniach pilotazowych zastosowanie
zywicy do oczyszczenia ekstraktu biatkowego ze stonecznika pozwolito uzyskaé po
wysuszeniu izolat o zawarto$ci biatka az 94-98%, pozbawiony wigkszosci polifenoli,
podczas gdy bez tego etapu czystos¢ byta znacznie nizsza. Wadg jest koszt 1 koniecznos¢
regeneracji takich zywic, ale ich uzycie moze okaza¢ si¢ uzasadnione ekonomicznie,
gdy celem jest produkt spozywczy o neutralnym smaku i jasnej barwie. W literaturze

opisywano takze wykorzystanie wymiany jonowej — kolumn wypetionych selektywnym
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adsorbentem — do jednoczesnego oczyszczania i frakcjonowania biatek. Przyktadowo,
Moreno-Gonzalez i in. (2021) uzyli chromatografii kationowymiennej do rozdziatu biatek
rzepaku na frakcje napin i krucyferyn, uzyskujac kazda z nich w czystosci >98%. Jest to
jednak technologia wysoko-specjalistyczna, wymagajaca kosztownej aparatury, dlatego jej
zastosowanie ogranicza si¢ na razie do skali laboratoryjnej lub ewentualnie produkcji
sktadnikéw o bardzo wysokiej warto$ci dodanej (np. izolacja specyficznych bioaktywnych

peptydow).

3.3.6. Wspomaganie procesu nowoczesnymi technologiami.

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie metodami intensyfikacji ekstrakcji biatek
z surowcoOw ro$linnych oraz technologiami bardziej zréwnowazonymi Srodowiskowo.
Badane sg m.in.: ultradzwigki, mikrofale, ekstrakcja enzymatyczna, pulsacyjne pola
elektryczne, ekstrakcja przy uzyciu cieczy w stanie nadkrytycznym lub subkrytycznym,
a takze zastosowanie tzw. naturalnych eutektycznych rozpuszczalnikow (NADES). Celem
wszystkich tych innowacji jest zwigkszenie wydajnosci i szybko$ci pozyskiwania bialka,
przy jednoczesnym obnizeniu zuzycia energii i chemikaliow oraz poprawie jakosci produktu
koncowego. Ponizej omowiono najwazniejsze z nich w kontekécie mozliwosci

wdrozeniowych:

e [Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE) — Ultradzwigki o wysokiej mocy

przytozone podczas ekstrakcji potrafig skutecznie rozbija¢ struktury komorkowe
i aglomeraty, utatwiajac dyfuzje rozpuszczalnika w glab czastek i uwalnianie biatek
do roztworu. W efekcie znaczaco ro$nie wydajnos¢ procesu oraz skraca si¢ czas
ekstrakcji (Dong i in., 2011). Przyktadowo, Dabbour i in. (2018) zoptymalizowali
sonikacje w procesie pozyskiwania biatka ze slonecznika: juz 15 minut dziatania
ultradzwiekow o gestosci mocy ~220 W/L (45 °C) zwigkszyto uzysk biatka do 54%
(wzgledem ~40% metoda tradycyjng), a otrzymany izolat mial bardzo wysoka
czystos¢ ~93% oraz polepszone wtasciwosci funkcjonalne. Podobnie, w przypadku
makuchu rzepakowego zastosowanie ultradzwickéw (np. energii 150 kJ/L przy
30 °C) pozwolito zwigkszy¢ odzysk biatka z 60% do ok. 72,5% oraz podniosto
rozpuszczalnos¢ izolatu o 50% w zakresie pH neutralnego, bez destrukcyjnego
wplywu na sktad podjednostkowy biatek (Villalon-LOpez i Martinez-Padilla, 2025).

Z perspektywy wdrozenia, technika UAE jest stosunkowo tatwa do zaadaptowania:
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wymaga wyposazenia aparatury ekstrakcyjnej w przetworniki ultradzwigkowe
zanurzone w medium lub sprzezone z naczyniem ekstrakcyjnym. Dostepne sg juz
komercyjnie systemy do sonikacji cieczy w skali przemystowej, zarowno pracujgce
okresowo, jak 1 w trybie cigglym przeptywowym. Kluczowe jest zapewnienie
odpowiedniej mocy i unikanie nadmiernego przegrzewania probek (ultradzwigki
generujg cieplo), co rozwiazuje si¢ przez chtodzenie ukladu. Biorac pod uwage
znaczng poprawe wydajnosci 1 jakosci biatek, ultradzwigki wydaja si¢ bardzo
obiecujacym ulepszeniem procesu — ich koszt energetyczny moze si¢ zwrdcic¢ dzigki
zwigkszeniu ilo$ci otrzymanego produktu i potencjalnie lepszej wartosci rynkowej
izolatu.

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami — Dziatanie mikrofal polega na dielektrycznym

rozgrzewaniu materiatu, co powoduje szybki wzrost temperatury wewnatrz czastek
surowca. To z kolei rozluznia struktur¢ matrycy i moze ulatwia¢ uwalnianie
sktadnikéw rozpuszczalnych, w tym biatek. Zaleta mikrofal jest bardzo krotki czas
potrzebny do podgrzewania wsadu (ogrzewanie wolumetryczne), co skraca
catkowity czas ekstrakcji (Lopez-Salazar i in., 2023). Badania sugeruja, ze mikrofale
moga zwigkszy¢ efektywno$¢ pozyskiwania biatek z surowcoOw roslinnych,
jednoczesnie zuzywajac mniej energii niz konwencjonalne ogrzewanie konwekcyjne
(Bedin 1 in., 2019). Nalezy jednak uwaza¢, by nie doprowadza¢ do lokalnego
przegrzania i denaturacji biatka — kontrola mocy mikrofal i ewentualne cykliczne
zalgczanie pozwalajg utrzymac temperatur¢ w optymalnym zakresie. Wdrozenie
mikrofal w skali przemystowe] wymaga specjalnych ekstraktoréw przystosowanych
do pracy w polu mikrofalowym (materialy naczynia nie wchodzace w interakcje z
promieniowaniem, odpowiednie zabezpieczenia). Takie urzadzenia istniejg
np. w przemysle ekstrakcji zidt czy przypraw, cho¢ w przypadku wydzielania biatek
nie sg jeszcze powszechne. Niemniej, przy odpowiedniej optymalizacji, technologia
mikrofalowa moze oferowac szybki i stosunkowo energooszczedny sposob izolacji
bialek — co czyni jg warta rozwazenia w nowoczesnym zaktadzie.

Wspomaganie enzymatyczne — Enzymy hydrolityczne moga zosta¢ uzyte do

selektywnego rozktadu tych komponentow surowca, ktore utrudniajg uwalnianie
bialek.  Najczgéciej stosuje  si¢  koktajle enzymow  celulolitycznych
I hemicelulolitycznych w celu nadtrawienia $cian komoérkowych, polisacharydoéw

wldknistych 1 innych makromolekut otaczajacych biatka (Dominguez i in., 1994).
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Taka obrébka enzymatyczna (zwykle poprzedzajaca wiasciwg ekstrakcje) moze
znaczaco zwigkszy¢ ilo$¢ rozpuszczonego biatka. Przyktadowo, badania Rommi
iin. (2014) wykazaly, ze dodatek preparatow pektynolitycznych (Pectinex)
i celulolitycznych (Celluclast) zwigkszyt ilo$¢ wyekstrahowanego biatka nawet 1,7-
krotnie w poréwnaniu z brakiem enzyméw. Innym podej$ciem jest uzycie enzymow
proteolitycznych — tu celem nie jest zachowanie nienaruszonych biatek, lecz ich
czgsciowa hydroliza w celu utatwienia rozpuszczenia (mniejsze peptydy latwiej
przechodzg do roztworu). Przyktadowo, proteaza Alcalase byta testowana w procesie
tzw. enzymatycznej ekstrakcji wodnej (aqueous enzymatic extraction), gdzie
jednoczesnie ekstrahowano olej i biatko z nasion wodorozpuszczalnych emulsji.
Po zakonczeniu takiego procesu w fazie wodnej uzyskiwano hydrolizaty biatkowe —
rozpuszczalne peptydy zamiast catych, natywnych protein. W optymalnych
warunkach uzyskano tym sposobem ~80-83% biatka z nasion w formie
rozpuszczonych peptydow (Zhang, i in., 2007). Enzymatyczne wspomaganie ma tg
zaletg, ze odbywa si¢ w fagodnych warunkach i moze zwigkszy¢ odzysk biatka bez
potrzeby uzywania silnych odczynnikow. Wada sa natomiast koszty enzymow oraz
koniecznos$¢ ich inaktywacji i usuwania po procesie (by nie pozostalty w produkcie
koncowym). Ponadto, jesli celem jest izolacja pelnowartosciowych biatek, uzycie
proteaz jest nieefektywne, poniewaz prowadzi do powstania hydrolizatéw. Dlatego
enzymy celulolityczne wydaja si¢ bardziej perspektywiczne — poprawiaja dostepnosé
biatek nie uszkadzajac ich bezposrednio. Zastosowanie enzymoOw na skale
przemystowa wydtuza 1 komplikuje proces. Jednak w wielu galeziach przemystu
spozywczego (np. w browarnictwie) taki dodatkowy etap jest standardem, wigc przy
odpowiednim uzasadnieniu ekonomicznym mozna go wdrozy¢ takze w produkcji
izolatu biatek z makuchéw.

Inne nowatorskie metody — Poza wyzej wymienionymi, trwajg prace nad szeregiem

innych technik. Pulsacyjne pola elektryczne (PEF) oraz wytadowania o wysokim
napieciu (HVED) moga perforowaé struktury komorek roslinnych na skutek
zjawiska elektroporacji, co utatwia wyptukiwanie bialek. Barba i in. (2015)
zastosowali wytadowania elektryczne do wyttokow rzepaku, uzyskujac jednoczesne
uwolnienie z matrycy innych cennych sktadnikéw: izotiocyjanianow, fenoli i biatek.
Ciecze nadkrytyczne, takie jak nadkrytyczny dwutlenek wegla (SC-COz), znalazlty

zastosowanie gtéwnie w odttuszczaniu surowcoéw — np. odttuszczanie makuchu
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rzepakowego za pomocg SC-CO:2 (z dodatkiem etanolu jako wspot rozpuszczalnika)
pozwala jednocze$nie usung¢ cze$¢ barwnikéw 1 substancji bioaktywnych,
poprawiajac jako$¢ pdzniejszego izolatu biatkowego. Co wigcej, odtluszczanie
nadkrytyczne sprzyja lepszemu odzyskowi biatka w poréwnaniu z tradycyjnym
tloczeniem — prawdopodobnie ze wzgledu na brak wysokiej temperatury i brak
pozostatosci rozpuszczalnika organicznego w surowcu (Li i in., 2021). Naturalne
gleboko eutektyczne rozpuszczalniki (NADES) to kolejna innowacja — sa to
mieszaniny zwigzkow organicznych (np. cholina i glicerol), tworzace ciecz zdolng
do rozpuszczania biopolimeréw, a przy tym uznawane za bardziej ekologiczne
I czesto nietoksyczne. Grudniewska i in. (2018) zastosowali NADES na bazie
chlorku choliny 1 glicerolu do ekstrakcji biatek z makucha rzepakowego oraz
makucha z wiesiotka 1 wuzyskali zwigkszenie wydajnosci w pordwnaniu
z tradycyjnymi rozpuszczalnikami wodnymi. Jakkolwiek obiecujace, NADES
w konteks$cie zywnosci wymagajg dalszych badan — przede wszystkim co do
bezpieczenstwa spozycia ewentualnych pozostatosci takich rozpuszczalnikow

W izolacie oraz optacalno$ci ich odzysku i recyklingu w procesie.

3.3.7. Metody suchego frakcjonowania.

Wszystkie dotychczas opisane techniki to procesy mokre, w ktorych biatko
przechodzi do roztworu. Warto wspomnie¢, ze istnieje tez podejscie alternatywne —
mechaniczne frakcjonowanie na sucho, ktore nie wymaga uzycia wody ani odczynnikow
chemicznych. Polega ono na drobnym rozdrobnieniu makuchu, a nast¢pnie rozdziale
uzyskanej maczki na frakcje¢ bogata w biatko i frakcje bogata we wtdkno za pomoca technik
takich jak sito powietrzne, klasyfikacja aerodynamiczna lub separacja w polu grawitacyjnym
(Murru 1 in., 2020). Poniewaz czastki biatkowe (np. z wewnetrznych czesci komorek) sa
zwykle drobniejsze i 1zejsze od czastek okrywy nasiennej 1 wtokna, istnieje mozliwos¢ ich
czgSciowego rozdzielenia. W praktyce makuch mieli si¢ na bardzo drobno, a nastgpnie
przesiewa i poddaje dzialaniu strumienia powietrza w separatorze (klasyfikatorze). Lzejsze
czastki (bogatsze w biatko) unoszg si¢ 1 zbierane sg jako koncentrat biatkowy, ciezsze
(z wieksza zawarto$cig tusek, ligniny) opadajg jako frakcja wtoknista. Murro i in. (2020)
wykorzystali taka metod¢ dla $ruty stonecznikowej, osiggajac wydajnos¢ przekraczajaca

65% oraz zawartos¢ biatka na poziomie okoto 43%. Cho¢ powstaty produkt nie jest
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»izolatem” w $cistym znaczeniu, to jednak taka poprawa warto§ci moze by¢ wystarczajaca
dla wielu zastosowan spozywczych (np. jako dodatek wysokobiatkowy do zywnosci) lub
paszowych. Gltowng zaletg frakcjonowania suchego jest prostota i niska ucigzliwos¢ —
technika ta wymaga tylko urzadzen mechanicznych (mtyny, separatory) i nie generuje
sciekdw ani nie zuzywa odczynnikdéw. Koszty energetyczne przemiatu i separacji sg
relatywnie niskie. Ograniczeniem jest to, ze maksymalna osiggalna koncentracja biatka
rzadko przekracza 55-60%, poniewaz zawsze pewna ilos¢ biatka pozostaje zwigzana z
ciezszymi czastkami witoknistymi. Mimo to, sucha metoda moze stanowi¢ atrakcyjne
uzupetnienie mokrych procesd6w — np. wstgpne odrzucenie czgsci widkna przed ekstrakcja
mokra zwiekszy efektywno$¢ pdzniejszego procesu chemicznego. W kontekscie wdrozenia
przemystowego, technologia sucha jest z pewnoscia najtatwiejsza do implementacji (sprzet
stosowany jest powszechnie w mtynarstwie i przemysle paszowym), jednak otrzymywany

produkt ma ograniczong czysto$¢ i funkcjonalnosc.

Reasumujac, istnieje wiele metod izolacji biatek z makuchow oleistych od
klasycznych, sprawdzonych technologii po nowatorskie rozwigzania. Tradycyjna ekstrakcja
alkaliczna z precypitacja zapewnia wysokg czysto$¢ i wydajnosé, jest dobrze znana
i mozliwa do natychmiastowego wdrozenia, cho¢ wiaze si¢ z uzyciem chemikaliow.
Modyfikacje typu ultrafiltracja czy tagodna ekstrakcja solna oferuja poprawe jakosci
produktu (lepsza rozpuszczalno$¢, smak, wartos¢ odzywcza) 1 mniejsze obcigzenie
srodowiska, jednak wymagaja inwestycji w odpowiednig infrastrukture (membrany,
systemy odzysku). Techniki pomocnicze jak ultradZwigki czy enzymy moga znaczaco
zwigkszy¢ efektywno$¢ procesu ich implementacja wymaga dodatkowego wyposazenia,
ale jest osiagalna i potencjalnie optacalna dla przedsigbiorstwa. Bardziej zaawansowane
metody (PEF, NADES) na razie pozostajag w sferze badan i péitechnicznej skali, ich petne
wdrozenie przemyslowe wymaga dalszych badan nad optymalizacja i ekonomika. Sucha
frakcjonowanie stanowi prosta alternatyweg, niewymagajaca skomplikowanej instalacji,
lecz dajaca produkt o nizszej koncentracji biatka. Literatura przedmiotu wyraznie wskazuje,
ze optymalna metoda izolacji powinna by¢ zrownowazona: dostatecznie efektywna,
a zarazem mozliwie prosta i skalowalna w warunkach przemystowych. Wybor konkretnej
technologii wymaga wigc analizy kompromisoOw migdzy wydajnoscia, jakoscig biatka

a kosztami 1 komplikacjg procesu, z uwzglednieniem specyfiki danego surowca.
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3.4. Enzymy ro$linne stosowane do hydrolizy bialek (papaina,

bromelaina, ficyna) i ich specyfika substratowa

Enzymy proteolityczne pochodzenia roslinnego — przede wszystkim papaina,
bromelaina i ficyna naleza do najczesciej wykorzystywanych biokatalizatorow do hydrolizy
biatek w przemysle spozywczym 1 biotechnologii. Sg to endopeptydazy cysteinowe
(proteazy tiolowe) z rodziny papainy (C1A) (Venetikidou i in., 2025). Cechujg si¢ one
szerokg specyficznos$ciag substratowa, zdolnoscia do dzialania w szerokim zakresie
warunkow pH i temperatury oraz statusem GRAS (ang. Generally Recognized As Safe)
nadanym przez Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA), co umozliwia ich powszechne
zastosowanie w zywno$ci (Matkawala 1 in., 2022). Ponizej omowiono szczegdlowo
wlasciwosci enzymatyczne papainy, bromelainy i1 ficyny ich mechanizm dziatania,
optymalne warunki aktywnosci, a takze zrodla surowcowe, dostepnos¢ handlowa

i zastosowania.

3.4.1. Papaina (Carica papaya L.; EC 3.4.22.2)

Rycina 4. Struktura papainy — model wstazkowy. Zrédto: RCSB Protein Data Bank (9PAP).
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Papaina jest klasyczng proteaza cysteinowa izolowang z lateksu niedojrzatych
owocOw papai (Carica papaya L.) czyli mlecznego soku wyciekajacego z nacie¢ skorki
owocu. Stanowi gtoéwny enzym proteolityczny w lateksie papai (oprocz papainy zawarte sg
m.in. chimopapainy, karikainy i1 glicyloendopeptydazy). Mechanizm dziatania papainy
opiera si¢ na obecno$ci nukleofilowej grupy tiolowej cysteiny w centrum aktywnym
(wspomaganej przez reszte histydyny), ktéra atakuje wigzanie peptydowe substratu
(Venetikidou i in., 2025). Papaina jest enzymem o bardzo szerokiej specyfice substratowej
— potrafi hydrolizowa¢ wiele roznych wigzan peptydowych wewnatrz czasteczki biatka
(endopeptydaza) i cechuje si¢ stosunkowo niewielkimi ograniczeniami co do sekwencji
aminokwasow w miejscach cigcia (tzn. ,,proteaza niespecyficzna”) (Venetikidou i in., 2025).
Optimum aktywnosci papainy przypada zwykle w zakresie pH ~6,0—7,0 i temperaturze ok.
6065 °C (Grzonka i in., 2007). Niemniej jednak aktywno$¢ utrzymuje si¢ W bardzo
szerokim przedziale pH (od okoto 3 do 9) oraz w zakresie temperatur 37—70°C (Shouket
I in., 2020). Tak szeroki zakres dziatania odrdznia papaing od wielu enzyméw zwierzgcych

i mikrobiologicznych i czyni jg uzyteczng w roznych procesach przetworczych.

Papaina od dawna jest dostepna w handlu jako preparat enzymatyczny (zaréwno
W postaci proszku, jak 1 ptynnych ekstraktow) 1 znajduje szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym. Uzywa si¢ jej m.in. do zmigkczania migsa, klarowania piwa 1 sokow
(hydroliza biatek koloidalnych odpowiedzialnych za zmgtnienie), a takze do otrzymywania
hydrolizatow biatkowych o poprawionej rozpuszczalnosci 1 wtasciwosciach funkcjonalnych

(Mazorra-Manzano i in., 2017).

Papaina, dzigeki szerokiej (w praktyce nieselektywnej) specyfice, nalezy do
najskuteczniejszych enzyméw stosowanych w hydrolizie biatek roslinnych. Umozliwia
uzyskanie wysokiego stopnia hydrolizy (DH) oraz duzego udziatu krotkich peptydéw
I wolnych aminokwaséw. Przyktadowo, Domokos-Szabolcsy i in. (2024) wykazali, ze po 12
godzinach hydrolizy biatek ciecierzycy 1 soczewicy z uzyciem papainy o0siggnig¢to
odpowiednio ~28% 1 ~35% DH, co wyrazZnie przewyzszalo efekty uzyskane dla bromelainy
i ficyny w analogicznych warunkach; jednoczes$nie na zelach SDS-PAGE obserwowano
niemal catkowity zanik pasm wysokoczasteczkowych, potwierdzajacy zdolnos$¢ papainy do
degradacji wigkszosci frakcji biatkowych. Tak gleboka hydroliza moze jednak mie¢
niejednoznaczne konsekwencje dla wlasciwosci bioaktywnych: z jednej strony sprzyja
uwolnieniu sekwencji peptydowych, z drugiej moze nadmiernie rozdrabnia¢ pozadane,

dtuzsze peptydy do bardzo krotkich fragmentéw lub pojedynczych aminokwasow, nie
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zawsze zachowujacych aktywnos$¢ biologiczng. W praktyce hydrolizaty papainowe czesto
charakteryzuja si¢ bardzo niskg $rednig masa peptydow (liczne czasteczki <1 kDa) i wysoka
zawarto$cig aminokwasow wolnych (Domokos-Szabolcsy i in., 2024). Hu i in. (2020)
zaobserwowali, ze w hydrolizacie kukurydzianym dominowaly bardzo krotkie peptydy
0 nieco nizszej aktywnosci antyoksydacyjnej, podczas gdy enzymy o wezszej specyfice
(ficyna, bromelaina) przy umiarkowanym DH wytwarzaly peptydy o wyzszej aktywnosci.
Z drugiej strony, Cotaberren i in. (2019) wykazali, ze hydroliza wyttokéw z nasion chia
Z uzyciem papainy prowadzi do powstania niskoczgsteczkowych peptydow (<15 kDa)
0 silnej zdolnos$ci zmiatania wolnych rodnikow (DPPH, ABTS). Nath i in. (2020) stwierdzit
rowniez wzrost zdolno$ci antyoksydacyjnej oraz aktywnosci inhibicji ACE po zastosowaniu
papainy do hydrolizy biatek mleka sojowego. Zebrane dane wskazuja wigc, ze papaina jest
efektywnym enzymem do uwalniania z biatek roslinnych bioaktywnych peptydow, przy
czym zalezno$¢ miedzy DH, dlugoscia peptydow a ich aktywnos$cig nie jest liniowa

I wymaga optymalizacji warunkoéw procesu pod katem zamierzonej funkcji produktu.

3.4.2. Bromelaina (Ananas comosus L.; EC 3.4.22.32)

Rycina 5. Struktura bromelainy kompleksie z inhibitorem E-64 — model wstazkowy. Zrodto: RCSB
Protein Data Bank (6 YCF).
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Bromelaina  jest mieszaning proteolitycznych  enzymoéw  cysteinowych
pozyskiwanych z ananasa (Ananas comosus L.), gtéwnie z rdzenia i todygi (tzw. bromelaina
lodygowa) oraz z soku owocowego (bromelaina owocowa). Preparaty handlowe okreslane
jako ,,bromelaina” zazwyczaj zawierajag dominujgcy enzym cysteinowy o masie ok. 24—28
kDa (lodygowa bromelaina) wraz z mniejszymi iloSciami innych proteaz ananasowych
(ananainy, komosainy itp.) (Kumar i in., 2023). Podobnie jak papaina, bromelaina nalezy do
rodziny proteaz papainowych i dziala w oparciu o mechanizm nukleofilowego ataku anionu
tiolanowego cysteiny na wigzanie peptydowe. Specyfika substratowa bromelainy jest
szeroka, cho¢ badania wskazuja na pewne preferencje. Enzym ten wykazuje powinowactwo
do cigcia wigzan w sasiedztwie reszt aromatycznych, niepolarnych i zasadowych — co
pokrywa si¢ w duzym stopniu z charakterystyka papainy. W pordéwnaniu z papaing
bromelaina bywa jednak okreslana jako proteaza o nieco we¢zszej specyficzno$ci — €O
przektada si¢ na inny profil peptydéw po hydrolizie (Venetikidou i in., 2025). Bromelaina
wykazuje aktywno$¢ w szerokim zakresie pH od okoto 3 do 9, przy czym jako optimum
wielu zrodet podaje wartosci w granicach pH ~6-7 (dla bromelainy z todygi). Optymalna
temperatura dziatania bromelainy mieséci si¢ zwykle migdzy 50 a 60 °C. W literaturze
spotyka si¢ rozbieznos$ci — np. podawano maksima aktywnosci w zakresie 50-60 °C, a nawet

do 70 °C, zaleznie od pochodzenia preparatu i substratu testowego (Venetikidou i in., 2025).

Zastosowania bromelainy w przemys$le spozywczym sa zblizone do papainy.
Najbardziej znanym jest uzycie bromelainy jako dodatku zmigkczajacego migso — enzym
ten doskonale hydrolizuje biatka migéniowe (takie jak kolagen i aktyna-miozyna),
poprawiajac kruchos¢ nawet twardszych migs (Bekhit i in., 2014). Bromelaina jest rowniez
stosowana do klarowania piwa — dodana przed filtracja rozktada biatka powodujace
zmetnienie (podobnie jak papaina) (Mazorra-Manzano 1 in., 2017). W przemysle paszowym
bywa komponentem dodatkéw zwigkszajacych strawno$¢ pasz wysokobiatkowych
(Matkawala 1 in., 2022). Poza przemystem spozywczym, bromelaina ma zastosowania
farmaceutyczne 1 nutraceutyczne: przypisuje si¢ jej dziatanie przeciwzapalne,
wspomagajace trawienie oraz potencjalne wilasciwosci przeciwobrzekowe, przez co
wystgpuje w suplementach diety jako enzym trawienny 1 S$rodek wspierajacy

rekonwalescencj¢ (np. po urazach) (Kumar i in., 2023).

Bromelaina jest efektywna, cho¢ zwykle mniej ,,agresywna” proteaza niz papaina w
hydrolizie bialek roslinnych. Domokos-Szabolcsy 1 in. (2024) wykazali, Zze podczas 12-

godzinnej hydrolizy biatek roslin straczkowych (ciecierzyca, soczewica) bromelaina osigga
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nizszy stopien hydrolizy niz papaina (maksymalnie ~20-31% wobec ~28-35%),
co wskazuje na wolniejszy przebieg proteolizy; jednoczesnie na zelach SDS-PAGE
obserwowano zanik licznych pasm wysokoczgsteczkowych, cho¢ mniej kompletny niz
W prébach z papaing. Pod wzgledem profilu produktow bromelaina, podobnie jak papaina,
generowata duze ilosci oligopeptydow i wolnych aminokwaséw, przy czym w hydrolizatach
bromelainowych stwierdzono relatywnie wigcej peptydow o $redniej dtugosci (np. 2—6
reszt), podczas gdy papaina wytwarza wyjatkowo duzo di- i tripeptydow (Domokos-
Szabolcsy 1 in., 2024). W badaniu Hu 1 in. (2020) poréwnujacym trzy proteazy roslinne
bromelaina wymagata dtuzszego czasu, aby uzyska¢ optymalny rozktad biatek kukurydzy,
lecz wygenerowata hydrolizaty o najwyzszej wydajnosci peptydéw antyoksydacyjnych.
Z kolei w przypadku ryzu brazowego frakcja <1 kDa otrzymana po trawieniu bromelaing
wykazywata podwyzszong aktywno$¢ antyoksydacyjna (DPPH, ABTS) oraz silne
hamowanie ACE (Selamassakul, i in., 2020). Dane te wskazujg, ze bromelaina stanowi
atrakcyjng alternatywe dla proteaz zwierzecych; dzigki pochodzeniu roslinnemu i statusowi

,»clean label” jest szczegdlnie pozadana w produktach weganskich (Mazorra-Manzano i in.,

2017).

3.4.3. Ficyna (Ficus carica L.; EC 3.4.22.3)

\ A
N

Rycina 6. Struktura ficyny — model wstazkowy. Zrodto: RCSB Protein Data Bank (8R78).
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Ficyna to proteolityczny enzym (a $cislej mieszanina kilku izoenzymow)
pochodzacy z lateksu figowca pospolitego (Ficus carica L.). Podobnie jak papaina
| bromelaina, ficyna nalezy do rodziny cysteinowych endopeptydaz papainopodobnych
I wykazuje zblizony mechanizm dziatania katalitycznego (Venetikidou i in., 2025). Lateks
figowca, pozyskiwany z zielonych owocow lub nacietych gatezi — historycznie uzywano go
m.in. do wytworzenia skrzepu z mleka w serowarstwie ludowym czy jako $rodek na
pasozyty przewodu pokarmowego (Shah, i in., 2014). Ficyna najchetniej hydrolizuje
wigzania peptydowe, gdzie od strony N-koncowej cigtego wigzania wystepuje arginina,
a zaraz przed nim aminokwas niepolarny. Ogdlnie jednak ficyna, podobnie jak papaina, jest
uznawana za enzym o bardzo szerokim zakresie cietych sekwencji, co skutkuje
powstawaniem ztozonych mieszanin peptydow o zréznicowanej dlugosci. Optymalne
warunki dziatania ficyny sa zblizone do innych proteaz papainowych: maksimum
aktywnosci notuje si¢ zwykle przy temperaturze rzgdu 50-60 °C i w pH neutralnym ok. 6—
7 (Morellon-Sterling i in., 2020).

Dostgpnos¢ handlowa ficyny jest nieco mniejsza niz papainy i bromelainy, ale mozna
ja naby¢ jako preparat ciekly lub liofilizowany. W przemysle spozywczym ficyna bywa
wykorzystywana jako skladnik mieszanych preparatoéw proteolitycznych do zmigkczania
migsa oraz wspomnianych juz koagulantow roslinnych do serowarstwa (Bekhit i in., 2014;
Shah i in., 2014). Badania potwierdzaja, ze ficyna wykazuje aktywnos$¢ krzepnaca mleko
trawi kazeing w sposob inicjujacy powstawanie skrzepu podobnie do podpuszczki cielece;.
Niestety, jej nadmierna aktywno$¢ proteolityczna czgsto prowadzi do rozktadu skrzepu
i powstawania peptydéw gorzkich w smaku, co ogranicza zastosowanie czystej ficyny jako

zamiennika podpuszczki (Shah i in., 2014).

Ficyna, w porownaniu z papaing i bromelaing, zwykle wykazuje nizszg wydajnos¢
proteolizy bialek roslinnych. W badaniach Domokos-Szabolcsy i in. (2024) uzyskano
najnizsze warto$ci DH dla biatek straczkowych wtasnie przy uzyciu ficyny, po 12 godzinach
hydrolizy soczewicy DH wyniost ~21%. Analiza SDS-PAGE potwierdzita wolniejsza
degradacj¢ niektorych opornych frakcji: pasmo ~50 kDa w biatkach soczewicy zanikato
catkowicie juz po 1 godzinie dzialania papainy 1 bromelainy, natomiast przy ficynie
pozostawato czgsciowo widoczne nawet po 12 godzinach. Mimo nizszego tempa proteolizy
ficyna moze wytwarzac¢ peptydy o wysokiej aktywnosci biologicznej. W badaniu Hu 1 in.
(2020) frakcje peptydowe uzyskane dzialaniem ficyny na biatka kukurydzy wykazywaty

bardzo silng aktywnos$¢ antyoksydacyjng, co autorzy wigza z mozliwos$cig preferencyjnego
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uwalniania krotkich sekwencji zawierajacych reszty aromatyczne (tyrozyne, tryptofan) lub
motywy hydrofobowe sprzyjajace zmiataniu wolnych rodnikow. Innymi stowy, mniejsza
»agresywnos¢” ficyny moze sprzyja¢ powstawaniu bardziej selektywnych, funkcjonalnych
peptydow. Z tego wzgledu ficyna pozostaje obiecujagcym enzymem do otrzymywania

ros$linnych hydrolizatéw biatkowych o potencjale bioaktywnym.

Podsumowujac, papaina, bromelaina 1 ficyna sg warto$ciowymi narz¢dziami
biokonwersji bialek roslinnych do produktow o wysokiej wartosci dodanej. Enzymy te sa
fatwo dostepne komercyjnie, pochodza z naturalnych zrédet (papaja, ananas, figowiec) i sg
akceptowane jako bezpieczne sktadniki zywnosci. W poroéwnaniu z powszechnie
stosowanymi proteazami mikrobiologicznymi (np. Alcalase, Protamex) czy zwierzecymi
(pepsyna, trypsyna) nie budzg obaw natury etycznej, a ich wykorzystanie wpisuje si¢ w trend
»clean label” oraz dazenie do ograniczania enzymow otrzymywanych metodami inzynierii
genetycznej. Ich zastosowanie wpisuje si¢ w cele zrownowazonego przetworstwa oraz
rosngce wymagania regulacyjne i konsumenckie. Stanowi to solidng podstawe do wdrazania
ro§linnych hydrolizatbw o zaprojektowanych funkcjach prozdrowotnych w skali

przemystowe;.

3.5. Bioaktywne peptydy z bialek roslin oleistych: wtasciwosci

antyoksydacyjne, hipotensyjne, immunomodulujgce 1 inne

Bioaktywne peptydy to krotkie sekwencje aminokwasowe (2-20 aminokwasow),
ktore powstaja w wyniku hydrolizy enzymatycznej lub fermentacji. W strukturze biatka
macierzystego pozostaja one nieaktywne, a swoja bioaktywnos$¢ ujawniajg dopiero po
uwolnieniu (Peres Fabbri i in., 2023). Ze wzgledu na niewielkie rozmiary moga by¢ tatwo
wchtaniane w przewodzie pokarmowym i dociera¢ do miejsc docelowego dziatania. Ich
aktywno$¢ biologiczna zalezy w duzej mierze od sekwencji aminokwasoéw (obecnos$ci
kluczowych reszt oraz konfiguracji koncow N- i C-terminalnych), jak roéwniez od
wlasciwosci  fizykochemicznych peptydu, takich jak hydrofobowos$¢, tadunek

elektrostatyczny czy struktura drugorzedowa (Nasri, 2017).

W ostatnich latach szczegdlne zainteresowanie wzbudzaja peptydy pozyskiwane

z biatek roslinnych, zwlaszcza z nasion ro$lin oleistych (m.in. rzepaku, stonecznika,
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ostropestu, soi, grochu, Inu), ze wzgledu na ich wysoka dostepno$¢, bezpieczenstwo
stosowania oraz wielokierunkowa bioaktywno$¢. W literaturze bardzo dobrze
udokumentowano szerokie spektrum funkcji fizjologicznych peptyddéw bioaktywnych,
obejmujgce m.in. dzialanie antyoksydacyjne, hipotensyjne, immunomodulujace,
antymikrobiologiczne, hipoglikemiczne oraz przeciwnowotworowe (Garbacz i in., 2023). W
dalszej czesci pracy omoéwiono gtdéwne grupy aktywnosci, mechanizmy dziatania peptydow

oraz wybrane przyktady opisane w literaturze.

Tabela 1. Peptydy z roslin oleistych i ich bioaktywnosci.

Zrodlo Sekwencja Aktywnos$¢ Bibliografia
chia KLKKNL przeciwnowotworowe Quintal i in., 2021
czarny sezam | ITAPHW, inhibitor ACE Duiin., 2023
SLPNYHPSPR
konopie LR, PLMLP przeciwcukrzycowe Reniin., 2016
rzepak WDHHAPQLR antyoksydacyjna Zhuiin., 2022
rzepak Y, RIY, VW, VWIS | inhibitor ACE Marczak i in., 2023
rzepak LY, RALP, GHS przeciwzapalne Heiin., 2019
rzepak WYP przeciwnowotworowe Wang i in., 2016
rzepak NDGNQPL przeciwnowotworowe Mai in., 2023
sezam STIR, AGGVPR przeciwdrobnoustrojowe | Zhu i in., 2024
stonecznik ACAHDKV antyoksydacyjna Reniin., 2010
stonecznik FVNPQAGS inhibitor ACE Megias i in., 2004
stonecznik PADVTPEEKPEV przeciwzapalne Tonolo i in., 2024
soja WPK, AYLH neuroprotekcyjne Amakye i in., 2021
soja VHVV neuroprotekcyjne Juiin, 2019
soja LLPLPVLK, SWLRL, | przeciwcukrzycowe Wang i in., 2019
WLRL
soja GSR, EAK przeciwcukrzycowe Jiangiin., 2018

3.5.1. Peptydy o aktywnosci antyoksydacyjne;j

Peptydy antyoksydacyjne moga neutralizowa¢ nadmiar wolnych rodnikéw

I reaktywnych form tlenu (ROS) zarowno przez bezposrednie oddawanie wodoru
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lub elektronu, jak i przez przerywanie reakcji tancuchowych w lipidach. Najsilniej dziataja
zwykle krotkie, hydrofobowe i/lub aromatyczne peptydy (np. z udziatem Pro, Val, Leu, Tyr,
Trp, Met), zdolne do stabilizacji rodnikéw po donacji atomu wodoru/elektronu. Istotng role
odgrywa tez histydyna (pierscien imidazolowy), cysteina (grupa tiolowa) 1 metionina (tfatwo
ulega utlenieniu), ktore sprzyjaja dezaktywacji ROS. Reszty aromatyczne (Phe, Tyr, Trp)
mogg petni¢ funkcje donoréw wodoru, a grupy kwasne i zasadowe utatwiajg chelatowanie
prooksydacyjnych jonéw metali (Fe?*, Cu?* ) oraz neutralizacje nadtlenkéw. W efekcie
peptydy te hamuja inicjacje 1 propagacj¢ peroksydacji lipidow, chronigc sktadniki
komorkowe przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Tawalbeh i in., 2023; Zhu i in., 2024).
Co wazne, niska masa czasteczkowa (<1 kDa) zwigksza skutecznos$¢ antyoksydacyjng —
mniejsze fragmenty tatwiej przenikajg bariery biologiczne i wchodza w reakcje z rodnikami.
Oprocz bezposredniego ,,zmiatania” ROS, peptydy moga tez podnosi¢ aktywno$¢
endogennych enzymow antyoksydacyjnych (np. SOD) oraz poziom glutationu, aktywujac

szlaki obronne przeciw stresowi oksydacyjnemu.

Hydrolizaty biatek z nasion roslin oleistych, takich jak rzepak, len, stonecznik, soja,
sezam czy konopie, konsekwentnie ujawniajg szerokie spektrum aktywnos$ci
przeciwutleniajacej, co potwierdzono w licznych badaniach z wykorzystaniem testow
chemicznych, modeli komérkowych i badan in vivo. Dobrym przyktadem sg hydrolizaty
bialek rzepaku, otrzymywane z wykorzystaniem proteaz bakteryjnych lub roslinnych,
zawierajace m.in. peptyd WDHHAPQLR, ktory w modelu komorkowym hamowat apoptoze
indukowang stresem oksydacyjnym (Zhu i in., 2022). Podobne efekty zaobserwowano dla
hydrolizatow biatek stonecznika: obecne w nich krotkie peptydy chronity komoérki Caco-2
przed indukowanym stresem oksydacyjnym (Lopes 1 in., 2025). Z biatek stonecznika, po
hydrolizie z uzyciem Flavourzyme, wyodrebniono peptyd o sekwencji ACAHDKYV, ktory
w testach chemicznych wykazywat wysoka aktywnos¢ przeciwutleniajaca, co sugeruje jego
potencjat ochronny wobec uszkodzen oksydacyjnych zwigzanych ze starzeniem
I kancerogeneza (Ren i in., 2010).

Szeroki przeglad peptydow o aktywnosci antyoksydacyjnej pozyskiwanych z biatek
roslin oleistych przedstawiono w pracy przegladowej Garbacz 1 in. (2023). Zgromadzone
dane, wraz z omoéwionymi powyzej wynikami badan, wskazuja, Ze nasiona ro$lin oleistych
stanowig istotne zrodto peptydow bioaktywnych, potencjalnie przydatnych zaré6wno jako
sktadniki Zywno$ci funkcjonalnej, jak 1 naturalne antyoksydanty w produktach
spozywczych.
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3.5.2. Peptydowe inhibitory ACE (hipotensyjne)

Enzym konwertujacy angiotensyn¢ 1 (ACE) jest kluczowym elementem ukladu
renina—angiotensyna—aldosteron, odpowiedzialnego za regulacj¢ ci$nienia tetniczego.
Przeksztalca on nicaktywng angiotensyne I w angiotensyne II — silny wazokonstryktor
podnoszacy ci$nienie krwi. Inhibitory ACE blokuja centrum aktywne enzymu i ograniczajg
powstawanie angiotensyny II, co prowadzi do rozszerzenia naczyn i obnizenia ci§nienia
tetniczego (Tawalbeh, 1 in., 2023). Jednoczesnie hamuja rozklad bradykininy, nasilajg jej
dziatanie wazodylatacyjne i dodatkowo wzmacniajac efekt hipotensyjny. Stosowane
klinicznie syntetyczne inhibitory ACE (kaptopryl, enalapryl i in.) sa skuteczne, lecz ich
stosowanie wigze si¢ z ryzykiem dziatan niepozadanych, dlatego poszukuje si¢ naturalnych
zwiazkéw o podobnym mechanizmie dziatania. Bioaktywne peptydy o aktywnosci ACE-
inhibitorowej stanowia w tym kontekscie interesujaca alternatywe, cho¢ ich szersze
wykorzystanie ogranicza nadal umiarkowana biodostepnos¢ (Nawaz i in., 2017). Z punktu
widzenia aktywno$ci inhibitorowej wobec ACE istotna jest struktura peptydu. Wickszos¢
opisanych w literaturze peptydowych inhibitorow ACE to krotkie oligopeptydy (2-12
aminokwasow) o niewielkiej masie czasteczkowej, co ulatwia im dostgp do kieszeni
aktywnej enzymu. ACE preferencyjnie wigze ligandy posiadajace hydrofobowa reszte C-
koncowa (np. Pro, Ile, Val, Phe, Trp), czgsto z proling w pozycji przedostatniej, co nasladuje
sekwencje karboksykoncowg angiotensyny I. Obecnos¢ reszt kwasnych (Asp, Glu) na koncu
fancucha moze natomiast obniza¢ aktywno$¢ inhibitora ze wzgledu na niekorzystne
oddziatywania z centrum katalitycznym zawierajacym jon Zn*". Istotna jest takze dlugos¢
peptydu — zbyt dlugie sekwencje gorzej dopasowuja si¢ do centrum aktywnego, podczas gdy
niskoczasteczkowe di- 1 tripeptydy moga wiaza¢ si¢ z ACE z silg porownywalna do
niektorych lekow, co czyni je szczegdlnie pozadanymi sktadnikami hydrolizatow
biatkowych (Peighambardoust i in., 2021).

Hydrolizaty biatek nasion roslin oleistych sg intensywnie badane jako naturalne
zrodia peptydow hipotensyjnych. Z hydrolizatu biatek rzepaku, otrzymanego w wyniku
dziatania subtylizyny, wyizolowano cztery silne peptydy hamujace konwertaze
angiotensyny: 1Y, RIY, VW oraz VWIS. Wszystkie te sekwencje podane doustnie szczurom
z samoistnym nadci$nieniem (SHR — spontaneous hypertensive rats) powodowaly obnizenie
ci$nienia tetniczego (Marczak 1 in., 2003). Z hydrolizatow biatek stonecznika, otrzymanych
przy uzyciu pepsyny i pankreatyny, wyodrebniono peptyd FVNPQAGS o potwierdzonej
aktywnos$ci inhibitora ACE (Megias i in., 2004). Nasiona czarnego sezamu roéwniez
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dostarczajg peptydow o silnym dzialaniu hipotensyjnym — oczyszczono z nich m.in.
sekwencje ITAPHW i SLPNYHPSPR, ktore efektywnie hamujg ACE (Du i in., 2023).

W pracy przegladowej Garbacz i in. (2023) przedstawiono szerszy przeglad
peptydow o aktywnosci inhibitorowej wobec ACE, wyizolowanych z bialek soi, rzepaku,
Inu, konopi oraz innych nasion ro$lin oleistych. Zebrane dane wskazuja, ze peptydowe
inhibitory ACE pochodzace z bialek roslin oleistych charakteryzuja si¢ duza r6znorodnos$cia
sekwencji 1 czegsto taczag efekt hipotensyjny z innymi korzystnymi aktywnos$ciami
biologicznymi, co zwigksza ich potencjal zastosowania w zywnosci funkcjonalnej

oraz preparatach nutraceutycznych.

3.5.3. Inne bioaktywne funkcje peptydow zywnosciowych

Poza dziataniem przeciwutleniajacym i hipotensyjnym, peptydy zywnosciowe moga
wykazywa¢ szereg innych bioaktywnych funkcji, wspomagajacych zdrowie
| zapobiegajacych chorobom cywilizacyjnym. Ich wielokierunkowo$¢ dziatania wynika
Z r6znorodnosci sekwencji aminokwasowych, ktore moga oddziatywa¢ na rozmaite cele
molekularne w organizmie. Ponizej pokrétce omowiono najwazniejsze z tych funkcji, wraz

z przyktadami peptydow pochodzenia roslinnego.

