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Wplyw konserwantéw na aktywnos¢ proteolityczng enzyméw w sokach
otrzymanych z zielonych czesci roslin

Effect of Preservatives on Activity of Proteolytic Enzymes in Green Juice Expressed from Plants

Obserwowany na catym §wiecie deficyt biatka paszowego spowodowal intensywne
badania nad uzyskiwaniem réznych preparatéw ze Zrédet niekonwencjonalnych — m. in.
biomasy drozdzy, bakterii ple$ni, alg, odchodéw zwierzecych, odpadéw poubojowych,
kryla czy wreszcie zielonych czgsci ro§lin. Rosliny pastewne zasobne w biatko wykorzy-
stywane sa W Zywieniu zwierzat poligastrycznych. Wysoka zawarto$¢ wi6kna ogranicza
jednak ich przydatno§¢ w zywieniu zwierzat monogastrycznych. Oddzielenie biatek od
balastu wi6kna stwarza mozliwosci stosowania zielonych czgsci roslin jako dodatkowego
Zrbdta biatka w zywieniu nieprzezuwaczy, a takze ludzi.

Proces odzyskiwania bialek z ro§lin mozna podzieli¢ na trzy etapy: rozdrabnianie surowca
ro§linnego, toczenie z uzyskanej pulpy soku i koagulacje bialek zawartych w zielonym soku.
O wydajnosci ekstrakcji mechanicznej bialek z wegetatywnych czesci roslin decyduja dwa
pierwsze etapy procesu. Uzaleznione sa one od gatunku i fazy rozwojowej rosliny, sposobu i
stopnia jej zmacerowania, pH rozdrobnionego materiatu, obecnosci zwiazkéw fenolowych i
dziatania enzyméw hydrolitycznych i utleniajacych (1, 5, 6,7, 9)

W celu podniesienia wydajnoSci ekstrakcji prowadzone sa proby reekstrakcji zielonki,
alkalizowania zmacerowanego materiatu lub dodawania do niego wody, roztworéw deter-
gentéw oraz weglanéw i fosforanéw (2, 3).

Na podziat biatka pomigdzy sok a wytloki maja wplyw takie parametry, jak czas uplywajacy
pomiedzy zbiorem rosliny a procesem tloczenia soku, kwasowos¢ pulpy roslinnej czy dodatek
do niej Srodk6éw chemicznych w charakterze konserwantéw. Ograniczenie strat biatka podczas
zbioru ro§liny i thoczenia soku mozna uzyska¢ poprzez obnizenie aktywnosci proteaz (4). Proces
biosyntezy bialek zostaje zahamowany w momencie $cigcia ro§liny, natomiast ich proteoliza
przebiega nadal (4, 8). Straty biatka spowodowane dzialaniem enzyméw proteolitycznych
zarbwno w materiale ro§linnym, jak i w otrzymanym z niego soku, moga si¢gac az do 50 %
(4). Dlatego tez celem niniejszej pracy bylo oznaczenie wplywu $rodkéw konserwujacych
dodawanych do pulp ro§linnych na zmiany aktywnosci enzyméw proteolitycznych w sokach
otrzymanych w procesie tloczenia tych pulp.
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METODYKA BADAN

Materiatem do badaii byta zielonka lucerny, koniczyny, trawy, wyki, gryki, fubinu i liéci buraka cukrowego
zbierana przed kwitnieniem z p6l do$wiadczalnych RZD w Felinie i [IUNG w Putawach. Roéliny mielono wstgpnie
przy pomocy prasy $rubowej. Do tak uzyskanych pulp roslinnych dodano nastgpujace $rodki konserwujace (w ilosci
10 g na 1 kg pulpy): siarczyn sodu, kwas cytrynowy, kwas propionowy, kwas benzoesowy, zasada sodowa. Z tak
przygotowanych pulp, jak réwniez z pulpy bez dodatkéw chemicznych (przyjetej za kontrolg) wyttoczono sok stosujac
prasg $limakowa. Materiat wiknisty usunigto z soku przy pomocy sita o érednicy 0,15 x 10°3= 100 mesh.

Oznaczenie sumarycznej aktywnosci enzyméw proteolitycznych prowadzono stosujac jako substrat kazeing,
gdyz na tym substracie proteaza jest aktywniejsza, niz na biatku liSciowym. Tok postgpowania byt nastgpujacy:
do analizy pobierano 0,5 ml odwirowanego soku ro$linnego i wprowadzono do niego 4 ml 5 % roztworu kazeiny
w buforze fosforanowym o pH=5,7 (4). Prébke hydrolizowano w 40°C przez 18 godzin. Po tym czasie niezhy-
drolizowane biatko wytracono 4 ml 24 % TCA i pozostawiono na 20 godzin w 4°C. Osad ods3czono, a ilo$é biatka
w otrzymanym przesaczu oznaczono metoda L o w ry (7). Pomiaru ekstynkcji dokonywano wobec préby
kontrolnej. W przypadku préby kontrolnej tok postgpowania byt nast¢pujacy: do 4 ml 5 % roztworu kazeiny ©
pH=5,7 wprowadzono 0,5 ml soku i natychmiast hamowano hydroliz¢ biatka 4 ml 24 % TCA. Nastgpnie
postgpowano tak samo, jak z badana prébka. Réznica ekstynkcji pomigdzy obiema prébami stanowi ekstynkcjg
biatkazhydrolizowanego. Ilosci biatka obliczono z krzywej wzorcowej, wyznaczonej dla réZnych st¢zed tyrozyny-
Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazono w mikromolach tyrozyny uwolnionej przez 1 ml soku w ciggu godziny.

