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Streszczenie

Bioaktywne peptydy obecne w zywnosci moga przyczynié¢ si¢ do zmniejszenia wystepowania chordb
przewlektych. W produktach spozywczych peptydy zazwyczaj sa uwalniane poprzez hydrolize enzyma-
tyczna biatek. W pracy przedstawiono wybrane metody analityczne, chemometryczne i bioinformatyczne,
stosowane w badaniach molekularnych i biologicznych wlasciwosci peptydow pochodzacych z biatek
zywnosci. Opisano takze metody zwickszania biodostgpnosci peptydow oraz wybrane aspekty oceny ich
bezpieczenstwa. Zrozumienie aspektow molekularnych biologicznej aktywnosci peptydow stwarza pod-
stawy postgpu w wykorzystaniu tych zwiazkéw jako sktadnikéw zywnosci zapobiegajacych chorobom
dietozaleznym.

Stowa kluczowe: peptydy bioaktywne zywnosci, metody analityczne, komputerowe bazy sekwencji,
chemometria, biodostgpnos¢, bezpieczenstwo

Wprowadzenie

Biatka pochodzace z zywnosci sg gltdwnie zroédlem aminokwasdéw. Ich wartosé
oceniana jest takze wedtug kryteriow zywieniowych, np. strawnosci, obecnosci zwigz-
kéw przeciwzywieniowych lub wiasciwosci alergennych [18]. Nowe, dodatkowe kry-
terium oceny biatek dotyczy ich potencjalnej aktywnos$ci biologicznej oraz mozliwosci
uwalniania z ich struktury aktywnych peptydéw za pomocg enzymow lub czynnikow
fizykochemicznych. Schlimme i Meisel [87] definiuja bioaktywne peptydy jako frag-
menty bialek, ktére pozostajg nieaktywne w ich sekwencji, natomiast po uwolnieniu

Prof. dr hab. P. Minkiewicz, prof. dr hab. M. Darewicz, dr hab. A. Iwaniak, prof. nadzw., dr inz. J.
Borawska, dr inz. J. Bucholska, mgr inz. M. Hrynkiewicz, Katedra Biochemii Zywnosci, Wydz. Nauki
o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, pl. Cieszyiski 1, 10-726 Olsztyn. Kontakt:
minkiew@uwm.edu.pl



6 Piotr Minkiewicz i wssp.

przez enzymy proteolityczne moga oddziatywaé z odpowiednimi receptorami w orga-
nizmie, regulujac jego funkcje. Minkiewicz i wsp. [62] zdefiniowali pojecie peptydo-
mu zywnosci jako puli peptydow obecnych w surowcu lub produkcie zywno$ciowym.
Struktura molekularna peptydow zywnosci wptywa na mechanizmy wchtaniania tych
zwigzkow, jako$¢ surowcow i produktow spozywczych, kondycje psychofizyczng kon-
sumentéw oraz profilaktyke chorob dietozaleznych [21, 62]. Zrozumienie zalezno$ci
migdzy strukturg molekularng peptydéw a funkcja biologiczng zywno$ci wymaga sto-
sowania zaawansowanych metod badan o charakterze analitycznym i komputerowym.
[39, 55, 85, 106, 110]. W celu ograniczenia kosztow i czasochtonnos$ci tych badan
stosuje si¢ metody oraz techniki bioinformatyczne, a takze chemometryczne [73, 84,
85, 98]. Jedng z najwazniejszych metod analizy biatek i produktoéw ich degradacji jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukladzie odwroconych faz (RP-HPLC).
Kolumnowa chromatografi¢ cieczowa bardzo czgsto stosuje si¢ do izolowania pepty-
dow i biatek na skale przemystowa [1]. Najbardziej precyzyjna metoda identyfikacji
peptydow 1 biatek jest spektrometria mas (MS) badz tandemowa spektrometria mas
(MS/MS) [71]. Narzegdzia bioinformatyczne umozliwiajg przeprowadzenie symulacji
procesu hydrolizy bialek oraz ulatwiaja identyfikacj¢ bioaktywnych peptydow przy
wykorzystaniu wynikow badan otrzymanych za pomoca spektrometrii mas [6, 85].
Programy oraz algorytmy stuzace do identyfikacji peptydow na podstawie wynikow
takich badan przedstawili Forner i wsp. [28]. Ostateczng weryfikacjg i potwierdzeniem
badan in silico sa eksperymentalne oznaczenia aktywno$ci biologicznej hydrolizatow
i peptydow.

Metody oznaczania wybranych rodzajéw aktywnosci biologicznej peptydéow
zywnosci

Metody oznaczania aktywno$ci biologicznej peptydow pochodzacych z biatek
zywnosci przedstawiono na przykladzie peptydéw inhibitorow konwertazy angioten-
syny I oraz peptydoéw antyoksydacyjnych.

