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S t r e s z c z e n i e 
 
Bioaktywne peptydy obecne w żywności mogą przyczynić się do zmniejszenia występowania chorób 

przewlekłych. W produktach spożywczych peptydy zazwyczaj są uwalniane poprzez hydrolizę enzyma-
tyczną białek. W pracy przedstawiono wybrane metody analityczne, chemometryczne i bioinformatyczne, 
stosowane w badaniach molekularnych i biologicznych właściwości peptydów pochodzących z białek 
żywności. Opisano także metody zwiększania biodostępności peptydów oraz wybrane aspekty oceny ich 
bezpieczeństwa. Zrozumienie aspektów molekularnych biologicznej aktywności peptydów stwarza pod-
stawy postępu w wykorzystaniu tych związków jako składników żywności zapobiegających chorobom 
dietozależnym. 
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Wprowadzenie 

Białka pochodzące z żywności są głównie źródłem aminokwasów. Ich wartość 
oceniana jest także według kryteriów żywieniowych, np. strawności, obecności związ-
ków przeciwżywieniowych lub właściwości alergennych [18]. Nowe, dodatkowe kry-
terium oceny białek dotyczy ich potencjalnej aktywności biologicznej oraz możliwości 
uwalniania z ich struktury aktywnych peptydów za pomocą enzymów lub czynników 
fizykochemicznych. Schlimme i Meisel [87] definiują bioaktywne peptydy jako frag-
menty białek, które pozostają nieaktywne w ich sekwencji, natomiast po uwolnieniu 
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przez enzymy proteolityczne mogą oddziaływać z odpowiednimi receptorami w orga-
nizmie, regulując jego funkcje. Minkiewicz i wsp. [62] zdefiniowali pojęcie peptydo-
mu żywności jako puli peptydów obecnych w surowcu lub produkcie żywnościowym. 
Struktura molekularna peptydów żywności wpływa na mechanizmy wchłaniania tych 
związków, jakość surowców i produktów spożywczych, kondycję psychofizyczną kon-
sumentów oraz profilaktykę chorób dietozależnych [21, 62]. Zrozumienie zależności 
między strukturą molekularną peptydów a funkcją biologiczną żywności wymaga sto-
sowania zaawansowanych metod badań o charakterze analitycznym i komputerowym. 
[39, 55, 85, 106, 110]. W celu ograniczenia kosztów i czasochłonności tych badań 
stosuje się metody oraz techniki bioinformatyczne, a także chemometryczne [73, 84, 
85, 98]. Jedną z najważniejszych metod analizy białek i produktów ich degradacji jest 
wysokosprawna chromatografia cieczowa w układzie odwróconych faz (RP-HPLC). 
Kolumnową chromatografię cieczową bardzo często stosuje się do izolowania pepty-
dów i białek na skalę przemysłową [1]. Najbardziej precyzyjną metodą identyfikacji 
peptydów i białek jest spektrometria mas (MS) bądź tandemowa spektrometria mas 
(MS/MS) [71]. Narzędzia bioinformatyczne umożliwiają przeprowadzenie symulacji 
procesu hydrolizy białek oraz ułatwiają identyfikację bioaktywnych peptydów przy 
wykorzystaniu wyników badań otrzymanych za pomocą spektrometrii mas [6, 85]. 
Programy oraz algorytmy służące do identyfikacji peptydów na podstawie wyników 
takich badań przedstawili Forner i wsp. [28]. Ostateczną weryfikacją i potwierdzeniem 
badań in silico są eksperymentalne oznaczenia aktywności biologicznej hydrolizatów 
i peptydów. 

Metody oznaczania wybranych rodzajów aktywności biologicznej peptydów  
żywności 

Metody oznaczania aktywności biologicznej peptydów pochodzących z białek 
żywności przedstawiono na przykładzie peptydów inhibitorów konwertazy angioten-
syny I oraz peptydów antyoksydacyjnych. 