WYNIKI I DYSKUSJA

Jednym z gléwnych czynnikéw zmniejszajacych ilo§¢ biatka odzyskanego w postaci
koncentratéw wytraconych z sokéw zielonych czesci roslin jest hydroliza enzymatyczna
biatek zawartych w tych sokach. Niskoczasteczkowe produkty tej hydrolizy nie ulegaja
koagulacji, pozostajac w przesaczu. Dlatego oznaczenie aktywno$ci enzymow proteolity-
cznych oraz okreslenie czynnik6w inhibitujacych proteoliz¢ ma duze znaczenie w procesic
maksymalnego odzysku biatek z tych sok6w. Przeprowadzone badania zmian aktywnosci
enzyméw proteolitycznych z pulp réznych roslin traktowanych §rodkami konserwujacymi
wykazaly, ze zmiany aktywnoSci uzaleznione byly od gatunku rosliny i od wprowadzonego
konserwz nta. Enzymy w soku wytloczonym z gryki i lubinu okazaly si¢ najmniej aktywne
(0,3 pmol/ml/h), natomiast sok z lucerny i wyki charakteryzowata najwicksza aktywnos$¢
enzyméw proteolitycznych (1,1 umol/ml/h). Zastosowanie konserwantéw spowodowalo
niewielkie wahania oznaczanej warto$ci dla soku z lucerny i tubinu, podczas gdy duze
zmiany uzyskano dla soku z koniczyny, wyki i gryki (tab. 1).

Tab. 1. Wptyw wybranych zwiazkéw chemicznych na aktywnosé proeteolityczng enzyméw w sokach otrzyma-
nych z zielonych czgsci roslin
Effect of the chosen chemical compounds on proteolytic activity of enzymes in the green juices expressed from plants

Roélina Kontrola Siarczyn Kwas Kwas Kwas | Wodorotlenek
(bez konserwanta) | sodu | propionowy| benzoesowy | cytrynowy sodu
Lis¢ buraka cukrowego 0,43 0,48 0,50 0,43 0,60 041
Koniczyna 0,64 0,66 0,12 * 0,36 0,42 0,62
Trawa 0,69 0,86 0,58 0,62 0,55 0,77
Lucerna 1,15 1,12 1,13 1,06 0,83 1,30
Wyka 1,13 1,15 0,55 0,70 0,58 0,98
Gryka 0,31 0,43 0,36 0,05 0,05 0,05
FLubin 0,33 0,41 0,42 0,41 0,31 031 ..
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Z zastosowanych konserwantéw tylko siarczyn sodu podwyzszat aktywnos¢ enzy-
méw w sokach prawie wszystkich badanych roslin, natomiast obnizyt t¢ wielkos¢ kwas
benzoesowy (tu wyjatek stanowit sok fubinu), przy czym procent zmian by} rézny w
zalezno$ci od gatunku rosliny.

Enzymy proteolityczne sa réznorodne pod wzgledem swojej specyficznosci w stosun-
ku do substratu, a $cislej do polozenia rozkladanego wiazania peptydowego. Jedne z nich
hydrolizuja wiazania peptydowe wewnatrz faficucha biatkowego, a inne wiazania skrajne.
Mechanizm rozkladania wiazania peptydowego jest rowniez inny — typowe enzymy
ro§linne papaina i ficyna zawieraja w centrum aktywnym grupy — SH cysteiny. W
przeprowadzonych badaniach zastosowano ten sam substrat i otrzymane zmienne aktyw-
nosci enzyméw proteolitycznych dla sokéw réznych roslin wynikaja ze zréznicowanego
ich skfadu chemicznego. Wiadomo bowiem, iz na aktywnos$¢ enzyméw wplywaja réwniez
inne czynniki kinetyczne, takie jak pH, st¢zenia wspé6idziatajacych koenzyméw, sprzeze-
nia zwrotne zwiazane z wplywem produktéw reakcji jako efektoréw allosterycznych i
wreszcie obecno$é innych substancji. Obecno$¢ w pulpie roslinnej Srodkéw konserwuja-
cych zmienia aktywno$¢ enzyméw poprzez zmiang pH pulpy, jak réwniez poprzez
oddzialywania ze sktadnikami danej rosliny.