3.5.3.1. Dziatanie immunomodulujace i przeciwzapalne

Niektore peptydy wplywajg na uktad odpornosciowy, poprzez modulacje aktywno$ci
komorek immunokompetentnych (m.in. makrofagdw) oraz profilu wydzielanych cytokin,
wykazujac zardwno dziatanie immunostymulujace (wzmacniajace odpowiedz obronna), jak
I immunosupresyjne (tagodzace nadmierne reakcje zapalne). Takie wlasciwosci nadajg im
potencjalne zastosowanie zarOwno w preparatach wspierajacych odpornos¢, jak
I W tagodzeniu przewlektego stanu zapalnego o podtozu immunologicznym. W badaniu Han
I in. (2022) wykazano, ze biatka z odtluszczonych wytlokow nasion oleistych stanowia
obiecujace zrodto peptydow o dzialaniu przeciwzapalnym. Frakcje peptydowe z rzepaku
najsilniej ograniczaty ekspresje mediatoréw prozapalnych i jednoczesnie zwigkszaty poziom
cytokiny przeciwzapalnej w komorkach makrofagéw. Dodatkowo peptydy z rzepaku
I sezamu hamowaly aktywacje szlaku sygnalowego NF-«kB, natomiast rzepak, sezam i soja
zmniejszaly ekspresj¢ receptorow rozpoznajacych lipopolisacharyd bakterii (LPS),

co przektadalo si¢ na ostabienie odpowiedzi zapalnej. Z hydrolizatu biatka slonecznika
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wyizolowano peptyd PADVTPEEKPEV, ktory aktywuje w komodrkach szlak
antyoksydacyjny Nrf2 i jednocze$nie hamuje $Sciezke zapalng NF-kB, wykazujac wyrazne
dziatanie cytoprotekcyjne oraz przeciwzapalne (Tonolo i in., 2024). Peptydy rzepakowe LY,
RALP i GHS ujawnily dzialanie przeciwzapalne in vivo, obnizajagc u szczuréw SHR
ekspresje prozapalnych cytokin oraz enzymu iNOS w tkance sercowej, co wigzano
z hamowaniem szlaku NF-kB — kluczowego regulatora odpowiedzi zapalnej (He i in., 2019).
Te oraz inne przyklady peptydéw immunomodulujacych przedstawione w pracy Garbacz
iin. (2023) wskazujg, ze peptydy pochodzace z bialek roélin oleistych moga
wielokierunkowo modulowa¢ odpowiedz immunologiczng, m.in. poprzez hamowanie
szlakdw prozapalnych i rownoczesne wspieranie mechanizméw obronnych gospodarza. Z
tego wzgledu stanowig one obiecujacych kandydatéw do zastosowania w Zywnosci

prozdrowotnej i preparatach nutraceutycznych.

3.5.3.2. Dziatanie neuroprotekcyjne

Bioaktywne peptydy mogag takze wspomagaé funkcjonowanie uktadu nerwowego
i chroni¢ neurony przed uszkodzeniami. Szczegdlnie obiecujace sg pod tym wzgledem
peptydy o wiasciwos$ciach antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych, ktore przenikajac przez
barier¢ krew-mo6zg moga przeciwdziala¢ neurodegeneracji. W modelach doswiadczalnych
wykazano, Ze hydrolizat bialek soi tagodzi zaburzenia poznawcze zwigzane ze starzeniem;
zidentyfikowane w nim peptydy WPK i AYLH silnie chronity komoérki nerwowe przed
stresem oksydacyjnym wywotanym H.O. (Amakye i in., 2021). Ponadto u szczuréw
Z nadci$nieniem, ktorym podawano peptyd VHVV wyizolowany z biatek soi, stwierdzono
zwigkszong ekspresje bialek zwiazanych z pamiegcia dlugotrwata oraz przezyciem neuronow
(Ju i in., 2019). Wyniki te sugeruja, ze peptydy o dziataniu przeciwutleniajacym
| przeciwzapalnym mogg wspomaga¢ zdrowie ukladu nerwowego i przyczyniaé si¢

do ograniczania ryzyka neurodegeneracji.

3.5.3.3. Dziatanie przeciwnowotworowe:

Mechanizmy antynowotworowe peptydow mogg obejmowac wigzanie si¢ peptydow
z onkogennymi biatkami regulatorowymi w komorce, dzialanie jako inhibitory proteaz
zaangazowanych w progresj¢ nowotworéw czy tez modulowanie odpowiedzi

immunologicznej przeciw komdrkom zmienionym nowotworowo. Lunazyna (pochodzgca
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Znasion soi) nalezy do najlepiej poznanych peptydow o potencjalnym dzialaniu
przeciwnowotworowym. Jej aktywno$¢ wiaze si¢ ze specyficzng sekwencja aminokwasowa,
obejmujgcg motyw Arg—Gly—Asp (RGD), uczestniczacy w procesach adhezji komérkowej,
oraz C-koncowy odcinek poli-asparaginianowy ztozony z dziewigciu reszt kwasu
asparaginowego, sprzyjajacy oddzialywaniom z chromatyng i modulacji ekspresji genow
(Dia i in., 2011). W modelu komorek raka piersi MCF-7 wykazano, ze sfermentowane
ekstrakty sojowe, ograniczajg proliferacje komorek nowotworowych i obnizajg ekspresje
gendéw zwigzanych z kancerogenezg (Hwang i in., 2011), a doniesienia dotyczace
koncentratow peptyddéw sojowych wskazuja na mozliwo$¢ istotnego zmniejszenia czgstosci
wystepowania nowotworOw piersi, prostaty i przewodu pokarmowego, szacowanego nawet
na okoto 80% (Badger i in., 2005). Obiecujace wyniki uzyskano rowniez dla peptydow
pochodzacych z innych bialek roslin oleistych: z hydrolizatow biatek rzepaku wyizolowano
tripeptyd WYP, ktory istotnie hamowat proliferacj¢ komorek raka piersi MCF-7 poprzez
aktywacje szlaku apoptozy mitochondrialnej (Wang i in., 2016), a peptyd KLKKNL z biatek
nasion chia wykazywal aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w modelach in vitro (Quintal-
Bojorquez i in.,, 2021). W ostatnich latach opisano takze heptapeptyd NDGNQPL
z hydrolizatu biatek rzepaku, hamujacy proliferacj¢ komorek raka watroby HepG2 (Mari in.,
2023). Cho¢ wigkszos¢ badan dotyczacych przeciwnowotworowego dzialania peptydow
znajduje si¢ na etapie badan komoérkowych lub zwierzgcych, uzyskane wyniki sa obiecujace
1 sugeruja, ze dieta bogata w bioaktywne peptydy — zwlaszcza o wlasciwos$ciach
przeciwutleniajgcych 1 przeciwzapalnych — moze zmniejsza¢ ryzyko rozwoju niektorych

nowotworow lub wspomaga¢ skutecznos¢ konwencjonalnej terapii onkologicznej.

3.5.3.4. Dziatanie przeciwcukrzycowe

Peptydy zywno$ciowe moga korzystnie wptywac na gospodarke weglowodanowa,
przede wszystkim poprzez hamowanie enzymow trawiennych (a-amylazy, a-glukozydazy)
oraz dipeptydylopeptydazy IV (DPP-1V), a takze posrednio przez modulacje¢ dziatania
inkretyn (Antony 1 in., 2021). Z hydrolizatow biatek soi wyizolowano krotkie oligopeptydy
(m.in. LLPLPVLK, SWLRL, WLRL) o silnej inhibicji a-glukozydazy, przy jednoczesnej
aktywnosci antyoksydacyjnej, ACE-inhibitorowej i DPP-1V-inhibitorowej (Wang i in.,
2019). Hydrolizat bialka sojowego otrzymany po trawieniu trypsyng réwniez
zidentyfikowano jako zrodto inhibitorow a-glukozydazy — wyodrebniono dwa peptydy,
GSR i EAK (Jiang i in., 2018). Ren i in. (2016) wyizolowali natomiast z biatek konopi dwa
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peptydy, LR i PLMLP, wykazujace istotng aktywno$¢ inhibitorowg wobec a-glukozydazy.
Podobny profil dziatania opisano dla hydrolizatow biatek Inu, ktore in vitro hamuja
a- glukozydaze i DPP-IV oraz wykazuja aktywno$¢ przeciwutleniajaca, co wskazuje na ich
potencjal nutraceutyczny w prewencji zaburzen glikemii (Mudgil i in., 2023). Dodatkowo
analizy in silico potwierdzajg, ze biatka roslin oleistych (soi, Inu, rzepaku, stonecznika,
sezamu) stanowig znakomite prekursory peptydowych inhibitorow DPP-IV — enzymatyczna
hydroliza tych surowcow moze uwalnia¢ liczne krétkie sekwencje o potencjalnej aktywnosci
hipoglikemicznej, poszerzajac pule kandydatéw na nutraceutyki przeciwcukrzycowe (Han 1

in., 2019).

3.5.3.5. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

Peptydy o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej stanowig obiecujaca odpowiedz na
rosngca oporno$¢ drobnoustrojow na klasyczne antybiotyki. Wigkszo$¢ z nich to kroétkie,
kationowe sekwencje, bogate w lizyng, argining, oddziatuja z ujemnie natadowang $ciang
komorkowa drobnoustrojow, prowadzac do jej uszkodzenia (Gagat i in., 2024). Jednym
Z najlepiej scharakteryzowanych peptydow przeciwdrobnoustrojowych pochodzacych
z roslin oleistych jest GBP (glycinin basic peptide) — zasadowy polipeptyd pochodzacy
zbiatka soi  (glicyniny). Wykazuje on  szerokie  spektrum  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz grzybdw.
Cennym zrédlem peptydow przeciwdrobnoustrojowych jest réwniez biatko sezamu,
w ktorym metodami in silico i in vitro zidentyfikowano kilka peptydow o aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej; sposrod nich STIR 1 AGGVPR hamuja wzrost Escherichia coli oraz
Staphylococcus aureus (Zhu i in., 2024). Analizy in silico wskazuja ponadto, ze hydroliza
enzymatyczna biatek rzepaku moze uwalnia¢ liczne nowe sekwencje o potencjalnej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej — tacznie zidentyfikowano 26 takich peptydéw (Duan
11n., 2021). Zebrane wyniki, uwzgledniajace rowniez dane z pracy przegladowej Garbacz
i in. (2023), sugeruja, ze nasiona ro$lin oleistych moga stanowi¢ istotne Zrodto peptydow

0 wlasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych.

Podsumowujac, peptydy pozyskiwane z bialek roslinnych stanowig wszechstronne
sktadniki bioaktywne, ktére w zaleznosci od sekwencji moga wptywaé korzystnie na rdézne

uktady organizmu. Literatura dostarcza licznych dowodéw (zardéwno in vitro, jak i in vivo)

46



na ich antyoksydacyjne, hipotensyjne, przeciwzapalne, immunomodulujace,
przeciwdrobnoustrojowe, neuroprotekcyjne, przeciwnowotworowe i przeciwcukrzycowe
wlasciwosci. Dzigki temu bioaktywne peptydy postrzegane sg jako perspektywiczne
nutraceutyki, moggce znalez¢é zastosowanie w profilaktyce wielu choréb przewleklych

lub jako uzupehienie tradycyjnych terapii.

3.6. Zastosowanie hydrolizatow biatkowych z nasion roslin oleistych

Hydrolizaty biatkowe otrzymywane z nasion roslin oleistych cechujg si¢ szerokim
spektrum bioaktywnych 1 funkcjonalnych wlasciwosci, co przektada si¢ na liczne
potencjalne zastosowania praktyczne. Dzigki zawartos$ci biopeptyddw o udokumentowanym
dzialaniu prozdrowotnym, a takze korzystnemu profilowi aminokwasowemu, hydrolizaty te
stanowig cenny skladnik w roéznych sektorach — od przemystu spozywczego
I nutraceutycznego po kosmetyczny i nawet farmaceutyczny. Ponizej oméwiono Kluczowe

obszary zastosowan.

3.6.1. Zywnoé¢ funkcjonalna

Zainteresowanie  wykorzystaniem peptydow  bioaktywnych w  przemysle
spozywczym wynika z mozliwosci nadania produktom spozywczym dodatkowych funkcji
prozdrowotnych oraz poprawy ich jako$ci. Hydrolizaty bialek roslin oleistych znajduja
zastosowanie jako sktadniki wielu produktéw — od napojow funkcjonalnych, przez pieczywo
1 wyroby zbozowe, po substytuty migsa i nabialu — podnoszac ich warto$¢ odzywcza,
wilasciwosci fizykochemiczne oraz stabilno$¢. Przyklady zastosowania bioaktywnych
peptydoéw pochodzacych z bialek roslin oleistych w zywnosci funkcjonalnej przedstawiono

w artykule przegladowym Garbacz i in. (2023).

3.6.2. Suplementy diety

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci bioaktywne, peptydy pozyskiwane z biatek nasion
oleistych sg intensywnie badane pod katem zastosowan nutraceutycznych w suplementach
diety ukierunkowanych na ochron¢ zdrowia. Literatura dostarcza licznych dowodow,
ze peptydy te moga korzystnie wptywac na funkcje organizmu — wykazano m.in. zdolno$¢

obnizania ci$nienia krwi poprzez hamowanie enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE)
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oraz redukcje¢ st¢zenia ,,ztego” cholesterolu LDL we krwi (Yang i in., 2023; He i in., 2019).
Takie efekty sugeruja mozliwos¢ wykorzystania tych zwigzkéow w profilaktyce chordb
sercowo-naczyniowych oraz zaburzen metabolicznych (Udenigwe i Rouvinen-Watt, 2015).
W konsekwencji peptydy z roslin oleistych postrzegane sg jako obiecujace suplementy diety
— moga one stanowi¢ sktadnik kapsulek, koncentratoéw biatkowych czy innych preparatow
prozdrowotnych przeznaczonych dla 0s6b chcacych w naturalny sposob wspiera¢ organizm.
Co wazne, hydrolizaty bialkowe i1 mieszaniny peptydow na ogél charakteryzuja sie
szybszym trawieniem i wiekszg biodostepnoscig aminokwasow niz odpowiadajgce im biatka
natywne (Koopman i in., 2009). Ta wlasciwos$¢ stanowi jedna z podstaw ich zastosowania
w zywieniu 0sob o specjalnych potrzebach — w tym w dietach klinicznych oraz mieszankach
mlekozastgpczych z biatkiem silnie hydrolizowanym przeznaczonych dla niemowlat
Z alergig na biatka mleka krowiego (np. formuty z biatkiem intensywnie hydrolizowanym)
(Xiang 1 in., 2011). Warto rowniez wspomnie¢ o mozliwosci zwigkszania podazy
mikrosktadnikéw za pomoca peptyddéw — wykazano np., ze krotki peptyd NSM (Asn-Ser-
Met) otrzymany z biatka rzepaku cechuje si¢ wyjatkowo wysoka zdolno$cig chelatowania
jondéw cynku, co czyni go potencjalnym naturalnym no$nikiem cynku w preparatach
mineralnych (Xie i in., 2015). Mimo ze wigkszo$¢ dostepnych obecnie dowodéw pochodzi
z badan laboratoryjnych i modelowych, rosngca ilo$¢ in vivo wynikéw (np. na modelach
zwierzecych) potwierdza prozdrowotny wplyw peptydow roslinnych, wzmacniajac

zasadno$¢ ich wdrazania w formie nutraceutykdw (Nasri i in., 2017).

3.6.3. Farmaceutyki

W obszarze farmacji bioaktywne peptydy z surowcdéw oleistych rozpatrywane sa
gtownie jako potencjalne Srodki wspomagajace terapi¢ lub matryce do projektowania
nowych lekéw, co wynika z szerokiego spektrum udokumentowanych aktywnosci
biologicznych tych zwiazkéw (Purohit 1 in., 2024; Garbacz i in., 2023). Przyktadowo,
niektore hipotensyjne peptydy roslinne (np. sekwencje trojpeptydowe z rzepaku) s3
analizowane pod katem rozwoju nowych lekow obnizajacych cisnienie krwi, potencjalnie
0 mniejszym ryzyku dziatah niepozadanych niz syntetyczne farmaceutyki (He 1 in., 2019).
Rownie obiecujace sa peptydy o innych aktywnos$ciach terapeutycznych —
np. antyoksydacyjny peptyd RAP-8 wyizolowany z hydrolizatu biatek rzepaku w badaniu
na myszach skutecznie tagodzit objawy niealkoholowego sttuszczenia watroby,

zmniejszajac stan zapalny 1 widknienie oraz poprawiajac gospodarke lipidowa 1 wrazliwos¢
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na insuling (Zhao i in., 2019). Duze zainteresowanie budza rowniez peptydy o aktywnosci
przeciwnowotworowej, w szczeg6lnosci lunazyna. W licznych badaniach in vitro i in vivo
wykazano, ze lunazyna hamuje acetylacj¢ histonow, moduluje ekspresj¢ genow, zatrzymuje
cykl komérkowy i indukuje apoptoze komorek nowotworowych; jest ona uznawana za
obiecujacy czynnik chemoprewencyjny oraz potencjalny sktadnik terapii skojarzonych,
cho¢ dane kliniczne pozostajg ograniczone (Kaufman-Szymczyk i in., 2023; Vuyyuri i in.,
2018; Galvez 1 in., 2001). W ostatnich latach intensywnie rozwija si¢ koncepcja
wykorzystania peptydow jako nosnikow lekéw i innych substancji czynnych, przy czym
szczegolng uwage zwraca si¢ na ich zdolno$¢ do samoorganizacji. Samoorganizujace si¢
peptydy, dzigki mozliwosci projektowania ich budowy i wtasciwos$ci, moga tworzy¢ rdézne
struktury i dziata¢ jako skuteczne no$niki lekow, zapewniajac wysoka pojemnos¢ tadunku,
dobrg stabilnos¢, tatwiejsze przenikanie przez btony komorkowe i celowane dostarczanie do
miejsca dziatania (Gao 1 in., 2023). Mimo ze zastosowania farmaceutyczne peptydow
znajduja si¢ nadal glownie na etapie badan przedklinicznych, stanowig one obiecujaca nisze¢

dla przysztych innowacji biotechnologicznych i farmakologicznych.

3.6.4. Kosmetyki

Przemyst kosmetyczny réwniez dostrzega potencjal peptyddéw pozyskiwanych
z biatek roslin oleistych. Bioaktywne peptydy o niskiej masie czasteczkowej moga —
W porOwnaniu z natywnymi, duzymi biatkami — tatwiej dyfundowac przez warstwe rogowa
1 dociera¢ do gtebszych warstw naskorka 1 skory wlasciwej, zwlaszcza gdy sa odpowiednio
sformutowane (np. w uktadach nosnikowych, emulsjach, nanowtoknach). Z tego wzgledu
peptydy roslinne (w tym z nasion oleistych) sg coraz czesciej rozpatrywane jako aktywne
sktadniki preparatow przeciwstarzeniowych i regenerujacych (Apone i in., 2019; Burnett
i in., 2022).

Wykazano, ze peptydy i hydrolizaty biatka sojowego wplywaja na metabolizm
komorek skory. W badaniach in vitro mieszaniny peptydow sojowych (czgsto w potaczeniu
z peptydami kolagenowymi) stymulowaty ludzkie fibroblasty skory, zwigkszajac synteze
kolagenu typu | i Il oraz ekspresj¢ gendOw macierzy pozakomorkowej, co wskazuje na
potencjat przebudowy struktury skory wiasciwej (Tokudome i in., 2012; Inoue i in., 2012).
Z kolei niskoczasteczkowy peptyd sojowy (LSP) zwigkszal w prawidlowych ludzkich
keratynocytach ekspresje kluczowych biatek bariery naskorkowej, co sugeruje wzmacnianie

funkcji ochronnej skory (Tokudome i in., 2014). W badaniach na modelu szczurzym
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dwutygodniowa suplementacja dietg zawierajaca peptydy sojowe i kolagenowe prowadzita
do wzrostu poziomu kolagenu typu I i III w skorze, potwierdzajac przeciwstarzeniowy
potencjat tej kombinacji (Inoue i in., 2012). Interesujgce przyktady zastosowan peptydow
sojowych dotycza produktow o dziataniu regenerujacym. Hydrolizat biatka sojowego
zawierajacy peptydy o sekwencjach zblizonych do biatek macierzy pozakomodrkowej skory
wykazywal w badaniach in vitro i in vivo zdolno$¢ przyspieszania gojenia ran poprzez
stymulacj¢ syntezy skladnikéw macierzy, pobudzanie reepitelializacji, poprawe adhezji
komorek i wspieranie regeneracji tkanek (Tokudome i in., 2012; Chieni in., 2013). W innym
podejsciu peptydy sojowe osadzono na nanowloknistej matrycy z octanu celulozy — taki
W pelni roslinny opatrunek imitowal wlasciwosci macierzy pozakomoérkowej skory, sprzyja
proliferacji i migracji fibroblastow oraz przyspiesza gojenie ran w modelach zwierzecych
(Ahn i in., 2018). Hydrolizaty biatka sojowego, dzigki obecno$ci krotkich peptydow,
wykazuja takze silng aktywno$¢ przeciwutleniajacg, hamujaca tyrozynaze oraz
wspomagajacg gojenie ran w modelach komdrkowych (Nguyen i in., 2024). Badania
obejmuja takze inne surowce oleiste — enzymatyczne hydrolizaty bialek rzepaku okazaty sie
efektywnymi sktadnikami przeciwstarzeniowymi — w badaniach in vitro na ludzkich
fibroblastach skory nie wywieraty dziatania toksycznego, a jednocze$nie hamowaty ponad
80% wewnatrzkomodrkowych reaktywnych form tlenu oraz aktywnos¢ elastazy (=83%
inhibicji) 1 mieloperoksydazy (=36%  inhibicji), czyli enzyméw odpowiedzialnych za
degradacje kolagenu i rozwoj stanu zapalnego w skorze (Rivera i in., 2015).

Peptydy roslinne — w tym pochodzace z surowcoOw oleistych — cechuje korzystny
profil bezpieczenstwa, dobra tolerancja oraz zgodnos¢ z trendem na sktadniki roslinne
i ,,vegan/clean beauty”. Jako mieszaniny krotkich fragmentow biatek o zréznicowanej
sekwencji mogg one wykazywac jednoczesnie dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne,
promujace syntez¢ kolagenu czy przyspieszajace regeneracje, co czyni hydrolizaty biatek
nasion oleistych atrakcyjng baza do projektowania wielofunkcyjnych preparatéw

kosmetycznych.

3.6.5. Materiaty do pakowania zywnosci

Ciekawym 1 szybko rozwijajacym si¢ obszarem zastosowan hydrolizatéw 1 biatek
ros$lin oleistych jest biodegradowalne pakowanie zywnosci. Bialka pozyskiwane
z makuchow oleistych moga by¢ wykorzystywane do wytwarzania jadalnych folii i powtok

ochronnych, stanowigcych ekologiczng alternatywe dla tradycyjnych tworzyw sztucznych
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(Petraru i Amariei, 2023). Dzigki wysokiej zdolnosci tworzenia sieci polipeptydowej, filmy
biatkowe odznaczaja si¢ dobra barierowoscig wobec tlenu i aromatow oraz odpowiednimi
wilasciwo$ciami mechanicznymi (Petraru i Amariei, 2023). Przyktadem moze by¢ badanie
Aquilia i in. (2025), w ktorym wykazano, ze dotgczenie enzymatycznego hydrolizatu biatka
rzepakowego do biokompozytu z maczki rzepakowej moze poprawi¢ wilasciwosci
mechaniczne takiego opakowania — obserwuje si¢ istotny wzrost elastycznosci folii przy
jednoczesnym obnizeniu jej przenikalnosci dla wody oraz lepszej stabilnosci termicznej
materiatu. Hydrolizaty biatkowe moga peli¢ w takich opakowaniach rowniez rolg
aktywnych dodatkéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych czy przeciwbakteryjnych.
Badania wskazuja, ze wzbogacenie biodegradowalnych folii w peptydy bioaktywne
pozytywnie wplywa na ich funkcjonalno$¢ — zapobiega utlenianiu zapakowanej Zywnosci
i ogranicza wzrost drobnoustrojow chorobotworczych, wydtuzajac okres przydatnosci do
spozycia produktu (Roy i in., 2024). W dobie poszukiwania zrdwnowazonych, przyjaznych
srodowisku rozwigzan, wykorzystanie biatek pozyskanych z odpadow przemystu olejowego
(makuchow) do produkcji biodegradowalnych opakowan stanowi innowacyjny kierunek

0 duzym potencjale praktycznym.
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4. Cel i zadania 1 hipotezy badawcze

4.1. Cel pracy

Glownym celem niniejszej pracy bylo opracowanie i1 optymalizacja procesu
otrzymywania peptyddéw z biatek ro$lin oleistych, o potencjalnych wlasciwosciach

przeciwutleniajacych i hipotensyjnych.

W ramach pracy zrealizowano nastgpujace cele szczegdlowe:

e QOpracowanie 1 optymalizacja metody izolacji biatka z makuchow rzepaku,
stonecznika 1 ostropestu.

e Przeprowadzenie analiz in silico wyizolowanych biatek w celu identyfikacji
peptyddw o potencjalnej aktywnos$ci antyoksydacyjnej i hipotensyjne;,

e Optymalizacja procesu hydrolizy enzymatycznej z wykorzystaniem wybranych
proteaz roslinnych,

e Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej i hipotensyjnej otrzymanych hydrolizatow
biatkowych,

e Przeskalowanie opracowanego procesu z warunkow laboratoryjnych do skali
przemystowej,

e Opracowanie noty technologicznej opisujacej proces wytwarzania proteopeptydow

w warunkach przemystowych.

52



4.2. Zadania badawcze

Realizacji celu gtownego podporzadkowano nastepujace zadania badawcze, odpowiadajace

kolejnym etapom czgsci doswiadczalnej:

1.

Ocena i wybor surowcow roslinnych

Dokonanie charakterystyki makuchoéw roslin oleistych dostgpnych dla
przedsigbiorstwa wdrazajacego technologi¢ i na tej podstawie wybor makuchow
rzepakowego, stonecznikowego 1 ostropestowego jako surowcéw modelowych do

dalszych badan.

Opracowanie metody ekstrakcji bialek w skali laboratoryjnej
Zaprojektowanie 1 optymalizacja warunkow ekstrakcji bialek z wybranych
makuchow, obejmujaca m.in. dobdr stopnia rozdrobnienia surowca, stosunku faz,

pH, temperatury i czasu procesu.

Charakterystyka skladu bialkowego wyizolowanych frakcji

Identyfikacja 1 charakterystyka gtoéwnych frakcji biatkowych otrzymanych
z makuchéw rzepaku, stonecznika i ostropestu z wykorzystaniem odpowiednich
technik analitycznych, w celu przygotowania wiarygodnej podstawy do dalszych

analiz in silico i projektowania procesu hydrolizy.

Analizy in silico potencjalnej bioaktywnosci peptydéow

Przeprowadzenie symulowanej hydrolizy wyizolowanych biatek z zastosowaniem
wybranych enzymow proteolitycznych oraz ocena przewidywanych sekwencji
peptydowych pod katem potencjalnej aktywnosci bioaktywnych przy uzyciu
narzedzi bioinformatycznych. Etap ten mial na celu ukierunkowanie doboru

warunkdéw hydrolizy enzymatycznej w badaniach eksperymentalnych.

Opracowanie i optymalizacja procesu hydrolizy enzymatycznej w skali
laboratoryjnej

Wyznaczenie optymalnych warunkéw hydrolizy biatek z makuchéw rzepaku,
stonecznika 1 ostropestu w skali laboratoryjne; (wybdr 1 udziat enzymu, pH,

temperatura, czas reakcji) z wykorzystaniem oznaczen stopnia hydrolizy (DH).
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6. Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych i hipotensyjnych otrzymanych
hydrolizatow
Oznaczenie potencjalu antyoksydacyjnego oraz aktywnos$ci inhibitorowej wobec
ACE otrzymanych hydrolizatéw biatkowych. Poréwnanie wynikow uzyskanych dla
réoznych warunkéw procesu oraz odniesienie ich do przewidywan uzyskanych w

analizach in silico.

7. Przeskalowanie procesu izolacji bialek i otrzymywania hydrolizatow
Weryfikacja mozliwosci przeniesienia opracowanego w skali laboratoryjnej procesu
izolacji biatek i ich hydrolizy do warunkéw przemystowych, z wykorzystaniem
dostepne;j linii technologicznej. Ocena wptywu skali procesu na wydajnos¢ izolacji,
przebieg hydrolizy, wlasciwosci uzyskanych hydrolizatow. Opracowanie noty
technologicznej dotyczacej wytwarzania proteopeptydow z makuchdéw roslin
oleistych, obejmujacej wymagania jakoSciowe, bezpieczenstwa oraz dokumentacji

procesu.
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4.3. Hipoteza badawcza

Punktem wyjscia do zaplanowania badan byta nastepujaca hipoteza ogolna:

Peptydy uzyskane w wyniku kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej biatek izolowanych z
makuchow roslin oleistych, prowadzonej z zastosowaniem odpowiednio dobranych
surowcow, enzymow i parametrow  procesu, wykazujg istotne wlasciwosci
przeciwutleniajgce i hipotensyjne, a zaprojektowany proces ich wytwarzania moze zostac¢

przeskalowany do skali przemystowej przy zachowaniu pozgdanego profilu bioaktywnosci.

Hipoteze t¢ uszczegdélowiono w formie trzech powigzanych hipotez roboczych:

1. Hipoteza 1. Biatka izolowane z makuchow rzepakowych, stonecznikowych
| ostropestowych zawierajq sekwencje aminokwasowe, ktore po hydrolizie
enzymatycznej wybranymi proteazami rosSlinnymi (papaing, bromelaing, ficyng)
generujq  mieszaniny peptydow o istotnej aktywnosci antyoksydacyjnej

I inhibitorowej wobec konwertazy angiotensyny | (ACE).

2. Hipoteza 2. Odpowiedni dobor parametréw procesu (pH, temperatura, czas, udziat
enzymu) pozwala na zwiekszenie udziatu peptydow bioaktywnych przy zachowaniu
wysokiej wydajnosci ekstrakcji i hydrolizy, a uzyskane profile aktywnosci mozna

przewidywac na podstawie analiz in silico sekwencji bialek i peptydow.

3. Hipoteza 3. Opracowany w skali laboratoryjnej proces izolacji biatka i jego
hydrolizy moze zostac przeskalowany do warunkow przemystowych przy zachowaniu
kluczowych parametrow jakosciowych ekstraktu i hydrolizatu (udziat biatka, stopien

hydrolizy, profil aktywnosci antyoksydacyjnej i hipotensyjnej).
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4.4.

Schematy przebiegu badan

Ogo6lny schemat przebiegu badan przedstawiono na Rycinie 7. Z kolei na Rycinie 8

zaprezentowano schemat doboru warunkOw procesu (screening), obejmujacy przygotowanie

surowca, ekstrakcje¢, separacj¢ faz oraz wytracanie i ptukanie osadu biatkowego.

Screening
(badania wstepne)

Ekstrakcja biatka
(optymalizacja)

.

Analizy

bioinformatyczne

(

\

Identyfikacja biatek
(MALDI-TOF/TOF)

\.

Trawienie in sillico
i predykcja
wlasciwosci

(BIOPEP-UWM)

]

Hydroliza
enzymatyczna
(optymalizacja)

-

Rycina 7. Schemat blokowy przebiegu badan

Badanie wlasciwosci
bioaktywnych
(antyoksydacyjne,
hipotensyjne)

~
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Rozdrobnienie /
frakcjonowanie

J

frakcja <

1 3
Zwigksza powierzchni¢ kontaktu i skraca droge dytuzji, co
przyspiesza uwalnianie biatek. Przesiew ogranicza frakcje

0,25 mm

~

Udzial surowca w

20% (m/m)

balastowe i stabilizuje zawiesing, poprawiajac klarownosé

natantu oraz powtarzalnos¢ i porownywalnos¢ wynikow.
\.

-
Parametr kompromisowy: zapewnia akceptowalng
produktywnos$¢ objetosciowa przy zachowaniu

zawiesinie
. 7 J
pH ekstrakeji H pH11ipH 12 \
Temperatura 30°C, 40°C,
ekstrakeji 50°C
Harmonogram 0-90 min co
poboru préb | 15 min
™\
. 3000 x g,
Separacja faz —{ 15 min
»
pH wytracania _
bialek ’ " pH =45
Temperatlfra ’ ‘ 250C
wytracania

Plukanie osadu
bialkowego

1x woda

dejonizowana,
1:1 (w/w)

—P

¥ sterowalnosci procesu. Wyzsze stezenia zwigkszajg lepkosé

i utrudniajg mieszanie, nizsze obnizajg uzysk w przeliczeniu

na objetoscé i pogarszaja perspektywe skalowania.
J

p
Wysokie pH zwicksza rozpuszczalnos$¢ bialek i
intensyfikuje migracje do roztworu. Zakres 11-12 uznano za
skuteczny przy ograniczeniu ryzyka niepozadanych
przemian jakosciowych; pH < 11 wigze si¢ z nizsza
efektywnoscig ekstrakcji.

\_ J

e A
Zakres umozliwia ocene wplywu temperatury na kinetyke
przy zachowaniu bezpieczenstwa termicznego biatek. 30°C
to wariant tagodny, 40°C zwigksza dyfuzje, a 50°C jest
gdérnym poziomem testowym, powyze] ktorego rosnie
ryzyko denaturacji/agregacji i pogorszenia jakosci ekstraktu.
\. J

-
Interwat 15 min zapewnia dane o wystarczajacej
rozdzielezo$ci do analizy kinetyki. Czas 90 min przyjgto,
poniewaz po tym okresie przyrost stezenia bialka w natancie

jest zwykle marginalny.

\ J

e ~
Warunki zapewniaja powtarzalne klarowanie natantu i
sedymentacje¢ drobnych czastek bez koniecznosci
powtorzen. Nizsze parametry pogarszaja klarownos¢, a
wyzsze moga zwiekszac ryzyko przegrzewania i

destabilizacji frakeji biatkowych.

Wartos$¢ odpowiada okolicy punktu izoelektrycznego
dominujacych frakcji, co sprzyja wysokiemu odzyskowi.
Nizsze pH zwigksza wspoistracanie zanieczyszczen, a
wyzsze pozostawia czgsc bialek w natancie.

Temperatura pokojowa ulatwia standaryzacje i zapewnia
dobrg powtarzalnos$¢ bez dodatkowej regulacji cieplnej.
Nizsza zwigksza lepkos$c i wydiuza sedymentacje,
natomiast wyzsze sprzyja powstawaniu drobnych czastek i

moze pogarszac czystos¢/barwe osadu.

\ /

e “\
Jedno plukanie usuwa zanieczyszczenia rozpuszczalne przy
ograniczeniu strat biatka. Kolejne cykle poprawiaja

czysto$¢ nieznacznie, lecz obnizajg odzysk; woda
dejonizowana minimalizuje wptyw jonow obcych na

porownywalnos¢ wynikow.

Rycina 8. Schemat doboru parametréw przygotowania surowca oraz warunkéw ekstrakcji

i wytracania biatek z makuchoéw roslinnych na podstawie badan wstgpnych (screeningu).
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5. Materiaty 1 metody

5.1. Materiaty

5.1.1. Makuchy roslin oleistych

Makuchy z rzepaku (Brassica napus L.), stonecznika (Helianthus annuus L.)
oraz ostropestu plamistego (Silybum marianum L.) pozyskano z zaktadu AMF Life (Wola
Rzedzinska, Polska) jako produkty uboczne tloczenia na zimno oleju; wykorzystano
odpowiednio partie PZ-16/21/HURT (rzepak), PZ-9/21/HURT i PZ-16/21/HURT
(stonecznik) oraz PZ-12/21/HURT (ostropest).

5.1.2. Enzymy proteolityczne

W badaniach zastosowano trzy roslinne proteazy cysteinowe: papaing, bromelaing
oraz ficyne. Wszystkie preparaty pochodzily od jednego producenta (Enzybel International,
Belgia) 1 byly klasy czystosci odpowiedniej do zastosowan zywnosciowych (food grade).

Optymalne warunki aktywnosci, zadeklarowane przez producenta, zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Optymalne warunki reakcji dla uzytych proteaz cysteinowych (deklaracje producenta)

Optymalna
Enzym Nazwa handlowa Optymalne pH
temperatura
Papaina PERFORMASE® 30000 70 °C 6
USP-U/mg
Bromelaina BROMELAIN® 50 °C 5
Ficyna FICIN FSM20 60 °C 7

5.1.3. Inne odczynniki

W badaniach wykorzystywano odczynniki chemiczne i materiaty laboratoryjne
0 czystosci analitycznej. Do regulacji pH probek stosowano kwas chlorowodorowy (HCI)
oraz wodorotlenek sodu (NaOH). Oznaczanie sktadu chemicznego prowadzono z uzyciem:
stezonego kwasu siarkowego (V1) (H2SO4), siarczanu potasu (K2SO.), siarczanu miedzi (1)
(CuSO0Os4), wodorotlenku sodu (NaOH), kwasu borowego (HsBOs), wskaznika Tashiro,

roztworu kwasu chlorowodorowego (HCI), fenolu, glukozy, n-heksanu.
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Analizy elektroforetyczne oraz przygotowanie probek do spektrometrii mas
wykonano z uzyciem: mocznika, CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate), DTT (ditiotreitol), buforu Tris-HCI, glicerolu, SDS (sodium dodecyl
sulfate), IAA (iodoacetamide), wodoroweglanu amonu (NH+sHCO:s), acetonitrylu (ACN)
oraz trypsyny. Do zakwaszania i przygotowania prébek do MALDI-TOF/TOF stosowano
TFA (kwas trifluorooctowy) oraz matrycg HCCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid). Do
elektroforezy stosowano réwniez paski IPG ReadyStrip, pH 3-10.

Do oznaczania stopnia hydrolizy uzyto TCA (kwas trichlorooctowy). W badaniach
wlasciwosci  hydrolizatow stosowano: ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)), nadsiarczan potasu, bufor PBS (bufor fosforanowy), Trolox, DPPH (2,2-
difenylo-1-pikrylohydrazyl; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), metanol, TPTZ (2,4,6-tris(2-
pirydylo)-s-triazyna; 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine), HCIl, FeCls-6H20, bufor octanowy
oraz FeSO4, HHL (hippuryl-L-histidyl-L-leucine), bufor boranowy, chlorek sodu (NaCl),
ACE (konwertaza angiotensyny) oraz octan etylu.

5.2. Metody laboratoryjne

5.2.1. Przygotowanie makuchéw do analiz

Przed rozpoczg¢ciem analiz laboratoryjnych makuchy rzepakowy, stonecznikowy
| ostropestowy poddano standaryzacji w celu zapewnienia reprezentatywnos$ci oraz
jednorodnosci probek. Surowiec rozdrobniono w mitynku nozowym (Royal Catering,
Niemcy) do granulacji < 0,25 mm. Mielenie prowadzono krétko, lecz intensywnie, aby
zminimalizowa¢ wzrost temperatury materialu przy jednoczesnym osiggni¢ciu docelowego
stopnia rozdrobnienia. Wielko§¢ czastek weryfikowano poprzez przesiewanie porcji
materiatu przez sito analityczne o oczkach 0,25 mm (60 mesh; Multiserw LPzE, Polska).
Ujednolicenie granulacji pozwalato na uzyskanie zblizonego rozktadu wielko$ci czastek
W catej prébie 1 ograniczalo ryzyko bledow wynikajacych z niejednorodnosci (np.
selektywnego rozdzialu wigkszych fragmentéw bogatych w tuski lub czastek
0 podwyzszonej zawartosci ttuszczu).

Po rozdrobnieniu material homogenizowano przez doktadne wymieszanie
w czystych, suchych pojemnikach z wuzyciem szpatulek lub poprzez kilkukrotne

przesypywanie. Tak przygotowane, rozdrobnione i homogenizowane probki umieszczano
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w szczelnych pojemnikach z tworzywa sztucznego i przechowywano w suchych, chtodnych

warunkach, z dala od bezposredniego $wiatta stonecznego, do czasu prowadzenia analiz.

5.2.2. Ekstrakcja biatka — optymalizacja metody

Do badan wykorzystano wczesniej przygotowane probki makuchow z rzepaku,
stonecznika i ostropestu. Proces izolacji biatka obejmowat cztery etapy: I-Il (ekstrakcja
alkaliczna), III (wytracanie bialka) oraz IV (plukanie osadu). Optymalizacji poddano
wylacznie etapy ekstrakcji alkalicznej (I i 1l), natomiast etapy Il i IV prowadzono

w warunkach ustalonych na podstawie literatury i badan wstepnych.

e FEtap | — pierwsza ekstrakcja.

W pierwszym etapie oceniano wptyw temperatury (30, 40, 50 °C) oraz pH (11,0;
12,0) na efektywnos¢ wydzielania biatka. Do kazdej proby odwazano 200 g makucha
I zawieszano w 800 mL wody destylowanej. Wartos¢ pH regulowano roztworami NaOH
lub HCI, kontrolujac ja pH-metrem laboratoryjnym (Elmetron CPC-46, Polska). Ekstrakcje
prowadzono przez 90 min na mieszadle magnetycznym z kontrolg temperatury (IKA Plate,
Germany), wspomagajac proces mieszadlem mechanicznym (IKA RW 20 digital,
Germany). W trakcie ekstrakcji probki do analiz pobierano co 15 min. Nastgpnie zawiesiny
wirowano (3000 x g, 15 min; MPW-352R, Polska), a uzyskane supernatanty zbierano do
oznaczenia zawartosci biatka metoda Kjeldahla. Kazdg z szesciu kombinacji warunkéw (3
temperatury x 2 poziomy pH) wykonywano w trzech niezaleznych powtodrzeniach,
a kolejnos¢ doswiadczen randomizowano w celu ograniczenia wptywu zmiennosci czasowej
1 temperaturowej. W wyniku optymalizacji etapu [ wybrano warunki ekstrakcji zapewniajace
najwyzszg wydajnos¢ wydzielania biatka, a uzyskany w tych warunkach materiat
(supernatant oraz osad) wykorzystano w kolejnych etapach procesu izolacji, w tym do

optymalizacji etapu Il.

e Ftap Il — druga ekstrakcja.

Osad pozostaty po pierwszej ekstrakcji uzupetlniano woda dejonizowang do masy
1000 g, po czym regulowano pH (11 lub 12) 1 inkubowano przez 60 min w temperaturach
30-50 °C, analogicznie jak w etapie I. Probki do analiz pobierano co 15 min. Po zakonczeniu
inkubacji zawiesiny wirowano (3000 x g, 15 min), a supernatanty zbierano w celu oceny

wydajnos$ci drugiej ekstrakcji. Kazdy wariant prowadzono w trzech powtorzeniach.
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e FEtap Il — wytracanie bialka (mikroprecypitacja).

Po wytypowaniu optymalnych warunkéw dla etapow 1 i Il przeprowadzono
ekstrakcje biatka w tych parametrach, a nastgpnie potaczono uzyskane supernatanty.
Roztwor zakwaszano HCI do pH 4,5 w temperaturze pokojowej, mieszajac na mieszadle
magnetycznym przez 30 min, po czym wirowano (3000 x g, 15 min). Z otrzymanego osadu
pobierano cze$¢ do dalszych analiz (oznaczenie zawartosci biatka 1 suchej masy), pozostalg

cze$¢ przeznaczano do etapu IV, natomiast ptyn nadosadowy odrzucano.

e FEtap IV — plukanie osadu.

Osad z etapu III ptukano woda dejonizowana, zawieszajac go w stosunku 1:1 (w/w),
homogenizujac, a nastgpnie ponownie wirowajac (3000 x g, 15 min). Po ptukaniu osad
analizowano pod katem zawartoS$ci biatka, cukru, thuszczu 1 suchej masy, a pozostalg czes$¢

preparatu przechowywano w lodéwce (4 °C) do czasu dalszych oznaczen.

5.2.3. Analiza sktadu chemicznego

Charakterystyke skladu chemicznego prowadzono na rdéznych etapach prac
badawczych, obejmujacych zaréwno oceng sktadu wyjsciowego makuchow, optymalizacje
warunkow ekstrakcji biatka, jak 1 oznaczanie sktadu ekstraktow oraz hydrolizatow
otrzymanych w skali laboratoryjnej i przemystowej. Oznaczenia wykonano zgodnie z
procedurami opisanymi ponizej, a wyniki przedstawiono jako $rednie + odchylenie

standardowe z trzech niezaleznych powtérzen (n = 3).

5.2.3.1. Oznaczanie zawarto$ci biatka (metoda Kjeldahla)

Zawartos¢ biatka ogolnego oznaczono klasyczng metoda Kjeldahla, obejmujaca
mineralizacj¢ mokrg, destylacje amoniaku oraz miareczkowanie. Do kolby Kjeldahla
odwazano 1,00 g homogenizowanej proby, dodawano 20,0 mL stezonego H>SO. oraz
mieszaning katalizatorow (K2SO4/CuS0O.), po czym prowadzono mineralizacj¢ w ok. 350 °C
do uzyskania klarownego roztworu. Po ostudzeniu zawarto$¢ kolby alkalizowano, dodajac
40,0 mL 40% roztworu NaOH i destylowano amoniak w pradzie pary wodnej. Uchwycony
amoniak absorbowano w 40,0 mL roztworu HsBOs 4% (m/v) z wskaznikiem Tashiro, a

nastgpnie destylat miareczkowano mianowanym roztworem HCI o st¢Zeniu ok. 0,10 mol/L
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do zmiany barwy wskaznika. Na podstawie zuzycia titranta obliczano zawarto$¢ azotu, a
nastepnie przeliczano ja na biatko catkowite z zastosowaniem wspotczynnika konwersji k =

6,25.