Konwertaza angiotensyny I (ACE) [EC 3.4.15.1] odgrywa wiodącą rolę w syste-
mach odpowiedzialnych za regulację ciśnienia krwi [39, 40]. Wiele znanych peptydów 
z żywności może być inhibitorami ACE [47]. Aktywność inhibitorów ACE jest okre-
ślana za pomocą parametru IC50, którego wartość odpowiada stężeniu peptydu powo-
dującego zmniejszenie aktywności enzymu o 50 %. Określenie aktywności inhibitorów 
ACE polega na spektrofotometrycznym pomiarze zawartości kwasu hipurowego (HA), 
powstającego na skutek działania konwertazy angiotensyny na hipurylo-L-histydylo-L-
leucynę (HHL) w obecności wyizolowanych peptydów lub hydrolizatów białek o róż-
nym stężeniu [14]. Jimsheena i Gowda [41] opracowali metodę, która pomija etap eks-
trakcji HA z mieszaniny reakcyjnej. Innym sposobem jest pomiar zawartości HA 
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwróconymi fazami 
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(RP-HPLC) [80]. Stosowanie odmiennych metod utrudnia porównywanie wartości IC50 
otrzymywanych w różnych badaniach. Niektórzy autorzy nie podają istotnych szczegó-
łów dotyczących oznaczeń [68]. Według różnych autorów dipeptyd AP charakteryzuje 
się wartością IC50 w przedziale 29 ÷ 230 μM, natomiast IC50 peptydu AVPYPQR wy-
nosi 15 ÷ 274 μM [2]. 

Pomiar aktywności przeciwnadciśnieniowej inhibitorów ACE w układzie in vivo 
prowadzony jest z udziałem ludzi lub zwierząt [40]. Doświadczenia prowadzi się naj-
częściej na czterotygodniowych szczurach rasy Wistar (ang. WKR, Wistar Kyoto rats) 
o normotensyjnym ciśnieniu krwi oraz szczepu SHR (ang. spontaneously hypertensive 
rats), tj. szczurach z predyspozycjami do rozwoju nadciśnienia [50]. Szczury karmione 
są raz dziennie określoną dawką peptydu przeliczoną na kilogram masy ciała. Peptyd 
podany w formie roztworu wodnego jest intubowany bezpośrednio do żołądka szczu-
rów, a następnie co kilka godzin dokonywany jest pomiar ciśnienia krwi [70]. Badania 
ludzi obejmują pacjentów w łagodnym stadium nadciśnienia tętniczego. Pacjenci 
otrzymują określoną dawkę peptydu w formie ekstraktu lub produktu żywnościowego, 
a następnie w odpowiednich przedziałach czasowych dokonywany jest pomiar skur-
czowego oraz rozkurczowego ciśnienia krwi [40]. 

Właściwości antyoksydacyjne białek i peptydów są różnie definiowane, a do ich 
pomiaru wykorzystuje się wiele metod. Między innymi wykorzystywana jest zdolność 
antyoksydantów do dezaktywacji wolnych rodników. Reakcje te mogą przebiegać we-
dług dwóch mechanizmów: 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 mieszaninę 
reakcyjną stanowią przeciwutleniacz i oksydant zmieniający barwę wskutek redukcji. 
Uzyskane wyniki przelicza się często na równoważniki Troloxu, TEAC (ang. Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity) [86]. Metoda z użyciem roztworu DPPH·  
(1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl) wykorzystuje mechanizm SET [74, 86]. W badaniach 
stosuje się m.in. etanolowy roztwór DPPH· o barwie purpurowej (maksimum absor-
bancji - λmax = 517 nm) [109]. W czasie reakcji redukcji barwa roztworu zmienia się na 
żółtą. Metoda ta jest szeroko stosowana do pomiarów zdolności antyoksydacyjnej na-
turalnych surowców. Jest szybka i dokładna, a otrzymane wyniki są odtwarzalne [15]. 
Kolejna metoda oznaczania aktywności antyoksydacyjnej wykorzystuje wolny rodnik 
ABTS•+ [2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]. Zastosowanie ABTS•+ umoż-
liwia pomiar całkowitej aktywności antyoksydacyjnej próbek żywności [15]. Rodniki 
ABTS•+ tworzone są podczas reakcji chemicznych, np. z nadsiarczanem potasu (nad-
tlenosiarczanem(VI) dipotasu), elektrochemicznych lub enzymatycznych. Utlenienie 
ABTS•+ następuje natychmiast, jednak maksymalną wartość absorbancji i pełną stabil-
ność rodnik uzyskuje po upływie 6 h. Rodniki generowane podczas reakcji mają barwę 
niebieskozieloną (np. λmax = 734 nm) [111]. Antyoksydanty powodują redukcję katio-
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norodnika w stopniu zależnym od czasu trwania reakcji, stężenia przeciwutleniacza 
oraz jego aktywności [15]. Zaletami metody są duża szybkość reakcji kationorodnika 
ABTS•+ z przeciwutleniaczami (zwykle w ciągu 30 min) oraz rozpuszczalność ABTS•+ 
zarówno w wodzie, jak i w rozpuszczalnikach organicznych [15]. Inną metodą pomiaru 
aktywności antyoksydacyjnej jest test na siłę redukowania jonów żelaza (ang. reducing 
power lub ferric-reducing power), który pozwala na bezpośrednie określenie właści-
wości redukujących badanej próbki. Metoda polega na pomiarze redukcji heksacyjano-
żelazianu(III) potasu pod wpływem działania antyoksydanta i detekcji zmiany zabar-
wienia substratu (λma x= 700 nm) [6]. Należy podkreślić, że żadna z metod oznaczania 
właściwości antyoksydacyjnych nie jest uznana za oficjalnie zestandaryzowaną. Stąd 
sugeruje się wykorzystywanie różnych metod w różnych warunkach utlenienia do 
oznaczania aktywności antyoksydacyjnej [86]. 

