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Białka tkanek roślinnych występujące w chloroplastach niemal w równych czę- 
ściach dzielą się na rozpuszczalne i nierozpuszczalne. Białka nierozpuszczalne 
połączone z chlorofilem i innymi barwnikami oraz z lipidami tworzą, wraz z fosforo- 
i galaktolipidami, błony tylakoidów. Białka rozpuszczalne klasyfikowane są na 
dwie frakcje: pochodzącą z chloroplastów tzw. frakcję I, identyfikowaną jako karbo- 
ksylaza-oksygenaza rybulozo-1,5-bifosforanowa (E.C. 4.1.1.39), pełniącą istotną 
funkcję w procesie fotosyntezy i fotooddychania; oraz tzw. frakcję II, występującą 
Jako mieszanina heterogennych białek chloro- i cytoplazmatycznych (8). 

Tkanki wegetatywnych części roślin zawierają enzymy proteolityczne oróżnym 
mechanizmie działania egzo- i endopeptydazy, karboksy-i aminopeptydazy. Fun- 
kcja tych wewnątrzkomórkowych proteaz polega na utrzymywaniu równowagi 
dynamicznej pomiędzy poziomem białek i produktów ich proteolizy. Podczas 
ontogenezy w trakcie wzrostu komórek szybkość biosyntezy białek jest znacznie 
większa od szybkości ich rozpadu, natomiast intensywność rozpadu wzrasta pod- 
czas starzenia się organów wegetatywnych roślin. Analogiczne przemiany zacho- 
dzą w procesie otrzymywania preparatów białkowych z zielonych części roślin. 
Proteoliza białek przebiega zarówno w trakcie macerowania zielonek, jak i w 
czasie frakcjonowania białek zawartych w soku roślinnym. Straty białka spowodo- 
wane tym procesem mogą sięgać aż do 50% (9, 10), gdyż niskocząsteczkowe 
produkty hydrolizy białek nie ulegają koagulacji. 
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Celem niniejszej pracy jest badanie procesu inhibicji aktywności enzymów 
proteolitycznych z soku lucerny i liści słonecznika wybranymi substancjami che- 
micznymi. 

MATERIAŁY I METODY 

Sok uzyskano poprzez tłoczenie prasą ślimakową zielonki lucerny i liści słonecznika wstępnie 
rozdrobnionych na prasie śrubowej. Materiał włóknisty usunięto z soku przy użyciu sita o średnicy 
oczek 0,15 mm = 100 mesh. Z soku lucerny i liści słonecznika wydzielono frakcje białkowe 
zawierające aktywne enzymy proteolityczne poprzez odwirowanie frakcji chloroplastów i następne 
trzykrotne wysycenie przesączy do 50% siarczanem amonu w buforze Tris-HCI (pH = 7,5). Otrzy- 
mane preparaty liofilizowano porcjami i przechowywano w temp. 4'C. Rozdział białek preparatów 
enzymatycznych przeprowadzono metodą sączenia molekularnego na kolumnie wypełnionej Sepha- 
dexem G-100. W otrzymanych frakcjach aktywność proteolityczną mierzono stosując jako substrat 
azoalbuminę. 

Skład aminokwasowy białka preparatów enzymatycznych oznaczono metodą chromatografii 
jonowymiennej w automatycznym analizatorze aminokwasów Aminochrom II. Hydrolizę preparatów 
prowadzono 6 M HCI, po uprzednim utlenieniu próbek kwasem nadmrówkowym (13). 

Aktywność proteolityczną mierzono spektrofotometrycznie wobec BAEE (ester etylowy Na- 
benzoilo-L-argininy) po odsoleniu preparatów na kolumnie wypełnionej Sephadexem G-25. Testo- 
wano wpływ inhibicyjny następujących substancji: spermidyny, kadaweryny, sperminy, betainy, 
inhibitora trypsyny, zredukowanego glutationu, hydroksymetyloaminy, 1,4-diaminobenzolu, siarcza- 
nu dicyjanodiamidyny i regulatorów wzrostu roślin — Flordimexu i CCC; stosując wzrastające stężenia 
od 0,1 do 1,0 mM. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

W badaniach nad otrzymywaniem preparatów żywieniowych z soków zielo- 
nych części roślin poszukiwane są metody skutecznego frakcjonowania zawartych 
w nich białek. Jedną z przyczyn obniżenia wydajności procesu jest działalność 
enzymów proteolitycznych. Wcześniejsze badania (5) hamowania ich aktywności 
w wytłoczonym soku nie przyniosły korzystnych wyników z uwagi na obecność w 
soku związków o zróżnicowanych właściwościach. 