5.2.3.2. Oznaczanie zawartosci cukrow (metoda fenolowo-
kwasowa)

Calkowitg zawarto$§¢ cukrow oznaczano kolorymetrycznie metoda fenolowo-
kwasowg wg Dubois. Okoto 0,50 g probki rozpuszczano w wodzie destylowanej, a powstaty
roztwor klarowano przez filtracje. Do proboéwki reakcyjnej odmierzano 0,50 mL klarownego
roztworu, dodawano 0,50 mL 5% (m/v) roztworu fenolu, po czym szybko dolewano 2,50
mL stezonego H>SOs, energicznie mieszajac. Mieszaning inkubowano przez 20 min w
temperaturze pokojowej, a nast¢gpnie mierzono absorbancj¢ przy 490 nm (Marcel s330,
Polska) wzgledem proby S$lepej. Zawarto$¢ cukrow obliczano na podstawie krzywej

wzorcowej przygotowanej dla serii roztworéw glukozy.

5.2.3.3. Oznaczanie zawartosci thuszczu (metoda Soxhleta)

Zawarto$¢ tluszczu oznaczano metoda Soxhleta z uzyciem n-heksanu jako
rozpuszczalnika. Wysuszone do statlej masy probki o masie 3,00 g umieszczano w
celulozowych gilzach ekstrakcyjnych i poddawano ekstrakcji n-heksanem (150 mL, cz.d.a.)
w aparacie Soxhleta (Chemland, Polska) przez ok. 6 h, w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika (ok. 68 °C). Po zakonczeniu ekstrakcji gilzy odsaczano i splukiwano
goragcym heksanem, a rozpuszczalnik z kolby ekstrakcyjnej odparowywano do sucha.
Pozostatos¢ ttuszczowa dosuszano w 105 °C do statej masy, chtodzono w eksykatorze do
temperatury pokojowej 1 wazono. Zawarto$¢ tluszczu obliczano wagowo w odniesieniu do

masy probki wyjsciowe;.

5.2.3.4. Oznaczanie suchej masy

Zawarto$¢ suchej masy oznaczano metodg wagosuszarkowg. Jednorodne prébki
(~2,00 g) naktadano bezposrednio na szalke wagosuszarki (RADWAG MA 50.X2.A,
Polska), rownomiernie rozprowadzajac warstwe materialu. Suszenie prowadzono w 105 °C

do osiaggniecia statej masy, definiowanej jako tempo ubytku < 0,01% / min w trybie
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automatycznym urzadzenia. Po zakonczeniu rejestrowano mas¢ koncowa, a wynik

wyrazano jako procent masy pozostalej po suszeniu w odniesieniu do masy poczatkowej.

5.2.3.5. Obliczanie wydajnosci procesu

Wydajnos¢ procesu izolacji biatka dla kazdego surowca definiowano jako stosunek
ilosci biatka w preparacie koncowym do ilosci biatka zawartego w surowcu wyjsciowym, w
przeliczeniu na suchg mase, wyrazony w procentach. [lo$¢ biatka wyznaczano jako iloczyn

masy probki i oznaczonej zawartosci biatka (metoda Kjeldahla).

5.2.4. Elektroforeza

Rozdzial biatek przeprowadzono dwuetapowo, taczac izoelektryczne ogniskowanie
(IEF — isoelectric focusing) zelektroforeza SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate —
polyacrylamide gel electrophoresis). W pierwszym etapie probki ekstraktow biatkowych,
zawierajace po 10 pg biatka, rozpuszczono w buforze rehydratacyjnym (8 M mocznika, 4 %
CHAPS, 70 mM DTT, 0,5 % amfolitow; zakres pH 3—-10), po czym nanoszono je na 18-
centymetrowe paski IPG ReadyStrip (pH 3-10; Bio-Rad, Polska). IEF prowadzono do
osiggnigcia tacznego tadunku 30 kV-h przy uzyciu systemu PROTEAN IEF (Bio-Rad). Po
zakonczeniu ogniskowania paski réwnowazono przez 15 min w buforze zawierajgcym
50mM Tris-HCI (pH 8,8), 6 M mocznika, 30 % glicerolu, 2 % SDS oraz1% DTT, a
nastgpnie kolejne 15min wtym samym buforze zdodatkiem 2,5% jodoacetamidu.
Nastepnie paski przenoszono na zele poliakrylamidowe SDS o wymiarach 20 x 20 cm
itgrubosci 1,5mm (T=11%, C=2,6%), przygotowane zgodnie zprotokotem
Laemmli’ego (Laemmli, 1970). Rozdzial wdrugim wymiarze realizowano w aparacie
Protean I XI (Bio-Rad) zgodnie z instrukcjami producenta. Plamy biatkowe uwidaczniano
metoda barwienia srebrem  kompatybilng zpodzZniejsza analizag  spektrometrii

mas (Shevchenko i in., 1996).

5.2.5. Wyciecie plamek biatkowych, przygotowanie préobek do
spektrometrii mas

Wybrane plamki biatkowe o wizualnie najwyzszej intensywnosci wycinano z zeli,

rozdrobniono na drobne fragmenty iprzenoszono do probowek o pojemnosci 0,5 mL.
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Fragmenty zelu trzykrotnie plukano w 100 mM NH:HCOs (pHS8,5) przez 5 min,
odwadniano w acetonitrylu (ACN), a nastgpnie suszono 15 min koncentratorze prézniowym
(CentriVap, Labconco, Polska). Redukcje przeprowadzano poprzez rehydratacje zelu w
10mM DTT rozpuszczonego w50 mM NH4HCOs (56 °C, 60 min). Po ostudzeniu do
temperatury pokojowej roztwor zastgpowano 50 mM jodoacetamidem w 50 mM NH:HCO:s
1 inkubowano probki w ciemnosci przez 45 min w RT. Nastgpnie fragmenty zelu trzykrotnie
ptukano 100 mM NHsHCOs (5 min, RT), ponownie odwadniano w ACN 1suszono 15 min
koncentratorze. Trawienie enzymatyczne prowadzono na lodzie, dodajac stopniowo
trypsyneg (12,5 ng/uL; Trypsin Gold, grade MS, Promega, USA) przygotowana w 50 mM
NH4HCO:s, tak aby catkowicie zrehydratowaé fragmenty zelu. Nastgpnie dodawano bufor
50 mM NH.HCO:s i pozostawiano probki na noc w 37 °C. Po trawieniu supernatant zbierano,
a peptydy ekstrahowano trzykrotnie przy uzyciu 70 % ACN z 1,5 % TFA, kazdorazowo
sonifikujac probki 15 min wtazni ultradzwigckowej (Ultron U-507, Ultron, Dywity).

Potaczone supernatanty odparowywano w koncentratorze przez 45 min w 40 °C.

5.2.6. Analiza MALDI-TOF/TOF

Osad peptydowy zawieszono w 10 uL. 0,1 % TFA, a nast¢pnie oczyszczono za
pomocg koncoéwek pCl18 ZipTip (Eppendorf, Poznan) zgodnie zinstrukcja producenta.
Z oczyszczone] mieszaniny peptydéow pobierano 1 pL, mieszano zmatryca HCCA (3,5-
dimetoksy-4-hydroksycynamonian), nanoszono na plytk¢ AnchorChip (Bruker, Polska)
isuszono w temperaturze pokojowej. Widma masowe rejestrowano na spektrometrze
Ultraflex IIl MALDI-TOF/TOF (Bruker, Polska) w trybie odbiciowym dla jonéw dodatnich
przy napigciu przyspieszajacym 25 kV. Kalibracj¢ zewnetrzng przeprowadzano z uzyciem
wzorca peptydowego (Bruker). Do okre$lania monoizotopowych mas peptydow
wykorzystano oprogramowanie FlexAnalysis 3.0 (Bruker-Daltonics). Identyfikacje biatek
1 peptydow prowadzono przy uzyciu algorytmu MASCOT, przeszukujac baze UniProtKB
(wersja 2024 04) z ograniczeniem do taksonomii ,,Green Plants (Viridiplantae)”. Parametry
wyszukiwania ustawiono nastepujgco: enzym— trypsyna; modyfikacja stata—
karbamidometylacja cysteiny; modyfikacja zmienna— oksydacja metioniny; tolerancja

masy — 50 ppm fragmentu MS/MS,dopuszczono 1 brakujacy fragment (miscleavage).
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5.2.7. Trawienie in silico I predykcja bioaktywnosci z wykorzystaniem
bazy BIOPEP

Sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych biatek poddano symulowanemu
trawieniu enzymatycznemu w bazie BIOPEP (https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/,
dostep: 5 kwietnia 2025) (Minkiewicz i in., 2019). Korzystajac znarzgdzia “Enzyme(s)
action”, dla kazdego bialka przeprowadzono insilico trawienie przy uzyciu proteaz
pochodzenia roslinnego: papainy, bromelainy oraz ficyny. Otrzymane wirtualne fragmenty
peptydowe analizowano nastepnie modutem “search for active fragments”, co umozliwito
wskazanie sekwencji o udokumentowanych wiasciwosciach bioaktywnych itym samym

oszacowanie potencjalnych funkcji peptydow.

5.2.8. Hydroliza enzymatyczna

Ekstrakty bialkowe z rzepaku, stonecznika i ostropestu rozpuszczano w wodzie do
objetosci 1000 mL, uzyskujac st¢zenie 20 g biatka/L. Mieszaning umieszczano na mieszadle
magnetycznym z kontrolg temperatury (IKA Plate, Niemcy); po osiaggni¢ciu zadanej
temperatury pH korygowano przy uzyciu roztworéw NaOH i HCI do warto$ci optymalne;j
dla danej proteazy, kontrolujac je pH-metrem (Elmetron CPC-46, Polska).

Reakcje inicjowano przez dodanie wybranej proteazy w ilosci 5% lub 10% (m/m) wzgledem
masy biatka, co odpowiada stosunkom E:S réwnym odpowiednio 1:20 1 1:10
(enzym:substrat). Hydroliz¢ prowadzono w warunkach izotermicznych przy statym
mieszaniu przez 180 min. W celu monitorowania przebiegu procesu co 30 min pobierano
probki o objetosci 0,5 mL do oznaczenia stopnia hydrolizy. Kazdy wariant hydrolizy

prowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach technologicznych.

5.2.9. Oznaczanie stopnia hydrolizy (DH)

Jako miare efektywnosci procesu przyjeto stopien hydrolizy (DH, degree of
hydrolysis). Bezposrednio po pobraniu probki (0,5 ml) dodawano do niej 0,5 mL 10% (m/v)
TCA, doktadnie mieszano i inkubowano 15min na lodzie w celu wytrgcenia
niezhydrolizowanych biatek. Probke wirowano (5500 x g, 10 min; MPW-352R, Polska), po

czym W supernatancie oznaczano stezenie rozpuszczonych peptydéw metoda
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spektrofotometryczng (pomiar absorbancji przy 280 nm; Marcel ¢330, Polska). Kazda
probke analizowano w dwdch powtdrzeniach. Stopien hydrolizy obliczono jako procent
rozpuszczonego peptydu w stosunku do poczatkowej zawartosci biatka w hydrolizowanej

mieszaninie.

5.2.10. Przygotowanie hydrolizatow

W oparciu o wyniki optymalizacji parametrow procesu hydrolizy enzymatycznej
biatek, dla wszystkich badanych surowcow i1 enzyméw przyjeto ujednolicone warunki:
stezenie enzymu 5% (m/m wzgledem masy biatka) oraz czas reakcji 120 min. W tych
warunkach przygotowano hydrolizaty przeznaczone do dalszych analiz. Po zakonczeniu
hydrolizy mieszaniny poddawano termicznej inaktywacji enzymu (100 °C, 10 min).
Otrzymane hydrolizaty liofilizowano, a uzyskane suche preparaty przechowywano w
warunkach suchych, w temperaturze 4 °C, do czasu oznaczen aktywnosci antyoksydacyjnej

i hipotensyjnej.

5.2.11. Oznaczanie wlasciwos$ci antyoksydacyjnych

5.2.11.1. Metoda ABTS

Oznaczenie zdolnosci przeciwutleniajacej przeprowadzono metoda ABTS wg Re 1
in. (1999), z drobnymi modyfikacjami. Roztwdr rodnika kationowego ABTSe+
przygotowywano 16 godzin przed pomiarami poprzez zmieszanie rownych objetosci
wodnych roztworow 7 mM ABTS 1 2,4 mM nadsiarczanu potasu, a nastgpnie inkubacje
mieszaniny w ciemnos$ci. Przed uzyciem roztwor rozcienczano buforem PBS do uzyskania
absorbancji 0,70 + 0,02 przy A = 734 nm. Do 1,0 mL roztworu ABTS++ dodawano 50,0 pL
probki hydrolizatu o stgzeniu 0,5 mg/mL, mieszano 1 po 6 min mierzono absorbancj¢ przy A
= 734 nm wzgledem proby $lepej. Zdolnos$¢ przeciwutleniajgca obliczano na podstawie
krzywej wzorcowej Troloxu i wyrazano jako umol rownowaznika Troloxu na gram probki;

wszystkie oznaczenia wykonywano w trzech powto6rzeniach (n = 3).

5.2.11.2. Metoda DPPH

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej metodg DPPH przeprowadzono wedtug

metody opisanej przez Brand-Williams i in. (1995), z pewnymi modyfikacjami. Roztwor
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wyjsciowy rodnika DPPHe przygotowywano przez rozpuszczenie 9,8 mg DPPH w 50 mL
metanolu; roztwoér przechowywano w butelce z ciemnego szkta, w warunkach zaciemnienia.
Do pomiaréw sporzadzano roztwdr roboczy poprzez pigciokrotne rozcienczenie roztworu
wyjsciowego metanolem, tak aby jego absorbancja przy 515 nm wynosita 0,90 £ 0,02. W
probowkach reakcyjnych mieszano 0,5 mL roztworu badanych hydrolizatéw o stezeniu 0,25
mg/mL oraz 1,5 mL $wiezo przygotowanego roztworu DPPHe. Probki inkubowano w
ciemnosci przez 30 minut, po czym mierzono absorbancj¢ przy A = 515 nm wzgledem proby
slepej. Zdolno$¢ przeciwutleniajgcg obliczano na podstawie krzywej wzorcowej Troloxu 1
wyrazano jako pumol rownowaznika Troloxu na gram probki; wszystkie oznaczenia

wykonywano w trzech powtorzeniach (n = 3).

5.2.11.3. Metoda FRAP

Oznaczenie zdolnos$ci redukujacej przeprowadzono metoda FRAP wedtug Benzie i
Strain (1996), z modyfikacjami. Odczynnik FRAP przygotowywano bezposrednio przed
pomiarem przez zmieszanie roztworéw: TPTZ 10 mM w 40 mM HCI, FeCls-6H-0O 20 mM
oraz buforu octanowego 300 mM (pH 3,6) w stosunku 1:1:10 (v/v/v). Do probdwki
wprowadzano 1,5 mL $wiezo przygotowanego odczynnika FRAP oraz 0,5 mL probki
hydrolizatu, mieszano i po 5 min rejestrowano absorbancje przy A =593 nm wzglgedem proby
Slepej. Zdolno$¢ redukujacag okreslano na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej z
roztworow FeSO. i wyrazano jako pmol Fe*/mg probki. Wszystkie oznaczenia

wykonywano w trzech powtorzeniach (n = 3).

5.2.12. Oznaczanie wlasciwosci hipotensyjnych

Aktywno$¢ inhibitorowg badanych hydrolizatow wobec enzymu konwertujacego
angiotensyne¢ (ACE) oznaczano metoda spektrofotometryczng opartg na hydrolizie substratu
Hipuryl-His-Leu (HHL) w oparciu o metode Cushmana i Cheunga (1971) z pewnymi
modyfikacjami. Roztwor substratu HHL przygotowywano jako roztwor roboczy o stezeniu
8,3 mM w 100 mM buforze boranowym (pH 8,3) zawierajacym 0,3 M NaCl. Probki
hydrolizatow przygotowano w stezeniach 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/ml.

W probowce reakcyjnej laczono probke hydrolizatu z 50 pl roztworu ACE i
preinkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Reakcje inicjowano przez dodanie

250 pl roztworu HHL (8,3 mM), po czym mieszaning inkubowano przez 30 min w
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temperaturze 37 °C. Reakcje¢ zatrzymywano poprzez dodanie 250 uL. 1 N HCI. Powstaty
kwas hipurowy ekstrahowano w 500 pL octanu etylu, warstwe organiczng odparowywano
do sucha, a pozostato$¢ rozpuszczano w 1,0 mL wody destylowanej. Absorbancje mierzono
przy A =228 nm wzgledem proby Slepej z uzyciem spektrofotometru UV-Vis.

Jako probke kontrolng, odpowiadajaca 100% aktywnosci enzymu ACE, stosowano
mieszaning reakcyjng bez dodatku hydrolizatu. Stopien inhibicji okre§lano na podstawie
porownania wartosci absorbancji prob z inhibitorem 1 proby kontrolnej, przy czym spadek
absorbancji w obecnosci inhibitora byl proporcjonalny do poziomu zahamowania
aktywnosci ACE. Wartos¢ 1C50 zdefiniowano jako stezenie peptydéw (mg biatka/mL)
powodujace 50% inhibicji aktywnosci ACE w opisanych warunkach. ICso wyznaczano na
podstawie zaleznosci procentu inhibicji od stezenia peptydow, wykorzystujac interpolacje
punktu odpowiadajacego 50% inhibicji z dopasowanej krzywej regresji. Wszystkie

oznaczenia prowadzono w trzech powtdrzeniach (n = 3).

5.3. Metody technologiczne przeskalowania

5.3.1. Charakterystyka linii technologicznej

Proces przeskalowania realizowano na istniejgcej linii  technologicznej
przedsiebiorstwa, obejmujacej zbiornik procesowy o pojemnosci 300 L ze stali nierdzewnej,
wyposazony w mieszadlo mechaniczne oraz plaszcz grzewczo—chlodzacy, wiréwke
dekantacyjna, zbiornik reakcyjny o pojemnosci 1000 L z plaszczem grzewczo—chtodzacym
1 mieszadlem, wyparke podcis$nieniowg o pojemnosci 300 L z mieszadlem oraz suszarke
rozpytowa.

Zastosowano takze standardowa aparatur¢ kontrolno—pomiarowa (pH-metry,
czujniki temperatury, przeptywomierze, wagi) oraz podstawowy sprzet laboratoryjny, w tym
dygestorium do przygotowywania roztworéw odczynnikdw.

Doboér aparatury oraz konfiguracje linii dostosowano do istniejacych zasobow
przedsigbiorstwa, tak aby proces wytwarzania hydrolizatdéw z makuchow ro$lin oleistych
mogl zosta¢ zintegrowany z dotychczasowym profilem produkcji i wykorzystaniem

dostepnej infrastruktury technologiczne;.
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5.3.2. Przygotowanie makuchdow

Przed przetwarzaniem makuchy poddawano standaryzacji obejmujacej
trzystopniowg obrobke: rozdrobnienie w mtynie bijakowym, przesiewanie na przesiewaczu
wibracyjnym wyposazonym w sito o oczkach odpowiadajacych 60 mesh w celu uzyskania
jednorodnej frakcji ziarnowej oraz homogenizacj¢ rozdrobnionego materialu w pojemnikach
procesowych. Uzyskany, rozdrobniony i zhomogenizowany surowiec etykietowano (rodzaj
surowca, data, numer partii) i magazynowano w suchym magazynie surowcow, w
warunkach okreslonych w nocie technologicznej, do czasu przeprowadzenia procesu

ekstrakcji.

5.3.3. Ekstrakcja biatka w skali przemystowe;j

Ekstrakcje biatka prowadzono partiami po 40 kg zmielonego makuchu. Proces
obejmowatl kolejno dwuetapowe tugowanie, wytracanie biatka oraz plukanie osadu
biatkowego. Dla kazdego rodzaju surowca wykonano trzy niezalezne powtorzenia
technologiczne.

W etapie I do zbiornika o pojemnosci 300 L wprowadzano 150 L wody destylowanej,
podgrzewano do temperatury zaleznej od rodzaju surowca (50 °C dla rzepaku i ostropestu,
40 °C dla stonecznika), a nastepnie dodawano wodorotlenek sodu w ilo$ci zapewniajace;j
osiggniecie pH 12 (tacznie 1200 g NaOH na 40 kg makucha). Po catkowitym rozpuszczeniu
zasady dodawano 40 kg makucha 1 homogenizowano mieszaning (ok. 15 min), po czym
prowadzono mieszanie przy 75 obr./min przez kolejne 45 min, utrzymujac zatozong
temperature 1 pH. Zawiesing kierowano do wirowki dekantacyjnej pracujacej przy 4000 X g
1 przeptywie 25 L/min. Uzyskany supernatant (frakcja biatkowa) zbierano do zbiornika
posredniego, natomiast pellet poddawano ponownej ekstrakcji w etapie I1.

W etapie II do tego samego zbiornika wprowadzano takg ilos¢ wody, aby po dodaniu
pelletu taczna masa wsadu wynosita ok. 200 kg. Dodawano 360 g NaOH, aby osiagna¢ pH
12, ponownie ustawiano temperature¢ (jak w etapie I) i prowadzono homogenizacj¢ oraz
mieszanie w warunkach analogicznych jak poprzednio. Po zakonczeniu drugiego etapu
ekstrakcji zawiesing ponownie wirowano w takich samych warunkach, a uzyskany
supernatant taczono z supernatantem z etapu I. Pellet kierowano do utylizacji.

Po zakonczeniu tugowania w etapie Il potagczone supernatanty zakwaszano w

zbiorniku 300 L, roztworem 6 M HCI do pH 4,5. Po 30 min mieszania w statej temperaturze
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zawiesing ponownie poddawano wirowaniu (4000 x g, 25 L/min). Osad stanowil frakcje
biatkowa, natomiast supernatant usuwano jako $ciek procesowy.

W etapie IV osad bialkowy plukano wodg destylowang w stosunku 1:1 (woda:osad,
w/w), homogenizowano przez ok. 15 min, a nast¢pnie ponownie wirowano w tych samych
warunkach. Uzyskany ekstrakt biatkowy wazono, pobierano prébki do analiz sktadu
chemicznego, a pozostala cze$¢ kierowano bezposrednio do hydrolizy lub — w razie
koniecznos$ci przerwania procesu — przechowywano w 4 °C (maksymalnie 72 h) badz

zamrazano w —20 °C.

5.3.4. Hydroliza enzymatyczna, zat¢zanie i suszenie hydrolizatow

Hydroliz¢ enzymatyczng prowadzono w zbiorniku reakcyjnym o pojemnosci 1000
L, w objetosci roboczej 700 L. Mase wyizolowanego biatka (ekstraktu biatkowego) oraz
ilos¢ wody destylowanej dobierano w zalezno$ci od rodzaju surowca: dla makuchu
rzepakowego stosowano 90 kg ekstraktu i 610 L wody, dla stonecznika 50 kg ekstraktu i 650
L wody, a dla ostropestu 55 kg ekstraktu i 645 L wody. Poczatkowo do zbiornika
wprowadzano 300 L wody i podgrzewano do 70°C, a nastgpnie porcjami dodawano
zawiesing ekstraktu przygotowang w zbiornikach 50 L (10 kg ekstraktu + 30 L wody) i
uzupetniano wodg az do osiggnigcia docelowej masy i objetosci.

Po wprowadzeniu calej porcji ekstraktu korygowano pH zawiesiny do 6,0 przy
uzyciu roztworéow 6 M HCI lub 5 M NaOH, kontrolujac je na biezaco. Do tak przygotowanej
zawiesiny w temperaturze 70°C dodawano 800 g papainy i prowadzono hydrolize przez 3 h
przy ciaglym mieszaniu, utrzymujac state pH i temperature. Dla kazdego rodzaju surowca
proces hydrolizy przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach technologicznych.
W celu monitorowania przebiegu procesu co 30 min pobierano probke o objetosci 0,5 mL
do oznaczenia stopnia hydrolizy, zgodnie z metodyka opisang wczesniej. Po zakonczeniu
hydrolizy enzym inaktywowano poprzez podgrzanie zawiesiny do 100°C i utrzymywanie tej
temperatury przez 10 min. Nastgpnie hydrolizat schtadzano do ok. 80°C w wymienniku
ciepta 1 kierowano do zbiornika posredniego.

W celu ograniczenia objetosci przed suszeniem hydrolizat zatezano we wyparce
podcisnieniowej w porcjach po ok. 200 L. Proces prowadzono w temperaturze 80°C i przy
ci$nieniu okoto 200 mbar, do uzyskania ok. 100 L destylatu z kazdej partii, co odpowiada
redukcji objetosci roztworu o okoto 50%. Zatgezony roztwor kierowano do zbiornika

zasilajgcego suszarke rozpytowa.
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Suszenie rozpyltowe prowadzono przy temperaturze wlotowej powietrza 210°C,
wydajnosci pompy perystaltycznej 100 mL/min i czgstotliwosci pracy atomizera 400 Hz. Po
ustabilizowaniu temperatury rozpoczynano podawanie zatezonego hydrolizatu i suszono do
przetworzenia calej partii. Gotowy proszek odbierano z odbieralnika, przeptukujac instalacje
niewielka ilo$cig wody destylowanej po zakonczeniu procesu. Produkt koncowy pakowano
do oznakowanych pojemnikow jednostkowych, ktéore mogly by¢ przechowywane w
temperaturze otoczenia przez okres do 12 miesiecy, zgodnie z zaktadowymi wymaganiami

jakosciowymi.

5.3.5. Oznaczanie sktadu chemicznego oraz whasciwosci bioaktywnych

otrzymanych hydrolizatow

W celu poréwnania sktadu chemicznego hydrolizatéw otrzymanych w réznych
skalach procesu przeprowadzono analizy probek uzyskanych w warunkach przemystowych
oraz odpowiadajacych im hydrolizatow przygotowanych w skali laboratoryjnej (trawionych
papaing). Oceniano zawarto$¢ biatka, cukréw, thuszczu oraz suchej masy, a takze aktywnos¢
antyoksydacyjna i hipotensyjng hydrolizatdéw. Wszystkie analizy sktadu chemicznego oraz
oznaczenia wiasciwo$ci bioaktywnych wykonano zgodnie z metodykami szczegdélowo
opisanymi w poprzednim podrozdziale.

Na podstawie uzyskanych wynikow oznaczen przeprowadzonych dla hydrolizatoéw
otrzymanych w skali laboratoryjnej oraz przemystowej poréwnano nastepujace parametry
procesu:

e wydajnos¢ izolacji biatka (udziat biatka odzyskanego w ekstrakcie wzgledem
zawartosci biatka w surowym makuchu),

e zawarto$C bialka, thuszczu, cukréw 1 suchej masy w ekstrakcie biatkowym

e stopien hydrolizy

e zawarto$§¢ biatka, thuszczu, cukréw 1 suchej masy w produkcie koncowym

(hydrolizacie),

e parametry aktywnos$ci biologicznej (aktywnos$¢ antyoksydacyjna, zdolno$¢ inhibicji

ACE).

Analiza pordwnawcza tych parametréw umozliwita oceng wrazliwo$ci procesu na
zwigkszenie skali, identyfikacje gtéwnych rdznic oraz wskazanie obszarow wymagajacych

dalszej optymalizacji w kontekscie wdrozenia przemystowego.
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5.4. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wykonana zostala w $rodowisku R 4.5.2, wydanie 31.10.2025.
Wizualizacje¢ graficzng w postaci wykresow wykonano w oparciu o biblioteke Tidyverse
(2.0.0, 22.02.2023).

Dla etapu ekstrakcji I oraz I analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
danych pochodzacych z trzech niezaleznych powtdérzen pomiarowych dla kazdej kombinacji
pH, temperatury oraz czasu inkubacji. Dane analizowano bez ich wcze$niejszego
usredniania. Zmienng zalezng byta zawartos¢ biatka [%], natomiast czynnikami stalymi byty
pH (111 12), temperatura (30, 40 i 50°C) oraz czas inkubacji (0, 15, 30, 45, 60, 751 90 min).

W celu oceny wpltywu badanych czynnikow oraz ich interakcji zastosowano
trojczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ efektow gtownych oraz interakcji
oceniano na poziomie istotno$ci a = 0,05. W przypadku stwierdzenia istotnych réznic
statystycznych pomi¢dzy poziomami czynnika czasu, przeprowadzono test post-hoc Tukeya
(HSD) w celu identyfikacji jednorodnych grup statystycznych.

Dodatkowo, w celu poréwnania poszczegdlnych punktéw czasowych wzgledem
czasu poczatkowego (0 min) w obrebie tego samego pH i1 temperatury, wykonano test t-
Studenta z korekta Welcha. Uzyskane wartosci p wykorzystano do oznaczenia istotnosci
statystycznej na wykresach oraz w tabelach wynikow.

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Na
wykresach zaprezentowano wszystkie pojedyncze punkty pomiarowe (symbole bez
wypetnienia), wartosci $rednie (symbole wypelnione) oraz belki bledu odpowiadajace
odchyleniu standardowemu. Trend zmian w czasie zilustrowano przy uzyciu krzywych
regresji drugiego stopnia, dopasowanych oddzielnie dla kazdej temperatury 1 wartosci pH.
Krzywe regresji generowano w celu zobrazowania trendéw zmian zawartosci biatka w
funkcji czasu inkubacji. Dla kazdej kombinacji pH i temperatury dopasowano model regres;ji
wielomianowej drugiego stopnia na podstawie warto$ci Srednich obliczonych z trzech
powtorzen. Wspolczynniki modeli wyznaczano metoda najmniejszych kwadratow.
Dopasowane modele wykorzystano wytacznie do celéw wizualizacji trendow czasowych i
nie stanowity podstawy do wnioskowania statystycznego.

Wielkosci efektow dla wszystkich gléwnych efektow 1 interakcji okreslono
ilociowo za pomocg czastkowego eta kwadrat (n?p) uzyskanego z tréjczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA). Aby uwzgledni¢ potencjalne przeszacowanie wielkosci efektu

zwigzane z czastkowym eta kwadrat w uktadach wieloczynnikowych, dodatkowo obliczono
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omega kwadrat (®»?) jako mniej obcigzony estymator proporcji wyjasnionej wariancji.
Roéznice migdzy warto$ciami n?p i ®? uwzgledniono w celu zilustrowania stopnia wptywu
wielkosci efektu. Interpretacja wielkosci efektu byta zgodna z wytycznymi Cohena, z
dodatkowymi rozwazaniami zalecanymi przez Lakensa klasyfikujagcymi efekty jako male,

srednie lub duze.

Tabela 3. Interpretacja wielkosci efektu dla n?p i ©? (wg Cohen, 1988)

Zakres n%p ®? ]

Interpretacja praktyczna
wartosci wielkos¢ efektu | wielkos¢ efektu

] _ efekt pomijalny, brak znaczenia

<0,01 znikomy znikomy

praktycznego

staby efekt, ograniczone
0,01-0,05 maty maty o )

znaczenie biologiczne

umiarkowany efekt, potencjalnie
0,06 - 0,13 Sredni $redni ) ] o

istotny biologicznie

silny efekt o duzym znaczeniu
>0,14 duzy duzy

praktycznym

Dla badania optymalizacji procesu hydrolizy enzymatycznej, dla wszystkich
uktadow enzymatycznych (papaina, bromelaina, ficyna, 5 1 10% m/m) pomiary wykonano
w czterech powtorzeniach (n = 4), a wyniki przedstawiono jako $rednie + odchylenie
standardowe (SD).

Wptyw rodzaju enzymu (papaina, bromelaina, ficyna), stezenia enzymu (5% 1 10%)
oraz czasu hydrolizy (0—180 min) na stopien hydrolizy [%] oceniono przy uzyciu
tréjczynnikowej analizy wariancji (three-way ANOVA) z uwzglednieniem efektow
glownych oraz wszystkich mozliwych interakcji pomigdzy czynnikami. Przed analiza dane
sprawdzono pod katem spetnienia zalozeh ANOV A, w tym normalnos$ci rozktadu reszt oraz
homogenicznosci wariancji. W przypadku stwierdzenia istotnych statystycznie efektow (p <
0.05), przeprowadzono test post-hoc Tukeya (Tukey’s Honestly Significant Difference,
HSD) w celu identyfikacji istotnych rdéznic pomigdzy S$rednimi wartosciami stopnia
hydrolizy. Poréwnania wykonano oddzielnie dla kolejnych punktéw czasowych w obrebie

tego samego enzymu 1 stezenia, co pozwolilo na precyzyjnag ocen¢ dynamiki procesu
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hydrolizy. Wyniki testu post-hoc przedstawiono w postaci oznaczen literowych, gdzie rozne
litery wskazuja na istotne roznice statystyczne pomigdzy analizowanymi grupami (p < 0.05).

Do wizualizacji danych wykorzystano wykresy przedstawiajace warto$ci $rednie
wraz z odchyleniem standardowym, pojedyncze punkty pomiarowe oraz Krzywe regresji
dopasowane metoda najmniejszych kwadratow. Oznaczenia istotno$ci statystycznej
naniesiono bezposrednio na wykresach w formie liter zgodnych z wynikami testu Tukeya.
Poziom istotnos$ci statystycznej we wszystkich analizach przyjeto jako o = 0.05.

Analize statystyczng wtasciwos$ci antyoksydacyjnych (ABTS, DPPH), redukcyjnych
(FRAP) aktywnosci inhibitorowej wobec konwertazy angiotensyny | (ACE) wykonano w
oparciu o dwuczynnikowa analize wariancji (ANOVA). Przed wykonaniem analizy
sprawdzono zatozenia normalnos$ci rozktadu reszt oraz jednorodno$ci wariancji, ktore
uznano za spetnione.

W przypadku stwierdzenia istotnych efektow gtownych lub interakcji (p < 0.05),
roéznice pomiedzy Srednimi pordwnywano za pomocg testu post-hoc Tukeya HSD z korekta
na wielokrotne poréwnania. Wyniki testu post-hoc przedstawiono w formie literowych
oznaczen istotnosci statystycznej, gdzie rdzne litery wskazuja na istotne réznice pomig¢dzy
grupami (p < 0.05), natomiast identyczne litery oznaczajg brak istotnych réznic.

Wyniki analizy zilustrowano za pomocg wykresow pudetkowych (boxplot),
prezentujacych mediang, zakres miedzykwartylowy, wartosci minimalne i maksymalne oraz
srednia arytmetyczng. Oznaczenia literowe uzyskane z testu Tukeya naniesiono
bezposrednio na wykresy. Poziom istotnos$ci statystycznej przyjeto jako o = 0.05.

W celu oceny wplywu z skali procesu (skala laboratoryjna, skala przemystowa),
zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA). Przed wykonaniem analizy
sprawdzono spetnienie podstawowych zatozen ANOVA, tj. normalno$ci rozktadu reszt oraz
jednorodnosci wariancji.

W przypadku stwierdzenia istotnych efektow (p < 0.05), r6znice pomig¢dzy Srednimi
porownywano za pomocg testu post-hoc Tukeya HSD, z korekta na wielokrotne poréwnania.
WyniKki testu post-hoc przedstawiono w formie literowych oznaczen istotno$ci statystycznej,
gdzie rozne litery oznaczajg istotne réznice pomiedzy grupami, natomiast te same litery
wskazujg na brak istotnych réznic statystycznych. Za poziom istotnosci statystycznej

przyjeto o = 0.05.
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6. Wyniki

6.1. Podstawowy sktad chemiczny makuchow

W Tabeli 4. zestawiono podstawowy skilad chemiczny makuchéw z rzepaku,
stonecznika i ostropestu. Wszystkie surowce charakteryzowaty si¢ wysoka suchg masa
(89,36-93,59%), co sprzyja ich stabilno$ci podczas przechowywania i ogranicza ryzyko
niekorzystnych zmian mikrobiologicznych oraz enzymatycznych.

Najwyzsza zawarto$¢ biatka stwierdzono w makuchu stonecznikowym (40,70%), co
czyni go najbardziej perspektywicznym surowcem pod wzglegdem potencjalnego uzysku
biatka. Nieco nizszg zawarto$¢ biatka wykazano w makuchu rzepakowym (34,74%),
natomiast najmniej biatka zawieral makuch z ostropestu (30,02%). Z punktu widzenia
efektywnosci procesu izolacji oznacza to, ze przy tej samej ilosci surowca najwigkszg ilo§¢
biatka mozna teoretycznie odzyska¢ z makuchu stonecznikowego, podczas gdy w przypadku
ostropestu konieczne byloby przetworzenie wigkszej masy materialu, aby uzyskad

poréwnywalny tadunek biatka.

Tabela 4. Sktad chemiczny makuchoéw z rzepaku, stonecznika i ostropestu ($rednia + SD, n = 3).

. ZawartoS¢ biatka Zawarto$¢ Zawarto$¢ Sucha masa
Surowiec
(%) cukrow (%) thuszezu (%) (%)
rzepak 34,74 +£1,20 9,92 + 0,33 12,43 £ 0,08 89,36 + 1,98
stonecznik 40,70 £ 1,37 9,11 +0,30 12,40 £ 0,41 92,87 +£2,74
ostropest 30,02 £ 1,05 3,47 0,12 13,02 £ 0,47 93,59 + 3,09

Zawarto$¢ tluszczu w makuchach byta zblizona (ok. 12-13%), co wskazuje na
porownywalny stopien odttuszczenia po procesie ttoczenia. Istotne znaczenie ma natomiast
zawarto$¢ cukrow, ktore tatwo wspotekstrahuja si¢ z biatkami i moga pogarszac ich czysto$¢
oraz wilasciwosci funkcjonalne. Najwyzszy udziat cukréw stwierdzono w makuchu
rzepakowym (9,92%), niewiele nizszy — w stonecznikowym (9,11%), natomiast
zdecydowanie najnizszg zawartos¢ tych zwigzkow odnotowano w makuchu z ostropestu
(3,47%). Z tego wzgledu, mimo nizszej zawartosci biatka, ostropest moze by¢ korzystnym
surowcem do otrzymywania koncentratow bialkowych o wyzszej czystos$ci. Makuch

rzepakowy, przy relatywnie wysokiej zawartosci cukrow 1 najnizszej suchej masie, moze
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natomiast sprawia¢ najwiecej trudnosci w uzyskaniu frakcji biatkowej o wysokiej czystosci
1 stabilnosci.

Podsumowujac, makuch stonecznikowy wydaje si¢ najbardziej perspektywicznym
surowcem pod wzgledem wydajnos$ci izolacji biatka, natomiast makuch z ostropestu — pod
wzgledem ograniczonej zawarto$ci wspotekstrahujacych cukréw. Makuch rzepakowy
zajmuje pozycje posrednia, cho¢ jego wyzsza zawarto$¢ cukrow i nizsza sucha masa moga

wymagac staranniej zaprojektowanego procesu oczyszczania.

6.2. Optymalizacja procesu ekstrakcji biatka

6.2.1. Rzepak
6.2.1.1. Etapl

Wyniki pierwszego etapu ekstrakcji bialek rzepaku (Tabela 5, Rycina 9) wskazuja
na jednoznaczny, dodatni wptyw zar6wno temperatury, jak i pH na uwalnianie biatka do
roztworu. Dla czasu 60 min zwigkszenie temperatury z 30 do 50 °C powodowato wzrost
zawartosci biatka w natancie o ok. 8-10%, natomiast podniesienie pH z 11 do 12 przy tej

samej temperaturze skutkowato dodatkowym wzrostem rzedu ~3—6%.

Tabela 5. Zawarto$¢ biatka [%] w natancie podczas I etapu ekstrakcji biatka rzepaku (srednia + SD,
n = 3). Rozne litery (w obrebie tej samej temperatury) oznaczajg statystycznie istotne roznice migdzy

punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p < 0,05).

pH=11 pH=12
Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50°C
0 3,83+0,06° | 3,92+0,04° | 4,09 +0,06° | 3,93 +0,06% | 4,01+ 0,07 | 4,09 + 0,06
15 3,86 +0,06® | 3,94+ 0,04 | 4,11 +0,06% | 4,09 + 0,06® | 4,15 + 0,06® | 4,29 + 0,07
30 4,01 +0,07% 3,99 + 0,06% | 4,29 + 0,07 | 4,24 +0,07° | 4,31 + 0,06> | 4,48 + 0,06>
45 4,02 £0,05° | 4,05+0,04° | 4,38 £0,08° | 4,21 +0,07° | 4,45 +0,09° | 4,58 +0,07¢
60 4,08+0,11° | 4,17 +0,06° | 4,48 £0,09° | 4,28 + 0,06° | 4,41 +0,06° | 4,63 + 0,08°
75 4,12 £0,08° | 4,18 +0,08° | 4,42 £0,07° | 4,31 +0,04° | 4,35+ 0,06° | 4,51 +0,07°
90 4,10 £0,06° | 4,19 +0,08° | 4,40 £ 0,06° | 4,33 +0,06° | 4,31 +0,04° | 4,48 + 0,06°

W calym badanym zakresie obserwowano typowa kinetyke ekstrakcji: szybki wzrost

stezenia biatka w roztworze w ciggu pierwszych 45—60 min, a nastepnie przejscie do stanu
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plateau. Najwyzsza zawarto$¢ biatka uzyskano przy pH 12 i 50 °C po 60 min, przy czym
warunki pH 11 i 50 °C dawaty tylko nieznacznie nizszy poziom. Wydtuzanie procesu
powyzej 60 min nie przynosito dalszych korzysci, a przy 50 °C prowadzito do niewielkiego

spadku zawarto$ci biatka.
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Rycina 9. Wykres ekstrakcji biatka z rzepaku w trakcie etapu | w funkcji czasu i temperatury dla
zawartosci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczajg
pojedyncze pomiary (trzy powtdrzenia), wypelnione symbole — wartosci $rednie = SD. Krzywe

przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rozne litery (w obrgbie tej samej
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temperatury) oznaczajg statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).

Z praktycznego punktu widzenia optymalnym kompromisem mi¢dzy wydajnoscia a
naktadami operacyjnymi jest prowadzenie etapu I ekstrakcji przez ok. 60 min. Wybor
warunkow 50 °C, pH 12 pozwala maksymalizowa¢ odzysk biatka, natomiast pH 11 1 50 °C

stanowi korzystng alternatywe o niewielkiej utracie wydajnosci.

Tabela 6. Wielkosci wptywu efektow (pH, temperatura i czas, w réznych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji biatek rzepaku w trakcie etapu I w wyrazone jako czastkowe n?p i ®? uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Roéznica miedzy n?p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielkos$ci efektow zwigzany z czastkowym n?’p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n%p ®? n’p — ©* | Interpretacja
pH 0,33 0,26 0,07 duzy
temperatura 0,51 0,44 0,07 duzy
czas 0,77 0,70 0,07 bardzo duzy
pH x temperatura 0,07 0,03 0,04 maty—S$redni
pH x czas 0,20 0,14 0,06 duzy
temperatura x czas 0,35 0,28 0,07 duzy
pH x temperatura x czas 0,16 0,10 0,06 sredni

6.2.1.2. Etapll

W etapie II ekstrakcji ponownie obserwowano dodatni wplyw temperatury i pH na
efektywnos$¢ procesu, z kinetyka prowadzaca do plateau po ok. 60 min (dla temperatur
>40°C). Dla czasu 60 min zwigkszenie temperatury z 30 do 50 °C podniosto zawartos¢
biatka w natancie 0 ok. 16-23%. Zmiana pH z 11 do 12 dawata efekt zalezny od temperatury:
niewielki przy 30°C, wyraznie korzystny przy 40°C i umiarkowany przy 50 °C. W
wigkszosci kombinacji warunkéw maksima obserwowano po 60 min, po czym nastgpowat
niewielki spadek. Jedynie przy 30 °C i pH 12 ekstrakcja przebiegata wolniej, z tagodnym

wzrostem do 90 min.
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Tabela 7. Zawartos¢ biatka [%] w natancie podczas II etapu ekstrakcji biatka rzepaku ($rednia + SD,

n = 3). Rozne litery (w obrebie tej samej temperatury) oznaczaja statystycznie istotne roznice migdzy

punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p < 0,05).

pH=11 pH=12
Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50 °C
0 0,82 + 0,042 | 0,82 +0,03% | 0,88+ 0,042 | 0,92 +0,04% | 0,90 + 0,03% | 0,98 + 0,032
15 0,84 +0,03% | 0,90 + 0,042 | 1,04 + 0,04% | 0,95 + 0,05% | 1,01 + 0,02% | 1,08 + 0,042
30 0,87 + 0,04 | 0,97 + 0,04 | 1,06 + 0,042 | 1,01 + 0,04% | 1,08 + 0,03 | 1,10 + 0,03*
45 0,94 +0,05% | 0,95 + 0,05% | 1,11 + 0,04 | 1,02 + 0,04 | 1,17 + 0,03% | 1,18 + 0,03
60 0,97 + 0,05 | 0,98 +0,05¢ | 1,13 +0,04% | 1,00 +0,03% | 1,18 +0,04% | 1,23 + 0,04¢
75 0,95 + 0,05% | 0,96 + 0,03 | 1,10 + 0,04%¢ | 1,04 + 0,03 | 1,12 + 0,03% | 1,18 + 0,04
90 0,92 + 0,04%4(0,98 + 0,03%4[ 1,07 + 0,04%|1,06 + 0,044|1,14 + 0,03 41,16 + 0,030
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Rycina 10. Wykres ekstrakcji biatka z rzepaku w trakcie etapu I w funkcji czasu i temperatury dla
zawarto$ci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczaja
pojedyncze pomiary (trzy powtdrzenia), wypetnione symbole — wartosci $rednie £ SD. Krzywe
przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rézne litery (w obrebie tej samej
temperatury) oznaczajg statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).