Zastosowanie spektrometrii mas, wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz 
elektroforezy kapilarnej w analizie biologicznie aktywnych peptydów żywności 

Do identyfikacji i ilościowego oznaczania peptydów stosowane są metody rozwi-
jane na potrzeby badań proteomicznych. Najważniejszą z nich jest spektrometria mas 
(MS) [94]. Opublikowano wiele prac przeglądowych opisujących rozwój metod anali-
tycznych (głównie MS) w badaniach peptydów oraz peptydomów danego organizmu, 
tkanki, organu lub produktu żywnościowego [9, 29, 62, 71, 73, 85]. Spektrometria mas 
jest łączona z wysokosprawną chromatografią cieczową z odwróconymi fazami  
(RP-HPLC) [26, 109] lub elektroforezą kapilarną (CE) [37, 43]. Główną zaletą CE jest 
możliwość miniaturyzacji sprzętu oraz małe zużycie odczynników, co zgodne jest 
z filozofią „zielonej chemii”, zalecającą poszukiwanie metod analitycznych najmniej 
obciążających środowisko [105]. Z kolei RP-HPLC umożliwia rozdzielanie peptydów 
w skali preparatywnej. 

Biologicznie aktywne peptydy pochodzące z żywności powstają głównie w wyni-
ku hydrolizy białek przez enzymy o różnej specyficzności [73]. W takiej sytuacji pole-
caną strategią może być sekwencjonowanie peptydów de novo na podstawie ich widm 
MS/MS [57]. Zastosowanie spektrometrii mas pozwala też na identyfikację enzyma-
tycznych modyfikacji peptydów [56]. Peptydy w żywności ulegają także innym reak-
cjom chemicznym [100]. MS jest uniwersalną metodą, mogącą służyć do identyfikacji 
produktów takich reakcji. 

Alternatywą sekwencjonowania de novo może być strategia badawcza naśladują-
ca tzw. „proteomikę kierowaną hipotezą” [88]. Strategia ta polega na identyfikacji 
i obserwacji powstawania, degradacji, modyfikacji czy zmian zawartości wytypowa-
nych białek lub peptydów będących markerami występowania lub zmian zawartości 
tych białek. Białka lub peptydy mogą być typowane m.in. na podstawie badań bio-
informatycznych. Metody badawcze stosowane do badań peptydowych markerów bia-
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łek mogą być także używane w badaniach biologicznie aktywnych peptydów [90]. W 
peptydach tych można poszukiwać fragmentów identycznych ze znanymi wcześniej 
sekwencjami aminokwasowymi zgromadzonymi w bazach danych [62, 63, 64] lub 
przewidywać aktywność fragmentów białek za pomocą programów, takich jak Pepti-
deRanker [66]. 

Dodatkowe informacje ułatwiające identyfikację peptydu metodą RP-HPLC 
w połączeniu ze spektrometrią mas można uzyskać, wykorzystując przewidywanie 
czasów retencji za pomocą oprogramowania dostępnego w Internecie [48]. Jeśli prze-
pis stosowany w danym laboratorium różni się od użytego przy opracowaniu progra-
mu, należy wprowadzić poprawkę w obliczeniach. W celu dostosowania przewidywań 
teoretycznych do metod analitycznych stosowanych w poszczególnych laboratoriach 
(rodzaj kolumn, gradient fazy ruchomej itd.) można zastosować strategię obejmującą 
obliczenie przewidywanych czasów retencji zbioru peptydów, zmierzenie czasów re-
tencji tych samych peptydów oraz obliczenie równania opisującego zależność między 
teoretycznym czasem retencji obliczonym za pomocą dostępnego programu a rzeczy-
wistym czasem retencji peptydów [24]. 

