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Streszczenie

Analizie bioinformatycznej poddano 89 peptydéow immunoaktywnych dostgpnych w bazie BIOPEP.
Obecnos¢ fragmentdw potencjalnie immunoaktywnych stwierdzono w 90 ze 150 sekwencji analizowa-
nych biatek. Sekwencje aminokwasowe badanych peptydéw analizowano z uwzglednieniem: dlugosci
fancucha, udziatu procentowego poszczegdlnych aminokwaséw, pl, molowego wspolczynnika ekstynkeji,
indeksu hydropatii i tadunku wypadkowego. Ponadto okreslono mozliwosci ich uwalniania in silico przez
enzymy proteolityczne. Na podstawie komputerowej analizy z zastosowaniem programu ProtParam
stwierdzono, ze immunoaktywne peptydy to glownie fragmenty hydrofilowe, w sekwencji ktérych prze-
wazaja takie aminokwasy, jak: Lys, Arg i Pro, obdarzone fadunkiem dodatnim w neutralnym pH. W kom-
puterowej symulacji proteolizy in silico wybranych 11 biatek Zywnos$ci o najwigkszej czgstosci wystepo-
wania peptydow immunoaktywnych (parametr A > 0,02) wykazano, ze tylko trzy enzymy: chymaza (EC
3.4.21.39), elastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC 3.4.22.25), sposrod dostep-
nych w bazie BIOPEP, wykazywatly specyficzno$¢ pozwalajaca na uwalnianie peptydow immunoaktyw-
nych w uktadzie jednego enzymu. Produktami hydrolizy analizowanych biatek, przy uzyciu wybranych
enzymow proteolitycznych, byly glownie 2 - 3 aminokwasowe fragmenty peptydowe.

Stowa kluczowe: peptydy immunoaktywne, baza BIOPEP, analiza bioinformatyczna, proteoliza in silico

Wprowadzenie

Bialka sg podstawowymi sktadnikami zywnosci zarowno pod wzgledem zywie-
niowym, jak i funkcjonalnym. Sg Zzrodtem energii, ale przede wszystkim — aminokwa-
soOw niezbednych do syntezy biatek ustrojowych. Dodatkowo wiele bialek wykazuje
specyficzng aktywno$¢ biologiczna, ktéra moze ksztattowaé funkcjonalne czy tez
prozdrowotne wilasciwosci produktow zywnosciowych. Biatka te, jak i1 produkty ich
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hydrolizy — peptydy, moga rowniez wptywac na wlasciwosci zywnos$ci oraz oddziaty-
waé na organizm cztowieka. To oddzialywanie zwigzane jest z mozliwo$cig wzboga-
cania endogennego systemu peptydow bioaktywnych [5, 7, 9, 24].

W wyniku prac badawczych poznano i scharakteryzowano peptydy biologicznie
aktywne [2, 3, 8]. Podjeto si¢ tez opracowania i zastosowania bazy biatek i bioaktyw-
nych peptydow BIOPEP [1], ktorg udostgpniono na stronie internetowej
[www.uwm.edu.pl/biochemia]. Zawiera ona podstawowe informacje na temat biolo-
gicznej aktywnosci peptydéw, masy chemicznej i monoizotopowe;j, dlugosci tancucha,
wartosci ECsq 1 dane bibliograficzne. Komputerowa ocena biatka jako prekursora bio-
aktywnych peptydoéw przeprowadzana jest na podstawie zaproponowanych kryteriow,
a mianowicie: profilu potencjalnej aktywnosci biatka, czgstosci wystepowania bioak-
tywnych fragmentoéw oraz ich potencjalnej aktywnosci. W bazie BIOPEP znajduje si¢
2609 peptydow bioaktywnych, wykazujacych czterdziesci cztery rodzaje aktywnosci,
w tym peptydy o aktywno$ci immunomodulacyjnej i immunonostymulacyjnej. Pepty-
dy te moga wzmagac¢ takie funkcje uktadu immunologicznego, jak: proliferacja limfo-
cytow, aktywnos¢ komorek NK (,,naturalni zabdjcy”), synteza przeciwciat i dziatanie
cytokin. Ponadto peptydy immunoaktywne moga redukowac¢ reakcje alergiczne u oso6b
sktonnych do atopii i wzmacniac jelitowa odporno$¢ w przewodzie pokarmowym [20].
Jest wiele przyktadow wzmacniania lub ostabiania uktadu odpornosciowego przez
peptydy pochodzace z bialek zywnosci [13, 14].