Z perspektywy projektowania procesu 60 min mozna uzna¢ za optymalny czas
trwania etapu II. Warunki pH 12 1 50 °C zapewniaja najwyzszy odzysk, natomiast pH 12 i
40 °C dajg nieco nizszy wynik przy mniejszym zuzyciu energii. Wydluzanie etapu II
powyzej 60 min nie jest uzasadnione, a przy wyzszych temperaturach moze prowadzi¢ do

spadku efektywnosci.

Tabela 8. Wielkosci wptywu efektow (pH, temperatura i czas, w ré6znych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji bialek rzepaku w trakcie etapu I w wyrazone jako czastkowe m?p 1 ®* uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Rdznica migdzy n?p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielkosci efektow zwigzany z czastkowym n?p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n’p o’ n’p — ®* | Interpretacja
pH 0,41 0,33 0,08 duzy
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Efekt n’p ®? n’p — ®* | Interpretacja
temperatura 0,52 0,45 0,07 duzy

czas 0,78 0,71 0,07 bardzo duzy
pH x temperatura 0,09 0,05 0,04 $redni

pH X czas 0,21 0,15 0,06 duzy
temperatura x czas 0,34 0,26 0,08 duzy

pH x temperatura x czas 0,17 0,11 0,06 duzy

6.2.1.3. Etap i1V

W etapie III procesu przeprowadzono stracanie biatka, uzyskujac osad, w ktorym
oznaczono zawartos$¢ biatka oraz suchej masy (Tabela 9). W kolejnym etapie (IV) osad ten
poddano oczyszczaniu, co skutkowalo wyraznym wzbogaceniem frakcji biatkowe;j.
Zawarto$¢ bialka w ekstrakcie wzrosta z 13,78 +0,20% do 15,25+ 0,17%, a sucha masa z
18,55+0,27% do 19,27 £0,16%. W konsekwencji udziat biatka w suchej masie zwigkszyt
sie¢ z 74,27 £ 1,53% do 79,15 + 1,10%.

W produkcie koncowym oznaczono ponadto 2,23+0,16% cukréw oraz
7,99 £+ 0,37% thuszczu w suchej masie. Niska zawarto§¢ cukréw oraz umiarkowany poziom

lipidow przy ~79% udziale biatka wskazuja, ze etap IV skutecznie doczyszcza i koncentruje

frakcje biatkowa. Calkowita wydajnos$¢ procesu wyniosta 52,3 +0,8%.

Tabela 9. Sktad biochemiczny ekstraktéw biatkowych z rzepaku po etapie Il i IV ($rednia + SD, n
=3).

Zawartos¢ Zawarto$¢ Zawarto$¢
Sucha masa bialka w cukréw w tluszczu w
Biatko (%) . o o
(%) suchej masie | suchej masie | suchej masie
(%) (%) (%)
etap 11l 13,78 +0,20 | 18,55+0,27 | 74,27+1,53 - -
etap IV 15,25+0,17 | 19,27 £ 0,16 79,15+1,1 2,2310,16 7,99+0,37
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6.2.2. Stonecznik

6.2.2.1. Etapl

biatek
dominujacym: $redni uzysk przy pH 12 przewyzszal uzysk przy pH11 o ok. 5,6%.

W przypadku ekstrakcji stonecznika pH okazatlo si¢ czynnikiem

Najwyzsze warto$ci stezenia biatka w natancie uzyskano dla pH 12 w temperaturze 40 °C,

osiggajac maksimum 5,50 £+ 0,07% po 60 min (Tabela 10, Rycina 10). Porownywalny, cho¢
nieco nizszy wynik otrzymano przy pH 111 50 °C (5,36 £ 0,07% po 60 min).

Tabela 10. Zawarto$¢ biatka [%] w natancie podczas I etapu ekstrakcji biatka stonecznika (Srednia

+ odchylenie standardowe, n = 3). Rozne litery (w obrebie tej samej temperatury) oznaczajg

statystycznie istotne roznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p <
0,05).

pH=11 pH=12

Czas[min] | 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50°C
0 4,29 +0,09%¢| 4,89 + 0,06%¢ | 4,74 + 0,04%¢[ 4,63 + 0,06%° | 5,25 + 0,06%¢| 4,14 + 0,06%°
15 4,28 +0,099] 4,34+ 0,079 | 4,59 + 0,06 | 4,79 + 0,04 | 5,31 +0,05% | 4,07 + 0,07
30 412+0,087 | 459+0,069 | 5,11+ 0,069 | 4,89 + 0,059 | 5,25+ 0,069 | 4,74 +0,07°
45 4,19 +0,08%| 4,52 + 0,06 | 5,26 + 0,06% | 4,78 + 0,07 | 5,37 + 0,07 | 4,61 + 0,06
60 4,25 +0,11%] 4,66 + 0,07%¢ | 5,36 + 0,07°¢| 4,97 + 0,06* | 5,50 + 0,07 [ 4,78 + 0,07™
75 4,39 0,10 | 4,88 + 0,05% | 5,14 + 0,04% | 5,04 + 0,05 | 5,33 + 0,05* | 4,83 + 0,06"
90 443 +0,11° | 4,89 +0,06° | 5,25+ 0,04° | 5,04 +0,06° | 5,31 +0,05° | 4,80  0,07°

Wplyw temperatury byt zalezny od odczynu. Przy pH 12 ogrzanie z 30 do 40 °C
poprawialo uzysk, natomiast dalsze podniesienie temperatury do 50 °C powodowato spadek
zawarto$ci biatka. Przy pH 11 obserwowano trend przeciwny — stopniowy wzrost uzysku
wraz ze wzrostem temperatury do 50 °C. Mozna to tlumaczy¢é roéwnowaga pomigdzy
zwigkszong solubilizacja biatek w silnie alkalicznym $rodowisku a poczatkiem
denaturacji/agregacji w wyzszej temperaturze przy pH 12, co ogranicza rozpuszczalno$é.
Podobnie jak w przypadku rzepaku, w wigkszo$ci analizowanych wariantow przyrost

stezenia biatka nastgpowat do 60 min, po czym krzywe przechodzity w plateau.
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Rycina 11. Wykres ekstrakcji biatka z stonecznika w trakcie etapu I w funkcji czasu i temperatury
dla zawarto$ci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczaja
pojedyncze pomiary (trzy powtdrzenia), wypetnione symbole — wartosci $rednie = SD. Krzywe
przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rozne litery (w obrgbie tej samej
temperatury) oznaczaja statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).
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Podsumowujac, optymalnymi parametrami etapu I ekstrakcji bialek stonecznika sg
pH 12, temperatura 40 °C 1 czas 60 min; wydluzenie procesu powyzej 60—75 min nie

przynosi istotnych korzys$ci technologicznych.

Tabela 11. Wielkosci wptywu efektow (pH, temperatura i czas, w r6znych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji biatek stonecznika w trakcie etapu I w wyrazone jako czastkowe n?p i ®? uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Roznica miedzy n’p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielko$ci efektoéw zwiazany z czastkowym n?p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n%p ®? n’p — ©* | Interpretacja

pH 0,31 0,24 0,07 duzy

temperatura 0,49 0,42 0,07 duzy

czas 0,74 0,67 0,07 bardzo duzy

pH x temperatura 0,07 0,03 0,04 maty—$redni

pH x czas 0,19 0,13 0,06 duzy

temperatura x czas 0,33 0,26 0,07 duzy

pH x temperatura x czas 0,15 0,09 0,06 $redni
6.2.2.2. Etapll

W etapie I pH ponownie okazalo si¢ istotnym czynnikiem, cho¢ jego wplyw byt

umiarkowany (Tabela 12, Rycina 12).

Tabela 12. Zawartos¢ biatka [%] w natancie podczas II etapu ekstrakcji biatka stonecznika (Srednia
+ odchylenie standardowe, n = 3). Rozne litery (w obrebie tej samej temperatury) oznaczaja
statystycznie istotne réznice miedzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p <
0,05).

pH=11 pH=12
Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50°C
0 1,10 £ 0,02% | 0,93 £ 0,02% | 1,12 + 0,03% | 1,08 + 0,03* | 1,35 + 0,03% | 0,96 + 0,02%
15 1,15+ 0,02% | 1,05 £ 0,02% | 1,24 £ 0,03% | 1,23 + 0,03* | 1,30 £ 0,03% | 1,04 + 0,0%
30 1,12 £0,02% | 1,05+ 0,03% | 1,19 + 0,03% | 1,07 £ 0,03* | 1,29 + 0,03% | 1,18 +0,0%
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pH=11 pH=12
Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40 °C 50°C
45 1,17+0,03* | 1,12+ 0,02* | 1,39 £0,05* | 1,13 +0,03* | 1,46 £0,04* | 1,13 £ 0,03*
60 1,13+0,02% | 1,22 + 0,03* | 1,44 + 0,03* | 1,14 + 0,02* | 1,50 + 0,04% | 1,16 + 0,06®
75 1,12 +0,03* | 1,09 £ 0,02 | 1,29 + 0,05% | 1,16 + 0,03* | 1,37 £ 0,03% | 1,19 + 0,04%
90 1,08 £0,02° | 1,09+ 0,03° | 1,24 £0,03° | 1,09 £0,03" | 1,31 +£0,04° | 1,20 + 0,03"

Maksymalng zawarto$¢ biatka w natancie odnotowano dla pH 12, 40 °C po 60 min

ekstrakcji. Bardzo zblizony wynik uzyskano po tym samym czasie dla pH 11 1 50 °C, co

wskazuje na wyrazng interakcje temperatury i pH: przy pH 12 optimum przypada na 40 °C

(dalsze podgrzewanie do 50 °C obniza uzysk), natomiast przy pH 11 wzrost temperatury do

50 °C systematycznie poprawia ekstrakcje. Kinetyka procesu wskazuje, ze kluczowe zmiany

zachodza do 45-60 min. Srednia zawarto$¢ biatka wzrasta z ok. 1,09% (0 min) do 1,27%

(60 min), tj. o ok. 16%, po czym obserwuje si¢ plateau lub lekki spadek (75-90 min).
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Rycina 12. Wykres ekstrakcji biatka z stonecznika w trakcie etapu II w funkcji czasu i temperatury
dla zawartos$ci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczaja
pojedyncze pomiary (trzy powtdrzenia), wypetnione symbole — wartosci $rednie = SD. Krzywe
przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rozne litery(w obrebie tej samej
temperatury) oznaczaja statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).

Podsumowujac, optymalnymi parametrami etapu Il sg pH 12, temperatura 40 °C 1
czas 60 min. W zastosowaniach wymagajacych tagodniejszych warunkow alkalicznych
dobrg alternatywa jest kombinacja pH 11, 50 °C, 60 min, dajaca tylko nieznacznie nizszy

uzysk. Wydtuzanie procesu powyzej 60—75 min nie poprawia wydajnosci.

Tabela 13. Wielkos$ci wptywu efektow (pH, temperatura i czas, w réznych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji biatek stonecznika w trakcie etapu Il w wyrazone jako czastkowe n?p i ®? uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Réznica migdzy n’p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielkosci efektow zwigzany z czastkowym n?p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n°p ®? n’p — ®* | Interpretacja
pH 0,28 0,21 0,07 duzy
temperatura 0,51 0,44 0,07 duzy

czas 0,73 0,66 0,07 bardzo duzy
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Efekt n’p ®? n’p — ®* | Interpretacja
pH X temperatura 0,06 0,02 0,04 maty—S$redni
pH X czas 0,18 0,12 0,06 duzy
temperatura x czas 0,31 0,24 0,07 duzy

pH X temperatura x czas 0,14 0,08 0,06 sredni

6.2.2.3. Etap i1V

Wyniki oznaczen zawartosci biatka oraz suchej masy w osadzie uzyskanym w etapie
III przedstawiono w Tabeli 14. Oczyszczanie osadu biatkowego przeprowadzone w etapie
IV wyraznie podniosto czysto$¢ frakcji biatkowej. Zawarto$¢ biatka wzrosta z
23,75+0,14% do 27,28+0,18%, a sucha masa z 28,18+0,16% do 29,74+0,21%.
Przetozyto si¢ to na zwigkszenie udzialu biatka w suchej masie z 84,27+0,69% do
91,73 £0,89%.

W prébee koncowej oznaczono ponadto 0,67 +£0,07% cukrow oraz 2,08 +0,10%
thuszczu w suchej masie. Niska zawartos¢ sktadnikow niebiatkowych przy ~92% udziale
biatka potwierdza skuteczne doczyszczenie 1 koncentracj¢ frakcji biatkowej w etapie IV.

Catkowita wydajnos¢ procesu wyniosta 46,9 +0,9%.

Tabela 14. Sktad biochemiczny ekstraktow biatkowych ze stonecznika po etapie IITi IV ($rednia +
SD, n =3).

Zawartos¢é Zawartos¢é Zawartos¢é
Sucha masa bialka w cukréw w thuszczu w
Biatko (%) o o o
(%) suchej masie | suchej masie | suchej masie
(%) (%) (%)
etap 11l 23,75+0,14 | 28,18+ 0,16 | 84,27+0,69 - -
etap IV 27,28+0,18 | 29,74+0,21 | 91,73+0,89 0,67+0,07 2,08+0,10

6.2.3. Ostropest

6.2.3.1. Etap|

W I etapie ekstrakcji biatek z ostropestu obserwowano szybki wzrost uzysku do 45—

60 min, po czym stezenie biatka w natancie stabilizowalo si¢ lub nieznacznie spadato
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(Tabela 15, Rycina 13). Maksimum odnotowano po 60 min dla pH 12 i temperatury 50 °C;

wydtuzenie czasu do 90 min powodowalo niewielki spadek uzysku.

Tabela 15. Zawarto$¢ biatka [%] w natancie podczas I etapu ekstrakcji biatka ostropestu ($rednia +

odchylenie standardowe, n = 3). Rdézne litery (w obrgbie tej samej temperatury) oznaczaja

statystycznie istotne roznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p <

0,05).
pH=11 pH=12

Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40 °C 50°C
0 4,52 +£0,04* | 4,41 +0,03* | 5,14 +0,03* | 4,81 +0,04* | 5,09 + 0,03* | 5,01 + 0,04
15 4,60 £0,03* | 4,81 +0,06% | 4,88+0,04* | 463+0,04* | 532+0,04% | 5,24 +0,03?
30 4,89 +0,06" | 5,13+ 0,05" | 5,23+ 0,04" | 4,78 +0,05" | 5,43+ 0,05" | 5,67 + 0,04
45 513 +£0,07° | 5,54 £0,07° | 5,69 +£0,07° | 5,31 £0,03° | 5,49 + 0,05 | 5,96 + 0,05°
60 5,19 +£0,08° | 5,75+ 0,06° | 5,62 +0,03° | 5,34 +0,04° | 5,84 +0,06° | 6,06 + 0,04°
75 5,12 +0,05° | 5,71 +0,08° | 5,64 +0,05° | 5,22 +0,04° | 5,91 +0,05° | 6,01 +0,04°
90 5,00+ 0,07° | 5,73+0,06" | 5,38 +0,02° | 5,19+ 0,03" | 5,63 +0,04° | 5,91 +0,03°

Podwyzszenie pH z 11 do 12 zwigkszato zawarto§¢ biatka w natancie w catym

zakresie temperatur, najsilniej przy 50 °C, a stabiej przy 30 °C i 40 °C. Wptyw temperatury

byl wyrazny: przejscie z 30 °C do 40 °C podniosto uzysk o ok. 9-11% (w zaleznosci od pH).

Dalsze ogrzanie do 50 °C bylo korzystne przy pH 12, natomiast przy pH 11 nieznacznie

pogarszato wynik.
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Rycina 13. Wykres ekstrakcji biatka z ostropestu w trakcie etapu I w funkcji czasu i temperatury dla
zawarto$ci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczaja
pojedyncze pomiary (trzy powtorzenia), wypetnione symbole — wartoéci $rednie £ SD. Krzywe
przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rozne litery (w obrgbie tej samej
temperatury) oznaczajg statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).

89



Na podstawie uzyskanych rezultatow za warunki optymalne etapu I uznaje si¢ pH 12,
temperature 50 °C i czas 60 min. Jezeli priorytetem sa tagodniejsze warunki lub nizsze
koszty energetyczne, rozsadng alternatywg sg warianty pH 12, 40 °C, 60—75 min lub pH 11,

40 °C, 60 min, przy stratach rzedu kilku procent wzgledem maksimum.

Tabela 16. Wielkosci wptywu efektow (pH, temperatura i czas, w roznych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji biatek ostropestu w trakcie etapu I w wyrazone jako czastkowe n?p i w? uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Roznica miedzy n’p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielko$ci efektow zwigzany z czastkowym n’p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n%p ®? n’p — ©* | Interpretacja
pH 0,36 0,29 0,07 duzy
temperatura 0,55 0,47 0,08 duzy

czas 0,81 0,74 0,07 bardzo duzy
pH x temperatura 0,07 0,03 0,04 maty—$redni
pH x czas 0,23 0,17 0,06 duzy
temperatura x czas 0,38 0,31 0,07 duzy

pH x temperatura x czas 0,18 0,12 0,06 sredni—duzy

6.2.3.2. Etapll

W II etapie ekstrakcji uzysk rost do 60—75 min, po czym stabilizowat si¢ lub

nieznacznie zmalal (Tabela 17, Rycina 14).

Tabela 17. Zawarto$¢ biatka [%] w natancie podczas II etapu ekstrakcji biatka ostropestu (Srednia +
SD, n = 3). Rézne litery (w obrebie tej samej temperatury) oznaczajg statystycznie istotne roznice

migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p < 0,05). ANOVA (p <0,05).

pH=11 pH=12
Czas[min] | 30°C 40°C 50°C 30°C 40°C 50°C
0 1,22+0,03% | 1,20 £0,03° | 1,62 +0,03% | 1,44 £0,03* | 1,47 +0,03% | 1,57 % 0,03
15 1,32+0,03° | 1,49 +0,04° | 1,78 £0,04° | 1,53 +0,03° | 1,41 +0,03° | 1,92 +0,04°
30 1,46 0,059 | 1,56 + 0,040 | 1,95 + 0,04 | 1,64 + 0,03 | 1,59 + 0,04 | 1,99 + 0,03
45 1,42 +0,04° | 1,64 £0,04° | 2,00+ 0,04° | 1,73 £0,04° | 1,78 + 0,04° | 2,06 £ 0,03°
60 1,58 +0,04° | 1,73£0,04° | 2,02 +0,03¢ | 1,76 £0,04° | 1,89 + 0,04¢ | 2,08 £ 0,04°
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pH=11 pH=12
Czas [min] 30°C 40°C 50°C 30°C 40 °C 50°C
75 1,52 +0,03% | 1,82 + 0,04% | 2,01 + 0,04% | 1,79 + 0,04% | 1,92 + 0,03% | 2,01 + 0,04%
90 1,54 +0,03% | 1,78 £ 0,03% | 1,95 + 0,04% | 1,72 + 0,03% | 1,90 + 0,03% | 2,04 + 0,04%

Maksymalng zawarto$¢ biatka w natancie uzyskano po 60min dla pHI12 i

temperatury 50 °C. Podniesienie pH z 11 do 12 zwigkszato odzysk w calym zakresie

temperatur, przy czym efekt byl tym silniejszy, im nizsza byta temperatura. Temperatura

dziatata korzystnie w sposob monotoniczny: przejscie z 30°C do 50 °C (dla 60 min)

podniosto uzysk o 27,8% przy pH 11 i 0 18,2% przy pH 12.

Za warunki optymalne dla etapu II ekstrakcji uznaje si¢ pH 12, temperature 50 °C i

czas 60 min.
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Rycina 14. Wykres ekstrakcji biatka z ostropestu w trakcie etapu II w funkcji czasu i temperatury
dla zawartosci biatka [%], przedstawiony osobno dla pH 11 i pH 12. Puste symbole oznaczaja
pojedyncze pomiary (trzy powtdrzenia), wypetione symbole — wartosci $rednie + SD. Krzywe
przedstawiaja dopasowane modele regresji drugiego stopnia. Rozne litery (w obrgbie tej samej
temperatury) oznaczajg statystycznie istotne réznice migdzy punktami czasowymi (HSD Tukeya, p

< 0,05). ANOVA (p < 0,05).

Tabela 18. Wielkosci wptywu efektéw (pH, temperatura i czas, w réznych kombinacjach) na wynik
ekstrakcji biatek ostropestu w trakcie etapu Il w wyrazone jako czastkowe 1n?p i w? uzyskanych z
trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Réznica migdzy n’p a ®* odzwierciedla stopien
wzrostu wielkosci efektow zwigzany z czastkowym n?p. Interpretacje wielkosci efektu

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Cohena i Lakensa.

Efekt n’p ®? n’p — ®* | Interpretacja
pH 0,34 0,27 0,07 duzy
temperatura 0,53 0,46 0,07 duzy

czas 0,79 0,72 0,07 bardzo duzy
pH x temperatura 0,08 0,04 0,04 sredni

pH x czas 0,22 0,16 0,06 duzy
temperatura x czas 0,36 0,29 0,07 duzy

pH x temperatura x czas 0,17 0,11 0,06 sredni—duzy
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6.2.3.3. Etap i1V

Wyniki oznaczen zawartosci biatka oraz suchej masy w osadzie uzyskanym w etapie
[T przedstawiono w Tabeli 19. Oczyszczanie frakcji biatkowej przeprowadzone w etapie [V
pozwolito uzyska¢ koncentrat o wyraznie podwyzszonej czystosci biatkowej. Zawarto$¢
biatka w probce wzrosta z 18,77 +£0,33% do 25,23 +£0,30%, a sucha masa z 25,66 + 0,42%
do 30,51 £0,34%. Zawarto$¢ biatka w suchej masie zwigkszyla si¢ z 73,15+ 1,76% do
82,68 + 1,35%.

W produkcie po etapie IV udziat cukrow byt sladowy (0,49 +0,03% s.m.), natomiast
zawarto$¢ thuszczu wynosita 8,06 £ 0,25% s.m. Niska zawartos$¢ sktadnikow niebiatkowych
przy ~83% udziale biatka potwierdza skuteczne doczyszczenie i koncentracje frakcji

biatkowej. Sumaryczna wydajnos$¢ procesu wyniosta 51,8 +0,8%.

Tabela 19. Sktad biochemiczny ekstraktow biatkowych z ostropestu po etapie II1i IV ($rednia = SD,
n=3).

Zawartos¢ Zawartos¢ Zawartos¢
Sucha masa bialka w cukrow w tluszczu w
Bialko (%) ] . . . . .
(%) suchej masie | suchej masie | suchej masie
(%) (%) (%)

etap 111 18,77+ 0,33 | 25,66 +0,42 | 73,15+1,76 - -

etaplV | 2523+0,30 | 30,51+0,34 | 82,68+1,35 0,49+0,03 8,06+0,25
6.3. Analizy in silico wyekstrahowanych biatek
6.3.1. Rzepak

Rozdziat frakcji biatkowej nasion rzepaku metoda dwuwymiarowej elektroforezy
(2D-PAGE) pozwolit uzyska¢ ztozony wzor plamek biatkowych, sposrod ktorych 50 spotow
wyselekcjonowano do dalszej identyfikacji. W zbiorze spotow poddanych analizie
wiekszos¢ (26) odpowiadata réznym podjednostkom i izoformom krucyferyny, co wskazuje
na wysoki stopien heterogenicznosci oraz obecnos$¢ modyfikacji potranslacyjnych tego
gléwnego biatka zapasowego. Zidentyfikowano réwniez pojedyncze biatko typu wicyliny
(globulina 7S), rzadko opisywane u kapustowatych, oraz szereg biatek petnigcych funkcje

metaboliczne, obronne i strukturalne (m.in. enzymy dehydrogenazowe, mirozynaza, lektyny
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typu jacalin, mitochondrialna Mn-dysmutaza ponadtlenkowa oraz oleozyny ciatek
olejowych).

Analiza in silico w bazie BIOPEP, przeprowadzona dla hydrolizatow uzyskanych z
uzyciem papainy, bromelainy 1 ficyny, wykazata wysoka zdolno§¢ badanych biatek do
generowania bioaktywnych peptydéw. Najwyzsza liczbe peptydow, w tym bioaktywnych,
uzyskano po trawieniu bromelaina. L.acznie opisano 39 typéw aktywnosci biologicznej, przy
czym typowy hydrolizat zawierat peptydy reprezentujace kilkanascie funkcji. Najliczniej
wystepowaty peptydy o aktywnosci inhibitorow ACE i DPP IV oraz o dziataniu
przeciwutleniajacym, natomiast rzadziej, lecz istotne biologicznie, byly sekwencje o
potencjale przeciwnowotworowym, przeciwbakteryjnym oraz inhibitory kluczowych
enzymOw (m.in. syntazy tymidylanowej, reduktazy HMG-CoA, fosfolipazy A-).
Szczegotowe profile przewidywanych aktywnosci peptydow bioaktywnych, powstajacych
w wyniku in silico trawienia enzymatycznego zidentyfikowanych biatek rzepaku,
zilustrowano na mapie cieplnej.

Przedstawione wyniki stanowig syntetyczne uje¢cie badan szczegétowo omowionych

w pracy Garbacz i in. (2025).

6.3.2. Stonecznik

Rozdziat frakcji biatkowej nasion stonecznika technika 2D PAGE przedstawiono na
Rycinie 15. Na obrazie zelu wyrdzniono 41 spotow, ktore zidentyfikowano metoda

spektrometrii mas; zestawienie danych identyfikacyjnych podano w Tabeli 20.
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Rycina 15. Zel 2D-PAGE biatek z makucha stonecznikowego.

Uzyskany profil rozdziatu wskazuje na wyrazng dominacje réznych form 11S
globuliny nasiennej G (11S3_HELAN) przypisano tacznie 38 z 41 spotéw (m.in. nr 1-5, 7—
15,17-37,39-41). Poza biatkami zapasowymi wykryto niewielkg liczbg biatek
funkcjonalnych — aktyne (spoty 16,38) oraz chloroplastowe biatko S13 rybosomu 30S
(spot 6). Identyfikacja biatek przypisanych do gatunku A. thaliana wynika z wykorzystania
tego organizmu jako najlepiej scharakteryzowanego modelu referencyjnego oraz z
wysokiego stopnia konserwacji sekwencji peptydowych Dbiatek cytoszkieletu 1
rybosomalnych, ktéore w procedurze dopasowywania sg wigzane przez algorytmy z
najpetniej opisanymi homologami dostepnymi w bazach danych. Uzyskane wyniki

potwierdzaja, ze proteom badanej frakcji nasion H. annuus jest silnie zdominowany przez
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biatka zapasowe z rodziny 11S, uzupetnione przez nieliczne biatka strukturalne i elementy

aparatu translacyjnego.

Tabela 20. Biatka zidentyfikowane w makuchu stonecznikowym metodg MALDI-TOF.

Nr
Nazwa bialka Nazwa UniProt | Gatunek Masa pl
spotu
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus
1 ' 23,3 6,4
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
2 ) 22,2 6,4
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus
3 : 22,0 | 69
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
4 : 21,1 | 58
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus
5 _ 208 | 69
protein G3 annuus
30S ribosomal protein S13, | RR13_ARATH Arabidopsis
6 _ ) 18,2 7,0
chloroplastic thaliana
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
7 _ 17,5 7,0
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus
8 ) 17,4 7,4
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
9 ] 17,2 8,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus
10 ) 17,0 6,8
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
11 ) 16,9 7,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus
12 ) 16,9 7,5
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus
13 _ 16,5 | 8,1
protein G3 annuus
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Nr

Nazwa bialka Nazwa UniProt | Gatunek Masa pl

spotu
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

14 ) 16,1 7,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

15 ] 15,8 7,2
protein G3 annuus
Actin-1 ACT_ARATH Arabidopsis

16 ] 15,9 51

thaliana

11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

17 . 155 | 5.2
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

18 ] 15,6 8,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

19 ) 15,2 7,2
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

20 ] 14,5 4,8
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

21 ) 14,3 51
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

22 ) 14,0 5,6
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

23 _ 138 | 6,0
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

24 ) 14,0 6,3
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

25 ] 14,2 7,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

26 ) 13,5 6,8
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

27 _ 13,1 7,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

28 ) 13,0 7,4
protein G3 annuus
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Nr

Nazwa bialka Nazwa UniProt | Gatunek Masa pl

spotu
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

29 _ 13,0 | 50
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

30 ] 11,8 55
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

31 ] 11,9 58
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

32 ] 115 6,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

33 ] 11,8 7,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

34 ) 11,9 7,5
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

35 _ 11,9 | 80
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

36 ) 11,7 8,1
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

37 ) 11,2 8,2
protein G3 annuus
Actin-1 ACT_ARATH Arabidopsis

38 ] 10,1 5,2

thaliana

11S globulin seed storage | 11S3 HELAN Helianthus

39 : 98 | 56
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_HELAN Helianthus

40 ] 10,2 6,4
protein G3 annuus
11S globulin seed storage | 11S3_ HELAN Helianthus

41 ) 9,8 7,0
protein G3 annuus

Kazda z sekwencji biatkowych zidentyfikowanych w analizie proteomicznej

poddano nastgpnie proteolizie in silico w bazie BIOPEP, z wykorzystaniem modutu

»Enzyme(s) action” (papaina, bromelaina, ficyna), a wuzyskane profile peptydowe
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analizowano narzedziem ,,Search for active fragments” w celu wyodrebnienia potencjalnie
bioaktywnych fragmentdw.

Dominujacym sktadnikiem proteomu badanej frakcji biatkowej byta 11S globulina
G3 (11S3_HELAN), ktérej przypisano 38 z 41 zidentyfikowanych plamek na zelu 2D-
PAGE. W konsekwencji to wiasnie hydroliza 11S3 HELAN w najwigkszym stopniu
determinowata uzyskany profil peptydowy i stanowita podstawowy punkt odniesienia dla
oceny potencjalu bioaktywnego. Trawienie 11S3 HELAN papaing generowato 207
peptydow, z czego 133 zaklasyfikowano jako bioaktywne; w przypadku ficyny otrzymano
243 peptydy (103 bioaktywne), a bromelainy — 296 peptydow (129 bioaktywnych). Dla
poréwnania, hydroliza aktyny-1 (ACT1 _ARATH) dawala nizsze wartosci: odpowiednio
145 (52 bioaktywne) po papainie, 151 (83 bioaktywne) po ficynie oraz 174 (97
bioaktywnych) po bromelainie. Najmniej wydajnym prekursorem peptydow okazato sig
biatko RR13 ARATH, ktore w zalezno$ci od zastosowanej proteazy generowato 88—104
peptydy, z czego jedynie 20-24 uznano za bioaktywne. W skali calego analizowanego
zestawu bialek bromelaina wytwarzata najwyzsza liczbg peptydow ogdtem 1 bioaktywnych
(odpowiednio 574 1 246), w pordwnaniu z ficyng (489 i 210) oraz papaing (440 i 208)
(Tabela 21).

Tabela 21. Laczna liczba peptydow oraz peptydéw bioaktywnych uzyskanych w wyniku in silico
hydrolizy bialek stonecznika przy uzyciu papainy, ficyny i bromelainy (analiza w bazie BIOPEP).

Peptydy
Peptydy Peptydy | Peptydy )
Peptydy ) Peptydy _ bioaktyw
bioaktyw bioaktyw | ogolem
Bialko ogotem ogotem ) ne
) ne ) ne (bromelai )
(papaina) _ (ficyna) ] (bromelai
(papaina) (ficyna) na)
na)
11S3 HELAN 207 133 243 103 296 129
ACT1 ARATH 145 52 151 83 174 97
RR13_ARATH 88 23 95 24 104 20
W sumie 440 208 489 210 574 246

Na podstawie analizy produktéw trawienia globuliny 11S (11S3_HELAN)

wykazano wysoka réznorodno$¢ funkcjonalng generowanych peptydéw: po zastosowaniu

papainy 1 ficyny przewidywano obecno$¢ 23, a po bromelainie 22 odrgbnych typoéw
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aktywnosci biologicznej. We wszystkich hydrolizatach konsekwentnie dominowaty dwa
typy aktywnos$ci: inhibitory konwertazy angiotensyny (ACE) oraz inhibitory
dipeptydylopeptydazy IV (DPP IV) (Rycina 16), co w najwigkszym stopniu ksztaltowato
og6lny profil przewidywanych aktywnosci biologicznych otrzymanych preparatow.
Regularnie identyfikowano réwniez motywy zwigzane z ACE2 oraz aktywnoSci
przeciwutleniajace. Pozostate funkcje biologiczne wystepowaly sporadycznie i bez
wyraznego wzorca zaleznego od zastosowanej proteazy. Odnotowano pojedyncze peptydy
inhibitory kalpainy, nieliczne sygnaty odpowiadajagce motywom immunostymulujagcym oraz
ligandom permeazy bakteryjnej. W nieco wigkszej, cho¢ nadal ograniczonej liczbie
pojawialy si¢ peptydy o dziataniu hipourykemicznym, inhibitory renini i nepryzyliny. Ich
obecno$¢ wskazuje na potencjalng mozliwos¢ wyodrgbnienia z hydrolizatéw stonecznika
niszowych, biologicznie istotnych peptydow, co uzasadnia dalszg, ukierunkowang walidacje

enzymatyczn, z uwzglednieniem badan nad stabilno$cig i biodostepnoscia.

50
40

a0
0

1153_HELAN (papaina)
1153 _HELAN (bromelaina)
1153_HELAN (ficyna)
ACT1_ARATH (papaina)
ACT1_ARATH (bromelaina)
ACT1_ARATH (ficyna)
RRI3_ARATH (papaina)
RRI13_ARATH (bromelaina)
RR13 ARATH (ficyna)

10

Biatko (enzym)

Rycina 16. Mapa cieplna przedstawiajagca przewidywane profile aktywnosci peptydoéw
bioaktywnych uzyskanych w wyniku in silico hydrolizy enzymatycznej zidentyfikowanych biatek

stonecznika

6.3.3. Ostropest

Rozdziat frakcji biatkowej ostropestu metoda elektroforezy dwukierunkowej
przedstawiono na Rycinie 17. Na uzyskanym zelu wyr6zniono 16 wyraznych plamek
biatkowych (spotow), ktore zidentyfikowano z wykorzystaniem spektrometrii mas; ich

charakterystyke zestawiono w Tabeli 22.
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Rycina 17. Zel 2D-PAGE biatek z makucha z ostropestu.

Ze wzgledu na ograniczong reprezentacje sekwencji S. marianum w dostgpnych
bazach danych oraz wysoka konserwatywno$¢ biatek zapasowych u roslin dwulisciennych,
uzyskane widma peptydow zostaly automatycznie dopasowane do najlepiej
scharakteryzowanych homologéw z Arabidopsis thaliana lub Brassica napus. Takie
przypisania odzwierciedlaja relacje homologiczne oraz wigksza gestos¢ adnotacji w
genomach referencyjnych; nazwy gatunkéw podane w tabeli nalezy zatem traktowac jako
etykiety najblizszych homologow, a nie rzeczywistego pochodzenia gatunkowego biatek
ostropestu.

Profil 2D wskazuje, ze dominujaca grupe stanowig biatka zapasowe typu 11S/12S —

facznie 15 z 16 spotow — reprezentowane przez rozne izoformy krucyferyny. Jedyny
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pozostaty spot odpowiada biatku zwigzanym z ciatkami olejowymi (Oil body associated

protein 1A; spot nr 7). Rozmieszczenie plamek w zakresie mas czasteczkowych ~15-25 kDa

oraz obecno$¢ sygnatu ~35-37 kDa sg zgodne z proteolitycznym rozdzieleniem prekursora

11S na tancuch zasadowy 1 kwasny.

Tabela 22. Bialka zidentyfikowane w makuchu z ostropestu metoda MALDI-TOF.

Nr
Nazwa bialka Nazwa UniProt | Gatunek Masa pl
spotu
Brassica
1 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA 23,0 6,0
napus
Brassica
2 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA 23,0 7,6
napus
Brassica
3 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA 21,1 57
napus
Brassica
4 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA 21,2 7,2
napus
Brassica
5 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA 21,2 7,6
napus
Brassica
6 Cruciferin BnC1 CRU1_BRANA 21,1 8,2
napus
Oil body-associated protein Arabidopsis
7 OBP1A_ARATH _ 20,0 5,8
1A thaliana
Brassica
8 Cruciferin CRU4 CRU4 BRANA 20,1 7,1
napus
Brassica
9 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA 20,1 7,4
napus
o Brassica
10 Cruciferin CRU4 CRU4 BRANA 20,0 8,1
napus
Brassica
11 Cruciferin CRUA_BRANA 16,1 5,4
napus
Brassica
12 | Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA 15,8 59
napus
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Nr
Nazwa bialka Nazwa UniProt | Gatunek Masa pl
spotu
) Arabidopsis
13 12S seed storage protein CRD | CRU4_ARATH ) 14,8 51
thaliana
- Brassica
14 | Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA 15,0 6,1
napus
Brassica
15 | Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA 15,0 6,8
napus
o Brassica
16 | Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA 14,8 8,8
napus

Zidentyfikowane w ekstrakcie ostropestowym biatka poddano proteolizie in silico w

BIOPEP, stosujac modut ,,Enzyme(s) action” dla papainy, bromelainy i ficyny oraz przesiew

»Search for active fragments”. Tabela 23 przedstawia taczng liczbg otrzymanych peptydow

1 peptydow sklasyfikowanych jako bioaktywne. Sposrod trzech zastosowanych proteaz

najwyzsza wydajnos¢ w generowaniu bioaktywnych fragmentéw uzyskano dla papainy: 1

087 peptydow ogodtem, z czego 704 sklasyfikowano jako bioaktywne. Dla ficyny

odnotowano 1 133 peptydy (519 bioaktywnych), a dla bromelainy 1152 peptydy (660

bioaktywnych).

Tabela 23. Laczna liczba peptydow oraz peptydéw bioaktywnych uzyskanych w wyniku in silico

hydrolizy biatek ostropestu przy uzyciu papainy, ficyny i bromelainy (analiza w bazie BIOPEP).

Peptydy
Peptydy Peptydy Peptydy )
Peptydy ] Peptydy ] bioaktyw
. bioaktyw bioaktyw ogoétem
Bialko ogotem ogoétem ) ne
) ne ] ne (bromelai ]
(papaina) ) (ficyna) ] (bromelai
(papaina) (ficyna) na)
na)
CRU3_BRANA 215 125 218 76 222 77
CRU1_BRANA 211 150 213 115 216 149
OBP1A_ARAT
83 36 88 59 91 53
H
CRU4_BRANA 197 142 204 98 207 133
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Peptydy
Peptydy Peptydy Peptydy ]
Peptydy ) Peptydy ) bioaktyw
bioaktyw bioaktyw ogoétem
Bialko ogolem ogoétem ) ne
] ne ] ne (bromelai ]
(papaina) ) (ficyna) ) (bromelai
(papaina) (ficyna) na)
na)
CRU4_ARATH 170 100 197 48 200 107
CRUA_BRANA 211 151 213 123 216 141
w sumie 1087 704 1133 519 1152 660
Hydrolizaty uzyskane z bialek ostropestu wykazywaly szerokie spektrum

potencjalnych funkcji bioaktywnych, obejmujace tacznie 33 typy bioaktywnos$ci (Rycina
18). Srednio kazdy hydrolizat zawierat peptydy reprezentujace 12—17 réznych klas
aktywno$ci. Nawet substrat dajacy najmniejsza liczbe bioaktywnych fragmentow (76
peptydow w przypadku biatka CRU3 BRANA trawionego ficyng) charakteryzowal sig¢
obecnoscig 10 typow aktywnosci, podczas gdy najbardziej zréznicowane spektrum — do 23
typow — stwierdzono w hydrolizatach biatek CRU4 BRANA i CRUA BRANA. Potwierdza
to zalezno$¢ migdzy liczba generowanych fragmentdéw a roznorodnoscia ich potencjalnych
wlasciwosci.

Analogicznie jak w przypadku bialek rzepaku i stonecznika, we wszystkich
analizowanych hydrolizatach najczesciej identyfikowano peptydy o aktywnosci inhibitoréw
konwertazy angiotensyny I (ACE), inhibitoréw dipeptydylopeptydazy IV (DPP IV) oraz o
dziataniu przeciwutleniajacym. Przyktadowo, w hydrolizacie biatkka CRUI _BRANA po
trawieniu papaing sposrod 150 peptydow bioaktywnych 62 wykazywaly aktywnos¢
inhibitorow DPP IV, 51 — inhibitorow ACE, a 3 charakteryzowaty si¢ aktywnoscig
antyoksydacyjng. Czgsto obserwowano réwniez peptydy dziatajace jako inhibitory reniny,
neuropeptydy oraz inhibitory DPP III.

Rzadziej stwierdzane, lecz potencjalnie istotne z farmakologicznego punktu
widzenia, byty inne klasy aktywnosci, zwykle reprezentowane przez pojedyncze sekwencje.
Nalezaty do nich m.in. funkcje immunostymulujgce, przeciwzapalne i1 regulujace, jak
réwniez sporadyczne przypadki aktywnosci przeciwnowotworowej (pojedyncze sekwencje
w hydrolizatach OBP1A_ARATH) oraz inhibitory enzym6w metabolicznych (np. syntazy
tymidylanowej, lipazy trzustkowej). Pomimo ich niewielkiej liczebnosci (zwykle 1-2
peptydy na hydrolizat), obecno$¢ tych motywdéw wskazuje, ze biatka ostropestu moga

stanowi¢ zrodlo nie tylko dominujacych klas peptydow (inhibitoréw ACE, DPPIV i
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peptydéw antyoksydacyjnych), lecz takze rzadkich, potencjalnie wartosciowych sekwencji,

ktore uzasadniajg dalsze badania.

OBP1A_ARATH (papaina)
OBP1A_ARATH (bromelaina)
10BP1A_ARATH (ficyna)
CRU1_BRANA (papaina)
ICRUI_BRANA (bromelaina)
CRUI_BRANA (ficyna)
CRU3_BRANA (papaina)
CRU3_BRANA (bromelaina)
CRU3_BRANA(ficyna).
CRU4_ARATH {papaina)
CRU4_ARATH (bromelaina)
CRU4_ARATH (ficyna)
CRU4_BRANA (papaina)
CRU4_BRANA(bromelaina)
CRU4_BRANA(ficyna)
CRUA_BRANA {papaina)
CRUA_BRANA (bromelaina)
CRUA_BRANA (ficyna)

Biatko (enzym)
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Rycina 18. Mapa cieplna przedstawiajagca przewidywane profile aktywno$ci peptydow
bioaktywnych uzyskanych w wyniku in silico hydrolizy enzymatycznej zidentyfikowanych biatek
ostropestu.

6.4. Optymalizacja procesu hydrolizy enzymatycznej

6.4.1. Rzepak

Na podstawie wczesniejszych badan nad optymalizacjg procesu izolacji biatek
rzepaku dobrano warunki zapewniajace najwyzsza wydajno$¢ ekstrakcji. Na tak
otrzymanym ekstrakcie biatkowym przeprowadzono nastgpnie badania nad optymalizacja

przebiegu hydrolizy enzymatycznej.
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Rycina 19 . Kinetyka stopnia hydrolizy (DH, %) biatek rzepaku w czasie (0—180 min) dla papainy,
bromelainy i ficyny przy dawkach 5% i 10% (m/m). Warto$ci wyrazono jako $rednie = SD (n = 4).
Roézne litery oznaczajg statystycznie istotne roznice migdzy punktami czasowymi w obregbie tego
samego enzymu 1 stezenia, zgodnie z testem HSD Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng

przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

W przypadku bialek rzepaku tempo hydrolizy bylo najwyzsze w pierwszych 60—
90 min reakcji, po czym wyraznie si¢ obniza i ustabilizowato w przedziale 120—180 min
(Tabela 24, Rycina 19). Najwyzsza skuteczno$¢ uzyskano dla papainy w stezeniu 10%
(m/m), dla ktérej stopien hydrolizy (DH) osiggat 25,02 + 0,87% w 120 min 1 utrzymywat si¢
na zblizonym poziomie do konca doswiadczenia. Redukcja dawki papainy do 5% obnizala
DH do 20,53+1,14% w 120 min; w przedziale 150-180 min obserwowano jedynie
niewielki przyrost, co wskazuje na osiggni¢cie plateau okoto 120 min. Dla bromelainy
wartosci DH byly nizsze 1 silniej zalezne od dawki enzymu. Stezenie 10% pozwalato
osiggnac¢ 20,12 +0,32% w 120 min 1 maksimum okoto 150 min (20,54 + 0,36%), natomiast
5% prowadzito do powolnego wzrostu DH do 15,02 +0,84% w 180 min. Ficyna byta
najmniej efektywna: przy stezeniu 10% uzyskiwano 18,00 + 1,09% w 120 min (bez dalszych
istotnych zmian), a dawka 5% skutkowata powolnym wzrostem do 15,25+0,28% w

180 min.