Tandemową spektrometrię (MS/MS) mas w połączeniu z wysokosprawną chro-
matografią cieczową z odwróconymi fazami zastosowano do identyfikacji oraz analizy 
ilościowej biologicznie aktywnych peptydów uwalnianych z białek mleka przez enzy-
my trawienne przewodu pokarmowego człowieka. Podczas analizy peptydy identyfi-
kowano przy użyciu strategii sekwencjonowania de novo. Uzyskane sekwencje amino-
kwasowe stosowano jako zapytania do przeszukiwania bazy danych biologicznie 
aktywnych peptydów [8]. Podobną strategię zastosowano w analizie peptydomu mleka 
ludzkiego [17] i produktów hydrolizy białek ryb za pomocą trypsyny [10]. Sekwencjo-
nowanie de novo stosowane jest przy poszukiwaniu nowych, biologicznie aktywnych 
peptydów. Wówczas produkty proteolizy białek rozdzielane są np. za pomocą chroma-
tografii wykluczania na podstawie ich rozmiarów. Składniki frakcji aktywnych są na-
stępnie identyfikowane metodą MS/MS (RP-HPLC-MS/MS). Ostatni etap obejmuje 
syntezę zidentyfikowanych peptydów i badanie ich aktywności. Powyższa strategia 
została zastosowana do poszukiwania nowych peptydów hamujących aktywność ACE, 
pochodzących z grzybów [54, 55]. Syntetyczne peptydy zostały użyte w wymienio-
nych wyżej eksperymentach także do symulacji enzymatycznej hydrolizy w przewo-
dzie pokarmowym człowieka [54, 55]. Strategia naśladująca „proteomikę kierowaną 
hipotezą” może obejmować np. wyszukiwanie fragmentów łańcuchów białkowych 
o potencjalnej biologicznej aktywności, symulację proteolizy in silico, tworzenie sy-
mulowanych widm MS/MS oraz poszukiwanie peptydów w hydrolizatach białkowych 
przy wykorzystaniu uzyskanych danych [39]. 
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Bazy danych biologicznie aktywnych peptydów 

Sposobem prezentacji informacji z dziedziny biologii oraz chemii są internetowe 
bazy danych [38, 65]. Do grup związków opisywanych w bazach należą m.in. peptydy. 
Wśród baz peptydów istnieją takie, które zawierają dane na temat związków o różnych 
rodzajach aktywności biologicznej np. BIOPEP [64], EROP-Moscow [112] czy  
PepBank [91]. Tworzone są także specjalistyczne bazy danych peptydów wykazują-
cych poszczególne rodzaje aktywności, np. bazy peptydów antybakteryjnych: CAMP 
[103] i MilkAMP [95], antywirusowych: AVPdb [79] czy hemolitycznych (niszczą-
cych czerwone ciałka krwi): Hemolytik [30]. Typowa baza danych zawiera sekwencje 
aminokwasowe peptydów, informacje na temat ich aktywności biologicznej oraz odno-
śniki literaturowe. Bazom danych towarzyszą narzędzia do wyszukiwania peptydów 
identycznych lub o wysokim stopniu podobieństwa do sekwencji użytych jako zapyta-
nia. Możliwe są dwa sposoby przeszukiwania baz. Pierwszy z nich zakłada użycie 
sekwencji białka lub polipeptydu jako zapytania i wyszukiwanie krótkich fragmentów 
wykazujących aktywność biologiczną [64]. Zapytaniami przy przeszukiwaniu baz mo-
gą być także sekwencje peptydów [8, 10, 11, 17]. Drugi sposób [20, 61] zakłada użycie 
krótkiej sekwencji jako zapytania i przeszukiwanie baz danych białek, np. bazy Uni-
Prot [96]. Zapytaniami mogą być sekwencje zawierające więcej niż pięć reszt amino-
kwasowych. 

Baza Quorumpeps [108], oprócz sekwencji aminokwasowych podanych za po-
mocą kodu jednoliterowego, zawiera struktury peptydów zapisane w kodzie SMILES 
[104]. Kod ten umożliwia opis struktury związków chemicznych należących do do-
wolnych grup. Związki zawierające elementy struktury wspólne z peptydami i wykazu-
jące podobną aktywność biologiczną są określane jako peptydomimetyki. Są one czę-
sto wykorzystywane jako leki [27]. Kod SMILES umożliwia porównanie struktury 
związków należących do różnych grup i ilościowe określenie podobieństwa między 
nimi [59]. Struktury peptydów zapisane w kodzie SMILES, który jest bardziej uniwer-
salny niż zapis sekwencji przy użyciu kodu jednoliterowego, mogą służyć jako zapyta-
nia przy przeszukiwaniu baz danych związków chemicznych o małej masie cząstecz-
kowej. Taka strategia może służyć zarówno do poszukiwania peptydomimetyków, jak 
i do przewidywania aktywności peptydu, którego struktura służyła jako zapytanie. 
Obecnie obserwuje się rozwój informatyki chemicznej, obejmujący m.in. tworzenie 
baz związków o małej masie cząsteczkowej [38, 60, 65, 93]. 