Celem przeprowadzonych badan byta bioinformatyczna analiza peptydow immu-
noaktywnych oraz biatek zywnosci, jako prekursoréw tych peptydow z wykorzysta-
niem bazy BIOPEP.

Materialy i metody badan

Bioinformatyczna oceng bialek zywnosci jako prekursoréw peptydow immunoak-
tywnych oraz ich fizykochemiczng charakterystyke przeprowadzono korzystajac
z bazy danych bialek i bioaktywnych peptydow BIOPEP [1]. Analizowano sekwencje
aminokwasowe 89 dostgpnych w bazie peptydow immunoaktywnych oraz wybranych
150 biatek.

Sekwencje aminokwasowe badanych peptydéw analizowano z uwzglednieniem:
dtugosci tancucha, udziatu procentowego poszczegdlnych aminokwasow, pl, molowe-
go wspotczynnika ekstynkeji, indeksu hydropatii i tadunku wypadkowego. Masa cza-
steczkowa peptydow byta wyliczana automatycznie po wybraniu sekwencji aminokwa-
sowej w bazie BIOPEP. Ladunek wypadkowy okreslano na podstawie wartosci pK
grup jonizujacych w tancuchach bocznych aminokwaséw: Lys, Arg, His, Glu i Asp
w neutralnym pH. Obliczenia pozostalych parametrow wykonywano z wykorzysta-
niem programu Protparam [25]. Obliczenia wszystkich parametréw w odniesieniu do
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sekwencji zawierajgcych mniej niz 5 reszt aminokwasowych wykonywano samodziel-
nie, wykorzystujac zdefiniowane algorytmy [12].

W bazie BIOPEP znajduje si¢ panel ,,Analysis”, w ktorym automatycznie, po wy-
braniu sekwencji biatka, wyznaczany jest profil jego potencjalnej biologicznej aktyw-
nosci (zaktadka ,,Profiles of proteins biological activity”) oraz obliczana jest czgstos¢
wystepowania motywow o okreslonej aktywnosci w tancuchu polipeptydowym biatka
(zaktadka ,,A, B, Y Calculation). Profil potencjalnej aktywnosci biologicznej biatka
okresla rodzaj, ilos¢ i potozenie wystepujacych w biatku fragmentow aktywnych. Cze-
sto$¢ wystepowania fragmentdw o okreslonej aktywnos$ci biologicznej w tancuchu
biatkowym (parametr A) opisana jest rownaniem:

A =a/N,

gdzie: a — liczba fragmentow o danej aktywnosci w tancuchu biatka, N — liczba reszt
aminokwasowych w tancuchu polipeptydowym.

Bialka zywno$ci o najwyzszej wartosci parametru A (czgstoSci wystepowania
peptydow immunoaktywnych) poddano proteolizie in silico w bazie BIOPEP [1].
W celu okreslenia mozliwo$ci uwalniania peptydow immunoaktywnych z biatek pre-
kursorowych zastosowano aplikacj¢ ,,Enzyme(s) action”. Pozwala ona na hydrolize
biatek jednym lub maksymalnie trzema dowolnie wybranymi enzymami proteolitycz-
nymi sposrod 28 dostepnych w bazie. W pracy wykorzystano 2 opcje hydrolizy bialek:
jednym i dwoma enzymami.

Wiyniki i dyskusja

Analizie bioinformatycznej poddano 89 peptydow immunoaktywnych dostepnych
w bazie BIOPEP. Wsrod peptydow immunoaktywnych przewazaty fragmenty zawiera-
jace w tancuchu od czterech do sze$ciu reszt aminokwasowych (51 peptydow).