Konwertaza angiotensyny I (ACE) [EC 3.4.15.1] odgrywa wiodacg rolg w syste-
mach odpowiedzialnych za regulacj¢ cisnienia krwi [39, 40]. Wiele znanych peptydow
z zywnos$ci moze by¢ inhibitorami ACE [47]. Aktywno$¢ inhibitorow ACE jest okre-
slana za pomocg parametru ICsy, ktorego warto$¢ odpowiada stg¢zeniu peptydu powo-
dujacego zmniejszenie aktywnos$ci enzymu o 50 %. Okreslenie aktywnosci inhibitorow
ACE polega na spektrofotometrycznym pomiarze zawartosci kwasu hipurowego (HA),
powstajgcego na skutek dziatania konwertazy angiotensyny na hipurylo-L-histydylo-L-
leucyne (HHL) w obecnos$ci wyizolowanych peptydow lub hydrolizatow biatek o rdz-
nym stezeniu [14]. Jimsheena i Gowda [41] opracowali metode, ktora pomija etap eks-
trakcji HA z mieszaniny reakcyjnej. Innym sposobem jest pomiar zawartos§ci HA
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdconymi fazami
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(RP-HPLC) [80]. Stosowanie odmiennych metod utrudnia porownywanie wartosci ICs
otrzymywanych w roznych badaniach. Niektorzy autorzy nie podaja istotnych szczego-
tow dotyczacych oznaczen [68]. Wedlug roznych autordéw dipeptyd AP charakteryzuje
si¢ wartoscig ICsy w przedziale 29 + 230 uM, natomiast ICso peptydu AVPYPQR wy-
nosi 15 +274 uM [2].

Pomiar aktywnosci przeciwnadci$nieniowej inhibitorow ACE w uktadzie in vivo
prowadzony jest z udzialem ludzi lub zwierzat [40]. Do$wiadczenia prowadzi si¢ naj-
czesciej na czterotygodniowych szczurach rasy Wistar (ang. WKR, Wistar Kyoto rats)
0 normotensyjnym cisnieniu krwi oraz szczepu SHR (ang. spontaneously hypertensive
rats), tj. szczurach z predyspozycjami do rozwoju nadcisnienia [50]. Szczury karmione
sg raz dziennie okreslong dawka peptydu przeliczona na kilogram masy ciata. Peptyd
podany w formie roztworu wodnego jest intubowany bezposrednio do zotadka szczu-
row, a nastepnie co kilka godzin dokonywany jest pomiar ci$nienia krwi [70]. Badania
ludzi obejmujg pacjentow w lagodnym stadium nadcis$nienia tgtniczego. Pacjenci
otrzymujg okreslong dawke peptydu w formie ekstraktu lub produktu zywno$ciowego,
a nastgpnie w odpowiednich przedzialach czasowych dokonywany jest pomiar skur-
czowego oraz rozkurczowego cisnienia krwi [40].

Wiasciwosci antyoksydacyjne bialek i peptydow sa roznie definiowane, a do ich
pomiaru wykorzystuje si¢ wiele metod. Miedzy innymi wykorzystywana jest zdolnos¢
antyoksydantow do dezaktywacji wolnych rodnikéw. Reakcje te moga przebiegac we-
dlug dwoch mechanizméw: przeniesienia pojedynczego elektronu, tzw. SET (ang.
single electron transfer) oraz przeniesienia atomu wodoru, tzw. HAT (ang. hydrogen
atom transfer) [86]. W metodach z zastosowaniem mechanizmu typu SET mieszaning
reakcyjng stanowig przeciwutleniacz i oksydant zmieniajacy barwe wskutek redukc;ji.
Uzyskane wyniki przelicza si¢ czgsto na rownowazniki Troloxu, TEAC (ang. Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) [86]. Metoda z uzyciem roztworu DPPH
(1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl) wykorzystuje mechanizm SET [74, 86]. W badaniach
stosuje si¢ m.in. etanolowy roztw6ér DPPH o barwie purpurowej (maksimum absor-
bancji - Apax = 517 nm) [109]. W czasie reakcji redukeji barwa roztworu zmienia si¢ na
701tg. Metoda ta jest szeroko stosowana do pomiardéw zdolnosci antyoksydacyjnej na-
turalnych surowcow. Jest szybka i doktadna, a otrzymane wyniki sg odtwarzalne [15].
Kolejna metoda oznaczania aktywno$ci antyoksydacyjnej wykorzystuje wolny rodnik
ABTS™ [2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]. Zastosowanie ABTS" umoz-
liwia pomiar catkowitej aktywno$ci antyoksydacyjnej probek zywnosci [15]. Rodniki
ABTS"™ tworzone s podczas reakcji chemicznych, np. z nadsiarczanem potasu (nad-
tlenosiarczanem(VI) dipotasu), elektrochemicznych lub enzymatycznych. Utlenienie
ABTS™ nastepuje natychmiast, jednak maksymalng warto$¢ absorbancji i pelng stabil-
no$¢ rodnik uzyskuje po uptywie 6 h. Rodniki generowane podczas reakcji majg barwe
niebieskozielong (np. Amax = 734 nm) [111]. Antyoksydanty powodujg redukcje katio-
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norodnika w stopniu zaleznym od czasu trwania reakcji, st¢zenia przeciwutleniacza
oraz jego aktywnosci [15]. Zaletami metody sg duza szybko$¢ reakcji kationorodnika
ABTS"™ z przeciwutleniaczami (zwykle w ciagu 30 min) oraz rozpuszczalnosé¢ ABTS™
zardbwno w wodzie, jak i w rozpuszczalnikach organicznych [15]. Inng metoda pomiaru
aktywnosci antyoksydacyjnej jest test na site¢ redukowania jonow zelaza (ang. reducing
power lub ferric-reducing power), ktory pozwala na bezposrednie okreslenie wihasci-
wosci redukujacych badanej probki. Metoda polega na pomiarze redukeji heksacyjano-
zelazianu(IIl) potasu pod wptywem dziatania antyoksydanta i detekcji zmiany zabar-
wienia substratu (A, .= 700 nm) [6]. Nalezy podkresli¢, ze zadna z metod oznaczania
wlasciwosci antyoksydacyjnych nie jest uznana za oficjalnie zestandaryzowana. Stad
sugeruje si¢ wykorzystywanie réoznych metod w réznych warunkach utlenienia do
oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej [86].