Analiza chemometryczna biologicznie aktywnych peptydów żywności 

Chemometria jest dziedziną nauki wykorzystującą analizę matematyczną oraz sta-
tystyczną w celu pozyskiwania użytecznych informacji pochodzących z wielowymia-
rowych danych pomiarowych. Metodami stosowanymi w praktyce chemometrycznej, 
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służącymi do analizowania, budowy i identyfikacji modeli, są m.in. sztuczne sieci neu-
ronowe (ANN, ang. artificial neural networks), analiza głównych składowych (PCA, 
ang. principal component analysis), metoda cząstkowych najmniejszych kwadratów 
(PLS, ang. partial least squares) [3]. Metody te stosowano do analizy bioaktywnych 
peptydów, np. sztuczne sieci neuronowe zastosowano do opracowania modelu prze-
znaczonego do przewidywania aktywności antybakteryjnej peptydów i programu  
AntiBP, działającego na podstawie tego modelu [53]. Wymieniona metoda została z 
sukcesem zastosowana do przewidywania aktywności peptydów antywirusowych [12]. 

Analizę głównych składowych zastosowano do określenia wpływu właściwości 
fizykochemicznych poszczególnych reszt aminokwasowych na aktywność biologiczną 
di- i tripeptydowych inhibitorów ACE [39]. Właściwości poszczególnych aminokwa-
sów opisano za pomocą parametrów ilościowych znajdujących się w bazie danych 
AAindex [44]. Na podstawie PCA wykazano wpływ m.in. hydrofobowości, masy czą-
steczkowej aminokwasów, obecności reszt aromatycznych lub alifatycznych na aktyw-
ność badanych peptydów. Stwierdzono ponadto, że o aktywności inhibitorów ACE 
decydowała obecność proliny [39]. PCA zastosowano także do poszukiwania nowych 
wskaźników definiujących strukturę aminokwasów. Wskaźniki te posłużyły następnie 
do określenia zależności pomiędzy strukturą a aktywnością 58 sekwencji inhibitorów 
ACE oraz 46 peptydów o smaku gorzkim [35]. 

Przykładem zastosowania chemometrii w badaniach peptydów bioaktywnych jest 
ustalanie ilościowej zależności między strukturą a aktywnością biologiczną (QSAR, 
ang. quantitative structure-activity relationship) [60] i/lub ilościowej zależności mię-
dzy strukturą a czasem retencji peptydów (QSRR, quantitative structure-retention rela-
tionship) [3, 4]. Modele matematyczne określające ilościowe zależności „struktura – 
właściwość” budowane są głównie na założeniach PLS [25]. Bez względu na rodzaj 
zależności „struktura – odpowiedź”, właściwości charakteryzujące strukturę badanych 
związków opisywane są przez atrybuty nazywane deskryptorami [97]. 

Metodę PLS zastosowali Udenigwe i Aluko [99], analizując wpływ różnych 
czynników na aktywność antyoksydacyjną hydrolizatów białek żywności. Wykazano, 
że skład aminokwasowy peptydów obecnych w hydrolizatach, w tym obecność reszt 
histydyny, wywierał negatywny wpływ na antyoksydacyjny efekt hydrolizatów. Nato-
miast hydrofobowy charakter hydrolizatów wpływał na zdolność usuwania wolnych 
rodników. Ta sama metoda zastosowana przez Wu i wsp. [107] do określenia zależno-
ści pomiędzy strukturą i aktywnością peptydowych inhibitorów ACE pochodzących 
z białek żywności pozwoliła na usystematyzowanie informacji na temat wpływu po-
szczególnych reszt aminokwasowych na aktywność peptydów liczących od 4 do 10 
reszt aminokwasowych. Wykazano, że C-końcowa reszta łańcucha peptydu determinu-
je jego aktywność. W przypadku tetrapeptydów, C-końcowymi resztami aminokwaso-
wymi sprzyjającymi zdolności hamowania aktywności ACE były tyrozyna i cysteina. 
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W drugiej pozycji od C-końca powinny się znajdować: histydyna, tryptofan lub metio-
nina, w trzeciej – izoleucyna, leucyna lub walina, natomiast w czwartej – metionina lub 
tryptofan [107]. Kim i Li-Chan [45] za pomocą PLS przeanalizowali zależność między 
strukturą a aktywnością peptydów o smaku gorzkim. Uzyskali model matematyczny 
dotyczący peptydów liczących od dwóch do trzech reszt aminokwasowych. Pripp 
i wsp. [77] za pomocą PLS opracowali matematyczny model QSAR dla peptydów 
pochodzących z białek mleka i wykazujących zdolność inhibicji ACE. Równania 
QSAR uwzględniały następujące deskryptory: hydrofobowość, rozmiar i ładunek ami-
nokwasów: N- i C-końcowego. Wykazano, że aktywność peptydów liczących do sze-
ściu reszt aminokwasowych była związana (R2 = 0,73) z hydrofobowością oraz dodat-
nim ładunkiem C-końcowego aminokwasu. W przypadku peptydów o dłuższych 
łańcuchach nie zaobserwowano wpływu właściwości fizykochemicznych C-końcowej 
reszty aminokwasowej na zdolność hamowania ACE. Właściwości N-końcowych reszt 
aminokwasowych inhibitorów ACE pochodzących z białek mleka nie wywierały 
wpływu na aktywność peptydów [77]. Metodę PLS wykorzystano do badania QSAR 
peptydów pochodzących z kazeiny-β, hamujących działanie endopeptydaz prolino-
wych. Wykazano, że na wzrost aktywności duży wpływ ma hydrofobowość i moleku-
larna objętość reszt aminokwasowych, a także ich położenie w łańcuchu peptydu [76]. 