Wyniki komputerowej analizy skladu aminokwasowego i witasciwosci fizyko-
chemicznych peptydow immunoaktywnych zestawiono w tab. 1. i 2. Ponad 56 %
wszystkich peptydéw zawierato aminokwasy: Lys, Arg i Pro. W co najmniej dwudzie-
stu peptydach wystepowaly reszty: Gln, Glu, Gly, Ile, Leu, Phe, Tre, Tyr i Val. Najrza-
dziej w analizowanych peptydach wystepowaty: Ala, His, Trp i Cys. Udziat procento-
wy aminokwasow w sekwencjach peptydow immunoaktywnych obliczono
w odniesieniu do wszystkich badanych peptydéw. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
pewne aminokwasy wystepuja czesciej w tancuchach i mogg wplywaé na immunoak-
tywnos¢ peptydow. W sekwencji biologicznie aktywnych peptyddéw i w zaleznosSci od
rodzaju tej aktywnos$ci mogg dominowaé aminokwasy: Val, Leu, Pro, His, Tyr, Glu
1 Asp [17]. Maksymalne wartosci sredniego udziatu aminokwasow we wszystkich ana-
lizowanych peptydach immunoaktywnych uzyskano w przypadku Lys, Arg i Pro,
a minimalne — w Cys, Trp i His. Warto$ci $redniego udzialu aminokwasow w sekwen-
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cjach, w ktérych dany aminokwas byt obecny, wskazuja, ze oprocz tych trzech domi-
nujacych aminokwasoéw pewne znaczenie moze mie¢ obecnosé: Glu, Gly, Phe czy Tyr.
Np. oryzatensyna, znany peptyd wielofunkcyjny wykazujacy aktywno$¢ imunomodu-
lacyjnag powodujaca skurcze mig$ni gtadkich i antagonistyczng do opioidowej, oraz
peptydy jej pokrewne o takiej samej aktywnosci zawierajg reszte Arg jako C-koncowy
aminokwas, reszt¢ Leu w pozycji trzeciej i reszte hydrofobowa (Leu lub Tyr) w pozy-
cji piatej od C-konca [29]. Ponadto w sekwencji oryzatensyny wystepuja reszty Pro.
Znaczenie Pro w ksztattowaniu biologicznej aktywnosci omawiano w literaturze

Tabela 1. Zawarto$¢ aminokwasow w analizowanych peptydach immunoaktywnych.
Table 1.  Content of amino acids in immunoactive peptides analysed.

Srednia zawartos¢ i 5
aminokwaséw z:vlvcizlr):jgce}?ctﬁd;azy Min. — mgks. zawartos¢ reszt
. : aminokwasowych
Aminokwasy Average content of aminokwas Min - max content of amino
Amino acids ammoo acids Number of peptidqs acid residues
[%o] containing given amino o
a b acid (%]

Ala 1,68 16,61 9 3,10-33,30
Arg 11,79 20,58 51 5,30 - 50,00
Asn 2,31 12,08 17 4,00 - 20,00
Asp 3,77 17,65 19 4,50 - 40,00
Cys 0,47 13,80 3 8,00 - 16,70
Gln 3,05 13,58 20 4,00 - 25,00
Glu 4,80 21,37 20 5,30 - 66,70
Gly 5,90 18,77 28 3,60 - 66,70
His 0,54 9,54 5 3,10- 16,70
Tle 4,94 15,16 29 4,00 - 33,30
Leu 5,92 16,33 32 5,60 - 66,70
Lys 12,91 22,98 50 3,60 - 50,00
Met 1,40 12,44 10 4,00 - 33,30
Phe 4,30 18,22 21 4,30 - 33,33
Pro 12,18 20,46 53 3,10 - 50,00
Ser 3,52 16,47 19 4,00 - 40,00
Thr 6,61 17,30 34 3,60 - 33,30
Trp 0,47 13,80 3 8,00 - 16,70
Tyr 6,05 18,56 29 3,10 - 50,00
Val 6,91 17,76 35 3,10 - 40,00

Objasnienia: Explanatory notes:
a — wszystkie peptydy immunoaktywne / all immunoactive peptides;
b — peptydy zawierajace dany aminokwas / peptides that contain given amino acid.
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Tabela 2. Fizykochemiczne wlasciwosci peptydow immunoaktywnych.
Table 2.  Physical-chemical properties of immunoactive peptides.

Wyréznik Srednia warto$¢ Min. warto$¢ Maks. wartos¢
Index Mean value Min value Max value

Masa czgsteczkowa

Molecular mass 928,37 238,26 3669
[Da]
pl 8,2 3,61 12,6

Wspotczynnik molowej ekstynkcji

L . 2261,25 1490 11000
Molar extinction coefficient
Indeks n¥e‘stal.)11nosm 36,87 5143 179.53
Instability index
Indeks alifat Sci
nde .sal'a}./cznosm 6431 0.00 260
Aliphatic index
Indeks h tii
ndeks ydr(?pa il 0.92 3,97 2,68
Hydropathy index
L k nett
adunek netto ! 5 g

Net charge

przedmiotu [10, 27, 31]. Wyniki analizy sktadu aminokwasowego peptydéw immuno-
modulacyjnych wskazuja, ze wiele z nich to fragmenty, w ktorych sekwencji dominuje
jeden lub kilka aminokwaséw [10, 17].