Zastosowanie spektrometrii mas, wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
elektroforezy kapilarnej w analizie biologicznie aktywnych peptydow zZywnosci

Do identyfikacji i ilosciowego oznaczania peptydow stosowane sg metody rozwi-
jane na potrzeby badan proteomicznych. Najwazniejsza z nich jest spektrometria mas
(MS) [94]. Opublikowano wiele prac przegladowych opisujacych rozwdj metod anali-
tycznych (gtéwnie MS) w badaniach peptydow oraz peptydomoéw danego organizmu,
tkanki, organu lub produktu zywnos$ciowego [9, 29, 62, 71, 73, 85]. Spektrometria mas
jest taczona z wysokosprawng chromatografiag cieczowa z odwroconymi fazami
(RP-HPLC) [26, 109] lub elektroforezg kapilarng (CE) [37, 43]. Gtowng zaleta CE jest
mozliwo$¢ miniaturyzacji sprz¢tu oraz male zuzycie odczynnikéw, co zgodne jest
z filozofig ,,zielonej chemii”, zalecajaca poszukiwanie metod analitycznych najmniej
obcigzajacych srodowisko [105]. Z kolei RP-HPLC umozliwia rozdzielanie peptydoéw
w skali preparatywne;j.

Biologicznie aktywne peptydy pochodzace z zywnos$ci powstajg gtownie w wyni-
ku hydrolizy biatek przez enzymy o réznej specyficznosci [73]. W takiej sytuacji pole-
cang strategiag moze by¢ sekwencjonowanie peptydow de novo na podstawie ich widm
MS/MS [57]. Zastosowanie spektrometrii mas pozwala tez na identyfikacj¢ enzyma-
tycznych modyfikacji peptydow [56]. Peptydy w zywno$ci ulegaja takze innym reak-
cjom chemicznym [100]. MS jest uniwersalng metoda, mogaca stuzy¢ do identyfikacji
produktow takich reakcji.

Alternatywg sekwencjonowania de novo moze by¢ strategia badawcza nasladuja-
ca tzw. ,,proteomike kierowang hipotezg™ [88]. Strategia ta polega na identyfikacji
1 obserwacji powstawania, degradacji, modyfikacji czy zmian zawartosci wytypowa-
nych biatek lub peptydéw bedacych markerami wystepowania lub zmian zawartosci
tych biatek. Biatka lub peptydy moga by¢ typowane m.in. na podstawie badan bio-
informatycznych. Metody badawcze stosowane do badan peptydowych markeréw bia-
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tek moga by¢ takze uzywane w badaniach biologicznie aktywnych peptydoéw [90]. W
peptydach tych mozna poszukiwac fragmentow identycznych ze znanymi wcze$niej
sekwencjami aminokwasowymi zgromadzonymi w bazach danych [62, 63, 64] lub
przewidywac aktywnos¢ fragmentdéw bialek za pomoca programow, takich jak Pepti-
deRanker [66].

Dodatkowe informacje utatwiajace identyfikacje peptydu metoda RP-HPLC
w potaczeniu ze spektrometrig mas mozna uzyskaé, wykorzystujac przewidywanie
czasOw retencji za pomocg oprogramowania dostepnego w Internecie [48]. Jesli prze-
pis stosowany w danym laboratorium rozni si¢ od uzytego przy opracowaniu progra-
mu, nalezy wprowadzi¢ poprawke w obliczeniach. W celu dostosowania przewidywan
teoretycznych do metod analitycznych stosowanych w poszczegdlnych laboratoriach
(rodzaj kolumn, gradient fazy ruchomej itd.) mozna zastosowac strategi¢ obejmujaca
obliczenie przewidywanych czasow retencji zbioru peptydow, zmierzenie czaséw re-
tencji tych samych peptydéw oraz obliczenie rownania opisujgcego zalezno$¢ migdzy
teoretycznym czasem retencji obliczonym za pomocg dostgpnego programu a rzeczy-
wistym czasem retencji peptydow [24].

