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Oleje, zarowno jadalne jak tez stosowane do
celow przemystowych (w przemysle kosmetycz-
nym i farmaceutycznym) sa otrzymywane na
0go6t z nasion. Oprocz tluszczoéw nasiona roslin
zawieraja wiele cennych sktadnikow, w tym biatka.
Przy produkcji olejow substancje te zawarte
w makuchach traktowane sa czg¢sto jako uciazliwy
odpad, czasem tylko utylizowany na cele pa-
szowe. Celem naszych badan bylo wykorzysta-
nie biatek wystepujacych w odpadach poproduk-
cyjnych w celu uzyskania peptydéw antybakte-
ryjnych 1 przeciwgrzybiczych. Opracowano
metode¢ hydrolizy biatek zawartych w odpadzie
nasion ostropestu plamistego (Silybum maria-
num) oraz przeprowadzono szereg prob frakcjo-
nowania peptydéw zawartych w hydrolizatach.
Zastosowana procedura prowadzi do otrzymania
preparatow wykazujacych aktywno$¢ skierowa-
ng przeciwko mikroorganizmom powodujacym
najczestsze skazenia kosmetykow.

Silybum marianum, oil plant seeds, antibacterial and antifungal peptides, enzymatic
hydrolysis, peptide fractionation.

In general, edible oils and many oils used in
cosmetic and pharmaceutical industries are
obtained from plant seeds. Oilseeds, besides the
oils, contain many valuable substances as for
example proteins. Seed cakes, containing these
substances, obtained after production of oils are
often troublesome waste, sometimes utilized as
animal feed. The purpose of the present study
was utilisation of proteins from seed cakes for
preparation of antibacterial and antifungal peptides.
Cake of milk thistle (Silybum marianum), waste
product from herbal industry, was selected for
the study. Enzymatic hydrolysis of proteins from
the seed waste of Silybum marianum and
fractionation procedure of hydrolysate peptides
was elaborated. Applied procedure results in
products active against most of bacteria, which
cause contaminations of cosmetics.
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Wstep

Oleje roslinne — tak jadalne, jak i wykorzystywane do celow przemystowych
(przemyst kosmetyczny, przemyst farmaceutyczny) pozyskiwane sa gldwnie z nasion,
obfitujacych we wszelkie niezbedne do tworzenia nowego zycia substancje odzyw-
cze, a zwlaszcza substancje biatkowe. Te cenne substancje towarzyszace olejom
stanowia odpad, cz¢sto uciazliwy, czasem utylizowany na cele paszowe, o ile nie
zawieraja substancji toksycznych.

W pracy podjeliSmy proby wykorzystania biatek wystgpujacych w odpadach
nasion roslin oleistych w celu uzyskania peptydéw biobojczych.

Znane sa wystepujace powszechnie reakcje obronne organizmow roslinnych
narazonych w procesie kietlkowania na stosunkowo dtugotrwaty kontakt z gleba,
skierowane przeciwko bakteriom, grzybom i plesniom. Istnieje obecnie opinia, ze
ro$liny bronia si¢ przed inwazja patogennych mikroorganizmow za pomocg katio-
nowych peptydow, ktore niszcza bakterie i grzyby wywierajac selektywne oddzia-
lywanie na anionowe membrany bakteryjne za posrednictwem elektrostatycznych
interakcji (Katsumi 1999). Znaleziono juz szereg tego rodzaju zwiazkéw pepty-
dowych. Wyizolowano migdzy innymi:

e nowy przeciwgrzybiczy peptyd z nasion mitorzgbu (Gingko biloba) (Wang
i Ng 2000),

e pie¢ roznych peptydow roslinnych, w tym alfa-tioning z pszenicy, biatko
LTP2 z jeczmienia, defenzyng PTH1 z ziemniaka (Caaveiro i in. 1997),

e  nowa rodzing biatek przeciwgrzybiczych bogatych w cysteing z nasion roslin
kapustnych, wsrdd ktorych dwa okazaty si¢ identyczne z przeciwgrzybiczymi
peptydami wyizolowanymi uprzednio z nasion rzodkiewki (Zhang i Lewis
1997),

e dwa nowe peptydy przeciwbakteryjne nalezace do rodziny gamma-tionin
(Tarras i in. 1993), wyekstrahowane z nasion fasoli Vicia faba. Peptydy te,
nazwane fabatynami, sa natadowane dodatnio. Wykazuja aktywno$¢ skiero-
wang zaréwno przeciw bakteriom Gram-dodatnim, jak i Gram-ujemnym, nie
posiadajac jednak dziatania przeciwgrzybiczego
Podejmujac niniejsza pracg¢ spodziewaliSmy si¢ wigc znalez¢é substancje

biobojcze wsrod fragmentéw peptydowych otrzymanych w drodze enzymatyczne;j

hydrolizy biatek odpadowych nasion ostropestu plamistego (Silybum marianum).