Przykładem innej metody chemometrycznej jest zastosowanie ANN w analizie 
QSAR 58 sekwencji inhibitorów ACE [34]. Model QSAR uwzględniał następujące 
parametry opisujące właściwości peptydów: aktywność, obecność aminokwasów 
o charakterze hydrofilowym, struktura trójwymiarowa i rozmiar. Wykazano, że istotne 
znaczenie dla aktywności inhibitorów ACE ma obecność aminokwasu hydrofobowego 
usytuowanego na C-końcu peptydu. 

Metody analizy chemometrycznej, szczególnie QSAR, stały się przydatnym na-
rzędziem badawczym. Stosowanie modeli typu „struktura – odpowiedź” może 
w znacznym stopniu ułatwiać badania poprzez redukcję kosztów, czasu oraz zasobów 
ludzkich angażowanych w eksperyment [31]. W odniesieniu do badań nad bioaktyw-
nymi peptydami, QSAR jest pomocna w modelowaniu właściwości peptydów jako 
składników żywności. Przewidywanie antymikrobiologicznych aktywności peptydów 
na podstawie QSAR może służyć np. do projektowania naturalnych związków o wła-
ściwościach konserwujących żywność. Metoda QSAR może być również stosowana 
w przewidywaniu innych właściwości peptydów, które powstają podczas procesów 
wytwarzania żywności, np. gorzkiego smaku peptydów powstających podczas dojrze-
wania serów [78]. 
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Sposoby zachowania aktywności biologicznej peptydów żywności oraz możliwości 
ich dostarczania do organizmu 

Żywność funkcjonalna zawierająca związki bioaktywne dostarcza konsumentom 
składników o działaniu prozdrowotnym i/lub terapeutycznym. Związki wykazujące 
biologiczną aktywność mogą być uwalniane w czasie przetwarzania żywności oraz 
podczas przemian w układzie pokarmowym. Aby spełnić swoją funkcję w organizmie, 
potencjalnie aktywny peptyd musi dotrzeć do odpowiedniego układu w stanie nienaru-
szonym [36, 47, 89]. W celu zachowania aktywności biopeptydów i zapobiegania ich 
degradacji podczas trawienia w przewodzie pokarmowym stosuje się m.in. metody 
mikro- i nanokapsułkowania w liposomach. Są to technologie coraz częściej stosowane 
w przemyśle spożywczym [23]. Substancją powlekającą są zwykle fosfolipidy, np. 
lecytyna [13]. Zamykanie związków bioaktywnych w liposomach stosowane jest nie 
tylko do produkcji żywności wzbogacanej w bioaktywne peptydy, ale także w luteinę 
czy kwasy tłuszczowe [52]. Liposomy występują w postaci pęcherzyków, które w swo-
jej budowie zawierają podwójne warstwy cząsteczek fosfolipidowych. Cząsteczki te 
tworzą układ amfifilowy, a związek aktywny biologicznie umieszczony jest pomiędzy 
warstwami tłuszczowymi [23, 49, 52, 92]. Stabilność liposomów zależy od ich składu 
lipidowego, rozmiaru, płynności, hydrofilowości oraz ładunku powierzchniowego. 
Cechy te wywierają wpływ na zachowanie się liposomów w środowisku biologicznym 
[32, 69]. Chen i wsp. [13] wykazali efektywność procesu zamykania peptydów w lipo-
somach w celu poprawy zdolności obniżania ciśnienia krwi. Wykazano, że mikrokap-
sułkowane peptydy obniżały skurczowe ciśnienie krwi u szczurów z nadciśnieniem 
o 45 mm Hg (LKP) i 35 mm Hg (LRP) [13]. 