Tandemowa spektrometrie (MS/MS) mas w potaczeniu z wysokosprawna chro-
matografig cieczowa z odwroconymi fazami zastosowano do identyfikacji oraz analizy
ilosciowej biologicznie aktywnych peptydow uwalnianych z biatek mleka przez enzy-
my trawienne przewodu pokarmowego czlowieka. Podczas analizy peptydy identyfi-
kowano przy uzyciu strategii sekwencjonowania de novo. Uzyskane sekwencje amino-
kwasowe stosowano jako zapytania do przeszukiwania bazy danych biologicznie
aktywnych peptydow [8]. Podobng strategi¢ zastosowano w analizie peptydomu mleka
ludzkiego [17] i produktow hydrolizy biatek ryb za pomoca trypsyny [10]. Sekwencjo-
nowanie de novo stosowane jest przy poszukiwaniu nowych, biologicznie aktywnych
peptydow. Wowczas produkty proteolizy biatek rozdzielane sa np. za pomoca chroma-
tografii wykluczania na podstawie ich rozmiarow. Sktadniki frakcji aktywnych sg na-
stepnie identyfikowane metoda MS/MS (RP-HPLC-MS/MS). Ostatni etap obejmuje
syntezg zidentyfikowanych peptydow i badanie ich aktywnos$ci. Powyzsza strategia
zostata zastosowana do poszukiwania nowych peptydow hamujacych aktywnos¢ ACE,
pochodzacych z grzybow [54, 55]. Syntetyczne peptydy zostaly uzyte w wymienio-
nych wyzej eksperymentach takze do symulacji enzymatycznej hydrolizy w przewo-
dzie pokarmowym cztowieka [54, 55]. Strategia nasladujaca ,,proteomike kierowang
hipotezg” moze obejmowaé np. wyszukiwanie fragmentéow tancuchow biatkowych
o potencjalnej biologicznej aktywnosSci, symulacje proteolizy in silico, tworzenie sy-
mulowanych widm MS/MS oraz poszukiwanie peptydow w hydrolizatach biatkowych
przy wykorzystaniu uzyskanych danych [39].
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Bazy danych biologicznie aktywnych peptydéw

Sposobem prezentacji informacji z dziedziny biologii oraz chemii sg internetowe
bazy danych [38, 65]. Do grup zwigzkéw opisywanych w bazach nalezg m.in. peptydy.
Wsrdd baz peptydow istniejg takie, ktore zawieraja dane na temat zwigzkow o roznych
rodzajach aktywnosci biologicznej np. BIOPEP [64], EROP-Moscow [112] czy
PepBank [91]. Tworzone sg takze specjalistyczne bazy danych peptydow wykazujg-
cych poszczegdlne rodzaje aktywnosSci, np. bazy peptyddéw antybakteryjnych: CAMP
[103] i MilkAMP [95], antywirusowych: AVPdb [79] czy hemolitycznych (niszcza-
cych czerwone ciatka krwi): Hemolytik [30]. Typowa baza danych zawiera sekwencje
aminokwasowe peptydow, informacje na temat ich aktywnosci biologicznej oraz odno-
$niki literaturowe. Bazom danych towarzysza narzedzia do wyszukiwania peptydow
identycznych lub o wysokim stopniu podobienstwa do sekwencji uzytych jako zapyta-
nia. Mozliwe sg dwa sposoby przeszukiwania baz. Pierwszy z nich zaklada uzycie
sekwencji biatka lub polipeptydu jako zapytania i wyszukiwanie krotkich fragmentow
wykazujacych aktywno$¢ biologiczng [64]. Zapytaniami przy przeszukiwaniu baz mo-
ga by¢ takze sekwencje peptydow [8, 10, 11, 17]. Drugi sposob [20, 61] zaktada uzycie
krotkiej sekwencji jako zapytania i1 przeszukiwanie baz danych bialek, np. bazy Uni-
Prot [96]. Zapytaniami mogg by¢ sekwencje zawierajace wigcej niz pigé reszt amino-
kwasowych.

Baza Quorumpeps [108], oprocz sekwencji aminokwasowych podanych za po-
mocg kodu jednoliterowego, zawiera struktury peptydow zapisane w kodzie SMILES
[104]. Kod ten umozliwia opis struktury zwigzkéw chemicznych nalezacych do do-
wolnych grup. Zwigzki zawierajace elementy struktury wspolne z peptydami i wykazu-
jace podobng aktywnos$¢ biologiczng sa okreslane jako peptydomimetyki. Sa one cze-
sto wykorzystywane jako leki [27]. Kod SMILES umozliwia poréwnanie struktury
zwigzkow nalezacych do roznych grup i ilosciowe okre$lenie podobienstwa migdzy
nimi [59]. Struktury peptydow zapisane w kodzie SMILES, ktory jest bardziej uniwer-
salny niz zapis sekwencji przy uzyciu kodu jednoliterowego, moga stuzy¢ jako zapyta-
nia przy przeszukiwaniu baz danych zwigzkéw chemicznych o malej masie czgstecz-
kowej. Taka strategia moze stuzy¢ zarowno do poszukiwania peptydomimetykow, jak
i1do przewidywania aktywnos$ci peptydu, ktorego struktura shuzyla jako zapytanie.
Obecnie obserwuje si¢ rozw0j informatyki chemicznej, obejmujgcy m.in. tworzenie
baz zwigzkéw o matej masie czasteczkowej [38, 60, 65, 93].