W celu scharakteryzowania właściwości proteaz występujących w tkankach 
lucerny i liści słonecznika wyizolowano preparaty zawierające te enzymy. Dla obu 
preparatów otrzymano po sączeniu molekularnym na Sephadexie G-100 podobny 
obraz frakcji, wymywanych 0,05 M buforem Tris-HCIl pH=8,0 (ryc. 1). 

Na chromatogramie uzyskano dwa piki, różniące się znacznie wielkością ab- 
sorbancji, mierzonej przy 280 nm. Najwyższą aktywność proteolityczną (mierzoną 
wobec azoalbuminy jako substratu) wykazały frakcje schodzące bezpośrednio po 
piku o najwyższej absorbancji. Skład aminokwasowy białka obu preparatów był 
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Ryc. 1. Chromatogram otrzymany po rozdziale białek preparatów enzymatycznych na żelu 
Sephadex G-100 

Chromatograme obtained after protein distribution of enzymatic preparations on gel 
Sephadex G-100 

zbliżony — z lekką przewagą aminokwasów siarkowych i zasadowych w preparacie 
ze słonecznika (tab. 1). Aktywność neutralnych proteaz (mierzona wobec BAEE 
po odsoleniu preparatów na kolumnie wypełnionej Sephadexem G-25) lucerny 
i słonecznika niewiele się różniła, wyniosła odpowiednio 28,83 U/l i 26,52 U/1. 

Tabela 1. Zawartość aminokwasów w preparatach enzymatycznych otrzymanych z soku lucerny 
i liści słonecznika 

The content of amino-acids in enzymatic preprations obtained from the juice of alfaalfa and sunflo- 

 

 

 

wer leaves 

OE nn g/100g białka % sumy aminokwasów 
lucerna słonecznik lucerna słonecznik 

Lys 2,58 3,00 10,12 10,77 
Phe 1,74 2,04 6,84 1,31 
Met 0,71 1,07 2,79 3,84 
Cys 0,79 0,85 3,10 3,04 
Thr 1,47 1,41 5,77 5,06 
Leu 2,57 3,03 10,08 10,87 
Ile 1,53 1,58 5,99 5,66 
Var 1,31 1,20 5,15 4,31 
Arg 1,09 1,58 4,30 5,66 
Asp 3,26 3,17 12,80 11,38 
Ser 2,67 2,42 10,48 8,69 
Glu 2,93 3,33 11,53 11,94 
Gly 1,38 1,62 5,44 5,83 
Ala 1,43 1,57 5,61 5,64 
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Natomiast podatność enzymów naczynniki inhibitujące ich aktywność była dla obu 
preparatów zróznicowana (ryc. 2-5). Generalnie enzymy słonecznika były szybciej 
hamowane niż enzymy lucerny zarówno przez aminy, jak i peptydy. 
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Ryc. 2. Inhibicja aktywności proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucemy; 
B — liści słonecznika w zależności od stężenie inhibitorów 

Inhibition of the activity of proteses of the enzymatic preparation isolated from the juice of A — alfalfa, 
B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors 

Poliaminom w roślinach przypisuje się wielorakie funkcje. Przypuszcza się, że 
są one niezbędnymi składnikami błon cytoplazmatycznych i ścian komórkowych 
(11, 15). Badano również ich funkcję regulatorową w procesie biosyntezy białka 
(1, 2,6). Poprzez hamowanie degradacji błon cytoplazmatycznych (7) i opóźnianie 
procesu zanikania chlorofilu (12) przeciwdziałają starzeniu się organów roślin- 
nych. Typowym objawem starzenia się roślin jest degradacja białek związana ze 
wzrostem aktywności proteaz. Przeprowadzone badania, jak i wyniki otrzymane 
przez Balestreri i wsp. (3) wykazały skuteczność działania poliamin jako 
inhibitorów aktywności enzymów proteolitycznych. Przebieg procesu hamowania 
aktywności proteaz przez polikationy, będące naturalnymi składnikami tkanek 
roślinnych i syntetycznych związków (ryc. 2 i 3), wskazuje na kompetycyjny 
charakter procesu inhibitowania neutralnych proteaz roślinnych. Jego szybszy 
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przebieg w przypadku słonecznika może wynikać z mniejszego udziału aminopep- 
tydaz w preparacie enzymatycznym z tej rośliny i z mniejszej zawartości natura|- 
nych inhibitorów proteaz, współstrąconych z białkami enzymatycznymi. Preparat 
ten zawiera również mniej hydrolaz tiolowych, o czym świadczy niskie stężenie 
zredukowanego glutationu, niezbędne do inaktywacji działalności proteaz słonecz- 