Każda substancja aktywna zamykana w mikrokapsułce wymaga indywidualnego 
doboru składników materiału powlekającego, gwarantującego jej stabilność, zachowa-
nie struktury oraz właściwości fizycznych [16]. Mikrokapsułkowanie polega na pułap-
kowaniu, czyli otaczaniu substancji lub mieszaniny substancji powłoką okrywającą 
aktywne cząsteczki. Materiały stosowane do mikrokapsułkowania powinny zabezpie-
czać cząsteczki bioaktywne przed działaniem różnych czynników, m.in. mikroorgani-
zmów, światła, tlenu, zmian temperatury, wilgotności, kwasowości środowiska [23, 
51]. Materiał powlekający (nośnik, otoczka) różni się właściwościami chemicznymi 
i fizycznymi od substancji powlekanej. Nośnikami są najczęściej białka, lipidy, sacha-
rydy, woski, modyfikowane polisacharydy lub syntetyczne polimery. W technologii 
żywności najczęściej stosuje się polisacharydy pochodzenia naturalnego, takie jak: 
agar, chitozan, karagen, alginiany sodu lub wapnia oraz guma z nasion wianowłostki 
królewskiej (Delonix regia) [22, 23, 81, 82]. Rozmiar mikrokapsułek wynosi 0,2 ÷ 
5000 μm. Kapsułki o rozmiarze poniżej 0,2 μm nazywane są nanokapsułkami, nato-
miast większe niż 5000 μm to makrokapsułki [5]. 
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Na rynku dostępne są peptydy bioaktywne, występujące w postaci kapsułek. 
Przykładem są kapsułki Katsuobushi [83], preparaty PRODIET F200/Lacticum [47] 
oraz Evolus. [46]. Kapsułkowanie może być z powodzeniem stosowane do hydroliza-
tów białkowych wykazujących aktywność biologiczną [82]. 

Dla zwiększenia trwałości mikrokapsułek można zastosować metodę fluidyzacyj-
ną, łączoną z metodami rozpyłowymi. W metodzie tej wykorzystuje się sprężony tle-
nek węgla(IV) lub azot, który nanosi się na powłokę okrywającą cząsteczki proszku 
[72]. 

Metoda mikro- i nanokapsułkowania związków biologicznie aktywnych, w tym 
peptydów, jest przedmiotem zainteresowania naukowców i technologów żywności, 
szczególnie przy opracowywaniu i poszukiwaniu nowych form dostarczenia organi-
zmowi substancji prozdrowotnych. Mikrokapsułkowanie poprawia stabilność i biodo-
stępność funkcjonalnych składników żywności podczas procesów trawienia. Należy 
mieć jednak świadomość ograniczeń nowych metod dostarczania bioskładników 
w formie niezmienionej, w aspekcie ulepszania m.in. metod oczyszczania peptydów. 