Analiza chemometryczna biologicznie aktywnych peptydow zZywnoS$ci

Chemometria jest dziedzing nauki wykorzystujacg analize matematyczng oraz sta-
tystyczng w celu pozyskiwania uzytecznych informacji pochodzacych z wiclowymia-
rowych danych pomiarowych. Metodami stosowanymi w praktyce chemometrycznej,
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shuzgcymi do analizowania, budowy i identyfikacji modeli, s3 m.in. sztuczne sieci neu-
ronowe (ANN, ang. artificial neural networks), analiza gtdéwnych sktadowych (PCA,
ang. principal component analysis), metoda czastkowych najmniejszych kwadratow
(PLS, ang. partial least squares) [3]. Metody te stosowano do analizy bioaktywnych
peptydow, np. sztuczne sieci neuronowe zastosowano do opracowania modelu prze-
znaczonego do przewidywania aktywnosci antybakteryjnej peptyddéw i1 programu
AntiBP, dziatajacego na podstawie tego modelu [53]. Wymieniona metoda zostala z
sukcesem zastosowana do przewidywania aktywnos$ci peptydow antywirusowych [12].

Analize gléwnych sktadowych zastosowano do okre$lenia wptywu wiasciwosci
fizykochemicznych poszczegdlnych reszt aminokwasowych na aktywnos¢ biologiczna
di- i tripeptydowych inhibitorow ACE [39]. Wlasciwos$ci poszczegdlnych aminokwa-
sOW opisano za pomocg parametréw iloSciowych znajdujacych si¢ w bazie danych
AAindex [44]. Na podstawie PCA wykazano wptyw m.in. hydrofobowosci, masy cza-
steczkowej aminokwasow, obecnosci reszt aromatycznych lub alifatycznych na aktyw-
no$¢ badanych peptyddéw. Stwierdzono ponadto, ze o aktywnos$ci inhibitoréw ACE
decydowata obecnos¢ proliny [39]. PCA zastosowano takze do poszukiwania nowych
wskaznikéw definiujgcych strukture aminokwasow. Wskazniki te postuzyly nastgpnie
do okreslenia zalezno$ci pomiedzy strukturg a aktywnoscia 58 sekwencji inhibitorow
ACE oraz 46 peptydéw o smaku gorzkim [35].

Przyktadem zastosowania chemometrii w badaniach peptyddéw bioaktywnych jest
ustalanie ilo$ciowej zalezno$ci migdzy strukturg a aktywnos$cig biologiczng (QSAR,
ang. quantitative structure-activity relationship) [60] i/lub iloSciowej zalezno$ci mig-
dzy struktura a czasem retencji peptydow (QSRR, quantitative structure-retention rela-
tionship) [3, 4]. Modele matematyczne okreslajace ilosciowe zaleznos$ci ,,struktura —
wiasciwos¢” budowane sa gtownie na zalozeniach PLS [25]. Bez wzgledu na rodzaj
zaleznosci ,,struktura — odpowiedz”, wlasciwosci charakteryzujace strukture badanych
zwigzkow opisywane sg przez atrybuty nazywane deskryptorami [97].

Metode¢ PLS zastosowali Udenigwe i Aluko [99], analizujac wplyw réznych
czynnikéw na aktywno$¢ antyoksydacyjng hydrolizatow biatek zywnosci. Wykazano,
ze sktad aminokwasowy peptydow obecnych w hydrolizatach, w tym obecnos¢ reszt
histydyny, wywierat negatywny wptyw na antyoksydacyjny efekt hydrolizatow. Nato-
miast hydrofobowy charakter hydrolizatdow wptywal na zdolnos¢ usuwania wolnych
rodnikéw. Ta sama metoda zastosowana przez Wu 1 wsp. [107] do okreslenia zalezno-
Sci pomiedzy strukturg i aktywnos$cig peptydowych inhibitoréw ACE pochodzacych
z biatek zywnosci pozwolita na usystematyzowanie informacji na temat wptywu po-
szczegblnych reszt aminokwasowych na aktywnos$¢ peptydow liczacych od 4 do 10
reszt aminokwasowych. Wykazano, ze C-koncowa reszta fancucha peptydu determinu-
je jego aktywno$¢. W przypadku tetrapeptydow, C-koncowymi resztami aminokwaso-
wymi sprzyjajacymi zdolnosci hamowania aktywnosci ACE byly tyrozyna i cysteina.
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W drugiej pozycji od C-konca powinny si¢ znajdowac: histydyna, tryptofan Iub metio-
nina, w trzeciej — izoleucyna, leucyna lub walina, natomiast w czwartej — metionina lub
tryptofan [107]. Kim i Li-Chan [45] za pomocg PLS przeanalizowali zalezno$¢ migdzy
strukturg a aktywno$cig peptydéw o smaku gorzkim. Uzyskali model matematyczny
dotyczacy peptydow liczacych od dwoch do trzech reszt aminokwasowych. Pripp
i1wsp. [77] za pomocg PLS opracowali matematyczny model QSAR dla peptydow
pochodzacych z bialek mleka 1 wykazujacych zdolno$¢ inhibicji ACE. Rownania
QSAR uwzgledniaty nastepujgce deskryptory: hydrofobowos¢, rozmiar i tadunek ami-
nokwasoéw: N- i C-koncowego. Wykazano, ze aktywnos¢ peptydow liczacych do sze-
$ciu reszt aminokwasowych byta zwiazana (R” = 0,73) z hydrofobowoscia oraz dodat-
nim tadunkiem C-koncowego aminokwasu. W przypadku peptydow o dluzszych
tancuchach nie zaobserwowano wptywu wilasciwosci fizykochemicznych C-koncowe;j
reszty aminokwasowej na zdolno$¢ hamowania ACE. Wlasciwosci N-koncowych reszt
aminokwasowych inhibitorow ACE pochodzacych z biatek mleka nie wywieraty
wplywu na aktywnos¢ peptydow [77]. Metode PLS wykorzystano do badania QSAR
peptydow pochodzacych z kazeiny-f, hamujacych dziatanie endopeptydaz prolino-
wych. Wykazano, ze na wzrost aktywnosci duzy wplyw ma hydrofobowo$¢ i moleku-
larna objgtos¢ reszt aminokwasowych, a takze ich potozenie w tancuchu peptydu [76].