A 

ośBZEŻBZSZBIZSEŻŚ 

  
o8$8888838838 

 t l o 01 02 03 0,4 0,5 06 07 08 0.9 1 

Ryc. 3. Inhibicja aktywności proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer- 
ny; B — liści słonecznika w zależności od stężenie inhibitorów 

Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A — 
alfalfa, B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors 

nika (ryc. 4). Zbliżony przebieg krzywych hamowania przy zastosowaniu inhibi- 
tora trypsyny (ryc. 4) wskazuje na podobną zawartość w obu preparatach drobno- 
cząsteczkowych enzymów typu trypsyny, z przewagą ich obecności w preparacie 
z lucerny. 

Stosowane w uprawie roślin regulatory wzrostu powodują zmiany w procesach 
metabolicznych, a więc wpływają także na aktywność enzymów. W przedstawio- 
nych badaniach testowano działanie inhibicyjne na proteazy roślinne CCC (chlorek 
2-chloroetylotrimetyloamoniowy) i Flordimexu, którego substancją aktywną jest 
związek etylogenny, etefon (kwas 2-chloroetylofosfonowy). Zastosowanie tego 
drugiego związku wykazało największy efekt inhibicyjny ze wszystkich badanych 
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Ryc. 4. Inhibicja aktywności proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer- 
ny; B — liści słonecznika w zależności od stężenie inhibitorów 

Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A — 
alfalfa, B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors 

substancji (ryc. 5). Proteazy ze słonecznika były nieco wolniej hamowane przez 
CCC niż proteazy lucerny. 

Stopniowe wyhamowania aktywności badanych enzymów proteolitycznych, 
wzrastające w miarę zwiększania stężenia dodawanych w roli inhibitorów substan- 

cji, wskazują na kompetycyjny charakter procesu inhibicji. Nie można jednakże 
wykluczyć ich jednoczesnego działania jako czynników allosterycznych. Taki 
mieszany mechanizm działania inhibicyjnego poliamin na proteazy lucerny propo- 
nują Balestreri i wsp. (3, 4). Zdaniem tych autorów równolegle z inhibicją kompe- 
tycyjną może zachodzić elektrowalencyjne wiązanie wprowadzonych czynników 
z polianionowymi białkami enzymatycznymi. Prowadzi to do zmiany struktury 
białek enzymatycznych, ograniczając w efekcie ich aktywność. Procesowi temu 
zapobiega wzrost siły jonowej, bowiem w starzejących się liściach brak wody 
przeciwdziała wiązaniu występujących w tkankach poliamin lub polipeptydów, 
pozostawiając enzymy proteolityczne w niezmienionej konformacji, dającej im 
pełną aktywność. Cytowani autorzy nie stwierdzili podobnego efektu testując 
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Ryc. 5. Inhibicja aktywności proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer- 
ny; B - liści słonecznika w zależności od stężenie inhibitorów 

Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A — 
alfalfa, B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors 

proteazy zwierzęce i ich zdaniem limitowanie siłą jonową procesu inhibitowania 
aktywności proteaz polikationami jest zjawiskiem charakterystycznym wyłącznie 
dla enzymów roślinnych. 

PODSUMOWANIE 

Proteazy izolowane z soku liści słonecznika są bardziej podatne na działanie 
czynników inhibitujących ich aktywność. Najskuteczniejsze w działaniu okazały 
się regulatory wzrostu roślin. W tym przypadku uzyskano analogiczne efekty 
oddziaływań dla obu badanych roślin. W celu wykorzystania otrzymanych zależ- 
ności w technologii produkcji koncentratów liściowych należy przetestować wpły- 
wy badanych substancji w stosunku do całego soku roślinnego. 
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SUMMARY 

Inhibiting activity of some chosen factors on preparations with proteases isolated from alfalfa 
juice and sunflower leaves was studied. The following substances were examined: spermidine, 
spermine, cadaverine, betaine, tripsine inhibitor, reduced glutation, hydroxymethyloamine, 1,4-dia- 
minobenzol, dicyanodiamidine sulphate, Flordimex and CCC. Inhibition of proteolytic activity of 
enzymes increased with the increase in the concentration of substances added; the process was quicker 
in the case of preparation from sunflower leaves. Flordimex was the most active inhibitor. 