Konsekwencjg sktadu aminokwasowego sg okreslone wtasciwosci struktury pep-
tydow. W tab. 2. przedstawiono minimalne, $rednie i maksymalne warto$ci wybranych
parametrow fizykochemicznych analizowanych peptydéw immunoaktywnych. Przy-
ktadowo, zakres mas czasteczkowych peptydow wynosit od 238 do 3669 Da, a §rednia
masa czasteczkowa — ok. 930 Da. Wsrdd peptyddéw przewazaty te o masie 500 +
700 Da (okoto 50 % wszystkich peptydow). Sposrdd 89 analizowanych peptydow 38
miato wartos¢ pl < pH 7, a 51 — pl > pH 7. Ta obserwacja taczy si¢ z analizag wypad-
kowych tadunkéw peptydow obliczonych w neutralnym pH oraz analizowang powyzej
zawartos$cig poszczegdlnych aminokwaséw: 18 peptydow miato tadunek ujemny, 53 —
dodatni, pozostale peptydy byty obojetne (rys. 1). Wiele znanych peptydéw obronnych,
naturalnie wytwarzanych w ukladzie immunologicznym, ma czasteczki obdarzone
fadunkiem dodatnim, co wynika z obecnos$ci w ich sktadzie aminokwasdéw zasadowych
[17, 28]. Molowy wspotczynnik ekstynkcji obliczono tylko fragmentom, w sekwencji
ktorych wystepowal co najmniej jeden z aminokwasow absorbujacych swiatlo przy
dtugosci fali A = 280 nm, to znaczy Tyr, Trp i Cys (32 peptydy). Wartos¢ molowego
wspotczynnika ekstynkcji wigckszosci peptydow byla niska i wynosita 1490, co jest
zbiezne z matg zawartoscig gtownie Trp i Cys. Okoto 54 % analizowanych peptydow
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(48) miato warto$¢ indeksu niestabilnosci ponizej czterdziestu, co znaczy, ze byly sta-
bilne [16]. Indeks alifatycznosci, dodatnio skorelowany z termostabilnoscia, jest defi-
niowany jako wzgledna objeto$¢ zajmowana przez tancuchy boczne Ala, Val, Ile i Leu.
W przypadku 22 analizowanych fragmentow indeks alifatycznosci wynosit zero, co
znaczy, ze peptydy nie zawieraly zadnego z wymienionych aminokwasow. Warto$¢
indeksu alifatycznos$ci w granicach 50 + 80 uzyskato okoto 30 % wszystkich pepty-
doéw. Warto$¢ indeksu hydropatii, wskazujacego na stopien rozpuszczalnosci pepty-
dow, byla ujemna w przypadku 64 sposrdd analizowanych peptydow. Swiadczy to
o ich hydrofilowym charakterze [25].

Ladunek wypadkowy/Netcharge:H -5 B4 B3 B2 @B-1 0001 B2 833 B4 B5 86 08

Rys. 1. Rozktad tadunku netto peptydow immunoaktywnych [%].
Fig. 1. Immunoactive peptides net charge distribution [%].