Przyktadem innej metody chemometrycznej jest zastosowanie ANN w analizie
QSAR 58 sekwengcji inhibitorow ACE [34]. Model QSAR uwzglednial nastepujace
parametry opisujagce wlasciwosci peptydow: aktywnos$¢, obecnos$¢ aminokwasow
o charakterze hydrofilowym, struktura trojwymiarowa i rozmiar. Wykazano, Ze istotne
znaczenie dla aktywnos$ci inhibitoréw ACE ma obecno$¢ aminokwasu hydrofobowego
usytuowanego na C-koncu peptydu.

Metody analizy chemometrycznej, szczegdlnie QSAR, staly si¢ przydatnym na-
rzedziem badawczym. Stosowanie modeli typu ,struktura — odpowiedz” moze
w znacznym stopniu utatwia¢ badania poprzez redukcje kosztow, czasu oraz zasobow
ludzkich angazowanych w eksperyment [31]. W odniesieniu do badan nad bioaktyw-
nymi peptydami, QSAR jest pomocna w modelowaniu wtasciwosci peptyddéw jako
sktadnikow zywnos$ci. Przewidywanie antymikrobiologicznych aktywnos$ci peptydéw
na podstawie QSAR moze stuzy¢ np. do projektowania naturalnych zwiazkéw o wia-
sciwosciach konserwujacych zywnos¢. Metoda QSAR moze by¢ rowniez stosowana
w przewidywaniu innych wilasciwosci peptydow, ktore powstaja podczas procesow
wytwarzania zywnos$ci, np. gorzkiego smaku peptydow powstajacych podczas dojrze-
wania serow [78].
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Sposoby zachowania aktywnoSci biologicznej peptydéw zywnosSci oraz mozliwosci
ich dostarczania do organizmu

Zywno$é funkcjonalna zawierajaca zwiazki bioaktywne dostarcza konsumentom
sktadnikow o dzialaniu prozdrowotnym i/lub terapeutycznym. Zwigzki wykazujgce
biologiczng aktywno$¢ mogag by¢ uwalniane w czasie przetwarzania zZywnosci oraz
podczas przemian w uktadzie pokarmowym. Aby spehi¢ swojg funkcj¢ w organizmie,
potencjalnie aktywny peptyd musi dotrze¢ do odpowiedniego uktadu w stanie nienaru-
szonym [36, 47, 89]. W celu zachowania aktywnos$ci biopeptyddéw i zapobiegania ich
degradacji podczas trawienia w przewodzie pokarmowym stosuje si¢ m.in. metody
mikro- 1 nanokapsutkowania w liposomach. Sg to technologie coraz cz¢éciej stosowane
w przemysle spozywczym [23]. Substancja powlekajaca sa zwykle fosfolipidy, np.
lecytyna [13]. Zamykanie zwigzkéw bioaktywnych w liposomach stosowane jest nie
tylko do produkcji zywnosci wzbogacanej w bioaktywne peptydy, ale takze w luteing
czy kwasy thuszczowe [52]. Liposomy wystepuja w postaci pecherzykow, ktore w swo-
jej budowie zawieraja podwodjne warstwy czasteczek fosfolipidowych. Czasteczki te
tworza uktad amfifilowy, a zwigzek aktywny biologicznie umieszczony jest pomi¢dzy
warstwami thuszczowymi [23, 49, 52, 92]. Stabilno$¢ liposomow zalezy od ich sktadu
lipidowego, rozmiaru, ptynnosci, hydrofilowosci oraz ladunku powierzchniowego.
Cechy te wywieraja wptyw na zachowanie si¢ liposoméw w srodowisku biologicznym
[32, 69]. Chen i wsp. [13] wykazali efektywnos¢ procesu zamykania peptydéw w lipo-
somach w celu poprawy zdolnosci obnizania ci$nienia krwi. Wykazano, ze mikrokap-
sutkowane peptydy obnizaly skurczowe cisnienie krwi u szczuréw z nadci$nieniem
045 mm Hg (LKP) i 35 mm Hg (LRP) [13].