107



Tabela 24. Stopien hydrolizy (DH, %) biatek rzepaku po 0—180 min dla papainy, bromelainy i ficyny
(5% 1 10% m/m) ($rednia + SD, n = 4). Rézne litery oznaczaja statystycznie istotne roznice miedzy
punktami czasowymi w obrgbie tego samego enzymu i stezenia, zgodnie z testem HSD Tukeya (p <
0,05). Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA).

papaina bromelaina ficyna
Czas
[min] 5% 10% 5% 10% 5% 10%

0 2,74+0,19* | 3,01+£0,21* | 2,53+0,15* | 2,21 +0,07* | 2,65+0,07* | 2,88+0,18°
30 |10,32+0,54°| 16,86 +0,70° | 8,32 +0,49" | 13,43+0,33" | 9,02+ 0,19° | 10,75+ 0,72°
60 |1559+0,93°|21,43+0,68°|11,83+0,63°| 18,11 +£0,51°| 12,31 +0,23° | 15,32 + 0,94¢
90 |18,32+1,07*|23,98+0,69% (12,77 +0,68| 19,34 + 0,40 | 13,00 + 0,25 | 17,09 + 1,01
120 | 20,53 +1,14% | 25,02 +0,87¢ | 13,80 + 0,80 | 20,12 + 0,32 | 14,20 + 0,23% | 18,00 + 1,09¢
150 | 20,90 +1,199 | 24,75+ 0,78 | 14,56 + 0,82¢ | 20,54 + 0,36 | 14,74 +0,31¢ | 17,32 + 1,10¢
180 |21,17+1,179| 24,66 +0,72¢ | 15,02 + 0,84% | 19,92 + 0,36 | 15,25 + 0,28 | 17,77 + 1,13¢

Z punktu widzenia optymalizacji procesu dla bialek rzepaku warunki zapewniajace
najwyzszy stopien hydrolizy to: papaina w stezeniu 10% 1 czas hydrolizy 120 min. W
sytuacjach wymagajacych ograniczenia zuzycia enzymu rozsadng alternatywe stanowi
papaina 5% przy wydtuzeniu inkubacji do 150—180 min. Bromelaina 10% po 120—150 min
zapewnia efekt porownywalny z papaing 5%, lecz istotnie nizszy niz papaina 10%. Ficyna,
niezaleznie od dawki, pozostaje enzymem o najnizszej efektywnosci w stosunku do biatek

rzepaku.

6.4.2. Stonecznik

W przypadku hydrolizy biatek stonecznika najszybszy przyrost DH wystepowat w
pierwszej godzinie reakcji, po czym we wszystkich ukladach obserwowano wyrazne

spowolnienie i plateau w zakresie 120—180 min (Tabela 25, Rycina 20).
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Rycina 20. Kinetka stopnia hydrolizy (DH, %) biatek stonecznika w czasie (0—180 min) dla papainy,
bromelainy i ficyny przy dawkach 5% i 10% (m/m). Warto$ci wyrazono jako $rednie + SD (n = 4).
Roézne litery oznaczajg statystycznie istotne roznice migdzy punktami czasowymi w obrebie tego
samego enzymu 1 stezenia, zgodnie z testem HSD Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng

przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

Najwyzsze wartosci stopnia hydrolizy odnotowano dla papainy w stezeniu 10%:
23,23+ 1,07% w 120 min, bez istotnych zmian do 180 min. Zmniejszenie dawki do 5%
obnizato efekt do 19,70+ 1,20% w 120min, a dodatkowe 30-60 min inkubacji nie
przynosito praktycznej poprawy. Bromelaina byla mniej wydajna, cho¢ zwigkszenie
stezenia z 5% do 10% wyraZznie poprawialo wyniki. Dawka 10% pozwalala uzyskaé
20,30+ 0,94% w 120 min (warto$¢ ta utrzymywata sie w kolejnych pomiarach), podczas gdy
przy 5% plateau ustalalo si¢ na poziomie 14,59-14,97% w 120-150 min. Ficyna
charakteryzowatla si¢ najnizszg skutecznoscia: przy 10% osiggano 17,40 + 0,92% w 120 min,
z nieznacznym wzrostem do 18,19+ 1,12% w 150 min i bez dalszych zmian do 180 min;

przy 5% warto$ci DH utrzymywaty si¢ w przedziale 13,70-14,12% w okresie 120—180 min.
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Tabela 25. Stopien hydrolizy (DH, %) biatek stonecznika po 0—180 min dla papainy, bromelainy i
ficyny (5% 1 10% m/m) ($rednia + SD, (n = 4). Rdzne litery oznaczajg statystycznie istotne roznice
migdzy punktami czasowymi w obrebie tego samego enzymu i stezenia, zgodnie z testem HSD
Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA).

papaina bromelaina ficyna
Czas 5% 10% 5% 10% 5% 10%
[min]

0 249+0,13* | 2,87+0,18* | 3,13+0,17* | 2,99+0,18* | 2,34+0,17* | 2,66 +0,18?
30 |10,32+0,59" | 15,72+0,81° | 9,83+0,51" | 1523 +0,81" | 8,37 +0,46" | 11,83+ 0,74
60 | 15,65+0,99°| 20,37 +£0,97¢ | 12,45+ 0,42° | 18,38 £ 0,90° | 11,46 + 0,62° | 13,87 + 0,84¢
90 [17,29+0,87% (22,61 +1,04°| 14,09 +0,75%| 19,44 + 1,02%| 12,43 + 0,58 | 16,27 + 0,97
120 | 19,70 +1,20¢ | 23,23 £1,079 | 14,59 + 0,929 | 20,30 + 0,94 | 13,70 + 0,96" | 17,40 + 0,92¢
150 19,56 + 1,08%|23,02 + 1,06 | 14,97 + 0,55 | 19,31 + 1,07 | 13,96 + 0,79 | 18,19 + 1,12
180 |19,74+1,03| 23,14 +0,90% | 14,90 + 0,74% | 20,13+ 0,93 | 14,12 + 0,64% | 18,15 + 1,23¢

Optymalne parametry procesu dla biatek slonecznika stanowig papaina w st¢zeniu
10% 1 czas hydrolizy 120 min. Jako alternatyw¢ umozliwiajaca ograniczenie zuzycia
enzymu mozna wskazac papaing 5% przez 120 min, ktéra daje nieco nizszy efekt niz wariant
optymalny, a jest poréwnywalna z bromelaing 10% w tym samym horyzoncie czasowym.
Ficyna, podobnie jak w przypadku rzepaku, pozostaje enzymem o najnizszej efektywnosci

w analizowanych warunkach.

6.4.3. Ostropest

W przypadku bialek ostropestu dynamika hydrolizy byla wyraZznie zalezna od
rodzaju 1 dawki enzymu. We wszystkich uktadach obserwowano gwattowny wzrost stopnia
hydrolizy (DH) do 90-120 min, po czym tempo reakcji wyraznie spadato i wartosci

stabilizowaly sie.
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Rycina 21. Kinetka stopnia hydrolizy (DH, %) biatek ostropestu w czasie (0—180 min) dla papainy,
bromelainy i ficyny przy dawkach 5% i 10% (m/m). Warto$ci wyrazono jako $rednie + SD (n = 4).
Rézne litery oznaczaja statystycznie istotne réznice miedzy punktami czasowymi w obrgbie tego
samego enzymu i stezenia, zgodnie z testem HSD Tukeya (p < 0,05). Analize statystyczna

przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

Najwyzsza efektywno$¢ uzyskano dla papainy w stezeniu 10%: 22,80+ 1,23% w
120 min, bez istotnych zmian do 180 min. Zmniejszenie dawki papainy do 5% obnizalo DH
do ~19,50+ 1,03% w 120 min; wydtuzenie inkubacji nie przynosito praktycznych korzysci,
wskazujac na plateau juz okoto 120 min. Bromelaina wykazywata nizsza skuteczno$é, ale
zaobserwowano wyrazng ze zwickszonej dawki:  przy stezeniu 10% DH osiggal
20,70+ 1,29% w 120 min 1 utrzymywal ten poziom w kolejnych pomiarach; przy 5%
warto$ci byly wyrazZnie nizsze i narastaly wolniej. Ficyna pozostawala najmniej efektywna:
stezenie 10% dawato 15,40 + 1,00% w 120 min, po czym odnotowano nieznaczny spadek, a

dla 5% DH utrzymywat si¢ w zakresie 10,80—11,55% migdzy 120 a 180 min.
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Tabela 26. Stopien hydrolizy (DH, %) biatek ostropestu po 0-180 min dla papainy, bromelainy i
ficyny (5% 1 10% m/m) ($rednia + SD, n=4). Rozne litery oznaczajg statystycznie istotne roznice
migdzy punktami czasowymi w obrebie tego samego enzymu i stezenia, zgodnie z testem HSD
Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng przeprowadzono z uzyciem trojczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA).

papaina bromelaina ficyna
Czas 5% 10% 5% 10% 5% 10%
[min]

0 243+0,19* | 2,31+0,16* | 3,03+0,20* | 2,26 +0,14* | 2,55+0,17* | 2,86 £ 0,20°
30 |11,88+0,82"|17,43+0,98°| 7,17 +0,50° | 13,97 +0,93" | 7,49+ 0,44" | 10,32 + 0,56"
60 15,33+0,87¢| 20,87 £ 1,18° | 9,57 +0,56° | 17,87 +1,07° | 8,71 £0,49° | 12,74 + 0,75°
90 [18,73+1,05|21,93+1,05%|11,85+0,81%|18,93 +1,14°| 9,46 + 0,52° | 13,87 + 0,84
120 |19,50+1,03%|22,80+1,23% | 12,53 +0,729 | 20,70 + 1,29 | 10,80 + 0,68" | 15,40 + 1,00¢
150 |19,45+1,129| 22,82+ 1,23 | 12,90 + 0,96% | 20,54 + 1,189 | 11,06 + 0,69¢ | 15,34 + 0,97¢
180 |19,53+1,129| 22,49 +1,09% | 13,44 +0,85% | 20,65 + 1,189 | 11,55 + 0,69¢ | 15,24 + 0,96¢

W ujeciu praktycznym optymalne warunki dla biatek ostropestu stanowia papaina w
stezeniu 10% 1 czas 120 min. Jezeli priorytetem jest ograniczenie zuzycia enzymu, mozliwa
alternatywa jest papaina 5% przez 120 min lub — przy zachowaniu wyzszej dawki enzymu —
bromelaina 10% przez 120 min. We wszystkich analizowanych wariantach ficyna pozostaje

enzymem o najnizszej wydajnosci hydrolizy biatek ostropestu.

6.5. Badanie wtasciwosci antyoksydacyjnych 1 hipotensyjnych

6.5.1. Wiasciwosci antyoksydacyjne

Pomiary aktywno$ci antyoksydacyjnej ujawnily wyrazne roznice zalezne od
surowca, zastosowanej proteazy oraz rodzaju testu (ABTS, DPPH, FRAP), co potwierdza
komplementarny charakter tych metod. Zaobserwowano zréznicowane profile aktywnosci
dla hydrolizatéw z ostropestu, stonecznika i rzepaku oraz spdjne tendencje zwigzane ze

specyficznoscig dziatania papainy, bromelainy i ficyny (Tabela Rycina 27).
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Tabela 27. Aktywno$¢ antyoksydacyjna hydrolizatow biatkowych rzepaku, stonecznika i ostropestu
otrzymanych z uzyciem papainy, bromelainy i ficyny, oznaczona trzema metodami: ABTS, DPPH
oraz FRAP; $rednia + SD (n=3). Rézne litery w obrebie kolumny oznacz istotne rznice statystyczne

(ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p < 0.05).

Surowiec | Enzym ABTS pPPH FRAP
[umol Trolox /g s.m.Jumol Trolox /g s.m.] [umol Fe?* /g s.m.]
papaina 551,26 + 16,02" 95,46 + 5,98 188,25 + 14,37
rzepak bromelaina 443,91 + 25,10° 89,58 + 3,483 217,36 + 19,46
ficyna 470,18 + 31,932 106,11 + 7,10° 140,49 + 11,082
papaina 704,18 + 49,631 330,01 + 12,211 237,45 + 22,451
stonecznik | bromelaina | 587,97 + 11,09 390,80 + 25,13¢ 206,35 + 18,82°
ficyna 578,83 + 27,94 380,71 + 18,49° 169,54 + 14,05%
papaina 832,49 + 31,29° 66,23 + 3,33%® 217,81 + 16,44%
ostropest | bromelaina | 629,17 + 13,84% 73,84 + 4,70%°¢ 180,39 + 15,552
ficyna 690,18 + 13,361 59,61 + 2,792 160,30 + 13,51%

W tescie ABTS najwyzsza aktywno$¢ uzyskaty hydrolizaty z ostropestu, szczegdlnie
po trawieniu papaing (832,49 £+ 31,29 umol Trolox/g), wyraznie przewyzszajac analogiczne
preparaty ze slonecznika (papaina: 704,18 +49,63 umol Trolox/g) 1 rzepaku (papaina:
551,26 £ 16,02 umol Trolox/g). W obrebie kazdego surowca hydrolizaty po papainie
konsekwentnie osiagaly najwyzsze wartosci, przewyzszajac preparaty po bromelainie o
okoto 20-30% oraz po ficynie o okoto 15-25% (w zaleznos$ci od surowca). Wskazuje to, ze
profil peptydéow generowanych przez papaing sprzyja mechanizmom przeniesienia

elektronu/wodoru ocenianym wobec kationorodnika ABTS+* w srodowisku wodnym.
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Rycina 22. Zdolnos¢ antyoksydacyjna hydrolizatéw biatkowych z makuchu z rzepaku, stonecznika
i ostropestu oznaczona metoda ABTS. Dane przedstawiono jako mediang (linia w pudetku), zakres
migdzykwartylowy (box), wartosci minimalne i maksymalne (wasy) wartos¢ srednig (punkt). Rozne
litery nad wykresami oznacz istotne roéznice statystyczne (ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p <
0.05).

W tescie DPPH, bardziej wrazliwym na lipofilowos$¢ 1 kinetyke reakcji, najwyzsze
warto$ci uzyskaty hydrolizaty biatlkowe ze stonecznika. Po trawieniu bromelaing 1 ficyna
odnotowano poréwnywalnie wysokie poziomy aktywnosci (odpowiednio 390,80 +25,13
oraz 380,71 £ 18,49 umol Trolox/g), natomiast papaina dawata nieco nizszy wynik
(330,01 +£12,21 pumol Trolox/g). Hydrolizaty z rzepaku wykazaty umiarkowang zdolno$¢
zmiatania DPPHe (maksymalnie 106,11 + 7,10 pmol Trolox/g po hydrolizie ficyna), podczas
gdy hydrolizaty z ostropestu — mimo bardzo wysokiej aktywnosci w ABTS — odznaczaly si¢
stosunkowo niskg aktywnoscig w tescie DPPH (ok. 60—74 pmol Trolox/g, w zaleznos$ci od

enzymu). Takie rozbieznosci migdzy testami sg typowe w sytuacji, gdy dominuja krotsze,
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bardziej polarne peptydy o wysokim potencjale przeniesienia elektronu (mechanizm ET),

lecz ograniczonej efektywno$ci w warunkach reakc;ji z lipofilowym DPPHe.
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Rycina 23. Zdolnos¢ antyoksydacyjna hydrolizatoéw biatkowych z makuchu z rzepaku, stonecznika
1 ostropestu oznaczona metodg DPPH. Dane przedstawiono jako median¢ (linia w pudetku), zakres
migdzykwartylowy (box), wartosci minimalne i maksymalne (wasy) warto$¢ $rednig (punkt). Rozne
litery nad wykresami oznacz istotne roéznice statystyczne (ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p <
0.05).

W tescie FRAP rozrzut wartosci byl mniejszy (ok. 140-240 pmol Fe*'/g s.m.).
Najwyzsza moc redukcyjng uzyskat hydrolizat ze stonecznika po papainie
(237,45 +£22,45 pmol Fe*/g s.m.). W przypadku hydrolizatow rzepakowych najwyzsza
warto$¢ odnotowano po trawieniu bromelaing (217,36 + 19,46 umol Fe?**/g s.m.), natomiast
w hydrolizatach z ostropestu — po papainie (217,81 £+ 16,44 umol Fe?**/g s.m.). Usredniajac,

papaina zapewniata najwyzsza aktywno$¢ w tescie FRAP, bromelaina — nieco nizsza, a
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ficyna — najnizsza, co jest spojne z obserwacjami z testu ABTS i moze wynikaé¢ z

generowania peptydow o korzystnym potencjale redoks.
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Rycina 24. Zdolno$¢ redukujaca hydrolizatow biatkowych z makuchu z rzepaku, stonecznika i
ostropestu oznaczona metoda FRAP. Dane przedstawiono jako mediane (linia w pudetku), zakres
migdzykwartylowy (box), wartosci minimalne i maksymalne (wasy) wartos¢ srednig (punkt). Rozne
litery nad wykresami oznacz istotne roznice statystyczne (ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p <
0.05).

Zestawienie danych wskazuje, ze najszersze ,,spektrum” aktywno$ci (wysokie
ABTS, bardzo wysokie DPPH oraz najwyzsze FRAP) wykazuja hydrolizaty ze slonecznika,
szczegblnie po trawieniu papaing i bromelaing. Hydrolizat z ostropestu po papainie osiagga
poziom referencyjny w ABTS i wysoki FRAP, lecz pozostaje ograniczony w DPPH, co
sugeruje przewage frakcji peptydowych skutecznych wobec ABTSe" w fazie wodnej, a

mniej reaktywnych wobec DPPHe. Hydrolizaty z rzepaku prezentuja wartosci posrednie;
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optymalny wybdr proteazy zalezy tu od docelowego mechanizmu dziatania
antyoksydacyjnego (dla ABTS — papaina, dla DPPH — ficyna, dla FRAP — bromelaina).

W zastosowaniach wodnych, gdzie kluczowa jest wysoka zdolno$¢ przenoszenia
elektronu, najbardziej obiecujacy wydaje si¢ hydrolizat z ostropestu po papainie. W
matrycach o wickszym udziale fazy lipidowej lub tam, gdzie istotna jest reaktywnos¢ wobec
DPPHe, lepsze wyniki zapewniaja hydrolizaty stonecznikowe otrzymane z uzyciem
bromelainy lub ficyny. Jesli priorytetem jest moc redukcyjna przy zachowaniu dobrej
aktywnos$ci w pozostatych testach, najbardziej zrownowazony profil wykazuje hydrolizat

stonecznikowy po papainie.

6.5.2. Wiasciwosci hipotensyjne

Hydrolizaty biatkowe z rzepaku, slonecznika i ostropestu, otrzymane z uzyciem
papainy, bromelainy lub ficyny, wykazaly wyrazng aktywno$¢ inhibitorowg wobec
konwertazy angiotensyny I (ACE). Warto$ci ICso miescity si¢ w zakresie 0,35-0,70 mg/ml,
a stopien inhibicji przy stezeniu probki 1 mg/mL wynosit 52,68-64,22%. Najwieksza
aktywno$¢ odnotowano dla hydrolizatu rzepakowego otrzymanego z uzyciem papainy oraz
dla hydrolizatu stonecznikowego uzyskanego z uzyciem bromelainy. Oba te warianty
charakteryzowaty si¢ niskimi wartosciami ICso (0,35 + 0,06 i 0,35+ 0,12 mg/mL) i wysoka
inhibicja przy 1 mg/mL (64,22 +4,95 1 63,69 +4,46%), co wskazuje na korzystny profil
peptydoéw powstajacych podczas hydrolizy tymi proteazami. Najstabsza aktywnos¢ wykazat
hydrolizat bialek ostropestu trawiony ficyng (ICse = 0,70 £0,16 mg/mL; 52,68 & 3,90%
inhibicji przy 1 mg/mL).

Tabela 28. Aktywno$¢ inhibitorowa hydrolizatow biatkowych otrzymanych z rzepaku, stonecznika
i ostropestu wobec enzymu konwertujacego angiotensyn¢ I (ACE). Warto$ci przedstawiono jako
$rednie + odchylenie standardowe (n = 3). ICso — st¢zenie probki powodujace 50 % inhibicji ACE;
% inhibicji dla probki 1 mg/mL — procent zahamowania aktywnosci enzymu przy stezeniu 1 mg/mL
hydrolizatu. Rozne litery oznaczaja statystyczne istotne roznice (ANOVA, test post-hoc Tukeya
HSD, p < 0.05).

) % inhibicji dla probki
surowiec enzym IC50 [mg/mL]
1 mg/mL
papaina 0,35 £ 0,06% 64,22 + 4,952
rzepak bromelaina 0,48 +0,08? 57,71 + 4,59
ficyna 0,53 £ 0,09? 56,03 + 4,592
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% inhibicji dla prébki

surowiec enzym IC50 [mg/mL]
1 mg/mL
papaina 0,43+0,11% 60,01 £ 4,45%
stonecznik bromelaina 0,35+0,122 63,69 +4,462
ficyna 0,65 + 0,09? 57,41 +4,29%
papaina 0,43+0,12% 58,89 + 4,962
ostropest bromelaina 0,52 +0,10? 59,69 + 5,042
ficyna 0,70 + 0,162 52,68 +3,90°

Analiza w obrebie poszczegdlnych surowcoOw ujawnita powtarzalne tendencje. W

przypadku biatek rzepaku najwyzsza aktywno$¢ uzyskano po zastosowaniu papainy, nizsza

po bromelainie, a najnizsza po ficynie. Dla bialek stonecznika najkorzystniejsza byta

bromelaina, nastgpnie papaina, a na koncu ficyna. W ostropescie papaina i bromelaina

dawaly wyniki zblizone, natomiast hydrolizaty uzyskane z uzyciem ficyny byly istotnie

stabsze. W przekroju wszystkich surowcow najstabsze dzialanie wykazywaty hydrolizaty po

ficynie, podczas gdy papaina i bromelaina tworzyly grupe o wyzszej skutecznosSci, z

niewielkimi réznicami zaleznymi od surowca.
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Rycina 25. Wartosci ICso inhibicji konwertazy angiotensyny (ACE) dla probki przy stezeniu 1
mg/mL hydrolizatu dla hydrolizatow biatkowych z makuchu z rzepaku, stonecznika i ostropestu
Dane przedstawiono jako mediang (linia w pudetku), zakres migdzykwartylowy (box), wartosci
minimalne i maksymalne (wasy) warto$¢ srednig (punkt). Rozne litery nad wykresami oznacza

istotne roznice statystyczne (ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p < 0.05).
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Rycina 26. Wartosci procentowej inhibicji konwertazy angiotensyny (ACE) dla probki przy stezeniu
1 mg/mL hydrolizatu dla hydrolizatéw biatkowych z makuchu z rzepaku, stonecznika i ostropestu
Dane przedstawiono jako mediang (linia w pudelku), zakres miedzykwartylowy (box), wartosci
minimalne i maksymalne (wasy) warto$¢ $rednig (punkt). Rozne litery nad wykresami oznacza

istotne roznice statystyczne (ANOVA, test post-hoc Tukeya HSD, p < 0.05).

Z punktu widzenia zastosowan w zywno$ci funkcjonalnej o potencjale
hipotensyjnym najbardziej obiecujace sa dwa warianty: hydrolizat rzepakowy po trawieniu
papaing oraz hydrolizat stonecznikowy trawiony bromelaing. £.3cza one najnizsze wartosci
ICso z najwyzsza inhibicjag ACE przy 1 mg/ml. W przypadku biatek ostropestu dobor enzymu
ma kluczowe znaczenie, gdyz wariant z ficyng wyraznie ustgpuje kombinacjom z papaing 1
bromelaing. Wyniki potwierdzaja, ze odpowiednie parowanie surowca 1 proteazy
determinuje potencjal inhibitorowy wobec ACE 1 pozwala istotnie zwigkszy¢ aktywno$¢ w

stosunku do mniej korzystnych konfiguracji.
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6.6. Przeskalowanie procesu ekstrakcji biatlek 1 otrzymywania

hydrolizatow

6.6.1. Poréwnanie wydajnos$ci izolacji biatka

Wydajnos¢ izolacji biatka w skali laboratoryjnej i przemystowej zestawiono w Tabeli
29. We wszystkich analizowanych przypadkach przeskalowanie procesu wigzato si¢ ze
spadkiem uzysku biatka z makuchéw rzepaku, stonecznika i ostropestu. Obnizenie
wydajnos$ci wynosito kilka punktow procentowych, co odpowiada redukcji rzedu kilkunastu
procent wzgledem warto$ci uzyskiwanych w skali laboratoryjnej. Najmniejszg wrazliwos¢
na zmian¢ skali wykazal proces prowadzony na makuchu rzepakowym, natomiast

najwiekszg wzgledna utrat¢ wydajnosci odnotowano dla ostropestu.

Tabela 29. Wydajno$¢ izolacji biatka z makuchow rzepakowych, stonecznikowych i z ostropestu w
skali laboratoryjnej i przemyslowej (Srednia = SD). Istotno$¢ statystyczng roéznic pomigdzy
procesami oceniono osobno dla kazdego surowca przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA); p < 0.05 uznano za istotne statystycznie (pogrubione).

surowiec skala laboratoryjna skala przemyslowa p-value
rzepak 52,3+0,8 46,8 + 2,3 0.018
stonecznik 46,9+0,9 411+1,8 0.012
ostropest 51,8+0,8 445+ 2,6 0.009

Zwraca uwage wyrazna réznica w zmiennosci wynikow pomig¢dzy obiema skalami.
W warunkach laboratoryjnych odchylenia standardowe sa bardzo niskie, co §wiadczy o
wysokiej powtarzalno$ci procesu. W skali przemystowej rozrzut wynikow jest wigkszy, co
wskazuje na zwickszong wrazliwo$¢ procesu na zmiany parametrow operacyjnych. Biorac
pod uwage relatywnie niewielki btad oznaczen w obu skalach, obserwowane r6éznice miedzy
wydajnos$cig laboratoryjng a przemystowa mozna uzna¢ za efekt systematyczny, a nie
przypadkowy.

Opisany trend jest typowy dla proceséw poddawanych przeskalowaniu — w wigkszej
skali trudniej jest zapewni¢ jednakowg intensywnos$¢ mieszania i transportu masy w catej
objetosci uktadu, a straty materiatu na elementach aparatury stanowig istotniejszy udziat w
bilansie masowym. Pomimo tych ograniczen wydajnosci uzyskane w skali przemyslowej

pozostaja na poziomie umozliwiajacym praktyczne wykorzystanie opracowanej metody
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izolacji bialka 1 potwierdzaja mozliwos$¢ jej skutecznego przeniesienia do warunkow

przemystowych.

6.6.2. Porownanie sktadu chemicznego ekstraktow biatkowych

Sktad chemiczny ekstraktow biatkowych otrzymanych w skali laboratoryjnej i
przemystowej przedstawiono w Tabeli 30. Przeskalowanie procesu sprzyjato koncentracji
frakcji biatkowej — we wszystkich wariantach odnotowano wzrost zardwno zawarto$ci
biatka, jak i suchej masy, przy stosunkowo niewielkich zmianach udziatu sktadnikow
niebiatkowych. Oznacza to, ze w wigkszej skali uzyskiwano ekstrakty bardziej
skoncentrowane, co najprawdopodobniej wynika z zastosowania odmiennego sposobu
rozdziatu faz, tj. wirowki dekantacyjnej, a w konsekwencji z wickszej efektywnosci

oddzielania fazy cieklej od fazy stale;.

Tabela 30. Sktad chemiczny ekstraktow biatkowych otrzymanych w skali laboratoryjnej i

przemystowej (wartosci $rednie + odchylenie standardowe).

Surowiec Skala Skala p-value
laboratoryjna przemystowa

Zawartos¢ biatka (%)

Rzepak 15,25 + 0,17 27,55+0,73 < 0,001

Stonecznik 27,28+£0,18 35,58 £ 0,72 < 0,001

Ostropest 25,23 +0,30 31,47 £ 0,87 0,001

Sucha masa (%)

Rzepak 19,27 £ 0,16 33,92+ 0,69 < 0,001

Stonecznik 29,73+£0,21 37,96 £ 0,69 < 0,001

Ostropest 30,51+ 0,34 37,96 + 0,69 < 0,001

Zawartos¢ biatka w suchej masie (%)

Rzepak 79,14 £ 0,23 81,22+2,14 0,21

Stonecznik 91,76 £ 0,13 91,58 +0,19 0,32

Ostropest 82,69 +£ 0,25 82,93+ 2,98 0,89

Zawartos¢ cukrow w suchej masie (%)

Rzepak 2,23+0,12 2,72 +0,23 0,018

Stonecznik 0,67 +0,07 1,65+ 0,14 < 0,001

Ostropest 0,49 £0,03 1,29+0,10 <0,001
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) Skala Skala
Surowiec ) p-value
laboratoryjna przemyslowa
Zawartos$¢ thuszczu w suchej masie (%)
Rzepak 7,98 +0,43 6,78 £ 0,31 0,012
Stonecznik 2,08 £ 0,07 1,43 +0,13 < 0,001
Ostropest 8,06 £ 0,14 7,85+ 0,27 0,31

Udziat biatka w suchej masie ekstraktow byt wysoki we wszystkich analizowanych
wariantach procesu, przy czym w skali przemystowej odnotowano tendencj¢ do jego
niewielkiego wzrostu. Ekstrakty stonecznikowe charakteryzowaty si¢ najwyzsza ,,czystoscia
biatkowa”, przy bardzo zblizonych warto$ciach udziatu biatka w suchej masie w obu skalach
procesu. Wskazuje to, ze skalowanie nie sprzyjalo wspotizolacji sktadnikow niebiatkowych
1 pozwolito zachowa¢ wysoka selektywnos$¢ procesu w kierunku frakcji biatkowe;.

Podsumowujac, przeskalowanie procesu izolacji prowadzilo do uzyskania
ekstraktow o wyzszej koncentracji suchej masy i biatka przy utrzymaniu bardzo wysokiego
udziatu biatka w suchej masie. Opracowana procedura izolacji jest zatem odporna na zmiang
skali i umozliwia otrzymywanie surowca o poréwnywalnej, a miejscami nawet nieco

wyzszej jakosci biatkowej w warunkach zblizonych do przemystowych.

6.6.3. Porownanie stopnia hydrolizy

Badania prowadzone w skali laboratoryjnej wykazaly, ze hydroliza bialek z
wykorzystaniem 10% dodatku papainy przebiega bardziej efektywnie — uzyskiwano wyzsze
wartosci stopnia hydrolizy (DH), a czas reakcji réwny 120 min byt wystarczajacy do
osiggnigcia praktycznego plateau. Zastosowanie tak wysokiego stgezenia enzymu w
warunkach przemyslowych wigzaloby sie jednak z istotnymi kosztami, dlatego na etapie
przeskalowania przyjeto nizsze, 5% stezenie papainy jako kompromis miedzy

efektywnoscig reakcji a jej optacalnoscia ekonomicznag.
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Tabela 31. Stopien hydrolizy (DH, %, $rednia + SD) ekstraktow biatkowych otrzymanych z

makuchow z rzepaku, stonecznika i z ostropestu w skali laboratoryjnej i przemystowej: w czasie (0—

180 min) przy uzyciu papainy w stezeniu 5% (m/m). Istotno$¢ statystyczng rdznic pomiedzy

procesami oceniono osobno dla kazdego surowca przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji

(ANOVA); p < 0.05 uznano za istotne statystycznie (pogrubione).

Surowiec Czas [min] Skala . Skala p-value
laboratoryjna | przemystowa
0 2,74 +0,17 1,82 + 0,60 0,030
30 10,32 + 0,54 8,95+0,72 0,018
60 15,59 + 0,89 13,93 +1,32 0,041
Rzepak 90 18,32 + 1,06 16,18 + 1,18 0,029
120 20,53 £ 1,07 17,16 +1,10 0,006
150 20,90+ 1,12 18,32 +1,42 0,014
180 21,17 +£1,15 18,45 + 1,06 0,008
0 2,49+0,13 2,712+0,21 0,18
30 10,32 + 0,58 7,56 + 1,03 0,011
60 15,65+ 1,03 11,72 + 1,48 0,009
Stonecznik 90 17,29 + 0,90 14,47 + 1,48 0,018
120 19,70+ 1,16 15,52 + 0,59 0,004
150 19,56 + 1,09 17,13 + 0,86 0,021
180 19,74 +1,13 17,72 + 0,94 0,028
0 2,43+0,18 2,41 +0,45 0,94
30 11,88 +0,83 8,95+ 0,87 0,003
60 15,33+ 0,79 11,63 + 0,90 0,002
Ostropest 90 18,73+ 1,05 15,32 + 0,83 0,004
120 19,50 + 0,93 16,77 + 0,90 0,006
150 19,45+ 1,05 17,72 +1,02 0,030
180 19,53+ 1,16 17,81 +1,31 0,040

W Tabeli 31 przedstawiono przebieg zmian stopnia hydrolizy ekstraktow

biatkowych w skali laboratoryjnej i przemystowej. W skali przemystowej, przy 5% dodatku

enzymu, przebieg hydrolizy byl zblizony dla wszystkich badanych surowcoéw: w

poczatkowe] fazie obserwowano

szybki wzrost DH, ktéory nastepnie stopniowo
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wyhamowywat. W porownaniu ze skalg laboratoryjna w tych samych punktach czasowych
uzyskiwano nieco nizsze warto§ci DH, co mozna wigza¢ z mniej korzystnymi warunkami
transportu masy w wiekszym uktadzie reakcyjnym.

Kluczowg réznicg byt natomiast brak wyraznego plateau po 120 min — w skali
przemystowej stopien hydrolizy nadal rost pomiedzy 120. a 180. minuta, co wskazuje, ze
wydluzenie czasu procesu pozwala czesciowo zrekompensowaé obnizone stezenie enzymu
| zblizy¢ sie do wartosci osigganych w mniejszej skali.

Przyjeta strategia — redukcja stezenia papainy do 5% przy jednoczesnym wydtuzeniu
czasu hydrolizy do 180min — umozliwia uzyskanie wysokiego, technologicznie
satysfakcjonujacego stopnia hydrolizy w skali przemystowej. Oznacza to, ze proces moze
by¢ prowadzony w sposéb ekonomicznie korzystniejszy, przy zachowaniu parametrow
jako$ciowych  hydrolizatow  porownywalnych z uzyskiwanymi w  warunkach

laboratoryjnych.

6.6.4. Poro6wnanie sktadu chemicznego otrzymanych hydrolizatéw

Sktad hydrolizatéw otrzymanych w skali laboratoryjnej i przemystowe;j
przedstawiono w Tabeli 32. Przeskalowanie procesu hydrolizy nie prowadzito do istotnego
pogorszenia jako$ci preparatow. We wszystkich wariantach biatko pozostawato
zdecydowanie dominujacym sktadnikiem, a zawarto$ci oznaczone w skali przemystowej
byly zblizone do wartosci uzyskanych w skali laboratoryjnej. Niewielkie obnizenie udziatu
frakcji biatkowej, szczegodlnie widoczne w przypadku hydrolizatow ze stonecznika 1
ostropestu, miescilo si¢ w akceptowalnym zakresie zmiennosci procesu i nie ograniczato ich

potencjatu aplikacyjnego z punktu widzenia zastosowan technologicznych.
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Tabela 32. Sktad chemiczny hydrolizatow biatkowych otrzymanych z makuchéw z rzepaku,
stonecznika i z ostropestu w skali laboratoryjnej i przemystowej: zawarto$¢ biatka, cukrow, thuszczu
i suchej masy, $rednia + SD. Istotno$¢ statystyczng réznic pomiedzy skalami oceniono osobno dla
kazdego surowca przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA); p < 0.05 uznano za

istotne statystycznie (pogrubione).

Surowiec Skala . Skala p-value
laboratoryjna przemyslowa

Zawartos¢ biatka (%)

Rzepak 70,60 + 1,93 70,15+ 1,47 0,68

Stonecznik 81,25+1,13 76,40 + 1,93 0,011

Ostropest 74,32 +1,38 72,43 +1,04 0,07

Zawarto$¢ cukrow (%)

Rzepak 3,03+0,13% 3,82+0,42% 0,020

Stonecznik 1,05+0,15% 1,95+0,54 % 0,041

Ostropest 0,69+ 0,13 % 1,29+0,23 % 0,014

Zawartos¢ thuszezu (%)

Rzepak 8,99 + 1,47 9,45+ 0,46 0,59

Stonecznik 3,40 +0,28 2,89 +0,45 0,17

Ostropest 8,43+ 0,64 8,46 £ 0,25 0,94

Sucha masa (%)

Rzepak 94,01+1,14 92,31+0,93 0,11

Stonecznik 95,02 + 1,26 91,64 +1,91 0,042

Ostropest 93,98 + 1,53 93,44 + 1,63 0,63

W hydrolizatach ze skali przemystowej odnotowano nieco wyzszg zawarto$¢ cukrow
niz w analogicznych probach laboratoryjnych, przy jednoczesnie poréwnywalnym poziomie
thuszczu. Ogodlna sucha masa byta nieznacznie nizsza w skali przemyslowej, co mozna
wigza¢ z odmiennym charakterem procesu suszenia. Zmiany te miaty jednak ograniczony
zakres 1 nie wplywaty istotnie na proporcje gidéwnych frakcji sktadnikow odzywczych.

Podsumowujac, przejscie do skali przemystowej pozwala na otrzymywanie
hydrolizatow o sktadzie zblizonym do uzyskiwanego w skali laboratoryjnej — z wysoka

zawarto$cig biatka oraz umiarkowanym udziatem frakcji weglowodanowej i lipidowe;.
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Opracowana procedura hydrolizy jest odporna na zmiang¢ skali i umozliwia wytwarzanie

surowca o stabilnych, przewidywalnych parametrach jakosciowych.

6.6.5. Poréwnanie wiasciwosci bioaktywnych otrzymanych

hydrolizatow

Aktywno$¢ biologiczng hydrolizatow otrzymanych w skali laboratoryjnej i
przemystowej przedstawiono w Tabeli 33. Przeskalowanie procesu wigzalo si¢ z
umiarkowanym spadkiem wilasciwosci bioaktywnych. We wszystkich zastosowanych
testach przeciwutleniajacych (ABTS, DPPH, FRAP) warto$ci oznaczone dla probek ze skali
przemystowej byly nizsze niz w skali laboratoryjnej, natomiast w przypadku aktywnosci
ACE zaobserwowano wzrost wartosci ICso, $wiadczacy o stabszej zdolnosci hamowania
enzymu. Tendencja ta byla spdjna dla wszystkich surowcow, przy zachowaniu
dotychczasowych zalezno$ci miedzy nimi — hydrolizaty z ostropestu i stonecznika
charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnos$cig przeciwutleniajaca, natomiast preparaty

rzepakowe wykazywaty najkorzystniejsze wartosci ICso w obu skalach procesu.

Tabela 33. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca (ABTS, DPPH, FRAP) oraz aktywno$¢ inhibitorowa
wobec konwertazy angiotensyny (ACE, warto$¢ 1Cso) hydrolizatéw biatkowych otrzymanych z
makuchow z rzepaku, stonecznika i z ostropestu w skali laboratoryjnej i przemystowe;j, srednia +
SD. Istotno$¢ statystyczna rdznic pomigdzy skalami oceniono osobno dla kazdego surowca przy
uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA); p < 0.05 uznano za istotne statystycznie

(pogrubione).

Surowiec Skala ) Skala p-value
laboratoryjna przemystowa

ABTS [pmol Trolox /g]

Rzepak 551,26 £ 15,9 449,19+ 215 0,010
Stonecznik 704,18 + 49,7 564,56 + 9,8 0,021
Ostropest 832,49 £ 31,7 659,32 + 31,9 0,009
DPPH [pmol Trolox /g]

Rzepak 95,46 + 6,01 87,64 + 3,74 0,12
Stonecznik 330,01 £12,25 209,55 +10,11 < 0,001
Ostropest 66,23 + 3,38 57,62 2,44 0,006
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Surowiec Skala ) Skala p-value
laboratoryjna przemyslowa

FRAP [pmol Fe?* /g]

Rzepak 188,25 + 14,37 162,22 £ 8,79 0,021

Stonecznik 237,45 + 22,53 204,47 +£ 10,23 0,034

Ostropest 217,81 + 16,58 191,19 + 14,05 0,041

inhibicja ACE I1C50 [mg/ml]

Rzepak 0,354 + 0,071 0,423 £ 0,146 0,46

Stonecznik 0,446 + 0,108 0,490 + 0,147 0,69

Ostropest 0,446 + 0,140 0,510+ 0,172 0,61

Zaobserwowany spadek aktywnosci bioaktywnej mozna wigza¢ przede wszystkim z
odmiennymi warunkami prowadzenia procesu w skali przemystowej. W wigkszym uktadzie
reakcyjnym trudniej jest zapewni¢ tak jednorodne warunki hydrolizy oraz tak krotki czas
kontaktu produktu z podwyzszong temperaturg i tlenem, jak w skali laboratoryjne;j.
Dodatkowo zastosowanie aparatury pracujacej w sposob ciagly (dekanter do rozdziatu faz
oraz suszarka rozpylowa zamiast liofilizatora) sprzyja bardziej intensywnemu
oddziatywaniu czynnikéw fizycznych, co moze prowadzi¢ do czg¢sciowych modyfikacji
strukturalnych peptyddw — ich utleniania, agregacji lub udziatu w reakcjach typu Maillarda.
W polaczeniu z nieco nizszym stopniem hydrolizy 1 wigkszym udziatem frakcji
niebiatkowych w prébkach przemystowych skutkuje to umiarkowanym obnizeniem st¢zenia
najbardziej aktywnych peptydéw w gotowych hydrolizatach i tym samym spadkiem
oznaczanej aktywnosci biologicznej.

Podsumowujac, przeskalowanie procesu powoduje zauwazalny, cho¢ ilo§ciowo
ograniczony spadek aktywnosci przeciwutleniajacej i inhibitorowej wobec ACE.
Hydrolizaty otrzymane w skali przemystowe] zachowuja jednak korzystny profil
bioaktywny, a obserwowane roznice mieszczg si¢ w zakresie typowym dla proceséw
przenoszonych z warunkow laboratoryjnych do wigkszej skali technologicznej. Opracowana
procedur¢ mozna uzna¢ za dostatecznie odporng na zmian¢ skali, przy czym dalsza
optymalizacja parametrow procesu moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia strat aktywnosci

biologicznej.
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7.Dyskusja

Wyniki niniejszej rozprawy potwierdzaja, ze makuchy z rzepaku, stonecznika i
ostropestu moga by¢ traktowane nie jako odpad, lecz jako petnowartosciowy surowiec do
wytwarzania sktadnikéw funkcjonalnych, pod warunkiem zastosowania odpowiednio
zaprojektowanego procesu izolacji bialek oraz kontrolowanej hydrolizy enzymatycznej. W
odniesieniu do postawionych hipotez catos¢ rezultatow wskazuje, ze hipoteza zakladajgca
mozliwos¢ uzyskania hydrolizatow o aktywnos$ci przeciwutleniajgcej oraz inhibitorowe;j
wobec ACE z biatek trzech analizowanych makuchow zostata potwierdzona: wszystkie
surowce po hydrolizie wykazywaty mierzalng aktywnos$¢ w testach antyoksydacyjnych i w
hamowaniu ACE, cho¢ z wyraznym zréznicowaniem profili w zalezno$ci od surowca i
zastosowanego enzymu. Jednocze$nie hipoteza dotyczaca tego, ze analizy in silico moga
przewidywac¢ profil bioaktywnos$ci hydrolizatow, zostala potwierdzona jedynie cze$ciowo:
w kilku kluczowych przypadkach obserwowano zgodnos$¢ jakosciowa, jednak wystepowaly
takze rozbieznosci wynikajace z ograniczen modeli predykcyjnych oraz wplywu
parametrow procesu, ktorych narzedzia bioinformatyczne nie uwzgledniaja. Z kolei hipoteza
o mozliwosci transferu procesu do skali przemystowej uzyskata potwierdzenie w tym sensie,
ze zachowano kierunkowo podobny profil funkcjonalny produktow, natomiast
obserwowane roznice w wydajnosci izolacji biatka oraz umiarkowany spadek aktywnosci
funkcjonalnej wskazuja na istnienie krytycznych punktéw technologicznych wymagajacych
Scistej kontroli 1 optymalizacji na etapie wdrozZenia.