Obecnos¢ fragmentéw potencjalnie immunoaktywnych stwierdzono w 90 ze 150
sekwencji analizowanych biatek. Parametr A analizowanych bialek przyjmowat warto-
$ci od 0,0013 do 0,0287. Najbogatszym potencjalnym zrodtem peptydow immunoak-
tywnych (parametr A > 0,02) okazaty si¢ biatka: warianty genetyczne krowiej kazeiny-
B, laktoalbumina-a pochodzaca z roznych gatunkow, mioglobina, flawodoksyna, pro-
lamina ryzu, inhibitor trypsyny i monelina. W tancuchach polipeptydowych wariantow
genetycznych kazeiny-B wystgpowato od 4 do 6 peptydow immunoaktywnych, w lak-
toalbuminie-a — 3, we flawodoksynie — 2, a w pozostatych biatkach po jednym poten-
cjalnie immunoaktywnym fragmencie. Motywy o potencjalnej aktywno$ci immuno-
modulacyjnej wystepuja w hydrofilowych fragmentach czasteczek biatkowych, o czym
$wiadczy ujemna wartos¢ indeksu hydropatii (Srednia warto$¢ indeksu hydropatii
fragmentoéw potencjalnie immunoaktywnych wyniosta -0,92).
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Fragmenty biatka, odpowiadajace sekwencjom bioaktywnych peptydow, wykazu-
ja aktywno$¢ po ich uwolnieniu ze struktury prekursora. Aby uzyskaé¢ odpowiedz na
pytanie o mozliwo$¢ uwalniania peptydow immunoaktywnych, przeprowadzono prote-
oliz¢ in silico wybranych 11 biatek Zywnosci o najwigkszej czestoSci wystepowania
peptydow immunoaktywnych (parametr A > 0,02). Uzyskane wyniki przedstawiono
w tab. 3. Tylko trzy enzymy proteolityczne, sposrdéd 28 zgromadzonych w bazie
BIOPEP, wykazywaty specyficzno$¢, pozwalajaca na uwalnianie peptydéw immuno-
aktywnych w ukltadzie jednego enzymu. Enzymami tymi byly: chymaza (EC
3.4.21.39), clastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC
3.4.22.25). Pozostate bioaktywne fragmenty otrzymano stosujac trzy kombinacje
dwoch roznych enzymow proteolitycznych. Produktami hydrolizy analizowanych bia-
tek, przy uzyciu wybranych enzyméw proteolitycznych, byly glownie 2-, 3-
aminokwasowe fragmenty peptydowe. Wyjatek stanowit heksapeptyd PGPIPN, uwal-
niany wraz z peptydem LLY, w wyniku dziatania nastepczego chymazy (EC 3.4.21.39)
i endopeptydazy glutamylowej II (EC 3.4.21.82) z krowiej kazeiny-f3, wariantow gene-
tycznych A2 i E (biatka, ID 1098 i 1102). W wyniku hydrolizy krowiej kazeiny-f,
wariantu genetycznego Al (biatko, ID 1097), przy zastosowanej kombinacji wymie-
nionych enzymoéw otrzymano tylko jeden produkt hydrolizy — peptyd LLY. Peptyd
LLY byt uwalniany rowniez pod wpltywem samoistnego dziatania chymazy (EC
3.4.21.39) i byt jedynym produktem hydrolizy krowiej kazeiny-p (wszystkich trzech
analizowanych wariantéw genetycznych). Swiadczy to o niewielkich réznicach
w uwalnianiu produktow proteolizy w warunkach in silico, w zaleznosci od wariantu
genetycznego danego biatka. Wskazuje jednak na mozliwos¢ uwalniania nowych, in-
nych produktow hydrolizy. Niewielkie roéznice ilosciowe w produktach komputerowe;
symulacji proteolizy stwierdzono w zalezno$ci od gatunku na przyktadzie laktoalbu-
miny-o. W przypadku krowiej i ludzkiej laktoalbuminy-a (biatka, ID 1077 i 1115)
w kombinacji 2 enzymow proteolitycznych: elastazy trzustkowej (EC 3.4.21.36) i pro-
teazy V8 (EC 3.4.21.19) byty uwolnione 2 immunoaktywne fragmenty peptydowe YG,
natomiast z owczej laktoalbuminy-ao (biatko, ID 1082) tylko jeden peptyd YG (tab. 3).
W uktadzie dziatania jednego enzymu, z fancuchow krowiej i ludzkiej laktoalbuminy-
o, enzymy: eclastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC
3.4.22.25) uwolnity po 1 fragmencie peptydowym YG. Z owczej laktoalbuminy-o nie
zostal za$ uwolniony zaden peptyd immunoaktywny. Ponadto w tab. 3. przedstawiono
wyniki proteolizy in silico mioglobiny (ID 1125) oraz inhibitora trypsyny (ID 1232).
Nie uwolniono zadnego dluzszego, znanego fragmentu immunoaktywnego. W literatu-
rze szeroko oméwiono pozyskiwanie peptydéw w procesie enzymatycznej hydrolizy
[4, 13, 26, 30]. Przykladem sg immunopeptydy otrzymane z kazeiny-og;, - 1 -k oraz
laktoalbuminy-a, ktére moga zaréwno tlumi¢, jak i wzmagaé¢ odpowiedZz immunolo-
giczng. Otrzymywany w wyniku enzymatycznej hydrolizy krowiej kazeiny-f3 peptyd
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B-kazomorfina wzmaga proliferacj¢ limfocytow i komdrek NK [23]. Kazocydyna
i isracydyna, peptydy otrzymywane z kazeiny-ag;, stymulujg fagocytoze i odpowiedz
immunologiczng wywotang infekcjag bakteryjng [22]. Peptydy powstate w wyniku hy-
drolizy kazeiny-k przez trypsyng inhibujg agregacje ptytek krwi i wigzanie fibrynogenu
z ptytkami krwi [11].