Badania Finl ey’ a (4) udowodnily inhibicyjny wplyw simazyny i jodooctanu na
aktywno$¢ enzyméw proteolitycznych w soku z lucerny. W przeprowadzonych badaniach
obok réznorodnego wplywu konserwantéw stwierdzono réwniez zréznicowany wplyw
czasu na aktywno$¢ enzyméw proteolitycznych (tab. 2). Dla soku otrzymanego z trawy i

Tab. 2. Wptyw czasu na aktywnos¢ proteolityczng enzyméw w sokach otrzymanych z zielonych czgsci roélin
Effect of time on proteolytic activity of enzymes in the green juices expressed from plants

Roélina Sok otrzymany po 4 godz. | Sok otrzymany po 28 godz. | Sok otrzymany po 52 godz.
od czasu $cigeia od czasu §cigcia od czasu $cigcia
Lié¢ buraka cukrowego 0,43 0,58 0,37
Koniczyna 0,64 0,60 0,79
Trawa 0,69 0,74 0,86
Lucerna 313 1,28 1,14
Wyka 1,13 1,06 1,20
Gryka 0,31 0,13 0,19
Lubin 0,33 0,45 045

tubinu aktywno$¢ rosta z czasem — co $wiadczy o trwalosci biatek enzymatycznych
wystepujacych w tych ro§linach, dla soku z gryki malala, dla lisci buraka cukrowego i
lucerny enzymy byly aktywniejsze po 28 godzinach, niz po 52 godzinach, natomiast
dla wyki i koniczyny aktywniejsze byly po 52 godzinach. Procent uzyskanych zmian
w zalezno$ci od czasu byl rozny — najwigkszy w przypadku liSci buraka cukrowego i
tubinu, najmniejszy dla soku wyKki i koniczyny. Przyrost a poZniejszy spadek aktywno-
$ci enzyméw w przypadku lisci buraka cukrowego i lucerny mégt by¢ spowodowany
namnazaniem si¢ na nich mikroorganizméw, ktére sa zdolne wytwarzac i wydziela¢ do
Srodowiska peptydazy i enzymy proteolityczne.
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Tab. 3. Wptyw pH na aktywnos¢ proteolityczna enzyméw w sokach otrzymanych z zielonych czgéci roélin
Effect of pH on proteolytic activity of enzymes in the green juices expressed from plants

H
Roslina b

4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0
Lisé buraka cukrowego 0,35 0,44 0,34 0,24 0,18 0,09
Koniczyna 0,58 0,63 0,60 0,53 0,42 0,29
Trawa 0,59 0,69 0,63 0,55 0,46 0,38
Lucerna 1,16 it 1,17 1,15 0,81 0,29
Wyka 1,11 1,13 1,14 0,86 0,67 0,21
Gryka 0,23 0,31 0,27 0,19 0,04 0,02
Eubin 0,21 0,33 0,29 0,25 0,18 0,09

Najstabilniejsze w czasie, a jednocze$nie najbardziej aktywne okazaly si¢ enzymy
wystepujace w soku z lucerny i wyki. Odporno$¢ na zmiany pH soku byla w przypadku
tych ro§lin réwniez najwigksza (tab. 3). Dla wigkszo$ci badanych sokéw maksimum
aktywnosSci enzyméw znaleziono w pH=5,0. Dalsze alkalizowanie Srodowiska powodowa-
to stopniowo inhibitowanie proteolizy, przebiegajace .najszybciej dla soku z gryki, bo juZ
w pH=6,0. Z uzyskanych zaleznosci aktywnosci enzyméw proteolitycznych od pH wynika,
iz ich zahamowanie moze by¢ spowodowane zalkalizowaniem soku do pH powyzej 8,
natomiast zakwaszenie ponizej pH-4 powoduje koagulacje bialek obecnych w soku-
Przeprowadzone badania dowodza, iz ograniczenie strat biatka poprzez inhibicje aktywno-
$ci enzym6w proteolitycznych jest procesem zfozonym. Warunkuje go zaréwno galuﬂek
zastosowanej rosliny, jak réwniez réznicowanie parametréw we wszystkich etapach otrzy~
mywania koncentratéw biatkowych z sokéw zielonych czesci ro§lin.
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SUMMARY

Proteolytic activity of plant juice from the following plants: alfalfa, clover, grass, leaves from sugar-beet,
lupin, vetch, waterpepper and buckwheat as well the effect of preservatives added to the plant pulp on this
activity were determined.

The activity of proteolytic enzymes in juice from clover and grass was 0.5-0.7 pumol/ml/h and only
3.0 pumol/ml/h for juice from lupin, sugar-beet leaves and buckwheat. The activity of enzymes was stable in a wide
range of pH (4-7) for all plants juices, and in alkali solution pH 8.5 the sharp decrease of proteolytic activity was
observed especially for vetch and alfalfa juices.

The strong influence of propionic acid on proteolytic activity was observed in juices from clover, grass and
vetch, and the proteolytic activity was two to three times less then that found in control. The same changes of
proteolytic activity were also observed with benzoesic acid (in clover, grass, vetch and buckwheat), butin alfalfa
juice no changes were observed.