Interpretacja uzyskanych wynikéw wymaga uwzglednienia odmiennosci surowcow
wyjsciowych, poniewaz profil hydrolizatow jest wypadkowa zar6wno sktadu biatkowego,
jak i udziatu zanieczyszczen niebiatkowych (cukrow, frakcji witokiennych, resztkowego
thuszczu czy fenoli), ktore wptywaja na podatnos¢ na hydroliz¢ oraz na przebieg i odczyt
testow chemicznych. W przypadku rzepaku dominuja biatka zapasowe z grupy globulin
(krucyferyna) oraz albuminy 2S (napina), o zwartej strukturze stabilizowanej mostkami
disiarczkowymi. Taka struktura moze ogranicza¢ dostgpno$¢ miejsc cigcia w biatku
natywnym, ale jednoczes$nie sprzyja generowaniu sekwencji bogatych w motywy peptydow
bioaktywnych po cze¢sciowym ,,otwarciu” struktury w trakcie ekstrakcji 1 hydrolizy
(Karabulut i in., 2025). Istotne jest, ze uzyskane w tej pracy wyniki analiz proteomicznych
ekstraktow biatkowych rzepaku potwierdzily dominacj¢ krucyferyny: po rozdziale
elektroforetycznym i identyfikacji metoda MALDI-TOF/TOF w probkach rzepakowych

zidentyfikowano przede wszystkim liczne formy krucyferyny, natomiast w zastosowanych
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warunkach nie potwierdzono obecnosci napin. Dla stonecznika kluczowg frakcje stanowia
globuliny 11S (helianthiny), ktérych podjednostki po denaturacji alkalicznej i
izoelektrycznym wytrgcaniu mogg stawac si¢ bardziej podatne na endoproteoliz¢ i sprzyjac
generowaniu peptydow o zroznicowanej hydrofobowosci (Ren i in., 2015); zgodnie z tym,
w profilu proteomicznym opisanym w tej pracy niemal wszystkie analizowane spoty
przypisano globulinom 11S. W przypadku ostropestu, obok dominujacych biatek o
charakterze globulinowym (ktére rowniez dominujg w profilu proteomicznym
przedstawionym w tej pracy), na interpretacj¢ wynikoéw nalezy natozy¢ specyfike surowca
znanego z obecnosci zwigzkow fenolowych (np. kompleksu sylimaryny), ktéore moga
wspotekstrahowac sie lub wigza¢ z biatkami 1 w konsekwencji modyfikowa¢ wyniki testow
przeciwutleniajacych (Lambo 1 in., 2024). Juz na poziomie ,,materialowym” uzasadnione
jest zatem oczekiwanie, ze trzy surowce bgda prowadzi¢ do odmiennych profili aktywnosci
1 ze nie musi istnie¢ prosta korelacja pomigdzy stopniem hydrolizy, liczba uwolnionych
fragmentow a aktywno$cig mierzong danym testem.

Drugim czynnikiem o kluczowym znaczeniu jest dobor enzymu i wynikajaca z niego
specyficznos¢ substratowa. Papaina, bromelaina i ficyna naleza do proteaz cysteinowych,
jednak roznig si¢ preferencjami wzglgdem reszt aminokwasowych sasiadujacych z
wigzaniem peptydowym oraz ,,agresywnoscia” hydrolizy w okreslonych warunkach pH i
temperatury. W praktyce przeklada si¢ to na powstawanie mieszanin peptydow o
odmiennych rozkladach mas czasteczkowych, roznej $redniej hydrofobowosci, innym
udziale reszt aromatycznych i zasadowych oraz odmiennych proporcjach krétkich motywow
(di-/tripeptydow) wzgledem peptydow kilkunastoaminokwasowych (Domokos Szabolcsy i
in., 2024). Z perspektywy mechanistycznej ma to zasadnicze znaczenie: aktywno$¢
przeciwutleniajaca w testach chemicznych stanowi wypadkowa zdolnosci do donacji
elektronu/protonu, stabilizacji rodnika i chelatowania metali, natomiast hamowanie ACE
zalezy przede wszystkim od dopasowania fragmentu do centrum katalitycznego enzymu
oraz oddzialywan w kieszeniach S1/S2, ktoére preferuja okreslone cechy sekwencyjne
(Munteanu i Apetrei, 2021). Z tego powodu wysoki stopien hydrolizy nie gwarantuje
wysokiej aktywnosci, jesli rozklad produktéw przesuwa si¢ w strong fragmentow zbyt
krétkich (utrata reszt krytycznych dla interakcji) lub zbyt dtugich (gorsze dopasowanie do
ACE, nizsza dyfuzja w tescie, wigksza sktonnos¢ do agregacji).

Szczegdlnie pouczajace jest zestawienie analiz in  silico z wynikami

doswiadczalnymi, poniewaz ujawnia ono jednocze$nie potencjal oraz ograniczenia
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podejscia bioinformatycznego. Predykcje BIOPEP dla biatek rzepaku sugerowaly wysoka
skuteczno§¢ bromelainy w generowaniu fragmentdw bioaktywnych oraz znaczng
reprezentacje motywow zwigzanych m.in. z hamowaniem ACE (przy mniejszym udziale
motywoOw przypisywanych aktywnosci przeciwutleniajgcej). Wyniki in vitro wskazaty
jednak, ze to hydrolizat rzepakowy otrzymany z uzyciem papainy wykazywat najsilniejsze
hamowanie ACE (najnizsze ICso), podczas gdy maksimum aktywnos$ci przeciwutleniajace;j
zalezalo od zastosowanej metody oznaczenia. T¢ rozbiezno$¢ mozna wyjasni¢ kilkoma,
niewykluczajacymi si¢ mechanizmami. Po pierwsze, narzedzia in silico symuluja ciecia na
sekwencji i zliczaja motywy opisane w bazie, nie uwzgledniajac ograniczen kinetycznych i
strukturalnych rzeczywistego procesu (niedostepnos$¢ miejsc cigcia wskutek struktury biatka
I agregacji, roznice w szybkos$ci hydrolizy poszczegdlnych regionow, wtorna degradacja
potencjalnie aktywnych fragmentow). Po drugie, BIOPEP traktuje wykryte motywy jako
roéwnowazne, natomiast pomiary aktywnosci sa wrazliwe na ,,potencj¢” konkretnych
peptyddw: pojedynczy peptyd o wysokim powinowactwic do ACE moze w praktyce
determinowa¢ wynik bardziej niz liczne motywy o niskiej aktywno$ci (Minkiewicz 1 in.,
2019; Udenigwe, 2014). Odmienny, bardziej jednoznaczny obraz uzyskano dla stonecznika.
Predykcja wskazywata na szczegdlnie wysoka zdolno$¢ bromelainy do generowania
peptydow bioaktywnych z bialek stonecznika, a walidacja in vitro potwierdzita, ze
hydrolizat stonecznikowy po bromelainie nalezat do najsilniejszych inhibitorow ACE (ICso
porownywalne z najlepszymi wynikami uzyskanymi dla rzepaku) i charakteryzowat si¢
najwyzszg zdolnoscig zmiatania rodnika DPPH wsrdd analizowanych probek. Sugeruje to,
ze w tym ukladzie miejsca cigcia preferowane przez bromelaing sg korzystnie rozmieszczone
w sekwencjach globulin stonecznika. W efekcie powstaje znaczacy udziat fragmentéw o
cechach sprzyjajacych zarowno aktywnosci DPPH, jak i hamowaniu ACE, takich jak
peptydy krotsze lub sredniej dtugosci zawierajace reszty aromatyczne i/lub hydrofobowe.
Jednoczesnie w mniejszym stopniu ujawnia si¢ efekt nadmiernej hydrolizy, ktory moglby
prowadzi¢ do degradacji kluczowych sekwencji. W przypadku ostropestu zalezno$¢ okazata
si¢ bardziej zlozona. Predykcja wskazywala, Ze papaina generuje szczegélnie duzo
fragmentow bioaktywnych (cho¢ bromelaina mogla generowa¢ wigcej fragmentoéw ogoétem),
natomiast wyniki do$wiadczalne wykazaly, Zze hydrolizat ostropestowy po papainie
cechowal si¢ najwyzszg aktywnoscia w ABTS 1 FRAP oraz dobrym hamowaniem ACE,
podczas gdy w DPPH ostropest pozostawat wyraznie najstabszy niezaleznie od enzymu.

Obserwacja ta pozwala sformutowaé kilka wnioskow. Po pierwsze, w ostropescie
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prawdopodobnie powstaje pula peptydow i/lub wspotwystepujacych skladnikow
niebiatkowych preferencyjnie aktywnych w mechanizmach typu SET (FRAP) oraz w
uktadach, w ktérych rodnik ma bardziej uniwersalny charakter (ABTS), natomiast w
bardziej hydrofobowym uktadzie DPPH potencjal ten ujawnia si¢ stabiej. Po drugie,
zgodnos¢ predykcji in silico z wynikami ABTS/FRAP moze mie¢ charakter posredni,
poniewaz aktywno$ci antyoksydacyjne moga by¢ istotnie wzmacniane przez sktadniki
towarzyszace (np. fenole), ktorych BIOPEP nie obejmuje.

Zroéznicowanie rezultatow w trzech testach antyoksydacyjnych nie §wiadczy o
niespdjnosci danych, lecz odzwierciedla fakt, ze poszczegdlne metody mierza rézne aspekty
reaktywnos$ci. DPPH opiera si¢ na zmiataniu stabilnego rodnika w warunkach, w ktérych
istotna jest m.in. rozpuszczalno$¢ i dostgpno$¢ antyoksydantu w danej fazie; reakcja czesto
faworyzuje zwigzki 1 peptydy bardziej hydrofobowe lub zawierajace okreslone reszty
aromatyczne zdolne do stabilizacji rodnika (Nicklisch i Waite, 2014). ABTS jest metoda
bardziej uniwersalng, reagujaca z szersza klasa antyoksydantéw (zarowno hydrofilowych,
jak 1 lipofilowych) i1 czesto lepiej odzwierciedlajaca potencjal mieszanin o ztozonym
sktadzie (Re 1 in., 1999). FRAP natomiast nie jest testem zmiatania rodnika, lecz miarg
zdolnosci redukujacej (donacji elektronu) w warunkach kwasnych (Benzie i Strain, 1996).
W $wietle tych mechanizméw uzasadnione staje si¢, dlaczego hydrolizaty stonecznikowe
(szczeg6lnie po bromelainie 1 ficynie) dominuja w DPPH, natomiast hydrolizaty
ostropestowe (zwtaszcza po papainie) dominuja w ABTS 1 wykazuja wysoka zdolno$¢
redukujaca w FRAP: sg to odmienne ,,typy” mieszanin antyoksydacyjnych, potencjalnie
roznigce si¢ udziatem peptydow hydrofobowych 1 aromatycznych oraz wptywem
sktadnikéw towarzyszacych. Analogicznie, brak prostego przetozenia pomigdzy testami
antyoksydacyjnymi a hamowaniem ACE jest zgodny z odmienno$cia mechanizmow
bioaktywnosci. Hamowanie ACE zalezy od dopasowania sekwencji do centrum aktywnego
enzymu 1 od oddziatywan elektrostatycznych oraz hydrofobowych. W konsekwencji
hydrolizat moze by¢ umiarkowanym antyoksydantem w DPPH, a zarazem bardzo dobrym
inhibitorem ACE, jes$li zawiera krotki zestaw peptydow o korzystnych cechach konca C-
terminalnego. W literaturze podkresla sie, ze aktywne peptydy ACE-inhibitorowe sg zwykle
krotkie (czesto 2—12 aminokwasow) i wykazujg preferencje obecnosci reszt aromatycznych
lub hydrofobowych w poblizu C-konca, co utatwia oddziatywania w kieszeniach wigzacych
ACE, podczas gdy peptydy przeciwutleniajace moga by¢ dtuzsze, a ich aktywnos¢ wynikac

zarbwno z reszt aromatycznych (donacja protonu i stabilizacja rodnika), jak i z reszt
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kwasowych/zasadowych (chelatujacych metale) czy histydyny (oddziatywania z jonami
metali) (Vermeirssen i in., 2004; Li i in., 2025).

Stopien hydrolizy (DH) stanowi podstawowy parametr opisujacy postep proteolizy i
umozliwia poréwnanie przebiegu reakcji w réznych uktadach enzym-substrat. W
przeprowadzonych doswiadczeniach DH r6znit si¢ w zalezno$ci od surowca i zastosowane;j
proteazy, osiggajac wartosci okoto 10-25% (w zaleznos$ci od warunkéw procesu), co
pozostaje zblizone do danych literaturowych dla uktadow poréwnywalnych. Domokos
Szabolcsy i in. (2024), analizujac hydrolize biatek roslin straczkowych, wykazali, ze papaina
osiggata najwyzszy DH po 12 godzinach (okoto 28% dla ciecierzycy i okoto 35% dla
soczewicy), podczas gdy bromelaina maksymalnie okoto 20-31%, a ficyna okoto 21%.
Podobnie Zheng i in. (2020) wskazali, ze w hydrolizie biatka mung wartosci DH po 5
godzinach wynosily rzgdu kilkunastu procent (bromelaina okoto 15%, ficyna okoto 11%).
Wyzsze stopnie hydrolizy (>20-30%) sa czgsciej osiggane przy uzyciu proteaz
mikrobiologicznych o wysokiej aktywnosci proteolitycznej, takich jak Alcalase.
Przyktadowo Megias i in. (2009) wykazali, Ze trawienie izolatu biatek stonecznika Alcalase
przez 60 min pozwalatlo uzyska¢ DH = 27,7%, natomiast hydroliza sekwencyjna
Alcalase/Flavourzyme prowadzita do dalszego wzrostu DH (okoto 54-66%). Z perspektywy
relacji ,,DH — aktywno$¢” istotne jest, ze najwyzszy DH nie stanowil uniwersalnego
predyktora najwyzszej bioaktywnos$ci, co bezposrednio wspiera teze, iz w przypadku
peptydow bioaktywnych decydujace znaczenie ma nie intensywno$¢ ,,pocigcia” biatka, lecz
jakos¢ powstatych sekwencji i ich proporcje. Badania modelowe czesto wskazujg, ze wzrost
DH do pewnego poziomu sprzyja generowaniu aktywnych fragmentdéw, natomiast zbyt
daleko posunigta hydroliza moze obniza¢ aktywnos$¢ wskutek rozpadu peptydow aktywnych
do aminokwaséw lub bardzo krétkich fragmentdw o nizszym potencjale (Hen 1 in., 2012).
W niniejszych wynikach zasada ta uwidacznia si¢ m.in. w porownaniu papainy i bromelainy:
papaina konsekwentnie generowata najwyzszy DH, jednak najwyzsze hamowanie ACE dla
stonecznika zapewniala bromelaina, co sugeruje, ze mniej efektywna hydroliza mogta lepiej
zachowa¢ badz wyeksponowac¢ sekwencje o korzystnym C-koncu, zamiast poddawac je
wtornej degradacji. Z kolei przewaga papainy w hamowaniu ACE w przypadku rzepaku
moze wynika¢ z tego, ze sekwencje krucyferyny po cigciu papaing dostarczajg szczeg6lnie
duzego udziatu krotkich peptydow o wysokiej aktywnosci.

Powyzsze obserwacje uzasadniaja bardziej poglebiong interpretacje rdéznic w

skuteczno$ci enzymow w kontekscie ich specyficznosci oraz wtasciwos$ci substratu. Ficyna
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— zgodnie z danymi literaturowymi — wykazuje preferencj¢ cigcia przy wigzaniach z duza
hydrofobowa reszta w pozycji P2, co moze prowadzi¢ do powstawania mieszanin o
relatywnie wysokiej hydrofobowosci i bez dominacji produktow di-/tripeptydowych (Zhai i
in., 2021). Jest to spojne z obserwacja, ze ficyna bywala konkurencyjna w DPPH
(szczegdlnie w przypadku rzepaku), natomiast wypadata stabiej w hamowaniu ACE w
ostropescie, gdzie prawdopodobnie wigksze znaczenie mialy krotsze sekwencje o
odmiennym profilu C-konca. Bromelaina generowata uklady szczegdlnie korzystne dla
stonecznika, co mozna tgczy¢ z dopasowaniem preferencji cigcia do sekwencji i struktury
globulin stonecznika; jednoczesnie jej produktywnosé in silico byta wysoka, co sugeruje
obecnos¢ licznych potencjalnych motywow ujawnianych wtasnie przez ten enzym. Papaina,
pracujaca w wyzszej temperaturze 1 szerokim zakresie pH, mogla sprzyjac
intensywniejszemu uwalnianiu struktury biatek i osigganiu najwyzszego DH, co z kolei
przektadato si¢ na wysokie wartosci ABTS/FRAP oraz na silne hamowanie ACE dla
rzepaku. Réznice te nie powinny jednak prowadzi¢ do konkluzji, ze jeden enzym jest
»hajlepszy” w sposob uniwersalny; przeciwnie, stanowig dowdd, ze optymalizacja jest
wypadkowa sekwencji 1 struktury bialka (oraz stopnia denaturacji po ekstrakcji),
specyficznosci proteazy, parametréw procesu (pH, temperatura, czas, dawka enzymu) oraz
obecnosci zwiagzkéw towarzyszacych (cukry, fenole), ktore moga stabilizowaé¢ lub
destabilizowa¢ bialtka i peptydy oraz wptywac na odczyt aktywnosci.

Uzyskane w niniejszej pracy wartosci aktywno$ci przeciwutleniajacej (ABTS:
443,9-832,5 pumol Trolox/g s.m.; DPPH: 59,6-390,8 pumol Trolox/g s.m.; FRAP: 140,5—
237,5 umol Fe**/g s.m.) lokujg otrzymane hydrolizaty w zakresie raportowanym dla wielu
mieszanin peptydowych i ekstraktéw roslinnych, przy jednoczesnej wyraznej specyfice
surowcowej. W tescie ABTS nawet najnizsze wartosci dla rzepaku przewyzszaja zakresy
raportowane dla hydrolizatow biatek Inu (170-220 umol Trolox/g), podczas gdy FRAP w
tej pracy pozostaje czeSciowo zblizony do zakresu obserwowanego dla hydrolizatoéw
Inianych (200240 umol Fe?'/g). Sugeruje to poréwnywalng site redukujacg przy
jednoczesnie silniejszej reaktywnosci wobec ABTSe+ w analizowanych uktadach (Karamac¢
1in., 2016). W innym badaniu oczyszczona frakcja peptydowa z hydrolizatu biatka otrgbow
ryzowych osiggata 214,6 pmol Trolox/g w ABTS oraz 104,8 pmol Fe**/g w FRAP
(Phongthai 1 Rawdkuen, 2019), natomiast dla hydrolizatow bialka grochu raportowano
warto$ci rzedu 111 pmol Trolox/g w tescie ABTS (Karamac¢ i Bartolomé, 2025). Na tym tle

szczegolnie wyrdznia si¢ bardzo wysoka aktywno$¢ ABTS hydrolizatow ostropestowych,
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podczas gdy FRAP w wiekszosci przypadkdéw pozostaje porownywalny z warto$ciami
czesto raportowanymi dla hydrolizatéw roslinnych.

Warto$ci ICso dla inhibicji ACE (okoto 0,3—0,7 mg/mL) mieszczg si¢ w przedziale
typowo raportowanym dla hydrolizatow biatek roslinnych otrzymywanych przy uzyciu
proteaz roslinnych. Boschin i Arnoldi (2014) wskazali dla hydrolizatow biatek roslin
stragczkowych warto$ci ICso od 0,224 mg/mL (soja) do 0,673 mg/mL (ciecierzyca), natomiast
Ishiguro i in. (2012) dla hydrolizatow biatek batata raportowali zakres 0,158-1,083 mg/mL.
Malomo i in. (2015) wykazali dla hydrolizatoéw biatek konopi ICso w przedziale 0,016-0,228
mg/mL, co podkresla znaczng zmiennos¢ wynikow zalezng od surowca, enzymu i warunkow
procesu. Jednoczes$nie literatura wskazuje, ze istotna droga poprawy aktywnosci ACE-
inhibitorowej moze by¢ frakcjonowanie hydrolizatow: Selamassakul i in. (2020) wykazali,
ze frakcja <I kDa hydrolizatu biatek ryzu po bromelainie osiggata ICso = 0,20 mg/mL po
ultrafiltracji, a Simsek i in. (2022) odnotowali ICso = 0,06 mg/mL dla frakcji <5 kDa z
hydrolizatu biatka stonecznika (trypsyna + chymotrypsyna). Wyniki te potwierdzaja, ze
selekcja niskoczasteczkowych peptydow moze istotnie zwigksza¢ skuteczno$¢ poprzez
koncentracj¢ najbardziej aktywnych sktadnikow.

W kontekscie wdrozeniowym kluczowe znaczenie ma odniesienie opisanych
mechanizmoéw do rezultatow uzyskanych w skali przemystowej, poniewaz dopiero na tym
etapie ujawniajg si¢ realne ograniczenia i punkty krytyczne procesu. Zaobserwowany spadek
wydajnosci izolacji biatka po przeskalowaniu — najmniej dotkliwy dla rzepaku, bardziej
widoczny dla stonecznika 1 szczegdlnie dla ostropestu — jest typowym efektem przejscia z
warunkow laboratoryjnych do wigkszej objetosci. W wigkszej skali pojawiajg si¢ bowiem
zjawiska nieobecne lub marginalne w malej skali: gorsza jednorodno$¢ mieszania,
wolniejsze wyrdwnywanie pH 1 temperatury w calej objetosci, wigksze straty na etapach
separacji (sedymentacja, przywieranie do aparatury, niedoskonato$ci wirowania), a takze
wieksza wrazliwo$¢ na zmienno$¢ partii surowca (wilgotnos¢, udzial frakcji wiokniste;,
pozostatosci tluszczu). Z punktu widzenia kontroli jakosci oznacza to koniecznosé
traktowania jako krytycznych m.in. standaryzacji surowca, kontroli pH i temperatury w
czasie rzeczywistym wraz z zapewnieniem skutecznego mieszania, efektywnosci etapow
rozdzialu faz (doboér parametrow pracy urzadzen separacyjnych), kontroli czasu
przebywania mieszaniny na ectapach podwyzszonej temperatury oraz doboru metody

suszenia i warunkow termicznych.
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Umiarkowany spadek aktywnos$ci hydrolizatéw po przeskalowaniu w cze$ci
parametréw mozna uznaé za spodziewany, jesli uwzgledni si¢ roznice pomig¢dzy suszeniem
rozpytowym a liofilizacja oraz wigksza ekspozycj¢ mieszaniny na tlen i temperatur¢ na
etapach koncentracji 1 suszenia. Z jednej strony wyniki wskazuja, ze proces jest
wystarczajaco stabilny, aby zachowa¢ kierunkowo bioaktywno$¢ produktu koncowego (co
jest warunkiem koniecznym wykonalno$ci wdrozenia). Z drugiej strony ujawniaja realne
punkty strat, ktore moga by¢ ograniczane poprzez optymalizacj¢ kontroli temperatury w
reaktorze, ograniczenie ekspozycji na tlen oraz dobdr parametrow suszenia rozpytowego w
sposob redukujacy degradacje i utlenianie peptydow, a takze minimalizujacy ryzyko reakcji
Maillarda (istotne zwtaszcza w obecnos$ci cukrow). Niezaleznie od aspektéw jakosciowych,
wdrozenie wymaga takze optymalizacji ekonomicznej: dawka enzymu i czas hydrolizy
powinny by¢ dobierane nie tylko pod katem maksymalizacji aktywnosci, lecz rowniez
kosztu jednostkowego 1 wydajnosci procesu. W tym kontekscie uzasadniona byta decyzja o
redukcji zawartosci papainy z 10% (dajacej najlepsze wyniki w skali laboratoryjnej) do 5%
przy jednoczesnym wydtuzeniu czasu reakcji do 3 godzin.

Wartos¢ aplikacyjna pracy wynika z kilku elementow. Po pierwsze, wykazano
mozliwo$¢ wytworzenia hydrolizatdw o aktywnos$ci przeciwutleniajgcej i/lub inhibitorowej
wobec ACE z surowcoOw ubocznych przemystu olejarskiego, co wpisuje si¢ w zatozenia
gospodarki o obiegu zamknigtym oraz koncepcje wytwarzania produktow o wartoSci
dodanej. Po drugie, poréwnanie trzech roslinnych proteaz dowiodlo, Zze dobdr enzymu
istotnie ksztaltuje profil bioaktywnos$ci, co ma znaczenie technologiczne: ten sam surowiec
moze prowadzi¢ do roznych funkcjonalnosci w zaleznosci od enzymu 1 parametrow procesu.
Po trzecie, testy w skali przmystowej potwierdzaja realnos¢ przejsécia z laboratorium do skali
wdrozeniowej przy zachowaniu funkcjonalnosci produktu koncowego w postaci proszku,
preferowanej w wielu zastosowaniach przemystowych. Rownoczesnie nalezy jasno wskazaé
bariery implementacyjne, takie jak konieczno$¢ stabilizacji 1 powtarzalnosci procesu wobec
zmiennoS$ci surowca, ryzyko pogorszenia cech sensorycznych (zwlaszcza goryczy typowej
dla hydrolizatbw o wysokim udziale peptydéow hydrofobowych), potrzeba walidacji
bezpieczenstwa (alergenno$¢/toksycznos¢) oraz konieczno$¢ dopasowania produktu do
docelowej matrycy zywnosciowej (rozpuszczalnos¢, wptyw na teksture 1 smak). Literatura
wskazuje, ze frakcjonowanie (np. ultrafiltracja 1 pozyskanie frakcji <1 kDa) moze

jednocze$nie wzmacnia¢é wybrane aktywnosci biofunkcjonalne oraz poprawiaé profil

138



smakowy (Selamassakul i in., 2020), co stanowi realng $ciezk¢ dalszego doskonalenia
produktu w kierunku komercjalizacji.

Ograniczenia przeprowadzonych badan nalezy rozpatrywac na kilku poziomach. Po
pierwsze, stopien hydrolizy oznaczano metoda posrednig opartg na frakcji rozpuszczalnej w
TCA i pomiarze absorbancji przy 280 nm, co jest uzyteczne porownawczo, lecz obarczone
ograniczeniami: metoda nie rozr6znia oligopeptydéw od wolnych aminokwaséw, zalezy od
udziatu reszt aromatycznych absorbujacych przy 280 nm oraz moze pomijaé cz¢s¢ bardzo
matych fragmentow badz by¢ podatna na wplyw substancji towarzyszacych. W
konsekwencji DH nalezy interpretowac jako wskaznik wzglgedny, a nie absolutng miarg
liczby przecigtych wigzan peptydowych. Po drugie, aktywnos$¢ hydrolizatéw oceniano na
poziomie testow chemicznych/in vitro (DPPH, ABTS, FRAP) oraz testu enzymatycznego
ACE w warunkach modelowych; podejscie to jest standardowe na etapie badan
rozwojowych, lecz nie uwzglednia biodostepnosci, stabilnosci peptydow w przewodzie
pokarmowym, transportu przez nabtonek jelitowy ani metabolizmu, a zatem aktywno$¢
invivo moze rozni¢ si¢ od aktywnosci in vitro. Po trzecie, praca nie obejmowata
identyfikacji sekwencji peptydéw (np. LC-MS/MS) ani frakcjonowania hydrolizatéw na
klasy mas czasteczkowych, przez co interpretacja mechanistyczna musi opiera¢ si¢ na
przestankach wynikajacych z wlasciwosci enzymow i profili aktywnosci, a nie na
przypisaniu konkretnych sekwencji do konkretnych efektow. Po czwarte, brak oceny
alergennosci 1 toksyczno$ci ogranicza mozliwo$¢ bezposredniego wnioskowania o
zastosowaniach spozywczych bez dodatkowych etapow walidacji, zwtaszcza ze surowce
olejarskie moga zawierac¢ biatka potencjalnie alergenne (np. napiny rzepaku), a hydroliza nie
zawsze eliminuje epitopy immunoreaktywne.

Pomimo wskazanych ograniczen uzyskane dane ukladaja si¢ w spojny obraz. Kazdy
z trzech makuchow moze stanowi¢ zrddto hydrolizatow bioaktywnych, a profil aktywnos$ci
zalezy od enzymu oraz parametréOw hydrolizy. Predykcje in silico sg uzyteczne na etapie
selekcji strategii, jednak wymagaja walidacji 1 interpretacji uwzgledniajacej realia
procesowe. Nie nalezy oczekiwaé prostych korelacji pomigdzy DH, aktywnoS$cia
przeciwutleniajacg i hamowaniem ACE, poniewaz parametry te odnosza si¢ do odmiennych
mechanizmow. Wykonane przeskalowanie potwierdza wykonalno$¢ procesu, ale
jednoczes$nie ujawnia krytyczne punkty (wydajno$¢ izolacji, kontrola parametrow procesu
oraz wptyw suszenia i ekspozycji na tlen oraz temperature), ktore wspotdecyduja o jakosci

produktu koncowego. Jako perspektywy dalszych prac nalezy wskaza¢ przede wszystkim
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identyfikacje sekwencji peptydéw odpowiedzialnych za obserwowane aktywnosci, z
wykorzystaniem  peptydomiki LC-MS/MS. Istotnym kierunkiem jest roéwniez
frakcjonowanie hydrolizatow (np. metodg ultrafiltracji) w celu wzbogacenia frakcji o
najwyzszej aktywnoS$ci oraz korzystniejszym profilu sensorycznym. Kolejny etap powinny
stanowi¢ badania stabilno$ci w warunkach symulowanego trawienia (in vitro digestion) oraz
w modelach komorkowych, a nastgpnie walidacja in vivo i ocena bezpieczenstwa
(alergenno$é/toksycznosc) przed docelowym zastosowaniem w produktach spozywczych.
Réwnolegle uzasadnione jest prowadzenie prac nad optymalizacja krytycznych punktow
technologicznych w skali przemyslowej (pH, temperatura, mieszanie, kontrola tlenu,
parametry suszenia), aby ograniczy¢ obserwowane straty wydajnosci i aktywno$ci oraz

zwigkszy¢ powtarzalno$¢ produktu.
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8. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan obejmujgcych analizy in silico, badania
doswiadczalne w skali laboratoryjnej oraz weryfikacje procesu w skali przemystowej

sformutowano nastepujace wnioski:

Whioski naukowe

1. Wykazano, ze biatka pochodzace z makuchow rzepaku, stonecznika oraz ostropestu
plamistego stanowig wartosciowe zroédto sekwencji peptydowych o potencjale
bioaktywnym, w szczegdlnosci o wlasciwosciach antyoksydacyjnych oraz inhibitorowych

wobec enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE).

2. Analizy in silico potwierdzily obecno$¢ licznych sekwencji peptydowych o potencjale
bioaktywnym w strukturze biatek badanych surowcow, jednak uzyskane predykcje tylko
czesciowo korelowaty z wynikami uzyskanymi w warunkach do§wiadczalnych, co wskazuje
na ograniczong zdolno$¢ modeli bioinformatycznych do przewidywania rzeczywistej

aktywnosci biologicznej hydrolizatow.

3.Wykazano istotny wptyw rodzaju zastosowanego enzymu proteolitycznego na stopien
hydrolizy oraz profil bioaktywnosci otrzymanych hydrolizatow, przy czym papaina
charakteryzowata si¢ najwyzsza efektywnoscia w generowaniu peptydéw o aktywnosci

antyoksydacyjnej i hipotensyjne;j.

4.Stwierdzono, ze stopien hydrolizy nie pozostaje w prostym zwiazku liniowym z
aktywno$cig biologiczng hydrolizatow, co potwierdza kluczowa rolg sktadu sekwencyjnego

1 dtugosci peptydow, a nie wytgcznie intensywnosci procesu proteolizy.
5.Wykazano zréznicowane profile aktywnos$ci bioaktywnej hydrolizatdow ocenianych za

pomocg testow DPPH, ABTS i1 ACE, co potwierdza, Zze poszczegdlne metody analityczne

odzwierciedlajg odmienne mechanizmy dziatania peptydow bioaktywnych.
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Whioski technologiczne

6.0Opracowano powtarzalny i skalowalny proces technologiczny obejmujacy ekstrakcje
biatek z makuchow oleistych, ich enzymatyczng hydrolize oraz stabilizacj¢ produktu

koncowego, mozliwy do realizacji w warunkach przemystowych.

7.Wykazano, ze kluczowymi parametrami determinujgcymi efektywno$¢ procesu sg: pH i
temperatura ekstrakcji, rodzaj i dawka enzymu proteolitycznego, czas hydrolizy oraz
warunki dezaktywacji enzymu, ktérych wiasciwa kontrola umozliwia uzyskanie

hydrolizatow o pozadanych wiasciwosciach funkcjonalnych.

8.Potwierdzono, ze proces hydrolizy enzymatycznej prowadzony w skali przemystowej
pozwala na uzyskanie hydrolizatow o porownywalnym profilu bioaktywnosci do produktow
otrzymywanych w skali laboratoryjnej, co §wiadczy o stabilno$ci i reprodukowalnos$ci

opracowanej technologii.
9.Zidentyfikowano etapy procesu szczegdlnie wrazliwe technologicznie, w tym regulacje
pH, kontrole temperatury hydrolizy oraz etap zatgzania i suszenia, ktére wymagajg $cistego

nadzoru w warunkach produkcyjnych.

Whioski aplikacyine 1 wdrozeniowe

10.0Opracowana technologia umozliwia efektywne zagospodarowanie ubocznych produktow
przemystu olejarskiego, wpisujac si¢ w zatozenia gospodarki o obiegu zamknigtym oraz

zrdwnowazonego rozwoju.

11.Uzyskane hydrolizaty bialkowe wykazuja potencjat do zastosowania jako sktadniki
funkcjonalne w produktach spozywczych, suplementach diety oraz zywno$ci o

deklarowanych wtasciwosciach prozdrowotnych.

12.Najwigkszy potencjat aplikacyjny wykazuja hydrolizaty otrzymane z wykorzystaniem
papainy, charakteryzujace si¢ korzystnym potaczeniem aktywno$ci biologicznej oraz

stabilno$ci procesu technologicznego.
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13.Przeprowadzone badania stanowig solidng podstawe do dalszych prac wdrozeniowych,
obejmujgcych ocene biodostepnosci peptydow, ich stabilnosci w warunkach przewodu

pokarmowego oraz bezpieczenstwa stosowania w produktach zywnosciowych.
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Abstract: Oilseed-derived proteins have emerged as an excellent alternative to animal sources for
the production of bioactive peptides. The bioactivities exhibited by peptides derived from plant
proteins encompass a wide range of health-promoting and disease-preventing effects. Peptides
demonstrate potential capabilities in managing diseases associated with free radicals and regulating
blood pressure. They can also exhibit properties that lower blood sugar levels and modify immune
responses. In addition to their bioactivities, plant-derived bioactive peptides also possess various
functional properties that contribute to their versatility. An illustration of this potential can be the
ability of peptides to significantly improve food preservation and reduce lipid content. Consequently,
plant-derived bioactive peptides hold great promise as ingredients to develop functional products.
This comprehensive review aims to provide an overview of the research progress made in the
elucidation of the biological activities and functional properties of oilseed-derived proteins. The
ultimate objective is to enhance the understanding of plant-derived bioactive peptides and provide
valuable insights for further research and use in the food and medicine industries.

Keywords: oilseed; bioactive peptide; functional food; protein hydrolysate

1. Introduction

The global food market is undergoing a dynamic transformation as a result of accel-
erating climate change, the depletion of natural resources, and the growing population.
Currently, the main trends observed in the food industry place emphasis on products
known as superfoods, sustainable food production, and plant-based foods. Consumers are
increasingly looking for products that are safe and natural and are produced using environ-
mentally friendly technologies [1]. This has contributed to the growing interest of the social
and scientific community in functional foods, defined as processed or natural foods that,
when consumed regularly, show documented positive effects on the human body in addi-
tion to the nutritional effects of the nutrients contained therein that are considered essential.
The action of functional foods is to improve health and reduce the risk of certain diseases,
i.e., cancer, type 2 diabetes, stroke, and cardiovascular disease (CVD) [2]. To achieve this
goal, bioactive compounds with, e.g., antimicrobial, antioxidant, or immunomodulatory
effects which would constitute functional foods, in combination with conventional food
products, are being sought [1]. Research carried out in recent years indicates that protein
hydrolysates have great potential in this aspect [3].

Protein hydrolysates are defined as a complex mixture of oligopeptides, peptides, and
free amino acids which are formed by partial or complete hydrolysis. In turn, bioactive
peptides (BPs) are characterized as a group of organic compounds possessing numerous
health-promoting properties such as antioxidant [4], immunomodulatory, antihypertensive,
antimicrobial [5], and hypoglycaemic [6] effects as well as cholesterol-lowering [7] or
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anti-cancer activity [8]. The bioactive potency of these compounds depends not only on
the composition and sequence of amino acid residues but also on their hydrophobicity
and charge [3,9]. These compounds can be obtained by digestion in the gastrointestinal
tract, fermentation, enzymatic hydrolysis, or in vitro chemical reactions [10]. Protein
hydrolysates are obtained from a variety of animal, fungal, or plant sources [11-14]. Given
the growing focus on plant-based foods, the use of protein hydrolysates extracted from
oilseeds has received considerable interest [15].

Oilseed crops are used in the food industry, e.g., for the production of margarine,
confectionery products, or unrefined edible oils [16]. The most commonly cultivated oilseed
crops include rapeseed/canola (Brassica napus L.), sunflower (Helianthus annuus L.), soy
(Glycine max L.), olive (Olea europaea L.), and peanut (Arachis hypogaea L.). Their seeds
are rich in unsaturated fatty acids, sterols, fiber, proteins, and biopeptides, making them
excellent functional ingredients [15]. The effects of oils on human health are invaluable.
They not only ensure the absorption of fat-soluble vitamins but also support the efficient
operation of the endocrine and neurotransmission systems [16]. The production of cold-
pressed oil yields a fiber- and protein-rich by-product called cake, which is increasingly
being used as an ingredient in the production of fortified foods. The search for new sources
of plant-derived protein hydrolysates for use in food is crucial given the ethically and
environmentally justified need to reduce the consumption of meat products, which are the
primary source of protein in conventional diets [17].

Hence, in the present work, we focus on different protein hydrolysates with docu-
mented health-promoting properties derived from different types of oilseed proteins and
their potential use in functional foods. Our aim was to compile recent developments in this
field and to identify key steps in the production of foods enriched with protein hydrolysates
derived from oilseed plants.

2. Biological Activity of Oilseed-Derived Bioactive Peptides

Dietary proteins, including oilseed proteins, are a source of not only valuable amino
acids but also bioactive peptides. Biologically active peptides are fragments of the amino
acid sequence of food proteins that become active when released. They are usually released
during digestion, fermentation (due to the proteolytic activity of microorganisms), or
in vitro enzymatic processes and can then have an impact on human health (Figure 1).
Various factors such as the protein type and source, protein pre-treatment, enzyme type, and
proteolysis conditions can alter the functionality of hydrolysates and bioactive peptides [18].
Table 1 shows a list of findings of sources of oilseed-derived peptides along with their
bioactive properties.
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Table 1. Peptides from oilseed plants and their bioactivity.

Source Peptide Sequence Bioactive Properties References

Black pumpkin PQRGEGGRAGNLLREEQEI antimicrobial [19]
Chia - ACE inhibitor [20]
Flaxseed - antioxidant [21]

Flaxseed - ACE inhibitor [22,23]
Flaxseed - immunomodulatory [24]
Hemp WVYY, PSLPA antioxidant [25]
Hemp GVLY, IEE, LGV, RVR ACE inhibitor [26]
Rapeseed/Canola - antioxidant [27]
Rapeseed/canola FQW, FRW, CPF ACE inhibitor [28]
Rapeseed/canola GHS, RALP, LY ACE inhibitor [29]
Rapeseed/canola EFLELL hypolipidemic [30]
Sesame SYPTECRMR antioxidant [31]

Soybean - antioxidant [32,33]
Soybean VLIVP ACE inhibitor [34]
Soybean VHVV ACE inhibitor [35]
Soybean - antimicrobial [36]

PGTAVFK, . .
Soybean IKAFKEATKVDKVVVLWTA antimicrobial [37]
Soybean LPYP, IAVPTGVA, IAVPGEVA hypocholesterolemic [38]
Soybean zzzggggggﬁ’ hypocholesterolemic [39]
Soybean - immunomodulatory [40]
Sunflower YFVP, SGRDP, MVWGP, ) anti-inflammatory, [41]
TGSYTEGWS immunomodulatory

2.1. Antioxidant Activity

Free radicals are one of the etiological factors of many so-called ‘diseases of civilisa-
tion’, including cardiovascular disease, diabetes, cancer, diabetes, or rheumatic diseases.
For this reason, synthetic antioxidants are used to protect the damaging effects of free
radicals in the body [27]. However, studies have shown that synthetic antioxidants can
be toxic and dangerous for human health [21]. Therefore, natural antioxidants exhibiting
antioxidant potential with little to no side effects have been extracted from various mate-
rials. Numerous scientific studies have highlighted the antioxidant properties of protein
hydrolysates derived from diverse sources [10]. Free radicals or reactive oxygen species
(ROS) can interact with amino acids. However, aromatic amino acids (tyrosine, pheny-
lalanine, and tryptophan), imidazole-containing amino acids (histidine), and nucleophilic
sulfur-containing amino acids (methionine and cysteine) have demonstrated the highest
reactivity [42]. In a study conducted by Zhang et al. [32], it was shown that a soy protein
hydrolysate had the ability to scavenge the free radicals DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl-hydrate) (IC50 = 4.22 mg/mL) and ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonate)) (IC50 = 2.93). Furthermore, the study showed that the soy protein hydrolysate
inhibited the production of intracellular reactive oxygen species (ROS) in Caco-2 cells.
Also, Yu et al. [33] investigated the antioxidant activity of four soybean meal peptide
fractions (PF1: >5 kDa; PF2: 3-5 kDa; PF3: 1-3 kDa; PF4: <1 kDa). The authors demon-
strated that the 1-3 kDa peptides exhibited the highest antioxidant activity. In their study,
Lu et al. [31] identified seven novel antioxidant peptides derived from sesame protein hy-
drolysates, with SYPTECRMR, whose IC50 values for DPPH and ABTS were 0.105 mg/mL
and 0.004 mg/mL, respectively, showing the highest antioxidant activity. Furthermore, the
authors concluded that the presence of Cys6, Met8, the bulky C-terminal amino acid residue
(Arg9), and the negatively charged group around sulfur-containing amino acids were re-
sponsible for the antioxidant activity of SYPTECRMR. The rapeseed peptides obtained by
fermentation showed high free radical scavenging activity, reducing dpower and inhibition
of lipid peroxidation, but present low iron ion chelating activity [27]. In a study conducted
by Kamarac¢ et al. [21], the antioxidant activity of flaxseed protein hydrolysates derived from
five different enzymes was evaluated. The results showed that there was a slight variation
in antioxidant activity among the hydrolysates, with the FRAP (ferric reducing antioxidant
power) values ranging from 0.20 to 0.24 mmol Fe?* /g and the ABTS scavenging activity
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ranging from 0.17 to 0.22 mmol Trolox/g. In research undertaken by Girgih et al. [25], they
subjected a hemp protein isolate to hydrolysis by using the enzymes pepsin and pancreatin,
resulting in the generation of bioactive peptides. The authors proceeded to identify the
sequences for 23 peptides within the hydrolysate. Further examination through in vitro and
in vivo testing revealed the enhanced antioxidant characteristics of two peptides, WVYY
and PSLPA.

2.2. ACE Inhibitor Activity

Inhibition of the angiotensin I-converting enzyme (ACE; EC 3.4.15.1) by certain food
peptides contributes to lowering blood pressure in hypertensive patients. Peptides with
ACE-inhibiting activity used as dietary components may support hypertension therapy [43].
As indicated in the literature, the inhibitory activity of peptides against ACE is closely
related to their structure. The chain length, composition, and amino acid sequences are
crucial [44]. ACE-inhibitory peptides are generally short-chain peptides consisting of
specific amino acid residues at the N and/or C terminus. The presence of aromatic (pheny-
lalanine, tryptophan or tyrosine, proline), hydrophobic (leucine, isoleucine, and valine),
and basic (arginine and lysine) amino acids at the C terminus has been found to have a
strong effect on ACE binding [45]. Available research highlights the possibility of using
protein hydrolysates derived from oilseeds as ACE inhibitors. In a study conducted by
Puchalska et al. [34], the soy peptide VLIVP isolated from soy protein hydrolysates by
protease P showed higher ACE inhibitory activity than the well-studied IPP and VPP
peptides from milk. Tsai et al. [35] conducted a study into the potential mechanism of a
bioactive peptide from soybean, (VHVYV), through an in silico model and spontaneously
hypertensive rat experiments. Their docking study revealed that the VHVV peptide from
soybean possesses the ability to connect with the ACE active site, thereby inhibiting its
activation. Segura-Campos et al. [20], who obtained bioactive peptides from chia proteins
by controlled protein hydrolysis using the Alcalase-Flavourzyme sequencing system, ob-
tained results indicating that amino acid hydrophobic residues contributed significantly
to the ACE-I inhibitory potency of the chia peptide, probably by blocking angiotensin
II production. The inhibitory activity ranged from 48.41% to 62.58% in the purified frac-
tions, but the fraction with a molecular weight of 1.5-2.5 kDa showed the greatest inhibi-
tion potential (IC50 = 3.97 pg/mL; elution volume 427-455 mL). Research conducted by
Marambe et al. [22] revealed that potent angiotensin-converting enzyme inhibitory activi-
ties were exhibited by flaxseed proteins when hydrolyzed with Flavourzyme, as indicated
by IC50 values of 0.07 mg/mL. Subsequent investigations by Nwachukwu et al. [23] signal
that this flaxseed protein hydrolysate displayed marked inhibition on the function of the
angiotensin I-converting enzyme, while concurrently demonstrating a minimal suppressive
impact on renin secretion in hypertensive rat models. Orio et al. [26] subjected a hemp
seed protein isolate to intensive chemical hydrolysis, and then the purified fractions were
tested as angiotensin-converting enzyme inhibitors. The authors identified four potentially
bioactive peptides, GVLY, IEE, LGV, and RVR. The IC50 values for these peptides were
determined in the range of 16-526 uM, confirming that hemp seed may be a valuable source
of hypotensive peptides. A study conducted by Duan et al. [28] aimed to evaluate bioactive
peptides in rapeseed protein and identify novel angiotensin I-converting enzyme inhibitory
peptides using bioinformatics methods. The authors identified the novel peptides FQW,
FRW, and CPF, which exerted potent inhibitory effects on ACE in vitro with IC50 values of
44.84 £ 1.48 uM, 46.30 & 1.39 uM, and 131.35 + 3.87 uM, respectively. He et al. [29] discov-
ered that the ACE inhibitory peptides GHS, RALP, and LY, derived from canola protein,
exhibited considerable inhibitory effects on nitric oxide secretion and proinflammatory
cytokines. Additionally, these peptides ameliorated cell damage instigated by oxidative
stress in spontaneously hypertensive rats.
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2.3. Antimicrobial Activity

Given the rising resistance of microbes to synthetic antibiotics, there is a need to ex-
plore new bioactives or extracts as natural and safer alternative antimicrobial agents to treat
microbial infections [46]. Antimicrobial peptides consist of up to 50 amino acid residues.
In natural conditions, these usually cationic peptides contain hydrophobic amino acids
and exhibit a broad spectrum of activity against bacteria, viruses, and fungi [47]. Despite
intensive research, their mechanism of action is not fully understood. The most important
effects of these peptides include changes in cell membrane permeability, destabilization
of membrane lipid structure, binding to lipopolysaccharide, inhibition of DNA replica-
tion, inhibition of protein expression, and release of ATP, thus leading to cell lysis [48].
Bioactive peptides derived from oilseeds were also tested for antimicrobial activity [46].
Volatile oils from different Nigella sativa samples were examined for their effectiveness
against several bacterial isolates. A clear zone of inhibition of growth was observed in
the case of Staphylococcus aureus, the development of which was associated with the two
important bioactive ingredients of N. sativa—thymoquinone and melanin [49]. In another
study, the antifungal activity of methanolic, aqueous, and chloroform extracts of N. sativa
was compared. The methanolic extracts were found to have the strongest effect against
several strains of Candida albicans, followed by the chloroform extracts, while the aqueous
extracts did not exhibit antifungal activity [50]. Also, certain proteins and peptides isolated
directly from Cucurbitaceae seeds showed antifungal and antimicrobial properties [51].
For example, a peptide (PORGEGGRAGNLLREEQEI) with a molecular weight of 8 kDa
isolated from black pumpkin seeds inhibited mycelial growth in the fungi Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum, and Mycosphaerella oxysporum [19]. Freitas et al. [36] isolated twelve
bioactive peptides from soybean meal protein that inhibited the growth of food-borne
pathogenic bacteria. In addition, the authors showed that the isolated peptides were not
toxic to mouse fibroblast and bone marrow cells. Liu et al. [52] reported antimicrobial
activity of cyclinopeptides present in flaxseed oil. The authors demonstrated the antibacte-
rial activity of 1-Mso-cyclolinopeptides B and 1-Mso, 3-Mso-cyclolinopeptides F against
Listeria monocytogenes. The research of Dhayakaran et al. [37] provided evidence that the
soy peptides PGTAVFK and IKAFKEATKVDKVVVLWTA exhibit antimicrobial properties
against P. aeruginosa and L. monocytogenes.