Hydroliza biatek zywnosci in silico (baza BIOPEP) przeprowadzana jest wytacz-
nie na podstawie rozpoznania w strukturze pierwszorzedowej okreslonej resz-
ty/okreslonych reszt aminokwasowych w ancuchu substratu, zgodnie ze zdefiniowang
specyficznoscig danego enzymu. Program nie uwzglednia takich czynnikéw, jak
wplyw warunkéw fizykochemicznych (temperatura, pH) srodowiska czy struktury
wtornej biatek, ktore znaczaco moga wptywac na efektywnos$¢ proteolizy [6].

Analizujac mozliwo$¢ uwalniania bioaktywnych peptydow z biatek prekursoro-
wych przez enzymy proteolityczne, nalezy podkresli¢, ze specyficzne oddzialywanie
fizjologiczne nie musi przejawiac si¢ po doustnym podaniu peptydu lub w wyniku jego
uwolnienia przez enzymy przewodu pokarmowego. Peptydy o wlasciwosciach fizjolo-
gicznych, takich jak opioidowe czy immunostymulacyjne, na przyktad pochodzace
z biatek mleka, ulegaja najprawdopodobniej dalszej hydrolizie w organizmie [15].

Whioski

1. Baza bialek i peptydow bioaktywnych BIOPEP jest przydatnym narz¢dziem analizy
immunoaktywnych peptydow pochodzacych z biatek prekursorowych w modelo-
wych badaniach in silico. Pozwala ona w szybki i prosty sposob znalez¢ sekwencje
biatka najbogatsze w elementy immunoaktywne.

2. Wyniki analizy z zastosowaniem programu ProtParam wskazuja, ze immunoaktyw-
ne peptydy to gtoéwnie fragmenty hydrofilowe, w sekwencji ktorych przewazajg ta-
kie aminokwasy, jak: Lys, Arg i Pro, obdarzone fadunkiem dodatnim w neutralnym
pH.

3. Badania in silico moga mie¢ znaczenie w poszukiwaniu zrodet i otrzymywaniu
peptydéw immunoaktywnych, a tym samym w opracowywaniu diet pacjentow,
produkcji zywnosci funkcjonalnej 1 nutraceutykow.

Praca badawcza finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego, projekt nr NN312484240 oraz Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olszty-
nie, projekty nr: 528-0713-0819 i 528-0712-809
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IN SILICO ANALYSIS OF IMMUNOACTIVE PEPTIDES DERIVED FROM FOOD PROTEINS —
A STUDY BASED ON BIOPEP DATABASE

Summary

89 immunoactive peptides available in the BIOPEP Database were bioinformatically analyzed. It
was determined that potentially immunoactive peptide fragments were present in 90 of 150 sequences of
the proteins analysed. In the sequences of immunoactive peptides studied, the following was analysed:
peptide chain length, percent content of individual amino acids, pl, molar extinction coefficient, hydropa-
thy index, and net charge. Furthermore, it was determined whether it was possible to in silico release
those peptides using specific proteolytic enzymes. Based on the results of the computer analysis performed
using a ProtParam software, it was confirmed that the immunoactive peptides were, mainly, hydrophilic
fragments and in their sequence, the alkaline amino acids prevailed, such as: Arg, Lys, and Pro, with
a positive net charge in neutral pH. A computer simulation of in silico proteolysis of 11 selected food
proteins showing the highest occurrence frequency of immunoactive peptides (parameter A > 0.02) was
performed and based thereon, it was proved that of all the enzymes available in the BIOPEP Database,
only three proteolytic enzymes , i.e.: chymase (EC 3.4.21.39), pancreatic elastase (EC 3.4.21.36), and
glycyl endopeptidase (EC 3.4.22.25) were able to release immunoactive peptides in one enzyme setup.
The 2-3 amino acid peptide fragments were, mainly, produced during the hydrolysis of the analyzed pro-
teins performed using proteolytic enzymes.

Key words: immunoactive peptides, BIOPEP Database, bioinformatic analysis, in silico proteolysis
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