Thuszcze z ostropestu plamistego, doskonate do celow kosmetycznych, byty
juz przedmiotem wielu prac badawczych, a sposob ich pozyskiwania i utylizacji
byl wielokrotnie modyfikowany i patentowany. Na temat biatek z ostropestu nie
znaleziono zadnych wzmianek literaturowych.

Prace nasze objely enzymatyczng hydrolizg bialek, proby frakcjonowania
uzyskanych ta droga peptydéw oraz badania aktywnosci biobojczej frakcji

peptydowych.
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Materialy i metody

Surowiec — bielmo nasion ostropestu plamistego uzyskane z Poznanskich Zakta-
dow Zielarskich ,,Herbapol” o nastgpujacym sktadzie chemicznym:

biatka — 31-36%
thuszcze —30-35%
pochodne thuszczowe i flawonoidy — 8-9%
sole mineralne — ok. 5%
woda —ok. 7%
inne — 8-14%

Hydroliza enzymatyczna bialek

Bielmo nasion ostropestu poddawano odthuszczeniu przez szesciokrotng eks-
trakcjg¢ eterem naftowym w aparacie Soxhleta. Po zakonczeniu ekstrakcji bielmo
suszono pod proznia w celu usunigcia rozpuszczalnika, a nastgpnie poddawano
hydrolizie enzymatycznej przy uzyciu pankreatyny. W tym celu przygotowywano
zawiesing bielma (10% w/w) w wodzie destylowanej, doprowadzano pH zawiesiny
do okoto 8 przy uzyciu 0,1 N roztworu NaOH, po czym dodawano enzym
(1% w stosunku do biatka) i termostatowano w temperaturze 37°C przez 5 godzin.
Nastgpnie enzym inaktywowano przez ogrzanie mieszaniny reakcyjnej do wrzenia.
Po schlodzeniu do temperatury pokojowej, mieszaning reakcyjng wirowano
(5 tys. obr/min. przez 20 min.), a uzyskany supernatant liofilizowano. Otrzymana
po liofilizacji mieszaning peptydow poddawano frakcjonowaniu.

Frakcjonowanie peptydéw

Rozdzial peptydow hydrolizatu na frakcje prowadzono wstepnie na kolumnie
wypehionej Sephadexem LH-20, w metanolu. Sktad frakcji sprawdzano za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym, stosujac jako eluent
mieszaning n-butanol : kwas octowy : woda w stosunku 4 : 1 : 1. Frakcje o zblizo-
nym sktadzie taczono, odparowywano i liofilizowano.

Dla utatwienia ewentualnego wdrozenia wynikow prac w warunkach prze-
mystowych przeprowadzono réwniez proby rozfrakcjonowania peptydow meto-
dami straceniowymi z wykorzystaniem dehydratacji czasteczek peptydow wskutek
dodatku soli nieorganicznych, a zwlaszcza siarczanu amonu oraz niektorych
mieszajacych si¢ z woda rozpuszczalnikéw organicznych jak etanol i aceton.

Badanie aktywnoS$ci biobdjczej frakcji peptydowych

Okre$lano Minimalne St¢zenie Inhibujace (MIC) wzrost drobnoustrojow
w podtozu metoda rozcienczen. Badanie prowadzono na nastgpujacych szczepach
testowych:
e  gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) nr NCTC 4163,
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e  paleczka okreznicy (Escherichia coli) nr NCTC 8196,
e  pateczka ropy bigkitnej (Pseudomonas aeruginosa),
e grzybnia (Candida albicans).
Wybrane organizmy naleza do drobnoustrojow powodujacych najwigcej zaka-
zen, tak w kosmetykach, jak i zakazen szpitalnych.

Metody analityczne

e  oznaczanie catkowitej zawartosci azotu — metoda Kjeldahla,

e  oznaczanie zawarto$ci azotu alfa-aminowego — metoda Pope’a i Stevensa,

e  przecigtng wielko$¢ czasteczki wyliczano na podstawie proporcji zawartosci
azotu alfa-aminowego do calkowitej zawartos$ci azotu.

Wiyniki i dyskusja

Hydrolizaty jako cato§¢ nie wykazywaly dzialania przeciwbakteryjnego,
jednakze po rozdziale na frakcje wszystkie uzyskane preparaty posiadaly mniej lub
bardziej nasilone dziatanie antybakteryjne (tab. 1), porownywalne z dziataniem
konserwantow stosowanych aktualnie w preparatach kosmetycznych. W tej sytuacji,
stosujac metodg najwigkszego spadku przeprowadzono proby optymalizacji procesu
hydrolizy uwzgledniajace zar6wno wpltyw parametréw na wydajnosé reakcji, jak
i na wielko$¢ czasteczek otrzymywanych peptydow. Wyniki doswiadczen przed-
stawiono na wykresach 11 2.