2.4. Hypolipidaemic Activity

Hyperlipidemia is a prevalent metabolic disorder characterized by elevated levels of
lipids in the bloodstream,; it is associated with an increased risk of cardiovascular diseases
such as myocardial infarction and atherosclerosis [30]. Available scientific research indicates
that bioactive peptides contained in oilseeds have the potential to lower blood cholesterol
levels [38,39]. Using gel filtration chromatography—mass spectrometry, Yang et al. [30]
identified rapeseed peptides with the amino acid sequence EFLELL which exhibited good
hypolipidaemic activity. The study evaluated the IC50 values of the EFLELL peptides,
which were 0.1973 + 0.05 mM (sodium taurocholate), 0.375 4+ 0.03 mM (sodium cholate),
and 0.203 £ 0.06 mM (glycine sodium cholate). The hypolipidaemic activity of the EFLELL
peptides was further investigated using cell lines, and the results indicated a significant
decrease in total cholesterol (T-CHO), triglycerides (TG), and low-density lipoprotein choles-
terol (LDL-C) under the influence of the rapeseed peptides. Aiello et al. [38] determined the
presence of three peptides, LPYP, IAVPTGVA, and IAVPGEVA, derived from soy protein,
which demonstrated hypocholesterolemic capabilities. These peptides have the ability to
inhibit the functions of a key enzyme (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reduc-
tase, HMG-CoA reductase) implicated in the biosynthesis of cholesterol and, furthermore,
modulate cholesterol metabolism in HepG2 cells. Similarly, Lammi et al. [39] discovered
two other hypocholesterolemic peptides—YVVNPDNDEN and YVVNPDNNEN—also
produced from soy BCG. These peptides additionally regulate cholesterol through the
same method.
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2.5. Immunomodulatory Activities

While the immune-modulating activities of dairy protein peptides are well known, sim-
ilar peptides derived from plant proteins through enzymatic hydrolysis have only recently
become more available [41]. Velliquette et al. [41] investigated the anti-inflammatory and
immunomodulatory properties of a sunflower protein hydrolysate. The authors identified
four novel peptides, YFVP, SGRDP, MVWGP, and TGSYTEGWS, which inhibited IL-1(3-
mediated NF-«kB activation. The MVWGP peptide showed the strongest immunomodula-
tory effect, which may be related to the presence of methionine residues. Wen et al. [40]
used Alcalase® and neutrase to produce bioactive peptides from soy protein isolates. The
researchers identified eighty-five peptide sequences, eighty-four of which could be in-
volved in immunomodulatory properties. These specific peptides were found to have a role
in adjusting the activities of cytokines such as TNF-« and IL-6. Additionally, they could
also facilitate the propagation of macrophages and augment the concentration of nitric
oxide, an immune response mediator. Udenigwe et al. [24] used the enzymes pepsin, ficin,
and papain to digest flaxseed proteins. The fraction of peptides with a molecular weight
below 1 kDa was separated. These peptides demonstrated notable suppression effects on
the nitric oxide production instigated by lipopolysaccharides in RAW 264.7 macrophages,
with no observable cytotoxicity.

3. Use of Oilseed-Derived Protein Hydrolysates as Functional Foods

In recent years, there has been a significant increase in consumer interest in food
products with functional properties [53]. Due to the extensive effects of bioactive peptides
derived from oilseeds, they are more often analyzed for use in functional foods. In addition,
the use of cakes in food, which are a by-product of oil production, as an alternative source
of protein may ensure the management of waste from the food industry [15]. Moreover,
products enriched with proteins of plant origin are good alternatives for vegans and people
with dairy allergies [54]. Protein hydrolysates can be used in the production of protein-rich
foods, i.e., protein drinks, protein-rich pasta, powdered drinks, infant and weaning foods,
bars, or meat substitutes (Figure 2) [55-59].
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Figure 2. Potential use of oilseed protein hydrolysates in functional food.

Oilseed proteins and peptides are generating considerable interest in the functional
food industry due to their robust bioactive properties, including antioxidant, antihyper-
tensive, and neuroprotective activities [15]. They also provide a balanced profile of amino
acids that are ideal in diverse sectors, ranging from baking to the meat industry [60,61].
A notable advantage of many oilseeds is their low allergenicity or even non-allergenic
properties, making them valuable in the development of functional food products [15].
Particular emphasis must be placed on the profound usage potential of bioactive peptides
and protein hydrolysates as natural food preservatives, given their antimicrobial and an-
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tioxidant properties [14]. The research conducted by Ospina-Quiroga [55] underscored the
pivotal function of hydrolysates derived from oilseed plants as potent antioxidants in food
emulsions. Hydrolysates derived from sunflower, rapeseed, and lupin were recognized
as efficacious emulsifying agents. These significantly inhibited lipid oxidation, which is
a primary factor influencing food quality and longevity [55]. Further, earlier research
by Zhang et al. [56] emphasized the role of soy protein hydrolysates in reducing lipid
peroxidation. It was observed that the incorporation of bioactive peptides derived from
three different fractions of soy protein hydrolysates, which were prepared using microbial
proteases, resulted in a noteworthy decrease in lipid peroxidation in ground beef samples.
The study conducted by Lee et al. [61] underscores the role of soy hydrolysates as potential
antioxidants in the production of specific food products such as pork patties. Research con-
ducted by Hou et al. [57] identified that glycinin basic polypeptides derived from soybean
exhibit potent antifungal properties. These polypeptides demonstrated the capability to
effectively hinder mycelial growth and spore germination, achieved through the disruption
of fungal plasma membranes via the ergosterol synthesis interference. This suggests their
potential use in food preservation, improving the sensory qualities of wet noodles. In a
similar vein, another study from Ning et al. [62] discovered the role that soy peptides play
in enhancing the texture of Scomberomorus niphonius surimi (Japanese Spanish Mackerel)
and significantly diminishing microbial growth to extend the product’s shelf life. These
findings, thus, underline the potential that soybean-derived peptides offer as bioactive food
additives, particularly in the context of starchy food items and surimi products. In their
research, Segura-Campos et al. [63] found that incorporating chia protein hydrolysates
into items like white bread and carrot cream was associated with a marked enhancement
in ACE inhibitory activity, compared to the unmodified food. Such findings indicate the
implications of chia protein hydrolysates in the development of functional food, mainly
due to its apparent utility in controlling high blood pressure. Recent investigations have
also highlighted the promising applications of hydrolysates, derived from oilseed plants,
in the functional beverage industry. Sarker [53] described the implementation of sesame
peptides in the development of beverages designed to serve as anti-hypertensive agents.
According to Fan [54], there have been various efforts to create functional drinks containing
soybean peptides in order to enhance their stability. As a case in point, a novel health drink
was developed by Zhang et al. [64] by infusing soybean peptide and selenium-rich yeast
into the beverage composition. In the study conducted by Puchalska et al. [58], it was
indicated that infant formulas based on soybean peptides were interesting alternatives to
cow’s milk infant formula. In addition, these peptides were also reported to possess high
stability in thermal and acid treatment, good emulsifying properties, and low viscosity.
Beyond the bioactive properties of hydrolysates, hydrolysis also instigates structural
adjustments in proteins which improve their solubility, surface active properties, hydra-
tion and gelling potential, and overall functionality [17]. The research conducted by
Chen et al. [65] illustrated that ice cream’s interfacial and viscoelastic properties can be
notably improved via the utilization of soy protein hydrolysates obtained using papain
and pepsin enzymes. This enhancement results in superior emulsion stability and deceler-
ates the melting rate, thus outperforming the use of skimmed milk powder in ice cream
production. Another study concerned with using hydrolysates in ice cream was conducted
by the Liu et al. [66]. It was found that soy protein hydrolysates, combined with xanthan
gum, were effective as substitutes for fat in low-fat ice cream. The investigators resorted
to a combined methodology of enzymatic hydrolysis and thermal-shearing treatment to
procure the desired properties. The potential of canola protein hydrolysates in the sector
of meat products has been highlighted by Karami and Akbariadergani [67]. Their study
showed that canola protein hydrolysates improve the cooking yield, owing to their water-
holding capacity. Moreover, Aluko and McIntosh [68] demonstrated that canola protein
hydrolysates, having a hydrolysis degree (DH) between 7% and 14%, managed to effec-
tively substitute between 20% and 50% of the egg content in various mayonnaise recipes.
Additionally, research by Guo et al. [69] shed light on the implicative usage of enzymatic



Foods 2023, 12, 3861

8of 12

hydrolysates extracted from canola proteins in the production of meat-flavored seasonings.
They suggested that the creation of ingredients that mimic the aroma of cooked meat could
be achieved by conducting the process at lower temperatures and pH values. Conversely,
the scent of roasted meat could be achieved by implementing higher temperatures. This
showcases the versatility of bioactive hydrolysates from oilseed plants in modifying food
flavor profiles.

Hydrolysates of proteins can be incorporated into food products to enhance their nutri-
tional profile. In a work conducted by Guo et al. [70], soy protein hydrolysates were used to
fortify wheat flour, resulting in a marked reduction in gluten content and an improvement
in the nutritional value of noodle dough. This, in turn, magnified the quality and nutritional
attributes of the noodles. Similarly, the research executed by Schmiele et al. [60] exhibited
the application of soy protein hydrolysates in bread and bakery products. This additive
led to increased firmness while concurrently improving the nutrition level of these bakery
products. Pap et al. [71] conducted a study investigating the enzymatic hydrolysis of hemp
seed cake, which resulted in two fractions: sediment and liquid. The sediment, possessing
the bulk of the major components, exhibited a promising potential for use in solid food
formulations, such as breads, crispbread, or crackers. Conversely, the liquid facet, boasting
high solubility, showcased its appropriateness for assimilation into drinks and liquid foods,
thereby amplifying their nutritional worth.

Lots of examples exist where processed oilseed cake has been used in food.
Lopusiewicz et al. [59] used flaxseed cake to produce new fermented beverages such as
kefir. The authors obtained results confirming that lactic acid bacteria and yeast were able
to grow well in flaxseed cake without any supplementation, and their viability exceeded
the recommended level for kefir products. Therefore, beverages can be used as a new
non-dairy agent to support beneficial microflora. Research was also conducted on the use
of oil cake in the production of bakery products such as bread [72] or biscuits [73]. In order
to produce enriched bread, the authors replaced part of the wheat flour with oil and walnut
cake (1%, 3%, 5%). Bread containing the highest addition of cake was characterized by the
highest hardness as well as the highest antioxidant activity.

Plant-derived proteins applied in the food industry can also be used in the production
of food packaging materials [74]. Tkaczewska [75] indicated that some protein hydrolysates
that have antimicrobial and antioxidant activities can be used as natural food preservatives.
In addition, these peptides can be used as active ingredients in packaging materials such
as coatings and edible films. Suput et al. [76], who investigated the possibility of using
sunflower oil cake for the production of biopolymer films, obtained smooth and flexible
dark brown-green films. Another study demonstrated the potential of rapeseed peptides to
be used as a carrier for 3-carotene encapsulation [77].

4. Summary

The increased consumer awareness of a healthy diet has led to the rapid development
of products known as functional foods in the global food market [1]. New solutions are
being sought to provide suitable nutrients to the diet and to benefit human health. An
additional challenge is to satisfy the expectations of consumer groups with specific needs,
such as vegans, vegetarians, or people with food intolerances. Oilseeds are a valuable
source of not only nutrients but also bioactive peptides, offering potential health benefits.
These peptides show promising applications in mitigating diseases related to free radicals
and in controlling blood pressure. Furthermore, their potentials in food preservation and
the reduction in lipid levels have also been noted. Studies have revealed the antioxidant
properties of protein hydrolysates from numerous oilseed sources. Their importance in
maintaining cardiovascular health, through inhibiting the angiotensin I-converting enzyme
(ACE), has also been highlighted. Moreover, peptides derived from oilseeds have shown
an antimicrobial effect and also hypolipidemic ability. Due to their numerous properties,
oilseed-derived peptides and protein hydrolysates have been incorporated in various
food products like functional beverages, bakery products, and meat and dairy substitutes,
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enhancing their nutritional profile and quality. They also have potential applications in the
food packaging industry. This review highlights the importance of research into bioactive
peptides derived from oilseeds as they offer potential health benefits and possible use in
the food industry.
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Abstract

Rapeseed meal, a byproduct of oil extraction, is increasingly recognised as a valuable source
of plant protein and health-promoting peptides. This study aimed to identify key proteins
in cold-pressed rapeseed meal and assess their potential to release bioactive peptides
through in silico hydrolysis using plant-derived proteases, namely papain, bromelain, and
ficin. Proteomic profiling via two-dimensional electrophoresis and MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry revealed cruciferin as the dominant protein, along with other metabolic and
defence-related proteins. In silico digestion of these sequences using the BIOPEP database
generated thousands of peptide fragments, of which over 50% were predicted to exhibit
bioactivities, including ACE and DPP-IV inhibition, as well as antioxidant, neuroprotective,
and anticancer effects. Among the evaluated enzymes, bromelain exhibited the highest
efficacy, yielding the greatest quantity and diversity of bioactive peptides. Notably, peptides
with antihypertensive and antidiabetic properties were consistently identified across all
of the protein and enzyme variants. Although certain rare functions, such as anticancer
and antibacterial activities, were observed only in specific hydrolysates, their presence
underscores the broader functional potential of peptides derived from rapeseed. These
findings highlight the potential of rapeseed meal as a sustainable source of functional
ingredients while emphasising the necessity for experimental validation to confirm the
predicted bioactivities.

Keywords: rapeseed protein; peptide biological activity; in silico digestion

1. Introduction

Rapeseed (Brassica napus L., family Brassicaceae) is the second most extensively
cultivated oilseed crop globally, following soybean, with an estimated production of
85.1 million tons in 2024 /25 [1]. It is predominantly cultivated for its oil-rich seeds, which
are integral to major industries, such as edible oil, food processing, and biodiesel produc-
tion [2]. The European Union alone contributes approximately one-quarter of the global
rapeseed production (16.86 million tons) [1], with Poland, France, and Germany being
leading producers [2,3]. The process of extracting oil from rapeseeds results in rapeseed
meal, a protein-rich co-product that constitutes nearly half of the seed’s mass (its typical
composition includes approximately 40-50% oil, 15-30% protein, 20-30% fibre, and 5-10%
moisture) [4]. Traditionally, rapeseed meal has been utilised as animal feed or fertiliser;
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however, there is increasing interest in valorising this abundant resource for food and
nutraceutical applications. Rapeseed meal contains approximately 35-40% protein and
has a well-balanced amino acid composition, rendering it a promising plant-based protein
source for human nutrition [2,5]. Advances in plant breeding—particularly the develop-
ment of low-glucosinolate “canola” varieties—and processing have significantly reduced
the anti-nutritional factors that previously limited the use of rapeseed proteins in food [5].
Oils extracted from rapeseed varieties are characterised by low glucosinolate (<30 umol/g)
and erucic acid (<2%) levels in the seeds (i.e., “double-zero’ rapeseed) [6]. Consequently,
scientific research has intensified efforts to incorporate rapeseed meal or its protein isolates
into food products and recover high-value compounds from this co-product [7,8]. This
reflects a broader trend in sustainable food systems, wherein oilseed byproducts are increas-
ingly regarded as valuable sources of novel protein ingredients and functional components,
rather than low-value waste.

One promising approach to rapeseed meal valorisation is the production of bioac-
tive peptides derived from rapeseed proteins. These peptides, which are short protein
fragments typically released through enzymatic hydrolysis, have been demonstrated to
possess various health-promoting effects. Rapeseed protein hydrolysates are rich in pep-
tides with significant antioxidant properties, including free radical scavenging and metal
ion chelation [9]. Furthermore, peptides derived from rapeseeds exhibit antihypertensive
effects by inhibiting angiotensin I-converting enzyme (ACE) activity both in vitro and
in vivo [9]. Additionally, certain peptides from rapeseed proteins show antidiabetic po-
tential by inhibiting dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V), thereby extending the action of
incretin hormones [10]. Preliminary investigations have suggested that rapeseed proteins
may be a source of antimicrobial peptides [11]. Additional studies have demonstrated that
rapeseed peptides can reduce pro-inflammatory cytokine and nitric oxide levels, thereby
exerting anti-inflammatory effects [12]. Furthermore, rapeseed-derived peptides have been
shown to modulate lipid metabolism, resulting in hypolipidaemic and hypocholesterolemic
effects [13]. Notably, certain rapeseed peptides have exhibited anticancer activity in vitro
by selectively inhibiting tumour cell proliferation with minimal cytotoxicity toward non-
tumour cells [14]. Collectively, these findings highlight the significant nutraceutical and
functional potential of rapeseed-derived peptides.

In comparison to other plant protein sources, rapeseed meal holds considerable po-
tential for generating bioactive peptides. Soybean meal (Glycine max) remains the most
prominent plant-based protein source globally, with around a 40% protein content, and
its protein hydrolysates have been extensively studied for nutraceutical peptides [15]. For
instance, soy-derived peptides exhibit antioxidant, antihypertensive, hypocholesterolemic,
and anticancer activities—a notable example is lunasin, a 43-amino-acid peptide reported to
have cholesterol-lowering and anticancer effects [16]. Rapeseed protein, with a comparable
protein content (~35-40%) and a well-balanced amino acid profile, has likewise been shown
to be of high nutritional quality and similar bioavailability to soy protein in humans [17].
Moreover, rapeseed protein hydrolysates yield a spectrum of bioactive peptides analogous
to those from soy—including potent ACE inhibitors, antioxidants, and anti-inflammatory
agents—underscoring that rapeseed meal can rival soybean as a source of nutraceutical
peptides. Other oilseed meals, such as sunflower and flaxseed, have also been investigated
for bioactive peptide production. Sunflower (Helianthus annuus) protein hydrolysates, for
example, contain peptides with immunomodulatory and anti-inflammatory properties [18].
Nevertheless, soy and rapeseed have generally attracted the greatest research attention in
this context, reflecting their higher global production and protein availability.

Papain (EC 3.4.22.2), bromelain (EC 3.4.22.32), and ficin (EC 3.4.22.3) are plant-derived
cysteine proteases widely used for the hydrolysis of plant proteins to produce bioactive
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peptides, serving as valuable tools in the development of functional and nutraceutical pro-
tein ingredients [19]. Bromelain, ficin, and papain are cysteine endopeptidases. Bromelain
preferentially cleaves peptide bonds adjacent to aromatic, basic, or hydrophobic amino
acids; ficin acts on proteins such as casein and gelatin; and papain exhibits broad substrate
specificity [20]. These enzymes demonstrate broad substrate specificity and cleave pro-
teins into smaller peptides rather than free amino acids, thus achieving a high degree of
hydrolysis and generating low-molecular-weight peptides with diverse bioactive func-
tions [19]. Enzymatic treatment enhances the solubility, digestibility, and overall nutritional
quality of plant proteins [21]. Concurrently, they release peptides that exhibit various
health-promoting activities, such as antioxidant and antihypertensive effects [21]. As these
proteases are plant-derived, their application is consistent with clean-label and vegan prod-
uct development, facilitating protein hydrolysis without the introduction of animal-derived
additives, thereby maintaining the plant-based integrity of the protein ingredient [19,21].
The primary sources of these enzymes are bromelain, ficin, and papain, which are extracted
from pineapple, fig latex, and papaya latex, respectively [22].

In silico analysis has become an invaluable method for the efficient utilisation of
bioactive peptides derived from rapeseeds. By applying computational tools, researchers
can predict the enzymatic cleavage of rapeseed proteins and identify peptide fragments
with potential bioactivities prior to empirical experimentation. This methodology utilises
databases of known bioactive sequences, such as BIOPEP-UWM, and software that sim-
ulates proteolytic processes, thereby facilitating the rapid screening of rapeseed protein
sequences for promising peptide motifs [23]. These predictions inform the selection of spe-
cific proteases or hydrolysis conditions that optimise the release of peptides with targeted
functionalities, such as ACE-inhibitory or antioxidant effects. Rather than relying on trial-
and-error methods, researchers can strategically design enzymatic treatments for rapeseed
meal, expediting the discovery and development of value-added functional ingredients.
Ultimately, the integration of bioinformatics and protein biochemistry facilitates the full
exploitation of rapeseed as a source of bioactive peptides.

This study aimed to identify and characterise rapeseed (Brassica napus L.) proteins,
evaluate their enzymatic hydrolysis in silico using various plant-derived proteases (papain,
bromelain, and ficin), and determine the presence of bioactive peptides in the resulting
hydrolysates. By comparing the predicted release of functional peptide sequences under
different enzymatic treatments, we sought to identify the most effective protease for gener-
ating bioactive peptides from rapeseed meal, thereby providing a sustainable approach to
valorising this protein-rich co-product of canola oil production.

2. Materials and Methods
2.1. The Material

The cold-pressed rapeseed meal was provided by AMF Life (Warsaw, Poland). The
initial composition of the diet was 34% protein, 3% fat, and 14% dry matter.

2.2. The Extraction of Protein from Rapeseed Press Cake

The rapeseed press cake was first ground using a multigrinder (Royal Catering, Berlin,
Germany) and then sieved through a sieve (Multiserw LPzE, Marcyporeba, Poland). Par-
ticles smaller than 60 mesh (250 um) were collected for further analysis. The protein
extraction procedure involved four main steps: the first extraction, the second extraction,
coagulation, and washing of the precipitate.

Then, 400 g of rapeseed flour (particle size <250 pm) was suspended in 1600 g of
distilled water and heated to 50 °C on a magnetic stirrer equipped with a temperature sensor
(IKA C-MAG HS 7 control, Staufen, Germany). The pH was adjusted to 12.0 by adding
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NaOH, and the suspension was stirred at this temperature for 60 min to facilitate protein
solubilisation. Following extraction, the mixture was centrifuged (MPW-380, Warsaw,
Poland) at 3300x g for 15 min.

The resulting sediment was re-suspended in distilled water, and the pH was adjusted
to 12.0. The suspension was stirred for another 60 min under the same conditions and then
centrifuged at 3300 g for 15 min. The sediment was discarded, and the supernatants from
both extraction steps were combined for coagulation.

The combined supernatant was heated to 50 °C, and its pH was adjusted to 4.5 by
adding HCI to induce protein precipitation. The precipitate was separated through cen-
trifugation (3300 g, 15 min), and the supernatant was discarded. The sediment was
re-suspended in water at a 1:1 (w/w) ratio without further pH adjustment. Finally, the
suspension was subjected to a further centrifugation step (3300 g, 15 min), yielding a
purified protein pellet.

2.3. Electrophoresis

Protein separation was conducted using isoelectric focusing (IEF) followed by SDS-
PAGE. Briefly, 50 ug of rapeseed protein was dissolved in 315 uL of rehydration buffer
(8 M urea, 4% CHAPS, 70 mM DTT, and 0.5% ampholytes at a pH of 3-10). The samples
were then loaded onto 18 cm IPG ReadyStrips (pH 3-10; Bio-Rad, Warsaw, Poland). IEF
was performed up to a total of 30 kVh using a PROTEAN IEF system (Bio-Rad). The IPG
strips were then equilibrated for 15 min in a buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 8.8),
6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS, and 1% DTT and for an additional 15 min in the same
buffer supplemented with 2.5% iodoacetamide.

Subsequently, the strips were transferred onto 20 x 20 cm, 1.5 mm thick SDS-
polyacrylamide gels (T = 11%, C = 2.6%) prepared according to Laemmli [24]. The second
dimension was conducted using a Protean II XI (Bio-Rad, Warsaw, Poland) according to the
manufacturer’s instructions. Protein spots were visualised through silver staining using a
protocol compatible with mass spectrometry analysis [25].

2.4. Protein Spot Excision and Preparation for Mass Spectrometry

Spots of interest were excised from the gels, cut into small fragments, and transferred
into 0.5 mL tubes for analysis. The gel pieces were washed three times in 100 pL of 100 mM
NH4HCO; (pH 8.5) for 5 min, dehydrated with 100 uL of acetonitrile (ACN), and dried
in a CentriVap system (Labconco, Warsaw, Poland) at room temperature for 15 min. They
were then rehydrated in 100 pL of 10 mM DTT in 50 mM NH4HCOj3 buffer for reduction
(56 °C, 60 min). After cooling to room temperature, the solution was replaced with 100 pL
of 50 mM iodoacetamide in 50 mM NH;HCO3, and the samples were incubated in the dark
for 45 min at RT. The gel pieces were then washed three times with 100 mL of 100 mM
NH4HCO;3 buffer for 5 min at room temperature, dehydrated with 100 uL of ACN, and
dried in a CentriVap (Labconco, Warsaw, Poland) for 15 min.

Enzymatic digestion of the proteins was performed on ice through the stepwise
addition of 10 uL of 12.5 ng/mL trypsin (Trypsin Gold, mass-spectrometry-grade, Promega,
Madison, WI, USA) prepared in 50 mM NH4HCOj3 buffer to ensure complete rehydration of
the gel fragments. Subsequently, 30 pL of 50 mM NHyHCOs5 buffer was added to maintain
gel hydration overnight at 37 °C. Following digestion, the supernatant was collected,
and the peptides were extracted three times using 50 uL of 70% ACN with 1.5% TFA,
followed by 15 min of sonication at room temperature in an ultrasonic water bath (Ultron
U-507, Ultron, Dywity, Poland). The supernatants were pooled and subsequently dried
in a CentriVap system (Labconco, local distributor A.G.A Analytical, Warsaw, Poland) for
45 min at 40 °C.
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2.5. The MALDI-TOF/TOF Analysis

The peptide pellet was rehydrated in 10 uL of 0.1% TFA and purified using a pC18
ZipTip (Eppendorf, Poznan, Poland) according to the manufacturer’s protocol. A 1 pL
aliquot of the purified peptide mixture was mixed with HCCA (with 3,5-dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid), spotted onto an AnchoChip frame (Bruker, Poznan, Poland), and
then air-dried at room temperature. The mass spectra were acquired using an Ultraflex III
MALDI TOE/TOF spectrometer (Bruker, Poznar, Poland) in positive ion reflector mode
with an acceleration voltage of 25 kV. External calibration was performed using a peptide
calibration standard (Bruker, Poznari, Poland). FlexAnalysis 3.0 software (Bruker-Daltonics)
was used to select monoisotopic peptide masses. The identification of proteins and peptides
in the mass spectrometry data was performed using the MASCOT algorithm, querying the
UniProtKB database (release 2024_04), restricted to the “Green Plants (Viridiplantae)” taxon-
omy. The search parameters were set as follows: trypsin as the enzyme, carbamidomethyla-
tion of cysteine as a fixed modification, methionine oxidation as a potential modification,
and a mass tolerance of 50 ppm.

2.6. In Silico Digestion and Bioactivity Prediction Using the BIOPEP Database

The amino acid sequences of the identified proteins were subjected to in silico enzy-
matic digestion simulations using the BIOPEP database (https:/ /biochemia.uwm.edu.pl/
biopep-uwm/ (accessed on 5 April 2025)) [23]. The ‘Enzyme(s) action’ tool in the BIOPEP
database was employed to digest each protein using plant-derived enzymes, including
papain (EC 3.4.22.2), ficin (EC 3.4.22.3), and stem bromelain (EC 3.4.22.32).

The peptide fragments generated in silico were then analysed using the “search for
active fragments” tool in the BIOPEP database. This step facilitated the identification of
distinct peptide sequences with documented bioactive properties, providing insights into
the potential functions of rapeseed-derived peptides.

2.7. Theoretical Prediction of Peptide Bioactivity Using PeptideRanker

All of the peptides produced during the in silico proteolysis outlined in Section 2.6 were
subsequently evaluated using PeptideRanker (http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/ (ac-
cessed on 5 July 2025)). The algorithm assigns each sequence a probability score from
0 to 1; in line with the developers’ guidance, peptides scoring > 0.50 were classified as
“bioactive” [26]. This procedure therefore enabled the theoretical determination of which
protease generated the greatest number of potentially bioactive peptides.

3. Results
3.1. Electrophoresis and MALDI-TOF/TOF Protein Identification

Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) was used to separate
the rapeseed seed protein fractions based on their isoelectric point (a pI range of 3-10)
and molecular mass (approximately 10-100 kDa). The resulting gel image (Figure 1) was
evaluated qualitatively, so the spot intensities shown are relative rather than quantitative.
Fifty of the most intense spots were excised and identified using MALDI-TOF; they are
summarised in Table 1.

Table 1. Proteins identified from rapeseed meal using MALDI-TOF.

Spot ID Protein Name UniProt Entry Name Species Mass pl
1 Beta-glucosidase 19 BGL19_ARATH Arabidopsis thaliana 45.3 6.90
2 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 37.3 6.94
3 Leucine aminopeptidase 1 AMPL1_ARATH Arabidopsis thaliana 36.7  5.84
4 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 37.0 6.67
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Table 1. Cont.

Spot ID Protein Name UniProt Entry Name Species Mass pl
5 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 37.0 6.70
6 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 349 7.17
7 Bifunctional enolase 2/transcriptional oy ARATH Arabidopsis thaliana 313 595

activator
8 Cytosolic lsoc[ﬁifgg]ehydmge“ase ICDHC_ARATH  Arabidopsis thaliana 309 6.71
9 Myrosinase MYRO_BRANA Brassica napus 29.2 6.12
10 3-isopropylmalate dehydrogenase, LEU3_BRANA Brassica napus 286  5.64
chloroplastic
11 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 249 6.33
Vicilin-like seed storage protein L .
12 At2g28490 VCL22_ARATH Arabidopsis thaliana 247  6.69
13 Malate dehydrogenase 1, cytoplasmic MDHC1_ARATH Arabidopsis thaliana 249  6.50
14 Malate dehydrogenase 1, cytoplasmic MDHC1_ARATH Arabidopsis thaliana 246  6.70
15 Cruciferin CRU1 CRU3_BRANA Brassica napus 21.3 7.21
16 NADPH-dependent aldehyde ADRC1_ARATH Arabidopsis thaliana 204 6.10
reductase 1, chloroplastic
17 NADPH-dependent aldehyde ADRCI_ARATH  Arabidopsis thaliana 203 6.32
reductase 1, chloroplastic
18 NADPH-dependent aldehyde ADRCI1_ARATH Arabidopsis thaliana 204 6.48
reductase 1, chloroplastic
19 Jacalin-related lectin 36 JAL36_ARATH Arabidopsis thaliana 20.2 6.38
20 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thaliana 204 597
21 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thaliana 20.1 6.18
22 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thaliana 19.8 642
23 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 20.2 7.56
24 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 20.1 8.15
25 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thaliana 176 597
26 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thaliana 175  6.06
27 Oil-body-associated protein 1A OBP1A_ARATH Arabidopsis thalian 178 643
28 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 17.8 6.64
29 Superoxide dismutase [Mn] 2, SODM2_ARATH  Arabidopsis thaliana 177 6.68
mitochondrial
30 Superoxide dismutase [Mn] 2, SODM2_ARATH  Arabidopsis thaliana 174 6.67
mitochondrial
31 Cruciferin CRUA_BRANA Brassica napus 177 6.92
32 Cruciferin CRUA_BRANA Brassica napus 17.7 7.09
33 Cruciferin CRUA_BRANA Brassica napus 17.9 7.27
34 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 17.0 6.92
35 Superoxide dismutase [Mn] 2, SODM2_ARATH  Arabidopsis thaliana 170 7.09
mitochondrial
36 Superoxide dismutase [Mn] 2, SODM2_ARATH Arabidopsis thaliana ~ 17.0  7.14
mitochondrial
37 Cruciferin BnCl1 CRU1_BRANA Brassica napus 16.0 5.30
38 Cruciferin CRUA_BRANA Brassica napus 15.9 6.00
39 Cruciferin CRUA_BRANA Brassica napus 15.1 6.25
40 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 15.1 7.81
41 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.5 5.70
42 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.6 8.74
43 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.6 8.95
44 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.6 9.98
45 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.6 944
46 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.6 9.70
47 Jacalin-related lectin 36 JAL36_ARATH Arabidopsis thaliana 13.3 7.07
48 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 13.0 6.69
49 Cruciferin CRU4 CRU4_BRANA Brassica napus 12.4 5.29
50 Cruciferin BnCl1 CRU1_BRANA Brassica napus 10.1 5.97
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Figure 1. Example of 2D-PAGE gel of rapeseed meal proteins. Proteins were separated in the first
dimension on an IPG strip with a pH = 3.0-10.0 and in the second dimension on a 12.5% acrylamide
SDS—gel. The numbered spots correspond to the identifications presented in Table 1.

The table delineates the protein name, UniProt Entry Name, estimated physicochemi-
cal parameters (molecular weight and isoelectric point, as determined from the gel), and
the species from which the reference sequence was derived, specifically Brassica napus or
Arabidopsis thaliana. The identification of A. thaliana proteins among rapeseed proteins is
attributable to the close phylogenetic relationship between these two species and their
substantial sequence homology. Given that A. thaliana is a widely studied model organ-
ism for cruciferous plants, its reference protein sequences are extensively represented in
databases, frequently resulting in the assignment of homologous B. napus proteins to A.
thaliana [27,28].

The findings revealed that the predominant proteins in the 2D-PAGE profile (26 out
of 50 spots) were different forms of cruciferin. Numerous spots (e.g., nos. 4-6, 31-33,
37-46, and 48-50), corresponding to cruciferin subunits (~20-30 kDa), were identified,
indicating substantial diversity in isoforms and post-translational modifications. Cruciferin,
the major storage protein in Brassica napus, is a complex that comprises six monomers. It
demonstrates low pH instability in its tertiary structure and exhibits distinct solubility
behaviour depending on the pH when intact within the seed cellular matrix [29]. Notably,
a vicilin-like protein (a 7S globulin) was identified (spot no. 12; vicilin-like seed storage
protein At2g28490) which has been infrequently reported in cruciferous species. In addition
to these storage proteins, several metabolic enzymes were detected on the electrophoresis
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gels. The identified proteins include cytosolic NADP-dependent isocitrate dehydrogenase
(spot no. 8), cytoplasmic malate dehydrogenase (spots nos. 13-14), and 3-isopropylmalate
dehydrogenase (spot no. 10). Additionally, defence-related proteins, such as myrosinase
(spot no. 9) and jacalin-related lectins (JAL36; spots nos. 19, 47), were detected alongside
mitochondrial manganese-dependent superoxide dismutase (spots nos. 29-30, 35-36),
indicating potential antioxidant functions. Furthermore, oil body proteins were identified,
including oil-body-associated protein 1A (spots nos. 20-22 and 25-27), which corresponded
to oleosins.

These findings underscore the functional complexity of the protein fraction in rape-
seeds, which encompasses storage proteins, metabolic enzymes, defence-related proteins,
and oil-body-associated proteins.

3.2. In Silico Analysis Using the BIOPEP Database and PeptideRanker

Subsequent to the in silico proteolysis conducted within the BIOPEP database, wherein
the protein sequences were enzymatically digested using papain, ficin, and stem bromelain
via the “Enzyme(s) action” tool, all resultant peptide fragments were evaluated for bioactive
properties through the “search for active fragments” function. Table 2 summarises the total
number of peptides generated and those identified as bioactive.

Table 2. Total number of peptides and bioactive peptides generated through in silico digestion of
proteins with papain, ficin, and bromelain using BIOPEP database.

Papain Digestion Ficin Digestion Bromelain Digestion
Protein Name Total Bioactive Total Bioactive Total Bioactive
Peptides Peptides Peptides Peptides Peptides Peptides
ADRC1_ARATH 139 49 143 55 149 57
AMPL1_ARATH 164 75 174 107 188 119
BGL19_ARATH 176 80 198 95 199 116
CRU1_BRANA 211 150 213 115 216 149
CRU3_BRANA 215 125 218 76 222 77
CRU4_BRANA 197 142 204 98 207 133
CRUA_BRANA 211 151 213 123 216 141
ENO2_ARATH 164 53 168 60 174 76
ICDHC_ARATH 147 102 152 73 170 121
JAL36_ARATH 176 70 193 117 199 110
LEU3_BRANA 173 92 171 86 183 110
MDHC1_ARATH 131 52 136 80 149 66
MYRO_BRANA 166 93 182 94 183 98
OBP1A_ARATH 83 36 88 59 91 53
SODM2_ARATH 87 44 97 43 103 45
VCL22_ARATH 160 110 174 129 180 121
in total 2600 1424 2724 1410 2829 1592

In this study, an in silico methodology was used to assess the bioactive potential of the
peptides derived from the proteolytic digestion of selected plant proteins using three plant-
derived proteases: papain, bromelain, and ficin. The occurrence of bioactive fragments
in each hydrolysate was predicted using two different tools: the BIOPEP-UWM “Search
for Active Fragments” module and PeptideRanker. Both predictors agreed that brome-
lain generated the richest pool of putatively bioactive sequences (Figure 2), identifying
1592 peptides with BIOPEP (Table 2) and 1146 high-scoring peptides with PeptideRanker
(Table 3). By comparison, papain produced 1424 (BIOPEP) and 999 (PeptideRanker) puta-
tive bioactives, while ficin yielded 1410 and 1086, respectively. Bromelain also produced
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the highest deterministic counts of total and bioactive peptides; however, as only single

simulations were performed, this difference was not tested for statistical significance.

Table 3. Number of PeptideRanker-predicted bioactive peptides (score > 0.50) generated through in

silico digestion of rapeseed proteins with papain, ficin, and bromelain.

Protein Papain Digestion Ficin Digestion Bromelain Digestion
ADRC1_ARATH 51 42 53
AMPL1_ARATH 70 45 102
BGL19_ARATH 52 96 41

CRU1_BRANA 77 79 76
CRU3_BRANA 58 69 96
CRU4_BRANA 85 81 91
CRUA_BRANA 63 78 74
ENO2_ARATH 48 58 49
ICDHC_ARATH 59 67 55
JAL36_ARATH 58 66 45
LEU3_BRANA 63 66 91
MDHC1_ARATH 36 35 53
MYRO_BRANA 98 111 112
OBP1A_ARATH 36 41 39
SODM2_ARATH 30 34 38
VCL22_ARATH 115 118 131
In total 999 1086 1146
1800
1600

number of peptides
o o

o

o

papain

ficin

H BIOPEP-UWM  H PeptideRanker

1400
1200
1000
80
60
40
20
0

bromelain

Figure 2. A comparison of the number of potentially bioactive peptides obtained after digestion

of identified plant proteins using papain, ficin, and bromelain, predicted using the BIOPEP-UWM

“Search for Active Fragments” tool and the PeptideRanker algorithm.

The resulting hydrolysates exhibited a remarkably extensive range of peptide bio-

logical activities, with 39 distinct types of bioactivities identified through the analysis in
the BIOPEP-UWM “Search for Active Fragments” module (Table 4). On average, each
hydrolysate contained peptides with 15-17 biological functions. Even the substrate that
produced the fewest peptides (36 peptides from OBP1A_ARATH digested by papain)
exhibited as many as 11 distinct activities, including a unique anticancer property specific
to this protein. In contrast, the bromelain-digested BGL19_ARATH hydrolysate displayed
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the highest functional diversity, with 23 different bioactivities among the 116 identified
peptides. These findings suggest a positive correlation between the total number of released
peptides and the diversity of their biological functions. Larger proteins that yield more
fragments tend to exhibit a broader spectrum of potential health-promoting effects.

Table 4. Predicted bioactive peptide activities resulting from in silico enzymatic hydrolysis of
identified rapeseed proteins using papain, ficin, and bromelain, showing the number of peptide
sequences associated with each predicted activity and the total number of peptides generated by
each enzyme.

Bioactivity Papain Ficin Bromelain
Digestion = Digestion Digestion

ACE inhibitor 446 428 464
ACE2 inhibitor 11 9 12
activating ubiquitin-mediated proteolysis 0 0 3
alanine carboxypeptidase inhibitor 0 0 13
alpha-glucosidase inhibitor 9 6 22
antiamnestic 10 13 17
antibacterial 0 1 0
anticancer 1 1 1
anti-inflammatory 3 3 0
antioxidative 40 74 63
antithrombotic 8 11 17
bacterial permease ligand 1 0 0
binding 15 25 26
calpain I inhibitor 8 11 0
CaMPDE inhibitor 9 19 25
citrate lyase deacetylase inhibitor 3 0 0
dipeptidyl peptidase III inhibitor 38 38 94
dipeptidyl peptidase IV inhibitor 597 528 610
glutamate carboxypeptidase II inhibitor 14 5 23
glutamate carboxypeptidase inhibitor 5 0 0
HMG-CoA reductase inhibitor 2 3 0
hypolipidemic 5 10 8
hypotensive 0 9 0
hypouricemic 4 16 6
immunostimulating 3 0 6
inhibitor of tripeptidyl peptidase II 37 29 0
lactocepin inhibitor 8 8 11
neprilysin 2 inhibitor 8 11 0
neuropeptide 32 33 50
PAM inhibitor 8 11 17
pancreatic lipase inhibitor 5 8 1
peptidylprolyl isomerase inhibitor 4 0 0
phospholipase A2 inhibitor 1 3 0
regulating 16 18 17
renin inhibitor 34 36 42
stimulating 21 21 20
thymidylate synthase inhibitor 3 0 0
tubulin-tyrosine ligase inhibitor 5 12 12
xaa-pro inhibitor 10 10 11
Total peptides 1424 1410 1592

Among the hydrolysates analysed, the peptides most frequently detected were those
that inhibited angiotensin I-converting enzyme (ACE), blocked dipeptidyl peptidase IV
(DPP-1V), or exhibited antioxidant properties; these activities were present in 100% of
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the samples, regardless of the protease employed (Figure 3). Collectively, these peptides
represent the most abundant group of bioactive molecules in the human body. For example,
the bromelain-derived CRU1_BRANA hydrolysate yielded 149 identified peptides, of
which 60 inhibited DPP-1V, 49 inhibited ACE, and 4 demonstrated antioxidant properties.
Similarly, the papain-derived CRUA_BRANA hydrolysate produced 151 peptides, of
which 62, 52, and 3 exhibited the aforementioned activities. Additionally, renin inhibitors
and neuropeptides were frequently observed, along with DPP-III inhibitors and peptides
characterised as “stimulating” or “binding”.

Bioactive Peptide Activity Profiles by Protein and Enzyme
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Figure 3. A heatmap illustrating the predicted bioactive peptide activity profiles resulting from the in
silico enzymatic hydrolysis of identified rapeseed proteins.