Kazda substancja aktywna zamykana w mikrokapsutce wymaga indywidualnego
doboru sktadnikéw materialu powlekajacego, gwarantujacego jej stabilnos¢, zachowa-
nie struktury oraz wlasciwos$ci fizycznych [16]. Mikrokapsutkowanie polega na putap-
kowaniu, czyli otaczaniu substancji lub mieszaniny substancji powloka okrywajaca
aktywne czasteczki. Materiaty stosowane do mikrokapsutkowania powinny zabezpie-
cza¢ czasteczki bioaktywne przed dziataniem réznych czynnikoéw, m.in. mikroorgani-
zmow, $wiatta, tlenu, zmian temperatury, wilgotnosci, kwasowos$ci srodowiska [23,
51]. Material powlekajacy (nosnik, otoczka) rozni si¢ whasciwosciami chemicznymi
i fizycznymi od substancji powlekanej. Nosnikami sg najczesciej biatka, lipidy, sacha-
rydy, woski, modyfikowane polisacharydy lub syntetyczne polimery. W technologii
zywnos$ci najczesciej stosuje si¢ polisacharydy pochodzenia naturalnego, takie jak:
agar, chitozan, karagen, alginiany sodu lub wapnia oraz guma z nasion wianowtostki
krélewskiej (Delonix regia) [22, 23, 81, 82]. Rozmiar mikrokapsutek wynosi 0,2 +
5000 um. Kapsulki o rozmiarze ponizej 0,2 um nazywane sg nanokapsutkami, nato-
miast wicksze niz 5000 pm to makrokapsutki [5].
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Na rynku dostgpne sg peptydy bioaktywne, wystepujace w postaci kapsutek.
Przyktadem sa kapsutki Katsuobushi [83], preparaty PRODIET F200/Lacticum [47]
oraz Evolus. [46]. Kapsutkowanie moze by¢ z powodzeniem stosowane do hydroliza-
tow biatkowych wykazujacych aktywnos¢ biologiczng [82].

Dla zwigkszenia trwatosci mikrokapsutek mozna zastosowaé¢ metode fluidyzacyj-
ng, taczong z metodami rozpylowymi. W metodzie tej wykorzystuje si¢ sprezony tle-
nek wegla(IV) lub azot, ktory nanosi si¢ na powtoke okrywajaca czasteczki proszku
[72].

Metoda mikro- i nanokapsutkowania zwigzkéw biologicznie aktywnych, w tym
peptydow, jest przedmiotem zainteresowania naukowcow i technologéw zywnoSci,
szczegolnie przy opracowywaniu i poszukiwaniu nowych form dostarczenia organi-
zmowi substancji prozdrowotnych. Mikrokapsutkowanie poprawia stabilnos¢ i biodo-
stepnos¢ funkcjonalnych sktadnikow zywnosci podczas procesow trawienia. Nalezy
mie¢ jednak $wiadomo$¢ ograniczen nowych metod dostarczania biosktadnikow
w formie niezmienionej, w aspekcie ulepszania m.in. metod oczyszczania peptydow.

Bezpieczenstwo spozywania biologicznie aktywnych peptydow zywnosci

Stale poszukuje si¢ biopeptydéw o zdefiniowanej aktywnos$ci biologicznej. No-
woczesne metody izolowania, identyfikowania i charakterystyki nowatorskich wtasci-
wosci w aspekcie zawartosci bioaktywnych peptyddéw lub obecnosci ich biatkowych
prekursoréw mogtyby by¢ wykorzystane w zakresie produkcji funkcjonalnej zywnosci
prozdrowotnej oraz preparatow pozwalajacych na eliminowanie lub ograniczanie sto-
sowania dodatkow do zywnosci (np. konserwantow) [1, 101]. Peptydy cechuja si¢ po-
tencjatem biologicznym, nie zawsze jednak moga by¢ sktadnikiem produktéw zywno-
sciowych. Zastrzezenia dotycza bezpieczenstwa ich stosowania. Uzywanie
biologicznie aktywnych hydrolizatow i1 peptydow w produkcji zywnos$ci powinno by¢
poprzedzone badaniami zywieniowymi, konsumenckimi i toksykologicznymi. Badania
powinny uwzglednia¢ potencjalne zagrozenia wynikajace m.in. z ewentualnej ich cyto-
toksycznosci [102] (aczkolwiek efekt cytotoksyczny biopeptydow moze by¢ wykorzy-
stywany w terapii antynowotworowej [33]), z hamowania aktywnos$ci enzymow [42]
czy tez z alergenno$ci [67, 101]. Produkty fragmentacji bialek zwykle obnizaja swoj
potencjat alergenny, jednak moze si¢ zdarzy¢, ze produkt hydrolizy biatka, nadal za-
wierajacy epitop biatka macierzystego, nie zmieni swojej alergennosci. Taka sytuacja
ma miejsce podczas trawienia zotgdkowo-jelitowego biatka Ara h 1, gtownego alerge-
nu orzeszkéw ziemnych. Peptydy, jakie otrzymano po trawieniu, nadal zachowywaty
wlasciwosci alergenne biatka rodzimego. Jak dotad, niewiele badan dotyczylo niepo-
zadanego czy wrecz szkodliwego wplywu biologicznie aktywnych peptydow pocho-
dzacych z zywnosci na zdrowie cztowieka. Wyjatkiem w tym zakresie sg badania do-
tyczace enteropatii zwigzanej z nadwrazliwoscig na gluten. W etiologii celiakii
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molekularne podloze choroby wigzane jest z obecno$cig toksycznych peptydow
w zywnoS$ci spozywanej przez osoby predysponowane do rozwoju tej choroby trzewne;j
[21]. Badania z zakresu bezpieczenstwa stosowania bioaktywnych peptydow dotyczyly
zwykle tych sekwencji, ktore sg obecne w komercyjnie dostepnych produktach. Maeno
1 wsp. [58] zbadali produkty hydrolizy kazeiny oraz tripeptyd VPP otrzymane z fer-
mentowanego mleka i stwierdzili, Ze nie majg one toksycznego dziatania narzadowego.
Ponstein-Simarro Doorten i wsp. [75] dowiedli, ze Tensguard™, bedacy funkcjonal-
nym sktadnikiem zywno$ci zawierajgcym duze ilosci tripeptydu IPP, nie wywiera dzia-
tania mutagennego. Jing i wsp. [42] wykazali, Ze tripeptydy IPP i IVP nie wywieraja
negatywnego wpltywu na metabolizm glukozy. Biologicznie aktywne peptydy otrzy-
mywane z bialek Zywnosci podczas: 1) hydrolizy enzymami trawiennymi w ukladzie
pokarmowym czlowieka, 2) proceséw fermentacji dzigki aktywnos$ci proteolitycznej
mikroorganizmow, 3) enzymatycznej hydrolizy in vitro [18] 1 spozywane przez ludzi
od wiekow rzadko wywotujg reakcje niepozadane. Nawet te rzadkie przypadki sktania-
ja do ostroznosci i podejmowania badan w aspekcie negatywnych efektow dzialania
biologicznie aktywnych peptydow.