Tabela 1
Minimalne Stgzenie Inhibujace (MIC) hydrolizatu ostropestu plamistego i jego frakcji
peptydowych wobec badanych szczepow bakterii — Minimal linhibitory Concentration
(MIC) of milk thiestle digest and its peptide fractions on tested bacteria strains

Frakcja MIC [%]
Fraction Staphylococcus aureus Escherichia coli
1 0,06 0,25
2 0,25 0,25
3 0,125; 0,25 0,50
4 0,125 0,50
Hydrolizat ostropestu plamistego + +
Digest of milk thistle

+ — brak hamowania wzrostu drobnoustrojow — no inhibition of microorganism growth
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Wykres 1. Optymalizacja hydrolizy biatek nasion ostropestu plamistego. Wpltyw pH i temperatury na
stopien solubilizacji bialek i wielko$¢ czasteczki (czas = 4 h; proporcja woda : substrat = 6: 1)
Optimisation of hydrolysis of milk thistle seeds protein. Effect of pH and temperature on degree of
protein solubilisation and molecule size (time = 4 h; water : substrate ratio =6 : 1)

Wykres 1 obrazuje wpltyw pH i temperatury na stopien solubilizacji biatek
i przecigtng wielko$¢ czasteczki. Przecigtna ilos¢ grup aminokwasowych w czas-
teczce peptydu najkorzystniej przedstawia si¢ w mozliwie niskiej temperaturze —
37,5°C. Na wykresie 2 wida¢ wpltyw czasu trwania i rozciehczenia $rodowiska
reakcji na stopien solublizacji biatek. Reakcjg, praktycznie rzecz ujmujac mozna
zakonczy¢ po 6 godzinach. Stopien solubilizacji bialek rosnie wraz z rozcien-
czeniem.

W DN

Stopien solubilizacji [%]
Solubilization degree
W
()]

40 \ \ \ \ Czas [godz];
0 2 4 6 8 10 Time[h]

1 — proporcja woda : substrat — water : substrate ratio=10: 1
2 — proporcja woda : substrat — water : substrate ratio =8 : 1
3 — proporcja woda : substrat — water : substrate ratio =6 : 1

Wykres 2. Optymalizacja hydrolizy biatek nasion ostropestu. Wpltyw czasu trwania reakcji i rozcien-
czenia na stopien solubilizacji biatka — Optimisation of hydrolysis of milk thistle seeds protein.
Effect of the reaction time and reaction mixture concentration on degree of protein solubilisation
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Przedstawione prace optymalizacyjne dostarczyly materiatdw do badan nad
frakcjonowaniem peptydow i doprowadzily do wyselekcjonowania szeregu grup
substancji antybakteryjnych. Badania skupione zostaly przede wszystkim na meto-
dach straceniowych, fatwych do wprowadzenia w praktyce przemystowej. W tabeli 2
przedstawiono przyktady mozliwosci uzyskania grup zwiazkow hamujacych rozwoj
poszczegbdlnych mikroorganizmow. Jak wida¢ srednia wielko$¢ czastek 1 aktyw-
no$¢ antybakteryjna wysalanych frakcji zalezy nie tylko od zastosowanego medium
stracajacego, ale takze od jego stezenia. Wida¢ to doskonale na przyktadzie
wytracania peptydéw siarczanem amonu. Preparaty wysolone siarczanem amonu
moga w zaleznosci od warunkéw operacji posiada¢ niska lub bardzo wysoka
aktywno$¢ biobodjcza w stosunku do organizmow testowych. Uzyskana z wysoka
wydajnoscia (ok. 47%) frakcja przedstawiona w pozycji 3 jest frakcja bardzo silnie
dzialajaca na testowy szczep gronkowca zlocistego oraz pateczki ropy bigkitne;j.
Pozostate dwa preparaty tak intensywnego dziatania nie posiadaja. Frakcje
aktywne mozna otrzymac réwniez stosujac do wytracen glikol polietylenowy lub
powodujac wytracenie peptydow z roztworu w punkcie izoelektrycznym.

Whioski

Frakcje peptydowe otrzymane w wyniku wytracania z hydrolizatoéw ostro-
pestu plamistego pankreatyna posiadaja zdolnos¢ hamowania rozwoju mikroorga-
nizmow na poziomie konserwantow stosowanych obecnie w przemysle kosmetycz-
nym i farmaceutycznym. Takie tez przewidujemy zastosowanie opracowanych
preparatow. Wyniki pracy sa przedmiotem zgloszenia patentowego.

Conclusions

Peptide fractions obtained in result of precipitation from pancreatin digests of
milk thistle inhibit microorganism growth with the activity comparable to activity
of preservatives, which are currently used in cosmetic and pharmaceutical industry.
There is a high probability that peptide fractions from milk thistle may be used as
natural antibacterial agents in these industries. Results of the study are subject of
patent application.
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