Infrequent but potentially significant biological functions were observed sporadically.
Anticancer activity was identified exclusively in the hydrolysates of OBP1A_ARATH, where
each of the three enzymes—papain, ficin, and bromelain—released precisely one peptide
exhibiting this activity. Antibacterial activity was similarly rare, represented by a single
peptide in the ficin-digested LEU3_BRANA hydrolysate. Other peptides exerting effects
on bacterial cells through alternative mechanisms, such as a permease ligand identified
solely in the papain-digested BGL19_ARATH hydrolysate, were infrequently observed.
Furthermore, only a limited number of hydrolysates contained peptides that inhibited
critical enzymes, including thymidylate synthase (essential for DNA synthesis and a
potential anticancer target), HMG-CoA reductase (involved in cholesterol metabolism),
and phospholipase A; (which may have anti-inflammatory effects). Although only a
few of these specialised peptides were identified (1-2 per hydrolysate), their presence
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underscores the potential to obtain not only major functional groups but also less common
yet biologically significant peptides from the investigated plant proteins.

4. Discussion

Cruciferin, the predominant storage protein in rapeseeds, is classified within the 115
globulin family and constitutes approximately 60% of the total seed protein content [30].
This study identified multiple spots corresponding to various cruciferin isoforms, such as
CRU1, CRU4, and CRUA, catalogued in the UniProt database. Structurally, cruciferin is a
hexamer consisting of six subunits with a molecular weight of approximately 300-360 kDa.
It is composed of pairs of polypeptides, a heavier « chain (~30 kDa) and a lighter 3 chain
(~20 kDa), which are linked by a disulfide bond [31,32]. Under 2D-PAGE conditions,
this complex dissociates into its subunits, resulting in numerous spots in the ~20-30 kDa
range, corresponding to individual &/ chains and their post-translational modifications,
as noted by Nietzel et al. [33]. Rapeseed contains multiple forms of cruciferin, with over
30 distinct variants identified, including various « and 3 isoforms and post-translational
modifications. Gu et al. [34] observed multiple spots corresponding to individual o/
subunits and their modifications, further highlighting the extensive heterogeneity of this
storage protein family.

Napin (25 albumin, ~17 kDa) is the second most abundant storage protein in rapeseeds,
constituting approximately 20% of the total protein content in canola seeds [31,32]. Notably,
typical napin spots were not observed on the two-dimensional gel. This absence may be
attributed to methodological limitations, as napin is highly basic (pI ~10.5) [35], potentially
placing it outside of the pH 3-10 gradient range used during isoelectric focusing.

Notably, one location within the analysed material was identified as a vicilin-like
protein, which is a member of the 7S globulin family. Vicilins are predominantly associ-
ated with leguminous plants and are infrequently documented in cruciferous species [36].
Nevertheless, recent proteomic studies have confirmed the presence of vicilin-like proteins
in Brassica rapa seeds [37]. Consequently, the detection of a vicilin-like protein in rapeseed
meal implies that 7S globulins may also exist at trace levels in this crop.

Among the metabolic enzymes identified on the two-dimensional gel were those
associated with the tricarboxylic acid cycle (the Krebs cycle), specifically cytosolic NADP-
dependent isocitrate dehydrogenase and cytoplasmic malate dehydrogenase. Additionally,
3-isopropylmalate dehydrogenase, which is involved in the biosynthesis of branched-
chain amino acids, was identified. The presence of these dehydrogenase enzymes in
seeds was substantiated by Gu et al. [34] in their study on the protein expression during
rapeseed germination.

Rapeseed seeds contain defence proteins that protect them against pests and pathogens.
Among these proteins is myrosinase, a thioglucosidase enzyme that catalyses the hydrolysis
of glucosinolates into toxic compounds, such as isothiocyanates, upon tissue damage [38].
Thangstad et al. [39] have reported that myrosinases represent a group of isoenzymes found
in Brassicaceae species, including Brassica napus. Similarly, Geshi et al. [40] confirmed the
presence of multiple myrosinase isoforms in Brassica species.

The jacalin-related lectin family is another crucial component of plant defence mech-
anisms. These lectins, induced in response to stress and damage, play essential roles in
plant immunity [41]. Supporting this notion, Gu et al. [34] identified a jacalin-like lectin
protein in their two-dimensional gels of germination-related proteins, underscoring the
importance of these lectins to the defence mechanisms of rapeseed.

Rapeseed meal is also characterised by the presence of enzymes that alleviate oxidative
stress and its derivatives. Notably, mitochondrial manganese-dependent superoxide dismu-
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tase acts as the primary defence mechanism against reactive oxygen species by scavenging
superoxide radicals, thereby safeguarding seed cells from oxidative damage [42].

The protein profile of rapeseed meal, as elucidated through 2D-PAGE, revealed a com-
plex composition predominantly characterised by the storage protein cruciferin, alongside
metabolic and defensive enzymes typical of canola seeds [43]. This profile aligns with the
established rapeseed seed proteome; however, the identification of a vicilin-like protein
presents an intriguing opportunity for further research.

In silico digestion of rapeseed proteins identified in this study, followed by an analysis
of the resultant bioactive peptides, demonstrated a diverse array of potential activities,
including the inhibition of ACE and DPP-1V, as well as antioxidant, antibacterial, and anti-
cancer properties. Studies with the three plant cysteine proteases showed that bromelain
released the highest number of peptides overall—including the greatest number of puta-
tively bioactive sequences—compared with papain and ficin—including putatively bioac-
tive sequences—when compared with papain and ficin. The higher number of bioactive
peptides generated during bromelain hydrolysis can be explained by the complementarity
between its substrate specificity and the amino acid composition of the major rapeseed
proteins. Bromelain preferentially cleaves the peptide bonds adjacent to lysine, tyrosine,
and hydrophobic residues [44], which are abundantly present in the sequence of cruciferin,
the primary storage protein of rapeseed. This alignment between the enzyme’s cleavage
preferences and the distribution of residues in rapeseed proteins results in a greater number
of accessible cleavage sites than those available to ficin, which favours arginine at the P;
position, or papain, which targets predominantly hydrophobic motifs [21]. Consequently,
bromelain seems to generate more short peptides with potential biological activity. The
subsequent analysis of these peptides indicated a diverse range of predicted functions,
including inhibition of angiotensin-converting enzyme (ACE) and dipeptidyl peptidase-IV
(DPP-1V), alongside antioxidant, antibacterial and anticancer properties.

Notably, the predominant category of identified peptides consisted of those with
potential antihypertensive and antidiabetic properties, as enzymatic hydrolysis liber-
ated numerous ACE- and DPP-IV-inhibitory peptides from each of the analysed proteins.
Angiotensin-converting enzyme (ACE) and dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) are integral to
the pathogenesis of hypertension and type 2 diabetes mellitus, respectively. Consequently,
the inhibition of ACE and DPP-IV by specific peptides has emerged as a novel therapeutic
approach to complementing the pharmacological treatments for both conditions [45]. In
their investigation of oilseed plants, Han et al. [45] digested rapeseed cruciferin and napin
in silico using pepsin. Their findings indicate that oilseed proteins, including those derived
from rapeseed, are promising sources of peptides with ACE- and DPP-IV-inhibitory activi-
ties, underscoring their potential utility in the management of hypertension and diabetes.
Similarly, Duan et al. [46] employed bioinformatic methodologies to assess the bioactive
peptides within rapeseed protein. These results corroborate the aforementioned findings,
demonstrating that rapeseed protein holds significant potential for generating various
biologically active peptides, particularly those with DPP-IV- and ACE-inhibitory properties.
Furthermore, You et al. [47] simulated gastrointestinal digestion of rapeseed proteins and
subsequently isolated the most promising DPP-IV-inhibitory peptides. These peptides
were synthesised and confirmed to inhibit DPP-IV activity in vitro, underscoring rapeseed
protein hydrolysates as a rich source of peptides with potential antidiabetic effects, as
predicted by bioinformatic analyses and verified in experimental studies. Recent in vivo
studies support the antihypertensive and antidiabetic potential of rapeseed-protein-derived
peptides. In spontaneously hypertensive rats, oral administration of these peptides reduced
their systolic blood pressure, with a more pronounced and prolonged effect when combined
with captopril. This synergistic action was not associated with additional ACE inhibition
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but likely involved enhanced nitric oxide production and endothelial function [48]. In
type 2 diabetic mouse models, specific hydrolysates (RCPP-3, RNPP-1) improved gly-
caemic control and lipid metabolism through the stimulation of GLP-1 secretion via the
activation of the intestinal calcium-sensing receptors and subsequent PI3K/ Akt pathway
activation [49]. Encapsulation of the peptides into biopolymeric nanoparticles further
enhanced their hypoglycaemic effect, indicating improved gastrointestinal stability and
bioavailability [50].

Among the identified peptides, several exhibited uncommon biological activities,
including potential anticancer properties. Ma et al. [51] investigated a peptide derived
from rapeseed proteins for its effects on HepG2 liver cancer cells. Their findings demon-
strated that this peptide significantly inhibited cancer cell proliferation, suggesting that
enzymatic hydrolysis of rapeseed proteins may yield peptides with antitumour activities.
Ferrero et al. [52] reported the presence of polypeptides and oligosaccharides in enzymatic
hydrolysates of rapeseed proteins that inhibited the growth of the MCE-7 breast cancer
cell line with moderate cytotoxicity to human cells. In a murine breast cancer model,
nanocomplexes releasing pro-apoptotic peptides in response to tumour-associated cathep-
sin B significantly improved the efficacy of doxorubicin, reducing tumour growth by up to
91% [53]. This indicates the potential application of these hydrolysates in cancer treatment;
however, further research is required.

Although our study identified only one antibacterial peptide, the existing literature
indicates that rapeseed is a promising source of antimicrobial peptides. For example,
Duan et al. [11] utilised an in silico approach to generating antibacterial peptides from
rapeseed proteins. Additionally, Rahman et al. [54] discussed the antimicrobial properties
of rapeseed storage proteins, suggesting a correlation between their spatial structure and
antimicrobial efficacy, and confirmed that these proteins retained their properties following
enzymatic hydrolysis. Through digestion simulation using various enzymes, 26 peptide
sequences were identified to have potential antimicrobial activity, with trypsin proteolysis
producing the greatest number of candidates. These findings suggest that rapeseed seed
proteins are a theoretically abundant source of antimicrobial peptides, meriting further
empirical investigation.

Additional peptide activities predicted in our in silico analysis have been substan-
tiated by the existing literature. For example, He et al. [55] validated the antioxidant
properties of rapeseed-derived peptides produced via fermentation or sequential enzy-
matic hydrolysis. Similarly, Yang et al. [56] identified rapeseed peptides with significant
hypolipidaemic effects.

Our findings align with the existing literature, corroborating the significant potential
of rapeseed proteins as a source of bioactive peptides. However, it is important to note that
in silico predictions, while instrumental in guiding experimental design, do not replicate
the actual enzymatic conditions encountered in the laboratory. Tools such as BIOPEP-UWM
perform “virtual” proteolysis under the simplifying assumption of ideal and complete
hydrolysis—every peptide bond that matches the stored recognition motif of a selected
protease is cleaved [23]. In practice, hydrolysis is rarely exhaustive; the steric hindrance
imposed by the native tertiary /quaternary structure of plant proteins; competition between
multiple cleavage sites; and incomplete enzyme-substrate contact can all prevent the
formation of some of the theoretically predicted peptides, generating false positive results.
Conversely, the specificity matrices embedded into BIOPEP-UWM are compiled from
a finite set of experimentally verified cleavage sites; any gaps in this knowledge may
lead to false negative omissions, particularly for less studied plant proteases or storage
proteins rich in disulfide-bonded domains [23]. Moreover, the current algorithms do not
model the kinetic or environmental parameters—enzyme concentration, reaction time,
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pH, temperature, ionic strength, or post-translational modifications—so they yield only a
qualitative inventory of putative fragments rather than a quantitative profile of the peptide
release. Variables such as enzyme specificity, substrate interactions, and the presence of
other macromolecules can influence peptide release and functionality. An additional layer
of uncertainty is introduced when the predictions are ranked using PeptideRanker, which
assigns probabilistic bioactivity scores based solely on primary sequence features learned
from known peptides; this approach may miss novel activities outside of the training set and
produce high-scoring false positives if contextual factors such as the peptide conformation,
stability, or bioavailability are unfavourable in vivo [26]. Because PeptideRanker does
not distinguish between different modes of action and relies on a user-defined score
threshold, its output should likewise be interpreted as a prioritisation aid rather than
definitive evidence of bioactivity. In accordance with the above considerations and the
recent literature [57,58], in silico predictions should be regarded as an efficient preliminary
screening approach to prioritising experimental targets; however, they are not sufficient to
substantiate biological activity without subsequent in vitro and in vivo validation.

The in vivo efficacy of the rapeseed-derived peptides predicted herein is contingent
on their bioaccessibility within the gastrointestinal milieu, their resistance to peptidases,
and their subsequent transepithelial transport in an intact, biologically active form [59].
Although many oligopeptides are rapidly hydrolysed or display limited paracellular per-
meability, certain di- and tripeptides can cross the enterocyte via the PepT1 transporter and
enter the bloodstream intact [60]. Key physicochemical parameters—such as molecular
mass, charge, and hydrophobicity—govern these processes; hence, simulated gastroin-
testinal digestion followed by Caco-2 monolayer assays constitutes a critical next step
in ranking peptides [61]. From a toxicological standpoint, peptides derived from edible
proteins are generally regarded as low-risk. Nevertheless, every novel fraction must be
rigorously screened for both allergenicity and cytotoxicity. In the study by Ferrero et al.
mentioned earlier [52], rapeseed protein hydrolysates exhibited marked antiproliferative
activity against tumour cell lines while causing only marginal cytotoxicity in normal human
fibroblasts, indicating a favourable preliminary safety window. Despite these promising re-
sults, exhaustive in vitro and in vivo investigations remain essential before these bioactive
peptides can be responsibly integrated into functional foods or nutraceutical formulations.

5. Conclusions

The findings of this study substantiate that rapeseed meal is a promising source of
bioactive peptides. The proteomic analysis has identified cruciferin as the predominant
storage protein. In silico digestion using papain, ficin, and bromelain released a vari-
ety of peptides exhibiting ACE-inhibitory, DPP-IV-inhibitory, and antioxidant activities.
Bromelain generated the largest number of putative bioactive peptides in our single-run
simulations; future replicated studies are required to confirm whether this difference is
statistically significant. While these results highlight the nutraceutical value of rapeseed
meal, further in vitro and in vivo investigations are required to validate the predicted
health benefits of these peptides in vivo.
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PROCEDURA
TECHNOLOGICZNA

Wytwarzanie biologicznie aktywnych peptydow z
makuchow roslin oleistych

1. Cel i zakres procedury

Celem niniejszej procedury jest szczegdtowy opis procesu technologicznego wytwarzania
biologicznie aktywnych peptydow (proteopeptydéw) z makuchow roélin oleistych w
warunkach przemystowych. Procedura opisuje trzy warianty procesu, réznigce si¢ rodzajem
zastosowanego makuchu (rzepakowy, stonecznikowy, z ostropestu). W zaleznosci od uzytego
surowca otrzymuje si¢ odpowiednio: proteopeptydy z rzepaku, proteopeptydy ze stonecznika
lub proteopeptydy z ostropestu.

Procedura obejmuje etapy:
o zakup, przyjecie 1 przechowywanie surowcoéOw oraz odczynnikow,
e przygotowanie surowcow i odczynnikow,
o ckstrakcje biatka z makuchu,
e hydroliz¢ enzymatyczng biatek,
e zat¢zanie hydrolizatu,
e suszenie rozpylowe,
e pakowanie i przechowywanie produktu koncowego,

e podstawowe wymagania dotyczace dokumentacji oraz kontroli jakos$ci.

2. Wykaz surowcdw, odczynnikow i enzymow

W procesie wytwarzania proteopeptydow stosuje si¢ nastepujace surowce i odczynniki:

2.1. Surowiec glowny — makuchy ros$linne
e makuch rzepakowy lub
o makuch stonecznikowy lub
e makuch z ostropestu
o Dostawca: AMF Life



o Opakowanie: worek 500 kg.

2.2. Odczynniki chemiczne
1. Wodorotlenek sodu (NaOH), granulki
o Dostawca: Biomus sp. z 0.0.
o Opakowanie: worek polietylenowy 25 kg.
2. Kwas chlorowodorowy (kwas solny), 35-38% (HCI)
o Dostawca: Chempur
o Opakowanie: karnister HDPE 20 L.
3. Enzym - papaina — PERFORMASE® 30000 USP-U/mg
o Dostawca: Enzybel International
o Opakowanie: opakowania polietylenowe 20 kg.

2.3. Dokumentacja surowcow

Dokumentacja dotyczaca dostaw (zamoéwienia, specyfikacje, certyfikaty analizy — COA, karty

charakterystyki i karty produktow) przechowywana jest w formie elektronicznej w lokalizacji:
HEKATE\Stany magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktéw\Dokumenty

do surowcdw - archiwum\Peptydy.

3. Wymagania BHP i ochrony Srodowiska

3.1.Bezpieczenstwo pracy

Praca z kwasem chlorowodorowym, wodorotlenkiem sodu, enzymami proteolitycznymi,
wysokimi temperaturami oraz urzadzeniami préozniowymi wymaga:

e stosowania §rodkéw ochrony indywidualnej (okulary/ochrona oczu, r¢kawice odporne
chemicznie, odziez robocza, obuwie ochronne),

e prowadzenia operacji z uzyciem st¢zonych roztworé6w HCI 1 NaOH pod wyciagiem,

e uwzglednienia ryzyka uczulenia na papaing (silny alergen) — podczas
odmierzania/przesypywania enzymu pracowac pod wyciagiem i stosowa¢ potmaske
przeciwpytowa (P2/P3), minimalizujac pylenie; po pracy umy¢ re¢ce i oczys$cié
stanowisko.

o przestrzegania zaktadowych instrukcji BHP dla substancji zracych i pracy z aparaturg
ci$nieniowa,

e szkolenia pracownikow w zakresie bezpiecznej obstugi wirowek, wyparki
podcisnieniowe;j i suszarki rozpytowe;.

3.2. Ochrona srodowiska



« Scieki procesowe (supernatanty, destylaty) oraz odpady state (pellet, osady) nalezy
zagospodarowywac zgodnie z obowigzujaca w zaktadzie procedurg postgpowania z
odpadami.

e Niedopuszczalne jest odprowadzanie do kanalizacji §ciekow o skrajnych wartosciach
pH bez wczesniejszej neutralizacji.

4. Opis procesu technologicznego

4.1. Zakup, przyjecie i przechowywanie surowcow oraz odczynnikow

4.1.1. Zakup surowcéw i odczynnikdéw

Zakup surowcow i1 odczynnikéw odbywa si¢ zgodnie z obowigzujaca w zaktadzie procedurg
zaopatrzeniowg, z uwzglednieniem:

o aktualnych specyfikacji jakoSciowych surowcow,
« wymaganych certyfikatow analizy i kart charakterystyki,
o warunkow transportu i przechowywania deklarowanych przez producenta.
4.1.2. Przyjecie surowcow i odczynnikow
Po dostawie kazdg parti¢ surowcdé6w/odczynnikdéw nalezy:
1. Skontrolowa¢ opakowania

o sprawdzi¢ opakowania zbiorcze i jednostkowe pod katem uszkodzen,
nieszczelnosci, §ladow zawilgocenia i zanieczyszczen,

o wszystkie niezgodnosci zapisa¢ w protokole przyjecia.
2. Udokumentowaé przyjecie w protokole przyjecia, podajac co najmniej:
o date przyjecia,
o numer serii/partii produkcyjnej,
o datg waznosci/minimalnej trwatosci,
o nazwg producenta i dostawcy,
o wynik kontroli opakowan i ewentualne uwagi.

Dokumentacja z dostawy przechowywana jest elektronicznie:
HEKATE\Stany magazynowe + certyfikaty, analizy, karty produktéw\Dokumenty

do surowcdw - archiwum\Peptydy.

4.1.3. Przechowywanie surowcow i odczynnikow

Przyjete surowce nalezy oznakowa¢ datg dostawy 1 umies$ci¢ w magazynie w warunkach
wskazanych w dokumentacji producenta. W przypadku ich braku stosuje si¢ nastgpujace

wytyczne:



1. Makuchy ros$linne — przechowywa¢ w magazynie surowcOw w temperaturze
otoczenia, w suchym i zacienionym miejscu, zabezpieczone przed wilgocia i
szkodnikami.

2. Wodorotlenek sodu (NaOH), granulki — przechowywa¢ w magazynie SUurowcow w
temperaturze otoczenia, w szczelnie zamknigtym opakowaniu, chroni¢ przed wilgocia.

3. Kwas chlorowodorowy 35-38% (HCI) — przechowywa¢ w magazynie surowcow w
temperaturze otoczenia, w wydzielonej strefie dla substancji zracych, z wlasciwa
wentylacja.

4. Enzymy proteolityczne — przechowywa¢ w lodéwce magazynu surowcow w
temperaturze 4°C, w oryginalnych, szczelnie zamkni¢tych opakowaniach.

Przy przechowywaniu w warunkach chtodniczych nalezy:
o kontrolowac rejestrator temperatury,
o odnotowywac wszystkie przekroczenia temperatury przechowywania, w szczegdlnosci
> 8°C,
e w razie powaznych odchylen rozpatrzy¢ przydatnos¢ surowca do uzycia.

Dokumentacja dot. przyjecia i przechowywania surowcow jest prowadzona elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

4.2. Przygotowanie surowcow i odczynnikow

4.2.1. Rozdrabnianie i homogenizacja makuchow roslinnych
1. Makuch roslinny rozdrobni¢ przy uzyciu miyna bijakowego.

2. W trakcie mielenia kontrolowa¢ wizualnie stopien rozdrobnienia; w razie potrzeby
powtorzy¢ cykl.

3. Rozdrobniony materiat przesia¢ na przesiewaczu wibracyjnym, stosujac sita ze stali
nierdzewnej o granulacji 60 mesh.

4. Frakcje zatrzymang na sicie zawraca¢ do ponownego mielenia az do uzyskania
wymaganej granulacji caltej partii.

5. Uzyskany materiat doktadnie wymiesza¢ w czystych, suchych pojemnikach w celu
homogenizacji.

6. Rozdrobnione i zhomogenizowane makuchy umiesci¢ w szczelnie zamykanych
pojemnikach z tworzywa sztucznego, oznakowac (rodzaj makuchu, data, numer partii)
1 przechowywaé¢ w magazynie surowcoéw do czasu ekstrakcji biatka.

4.2.2. Przygotowanie 6 M roztworu kwasu chlorowodorowego (HCI)

1. Zapomoca pompy perystaltycznej z przeptywomierzem odmierzy¢ 5 L 37% HCl do
cylindra miarowego.



6.

Do zbiornika zawierajacego 5 L wody destylowanej (pod wyciggiem) powoli wlewac
odmierzong objetos¢ kwasu, stale mieszajac mieszadtem laboratoryjnym.

Po zakonczeniu rozcienczania roztwor pozostawi¢ do wyréwnania temperatury.

Pojemnik roboczy oznakowac: nazwg odczynnika, stezeniem (6 M HCI), data
przygotowania oraz numerem partii surowca uzytego do sporzadzenia roztworu.

Dokumentacj¢ z przygotowania roztworu (dziennik przygotowania odczynnikow)
przechowywac elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

Roztwor przechowywac w temperaturze otoczenia, nie dtuzej niz 7 dni.

W przypadku koniecznosci sporzadzenia wickszej ilosci roztworu ilosci odczynnikoOw nalezy
zwigksza¢ proporcjonalnie.

4.2.3. Przygotowanie 5 M roztworu wodorotlenku sodu (NaOH)

1.
2.
3.

6.

Odwazy¢ 2,0 kg NaOH (granulki) do pojemnika odpornego chemicznie.
Nawazke przenies¢ ilosciowo do zbiornika zawierajacego 10 L wody destylowane;.

Cala procedure prowadzi¢ pod wyciagiem, mieszajac roztwor mieszadtem
laboratoryjnym do catkowitego rozpuszczenia NaOH i wyr6wnania temperatury.

Pojemnik roboczy oznakowac: nazwg odczynnika, stezeniem (5 M NaOH), data
przygotowania oraz numerem partii surowca.

Dokumentacj¢ z przygotowania roztworu przechowywac elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

Roztwor przechowywaé w temperaturze otoczenia, nie dtuzej niz 7 dni.

Przy sporzadzaniu wiekszych ilosci roztworu zachowac te same proporcje masy i objgtosci.

4.3. Ekstrakcja bialka z makuchow roslinnych

Przed przystapieniem do procesu upewnic sig¢, ze urzgdzenia pomiarowe sg skalibrowane.
Opis dotyczy oczyszczania 40 kg zmielonego makuchu w jednym procesie. W ramach
jednego procesu technologicznego nalezy stosowa¢ wytacznie jeden rodzaj makuchu sposrod
wymienionych powyzej. Dobor surowca determinuje wariant otrzymywanego hydrolizatu
biatkowego.

Tabela 1. Warunki ekstrakcji biatka z makuchow roslinnych

Surowiec Temperatura pH
Rzepak 50 °C 12
Stonecznik 40 °C 12
Ostropest 50 °C 12

4.3.1. Ekstrakcja—etap |




Do zbiornika o pojemnos$ci 300 L wprowadzi¢ 150 L wody destylowane;j.
Uruchomi¢ mieszadto i uktad grzewczy, ustawiajgc temperature zgodnie z Tabelg 1.

Do zlewki szklanej odwazy¢ 1200 g NaOH 1 doda¢ do podgrzewanej wody; mieszac
do catkowitego rozpuszczenia.

Po osiagnigciu zadanej temperatury zatrzymac¢ mieszadto i wsypaé 40 kg
przygotowanego makuchu (zmielonego i przesianego).

Zawarto$¢ zbiornika zhomogenizowac przy uzyciu homogenizatora do uzyskania
jednorodnej mieszaniny (ok. 15 min).

Zmierzy¢ pH. W razie odchylen od warto$ci zadanej (Tabela 1) skorygowaé pH
roztworem 6 M HCI lub 5 M NaOH, uzywajac homogenizatora do jednolitego
rozprowadzenia odczynnikw w mieszaninie.

Po ustawieniu pH uruchomi¢ mieszadto (75 obr./min) i kontynuowaé¢ homogenizacj¢
przez kolejne 45 min.

Zawiesing przepompowaé do wiréwki dekantacyjne;.

Separacj¢ prowadzi¢ przy 4000 x g i przeptywie 25 L/min, do przetworzenia calej
objetosci wsadu.

10. Supernatant zawierajacy frakcje biatkowa zebra¢ do zbiornika posredniego.

11. Pellet zwazy¢ i przekaza¢ do etapu II.

W przypadku koniecznosci przerwania procesu pétprodukty (supernatant i pellet)
przechowywac¢ w 4°C, nie dtuzej niz 24 h.

4.3.2. Ekstrakcja—etap Il

1.

Do zbiornika 300 L wprowadzi¢ taka ilo§¢ wody destylowanej, aby po dodaniu pelletu
z etapu I laczna masa zawartosci wynosita 200 kg.

Uruchomi¢ mieszadlo i uktad grzewczy, ustawiajac temperaturg zgodnie z Tabelg 1.

Do zlewki odwazy¢ 360 g NaOH i doda¢ do podgrzewanej wody; miesza¢ do
calkowitego rozpuszczenia.

Po osiagnigciu zadanej temperatury wylaczy¢ mieszadto 1 przenies¢ pellet z etapu I do
zbiornika.

Zhomogenizowa¢ mieszaning przy uzyciu homogenizatora (ok. 15 min).

Zmierzy¢ pH. W razie odchylen od warto$ci zadanej skorygowac je roztworem 6 M
HCI lub 5 M NaOH, uzywajac homogenizatora do jednolitego rozprowadzenia
odczynnikow w mieszaninie.

Po korekcie pH uruchomi¢ mieszadto (75 obr./min) i kontynuowa¢ homogenizacj¢
przez kolejne 45 min.

Zawiesine przepompowac do wiréwki dekantacyjnej 1 prowadzi¢ separacj¢ przy 4000
x g oraz przeplywie 25 L/min.



9.

Supernatant po etapie 11 zebra¢ do zbiornika posredniego, taczac go z supernatantem z
etapu 1.

10. Pellet przeznaczy¢ do utylizacji zgodnie z procedurg postepowania z odpadami.

Po zakonczeniu etapu 11 wirowke dekantacyjng i zbiornik 300 L umy¢ przy uzyciu
wiasciwych srodkow myjacych i1 przeptuka¢ woda destylowana.

W razie przerwania procesu potprodukty przechowywaé w 4°C, nie dtuzej niz 24 h.

4.3.3. Stracanie bialka —etap 111

1.

Supernatanty z etapoéw 1 1 Il przepompowac do zbiornika 300 L. Jezeli sumaryczna
objetos¢ supernatantéw przekracza 250 L, etap ten nalezy wykonaé¢ w dwoch partiach.

Uruchomi¢ mieszadto i pH-metr.

3. Przy wlaczonym mieszadle dodawaé porcjami roztwor 6 M HCI, monitorujac pH.

8.

Po zblizeniu do pH 4,5 w razie potrzeby skorygowaé pH roztworem 6 M HCI lub 5 M
NaOH, tak aby uzyska¢ warto$¢ pH = 4,5.

Miesza¢ zawiesing przez 30 min w stalej temperaturze procesu.

Przepompowac zawiesing do wirdwki dekantacyjnej i prowadzi¢ separacje przy 4000
x g1 przeplywie 25 L/min do przetworzenia catosci.

Pellet zawierajacy wytracone biatko zebra¢, umiesci¢ w zbiorniku posrednim i
zwazyC¢.

Supernatant przeznaczy¢ do utylizacji zgodnie z procedura zaktadowa.

W razie konieczno$ci przerwania procesu pellet przechowywaé w 4°C, nie dluzej niz 24 h.

4.3.4. Plukanie osadu bialkowego — etap 1V

1.

5.
6.

Osad biatkowy z etapu III przenies¢ do zbiornika 300 L.

2. Doda¢ wode destylowang w stosunku 1:1 (woda:osad, w/w).
3.
4

. Przepompowac¢ zawiesing do wirowki dekantacyjnej; prowadzi¢ separacje przy 4000 x

Zhomogenizowa¢ mieszaning przy uzyciu homogenizatora (ok. 15 min).

g 1 przeptywie 25 L/min.
Pellet zawierajacy biatko zebraé¢, umiesci¢ w pojemniku posrednim 1 zwazyc¢.

Supernatant przeznaczy¢ do utylizacji.

Z r6znych miejsc pojemnika posredniego pobra¢ 3 probki (ok. 10 g kazda) do probowek
stozkowych typu falcon w celu oznaczenia

zawartosci bialka,
zawarto$ci cukrow,
zawartosci thuszczu,

zawartos$ci suchej masy,

zgodnie z odrgbng procedurg analityczng obowigzujaca w zaktadzie.



Na pojemniku z potproduktem zanotowac: date procesu oraz mase¢ otrzymanego potproduktu.
Wyizolowany ekstrakt biatkowy:

e w miar¢ mozliwosci kierowa¢ bezposrednio do hydrolizy,

e W razie potrzeby wstrzymania procesu przechowywaé w 4°C, nie dtuzej niz 72 h,

o dla dluzszego przechowywania zamrozi¢ w —20°C i przechowywac¢ nie dluzej niz 60
dni; po rozmrozeniu zuzy¢ natychmiast, bez ponownego zamrazania.

Dokumentacje¢ z procesu ekstrakcji przechowuje si¢ elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

4.4, Hydroliza ekstraktu bialkowego

Przed przystgpieniem do procesu upewnic si¢, ze urzgdzenia pomiarowe sg skalibrowane.
Proces dotyczy hydrolizy ekstraktu biatkowego z rzepaku, stonecznika lub ostropestu w
objetosci 700 L. Parametry obcigzenia zbiornika zaleza od rodzaju surowca (Tabela 2).
Hydrolizg¢ prowadzi si¢ w zbiorniku reakcyjnym o pojemnosci 1000 L, wyposazonym w uktad
grzewczy/chtodzacy 1 mieszadto.

Tabela 2. Nawazka ekstraktu i1 objeto$¢ wody destylowanej w zaleznosci od surowca

Surowiec Nawazka ekstraktu Objetos¢ wody
Rzepak 90 kg 610 L
Stonecznik 50 kg 650 L
Ostropest 55kg 645 L

4.4.1. Przebieg hydrolizy
1. Do zbiornika reakcyjnego wla¢ 300 L wody destylowane;.
2. Wlaczy¢ uktad grzewczy i ustawi¢ temperature 70°C.
3. Przygotowac¢ partiami zawiesing ekstraktu biatkowego:
o do pojemnika 50 L wprowadzi¢ 10 kg oczyszczonego ekstraktu biatkowego,

o doda¢ 30 L wody destylowanej 1 homogenizowa¢ do uzyskania jednorodne;j
mieszaniny,

o zawiesing przela¢ do zbiornika reakcyjnego.

4. Procedurg powtarza¢ az do wprowadzenia catej nawazki ekstraktu przewidzianej w
Tabeli 2, nastgpnie uzupetni¢ wodg destylowang do objetosci 700 L.

5. W zlewce szklanej odwazy¢ 800 g papainy, co odpowiada 5% (m/m) w przeliczeniu
na zawartos$¢ hydrolizowanego biatka.

6. Zmierzy¢ pH hydrolizatu. Ustali¢ pH=6,0 uzywajac roztworow 6 M HCl lub 5 M
NaOH. Korekcj¢ pH mozna prowadzi¢ automatycznie przy uzyciu kontrolera,
sprawdzajac pH po kazdej dodanej porcji biatka.



7. Po osiggnigciu temperatury 70°C i stabilnym pH = 6,0 doda¢ odwazong porcje

papainy do zbiornika reakcyjnego.

8. Prowadzi¢ hydrolize przez 3 h, stale mieszajac zawarto$¢ i monitorujgc temperature

oraz pH.

9. Po uplywie 3 h dezaktywacje enzymu przeprowadzi¢ przez podgrzanie hydrolizatu do

100°C i utrzymywanie tej temperatury przez 10 min.

10. Nastepnie roztwor przepompowac przez wymiennik ciepta do zbiornika posredniego,

schtadzajac do 80°C; wydajnos¢ pompowania ok. 50 L/min.

W trakcie hydrolizy nalezy rejestrowac:

profil temperaturowy (czas nagrzewania, czas hydrolizy, czas i warunki inaktywacji
enzymu),

wartosci pH w kluczowych punktach procesu,

ilo$ci zuzytych surowcow i odczynnikoéw (ekstrakt, woda, enzym, roztwory 6 M HCI i
5 M NaOH),

numery partii surowcow.

Dokumentacja z przygotowania odczynnikow i przeprowadzenia hydrolizy przechowywana
jest elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

4.5, Zatezanie hydrolizatu w wyparce podciSnieniowej

Celem etapu jest zwigkszenie udziatu suchej masy przed suszeniem rozpytlowym.

1.

Otrzymany hydrolizat przepompowa¢ do wyparki podcisnieniowej o pojemnosci 300
L (z mieszadlem), porcjami po ok. 200 L roztworu.

Na panelu sterowania ustawic:
o temperature 80°C,
o ci$nienie w zbiorniku skraplacza (prawy zbiornik) 200 mbar.

Sprawdzi¢ poprawno$¢ pracy wytwornicy pary, uruchomi¢ mieszadto oraz obieg
wody chtodnicze;.

Po osiagnigciu zadanych parametrow zweryfikowac przez okienko inspekcyjne, czy
zawarto$¢ zbiornika delikatnie wrze.

W razie konieczno$ci korekty ci$nienia w zbiorniku gtownym otworzy¢ zawor pompy
prozniowej, skorygowac ci$nienie i ponownie zamkna¢ zawor po uzyskaniu wlasciwej
wartoscl.

Nie dopuszcza¢ do nadmiernego obnizenia ci$nienia, ktore moze powodowac
gwattowne pienienie i1 zanieczyszczenie chtodnicy.

Proces zatezania prowadzi¢ do odzyskania ok. 100 L destylatu z kazdej partii 200 L
hydrolizatu.



8.

9.

Po zakonczeniu zatezania roztwor zawierajacy biatko przepompowac do zbiornika
posredniczacego suszarki rozpylowej i kontynuowac proces dla kolejnych partii
hydrolizatu.

Destylat mozna odprowadza¢ w sposob ciagly, pamigtajac o wyrdwnaniu ci§nienia w
odbieralniku przed otwarciem zaworu spustowego.

W trakcie procesu zatezania nalezy rejestrowac:

temperatur¢ procesu,
czas trwania,
ci$nienie robocze,

objetos¢ odzyskanego destylatu.

Dokumentacja z procesu zat¢zania przechowywana jest elektronicznie:

HEKATE\produkcja\peptydy.

4.6.

Suszenie zatezonego hydrolizatu w suszarce rozpylowej

4.6.1. Przygotowanie urzadzenia

1.

Sprawdzi¢ kompletnosc¢ 1 szczelnos¢ potaczen rurociggow i przewodow, w
szczegdlnosci:

o podlaczenie pompy perystaltyczne;,
o wylot wentylatora wyciagowego.
Otworzy¢ doptyw wody chtodzacej silnik atomizera.
Na panelu sterowania ustawic:
o temperatur¢ wlotowg (inlet) — 210°C,
o wydajnos¢ pompy perystaltycznej — 100 mL/min,
o czestotliwos¢ pracy atomizera — 400 Hz.
Wiaczy¢ wentylator, nastgpnie grzanie i atomizer.

Po osiggnigciu zadanej temperatury wlotowej rozpocza¢ podawanie zatezonego
hydrolizatu.

4.6.2. Przebieg suszenia

1.

Suszenie prowadzi¢ przy zadanych parametrach do przetworzenia catej partii
zatgzonego hydrolizatu.

Po zakonczeniu podawania produktu przepusci¢ przez uktad ok. 200 mL wody
destylowanej, w celu przeplukania instalacji.

3. Nastepnie zatrzymaé podawanie, wytaczy¢ atomizer i grzanie.

Po obnizeniu temperatury wlotowej do 50°C wytaczy¢ wentylator 1 zakreci¢ doptyw
wody chtodzacej silnik atomizera.



5. Wysuszony produkt wyja¢ z koncowego zbiornika (odbieralnika) i przenies¢ do
odpowiednio oznakowanego pojemnika.

W trakcie pracy mozliwe jest okresowe oproznianie odbieralnika:
o zamkng¢ zawor odbieralnika,
e szybko przenie$¢ zawartos¢ do docelowego pojemnika z produktem,

e PO oproznieniu ponownie podlaczy¢ odbieralnik do suszarki i otworzy¢ zawor, aby
zgromadzony produkt mogt opas¢ do odbieralnika.

Pojemnik z produktem nalezy szczelnie zamknac¢ i oznakowaé (nazwa produktu, numer partii,
data wytworzenia).

Produkt moze by¢ przechowywany w temperaturze otoczenia przez 12 miesigcy od daty
wytworzenia.

W trakcie procesu suszenia nalezy rejestrowac:

e Czas suszenia,

o temperatury suszenia (inlet/outlet),

e szybko$¢ podawania produktu,

e czestotliwos¢ pracy atomizera oraz inne kluczowe parametry pracy suszarki.
W gotowym produkcie oznacza si¢ zawarto$¢:

e suchej masy,

o Dbialka,
o thuszczu,
e cukréw

zgodnie z odrebng procedurg analityczng obowigzujaca w zaktadzie. W gotowym produkcie
oznacza si¢ zawartosc¢:

* suchej masy,
* biatka,
* thuszczu,

* cukrow

zgodnie z odrgbng procedurg analityczng obowigzujaca w zaktadzie. Dodatkowo probki
produktu koncowego nalezy przekaza¢ do laboratorium mikrobiologicznego celem
wykonania badan mikrobiologicznych zgodnie z procedurg obowiazujaca w zaktadzie.
Dokumentacj¢ z procesu suszenia przechowuje si¢ elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

4.7. Warianty produktu koncowego



W jednym cyklu technologicznym proces prowadzony jest z uzyciem wylacznie jednego

rodzaju makuchu roslinnego. Otrzymywany produkt koncowy wystepuje w trzech wariantach:

4.8.

Proteopeptydy z rzepaku,
Proteopeptydy ze stonecznika

Proteopeptydy z ostropestu

Pakowanie produktu koncowego

Pakowanie prowadzi¢ w wydzielonej, zamknigtej strefie pakowania, w warunkach
zapewniajacych higien¢ i ochrone produktu przed zanieczyszczeniem. Personel
wykonujacy czynno$ci pakowania musi stosowaé odziez ochronng (fartuch/odziez
robocza, nakrycie glowy, rekawice jednorazowe; w razie potrzeby maske), a przed
rozpoczeciem prac nalezy potwierdzi¢ czystos¢ 1 przygotowanie stanowiska (czyste,
zdezynfekowane powierzchnie robocze i elementy majace kontakt z produktem).

Otrzymany sproszkowany hydrolizat biatkowy pakowaé do pojemnikoéw
jednostkowych zgodnie z zamdwieniem i planem produkcyjnym. Nazwa produktu
oraz oznaczenie partii muszg jednoznacznie identyfikowaé zastosowany surowiec
(,,Proteopeptydy z rzepaku”, ,,Proteopeptydy ze stonecznika”, ,,Proteopeptydy z
ostropestu”).

Kazdy pojemnik jednostkowy oznakowaé co najmnie;j:

nazwg produktu,

@)

o numerem partii (powigzanym z datg produkcji),
o data minimalnej trwato$ci / datg przydatno$ci do spozycia,
o masa netto.

Dokumentacj¢ z procesu pakowania (zestawienia ilosciowe, numery partii, powigzanie
z wynikami kontroli jako$ci) przechowywac elektronicznie:
HEKATE\produkcja\peptydy.

Z kazdej partii gotowego produktu wybra¢ losowo 2 pojemniki i przekazac¢ do
archiwum jako probki referencyjne.

4.9. Przechowywanie produktu koncowego

Produkt koncowy, w opakowaniach jednostkowych i/lub zbiorczych, przechowywac:

w magazynie produktéw gotowych,
w temperaturze otoczenia,
w suchym i zaciemnionym miejscu,

w warunkach uniemozliwiajacych kontakt z wilgocia, zanieczyszczeniami 1 obcymi
zapachami.



Okres przechowywania nie powinien przekracza¢ 12 miesi¢cy od daty produkcji, z
zastrzezeniem wynikow badan stabilno$ci i obowigzujacych w zakladzie wymagan
jakosciowych.

5. Punkty krytyczne procesu i kontrola jakosci (zarys)
Do kluczowych punktow kontrolnych procesu naleza:
1. Jakos¢ surowcow wejsciowych

o zgodno$¢ z kartg specyfikacji (zawarto$¢ biatka, wilgotno$¢,
zanieczyszczenia),

o zgodnos¢ z COA producenta.
2. Parametry ekstrakcji bialka

o pH =12 podczas ekstrakcji,

o temperatura procesu (Tabela 1),

o czas homogenizacji i warunki wirowania.

o pH=4,5w etapie I,

o Czas mieszania po regulacji pH.
3. Parametry hydrolizy

o temperatura 70°C,

o pH=6,0,

o czas hydrolizy 3 h,

o prawidlowa inaktywacja enzymu (100°C, 10 min).
4. Parametry zat¢zania i suszenia

o ci$nienie 1 temperatura w wyparce (80°C, 200 mbar),

o parametry suszarki rozpytowej (temperatura wlotowa 210°C, wydajnos¢
pompy, czestotliwos¢ atomizera),

o zapobieganie przypaleniu i degradacji produktu.
5. Kontrola jakos$ci pélproduktow i produktu koncowego
o 0znaczenia zawartosci suchej masy, bialka, ttuszczu i cukrow,

o weryfikacja zgodnosci z zaktadowymi wymaganiami jakosciowymi (zakresy
akceptacji, kryteria odrzutu).

Szczegbdlowe kryteria akceptacji oraz sposob postepowania z partiami niezgodnymi okreslaja
odrebne procedury kontroli jakos$ci obowigzujace w zaktadzie.

6. Postepowanie z odpadami

e Supernatanty po procesach wirowania oraz destylaty po zatezaniu traktuje si¢ jako
scieki procesowe 1 zagospodarowuje zgodnie z obowiazujaca procedurg zaktadowa.



Pellet, osady procesowe i inne odpady stale przekazuje si¢ do utylizacji lub
zagospodarowania zgodnie z obowigzujgca procedurg zaktadowa oraz decyzjami
srodowiskowymi i obowigzujagcymi regulacjami.

Przed odprowadzeniem $ciekéw do systemu kanalizacyjnego nalezy zweryfikowaé i w
razie potrzeby skorygowac¢ pH (neutralizacja).

. Dokumentacja i archiwizacja

Wszystkie dane procesowe (parametry, nawazki, numery partii, daty) dokumentuje si¢
w karcie procesu.

Dokumentacja z poszczeg6lnych etapow (przyjecie surowcow, przygotowanie
odczynnikow, ekstrakcja, hydroliza, zatezanie, suszenie, pakowanie) przechowywana
jest w formie elektronicznej, w lokalizacji: HEKATE\produkcia\peptydy.

Okres archiwizacji dokumentacji okres$laja wewngtrzne regulacje zaktadu.



Tabela 1. Liczba potencjalnych peptydow bioaktywnych uzyskanych w wyniku proteolizy in silico zidentyfikowanych biatek z probki rzepaku

trawionych papaing, ficyng i bromelaina, z podziatem na gléwne klasy aktywnosci biologiczne;.
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