Podsumowanie

Bialka dostarczajg biologicznie aktywnych peptydow, ktore moga by¢ sktadnika-
mi funkcjonalnych produktow zywnosciowych. Zalezno$¢ pomigdzy dieta a zdrowiem
jest jednym z elementow profilaktyki wielu choréb i czynnikiem wptywajacym na
komfort zycia cztowieka. Konsumenci oczekuja od zywnos$ci spetiania funkcji od-
zywczych oraz mozliwo$ci opdzniania momentu pojawiania si¢ tzw. chorob cywiliza-
cyjnych i tagodzenia ich przebiegu. Przyczynito si¢ to do rozwoju rynku zywnosci
funkcjonalnej, czyli produktow wywierajacych korzystny wptyw na zdrowie cztowieka
ponad poziom wynikajacy z ich wartosci odzywczej. Znaczacy udziat w tym rynku
przypada produktom zawierajacym sktadniki powstate po fragmentacji bialek.

Narzedziami przydatnymi do rozdzielania i oznaczania peptydéw i biatek,
a szczegolnie peptydow o niskich masach czasteczkowych, sg metody chromatografii
cieczowej wspomagane metodami: spektrometrii mas, komputerowymi oraz chemome-
trycznymi. Sg one nieocenione w procesie rozdzielania tych substancji w skali prepara-
tywnej 1 przy ich przemystowej produkcji. Rozwoj technik separacji membranowej
oraz nano- i ultrafiltracji sprzyja wprowadzaniu do zywno$ci nowo identyfikowanych
peptydow. Technologie mikro- i nanokapsutkowania dostarczajg rozwigzan poprawia-
jacych stabilnos¢ peptydow w réznych produktach zywnosciowych oraz w trakcie tra-
wienia. Kolejne badania powinny dotyczy¢ zawartosci, molekularnych mechanizmow
dziatania oraz biodostepnosci peptydow w surowcach i w produktach zywno$ciowych.
Odrebnym wyzwaniem stosowania biologicznie aktywnych peptydow w zywnosSci sg
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problemy prawne, pojawiajgce si¢ wowczas, gdy surowcom i produktom zywnoscio-
wym przypisuje si¢ wtasciwosci prozdrowotne.

Praca finansowana w ramach projektu NCN nr N N312 465240 i tematu statuto-

wego Katedry Biochemii Zywnosci UWM w Olsztynie. Monika Hrynkiewicz jest
uczestniczkq projektu ,,Stypendia dla doktorantow wojewodztwa podlaskiego”, wspot-

finansowanego w ramach Programu Operacyjnego Kapital Ludzki, Dzialanie 8.2

Transfer wiedzy, Poddziatanie 8.2.2 Regionalne Strategie Innowacji, ze Srodkow Eu-

ropejskiego Funduszu Spolecznego, budzetu panstwa oraz srodkow budzetu wojewddz-
twa podlaskiego.
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BIOLOGICALLY ACTIVE PEPTIDES FROM FOOD PROTEINS: IN SILICO, IN VITRO AND
IN VIVO STUDIES, APPLICATION ASPECTS, AND SAFETY EVALUATION

Summary

Bioactive peptides present in foods may contribute to reducing the prevalence of chronic diseases. In
foods, the peptides are usually released via enzymatic hydrolysis of proteins. In the paper, some selected
analytical, chemometrics, and bioinformatics methods are presented, which are applied to evaluate the
molecular and biological aspects of peptides derived from food proteins. There are also described methods
to enhance the bioavailability of peptides as are some selected aspects of evaluating the safety. Under-
standing the molecular aspects of bioactive activity of peptides provides a basis for the progress in utiliz-
ing those compounds as components of foods that prevent the diet-related diseases.

Key words: food bioactive peptides, analytical methods, computer-aided sequence databases, chemomet-
rics, bioavailability, and safety
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