Bezpieczeństwo spożywania biologicznie aktywnych peptydów żywności 

Stale poszukuje się biopeptydów o zdefiniowanej aktywności biologicznej. No-
woczesne metody izolowania, identyfikowania i charakterystyki nowatorskich właści-
wości w aspekcie zawartości bioaktywnych peptydów lub obecności ich białkowych 
prekursorów mogłyby być wykorzystane w zakresie produkcji funkcjonalnej żywności 
prozdrowotnej oraz preparatów pozwalających na eliminowanie lub ograniczanie sto-
sowania dodatków do żywności (np. konserwantów) [1, 101]. Peptydy cechują się po-
tencjałem biologicznym, nie zawsze jednak mogą być składnikiem produktów żywno-
ściowych. Zastrzeżenia dotyczą bezpieczeństwa ich stosowania. Używanie 
biologicznie aktywnych hydrolizatów i peptydów w produkcji żywności powinno być 
poprzedzone badaniami żywieniowymi, konsumenckimi i toksykologicznymi. Badania 
powinny uwzględniać potencjalne zagrożenia wynikające m.in. z ewentualnej ich cyto-
toksyczności [102] (aczkolwiek efekt cytotoksyczny biopeptydów może być wykorzy-
stywany w terapii antynowotworowej [33]), z hamowania aktywności enzymów [42] 
czy też z alergenności [67, 101]. Produkty fragmentacji białek zwykle obniżają swój 
potencjał alergenny, jednak może się zdarzyć, że produkt hydrolizy białka, nadal za-
wierający epitop białka macierzystego, nie zmieni swojej alergenności. Taka sytuacja 
ma miejsce podczas trawienia żołądkowo-jelitowego białka Ara h 1, głównego alerge-
nu orzeszków ziemnych. Peptydy, jakie otrzymano po trawieniu, nadal zachowywały 
właściwości alergenne białka rodzimego. Jak dotąd, niewiele badań dotyczyło niepo-
żądanego czy wręcz szkodliwego wpływu biologicznie aktywnych peptydów pocho-
dzących z żywności na zdrowie człowieka. Wyjątkiem w tym zakresie są badania do-
tyczące enteropatii związanej z nadwrażliwością na gluten. W etiologii celiakii 
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molekularne podłoże choroby wiązane jest z obecnością toksycznych peptydów 
w żywności spożywanej przez osoby predysponowane do rozwoju tej choroby trzewnej 
[21]. Badania z zakresu bezpieczeństwa stosowania bioaktywnych peptydów dotyczyły 
zwykle tych sekwencji, które są obecne w komercyjnie dostępnych produktach. Maeno 
i wsp. [58] zbadali produkty hydrolizy kazeiny oraz tripeptyd VPP otrzymane z fer-
mentowanego mleka i stwierdzili, że nie mają one toksycznego działania narządowego. 
Ponstein-Simarro Doorten i wsp. [75] dowiedli, że TensguardTM, będący funkcjonal-
nym składnikiem żywności zawierającym duże ilości tripeptydu IPP, nie wywiera dzia-
łania mutagennego. Jing i wsp. [42] wykazali, że tripeptydy IPP i IVP nie wywierają 
negatywnego wpływu na metabolizm glukozy. Biologicznie aktywne peptydy otrzy-
mywane z białek żywności podczas: 1) hydrolizy enzymami trawiennymi w układzie 
pokarmowym człowieka, 2) procesów fermentacji dzięki aktywności proteolitycznej 
mikroorganizmów, 3) enzymatycznej hydrolizy in vitro [18] i spożywane przez ludzi 
od wieków rzadko wywołują reakcje niepożądane. Nawet te rzadkie przypadki skłania-
ją do ostrożności i podejmowania badań w aspekcie negatywnych efektów działania 
biologicznie aktywnych peptydów. 

Podsumowanie 

Białka dostarczają biologicznie aktywnych peptydów, które mogą być składnika-
mi funkcjonalnych produktów żywnościowych. Zależność pomiędzy dietą a zdrowiem 
jest jednym z elementów profilaktyki wielu chorób i czynnikiem wpływającym na 
komfort życia człowieka. Konsumenci oczekują od żywności spełniania funkcji od-
żywczych oraz możliwości opóźniania momentu pojawiania się tzw. chorób cywiliza-
cyjnych i łagodzenia ich przebiegu. Przyczyniło się to do rozwoju rynku żywności 
funkcjonalnej, czyli produktów wywierających korzystny wpływ na zdrowie człowieka 
ponad poziom wynikający z ich wartości odżywczej. Znaczący udział w tym rynku 
przypada produktom zawierającym składniki powstałe po fragmentacji białek. 

Narzędziami przydatnymi do rozdzielania i oznaczania peptydów i białek, 
a szczególnie peptydów o niskich masach cząsteczkowych, są metody chromatografii 
cieczowej wspomagane metodami: spektrometrii mas, komputerowymi oraz chemome-
trycznymi. Są one nieocenione w procesie rozdzielania tych substancji w skali prepara-
tywnej i przy ich przemysłowej produkcji. Rozwój technik separacji membranowej 
oraz nano- i ultrafiltracji sprzyja wprowadzaniu do żywności nowo identyfikowanych 
peptydów. Technologie mikro- i nanokapsułkowania dostarczają rozwiązań poprawia-
jących stabilność peptydów w różnych produktach żywnościowych oraz w trakcie tra-
wienia. Kolejne badania powinny dotyczyć zawartości, molekularnych mechanizmów 
działania oraz biodostępności peptydów w surowcach i w produktach żywnościowych. 
Odrębnym wyzwaniem stosowania biologicznie aktywnych peptydów w żywności są 
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problemy prawne, pojawiające się wówczas, gdy surowcom i produktom żywnościo-
wym przypisuje się właściwości prozdrowotne. 
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BIOLOGICALLY ACTIVE PEPTIDES FROM FOOD PROTEINS: IN SILICO, IN VITRO AND 
IN VIVO STUDIES, APPLICATION ASPECTS, AND SAFETY EVALUATION 

 
S u m m a r y 

 
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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