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Wptyw wybranych substancji na aktywnosc kwasnej fosfatazy

lucerny i lisci stonecznika

Effect of Chosen Substances on Alfalfa and Sunflower Acidic Phosphatase Activity

W tkankach roSlinnych powszechne jest wystgpowanie kwasnej fosfatazy (EC
3.1.3.2), a jej rola biologiczna w wielu przypadkach nie jest wyjas$niona. Podobnie
Jak w organizmach zwierzecych gromadzona jest obok innych enzyméw trawien-
nych w lizosomach. W komérkach zwierzecych lizosomy uczestnicza w przemia-
Nach organelli komérkowych, w oczyszczaniu tkanki z martwych komérek oraz w
0dzywianiu podczas okresu glodu. Biora réwniez udzial w procesach, ktére sa
odpowiedzia na r6znorakie czynniki atakujace organizm. Organelle te sa otoczone
Pojedyncza btona biatkowo-lipidowa i zawarte w nich enzymy hydrolityczne
Wykazuja aktywno$¢ po uszkodzeniu struktury tej blony. Roslinne lizosomy, do
ktérych zaliczane sa sferosomy, ziarna aleuronowe i wakuole, spelniaja istotna role
W gromadzeniu i mobilizacji materialéw zapasowych oraz w procesach wewnatrz-
kOmérkowego trawienia. Dzialanie kwasnej fosfatazy, dla ktérej substratem sa
Monoestry o-fosforowe, jest konieczne podczas mobilizacji fosforanéw (6).

W technologii otrzymywania preparatéw biatkowych z zielonych czeéci roslin
W pierwszym etapie prowadzona jest mechaniczna ekstrakcja soku ze zmacero-
Wanego surowca. W procesie tym uwalniane sa z lizosoméw enzymy hydrolity-
€zne, a ich dziatalno§¢ prowadzi do zmniejszenia wydajnosci koagulowanych
Preparatéw.

Celem niniejszej pracy jest badanie procesu inhibicji aktywnosci kwasnej fosfatazy
W soku z lucerny i lisci stonecznika wybranymi substancjami chemicznymi.
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MATERIAL 1 METODY

Sok uzyskano poprzez ttoczenie prasa §limakowa zielonki lucerny i lisci stonecznika, wstepnie
rozdrobnionych na prasie §rubowej. Materiat wiéknisty usunigto z soku przy uzyciu sita o §rednicy
oczek 0,15 mm = 100 mesh, a nast¢pnie frakcje chloroplastyczne odwirowano (4000obr./min.
20 minut). Przesacz wysycano siarczanem amonu do 50% nasycenia poprzez dodawanie roztworu
tej soli w buforze Tris-HC1 (pH = 7,5) i pozostawiano go przy ciagtym mieszaniu mieszadiem
magnetycznym na 12 godz. w temp. ok. 6°C. Nastepnie osad odwirowywano (4000 obr./min. 30 min.)
i rozpuszczano w tym samym buforze. Procedure t¢ powtarzano trzykrotnie. Otrzymane preparaty
enzymatyczne liofilizowano porcjami i przechowywano w temp. ok. (e

Aktywno§¢ kwasnej fosfatazy (EC 3.1.3.2) oznaczano spektrofotometrycznie wobec PNP — soli
sodowej kwasu p-nitrofenylofosforowego (10) po odsoleniu preparatéw na kolumnie wypetnionej
Sephadexem G-25. Testowano wptyw inhibicyjny nastgpujacych substancji: spermidyny, kadawery-
ny, sperminy, betainy, inhibitora trypsyny, hydroksymetyloaminy i regulatora wzrostu ro§lin CCC,
stosujac wzrastajace stgzenia tych substancji od 0,1 do 1,0 mM.

OMOWIENIE WYNIKOW

W procesie otrzymywania koncentratéw biatkowych istotna role odgrywa
inhibitowanie aktywnosci enzyméw hydrolitycznych, majace na celu podniesienie
wydajnosci procesu. Badania skutecznosci wprowadzenia do sokéw substancji
chemicznych w charakterze inhibitor6w enzyméw (3) nie daty zadowalajacych
rezultatéw. R6znorodnos¢ interakcji pomigdzy sktadnikami soku, wprowadzonym
zwiazkiem i czynnikiem stracajacym nie pozwolily na jednoznaczne okre$lenie
parametréw limitujacych aktywnos$¢ enzymatyczng. W celu ograniczenia tych
wplywéw wyizolowano z sokéw preparat enzymatyczny. Aktywno$¢ kwasnej
fosfatazy w preparacie otrzymanym z soku lucerny wynosita 42,01 U/ i byla prawie
siedmiokrotnie nizsza od aktywno$ci tego enzymu w preparacie z soku liSci stonecz-
nika, dla ktérego osiagneta warto$é 276,4 U/1. Tak duza réznica moze §wiadczy¢ raczej
o wigkszej ilosci lizosoméw w tkankach stonecznika niz 0 mniejszej trwatoéci
otaczajacej je btony biatkowo-lipidowej, bowiem komérki obu badanych roslin
poddawane byly takim samym drastycznym uszkodzeniom mechanicznym,
a otrzymane preparaty enzymatyczne jednakowemu stresowi termicznemu.

Proces inhibitowania aktywnosci kwasnej fosfatazy dla obu ro§lin przebiega*
stopniowo wraz ze wzrostem stg¢zenia dodawanych substancji, przy czym w przy-
padku lucerny, dla ktérej aktywno$¢ tego enzymu byta nizsza, wyhamowanie jego
dziatania nastgpowato przy mniejszych ilociach inhibitoréw (ryc. 1-3). Z testo"
wanych substancji najskuteczniejsza w dziataniu okazala si¢ spermina i spermi-
dyna — dla obu ro$lin zmniejszyta aktywnos$¢ o ponad 80% juz przy stezeniach
0,3-0,4 mM (ryc. 1, 4). Wplyw inhibicyjny poliamin badano z uwagi na wielord
kie funkcje, jakie spetniaja te zwiazki w roslinach. Wykazano, ze poliaminy mog4
uczestniczy¢ jako regulatory w biosyntezie biatka (1, 9, 12). Prawdopodobnie $3
niezbednymi skladnikami bton cytoplazmatycznych i §cian komérkowych, gdy?z
kazde pobudzenie wzrostu fitohormonami (giberelinami, auksynami czy cytokini-
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Ryec. 1. Inhibicja (w %) aktywno$ci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lucerny w zaleznosci od stgzenia badanej substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from alfal-
fa juice in relation to the concentration of the examined substances
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Ryc. 2. Inhibicja (w %) aktywnosci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lucerny w zalezno$ci od st¢zenia badanych substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from alfal-
fa juice in relation to the concentration of the examined substances

nami) pobudza powstawanie amin (2, 5). Obecno$¢ poliamin zapobiega starzeniu
si¢ organéw roSlinnych — op6Zniaja one degradacje blon cytoplazmatycznych,
sugeruje si¢, ze poprzez wychwytywanie wolnych rodnikéw — zwlaszcza nadtlen- .
k6éw) (7) oraz zanikanie chlorofilu (8).
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Ryc. 3. Inhibicja (w %) aktywnosci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lucerny w zaleznosci od st¢zenia badanych substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from alfal-
fa juice in relation to the concentration of the examined substances
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Ryc. 4. Inhibicja (w %) aktywnos$ci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lisci stonecznika w zalezno$ci od st¢zenia badanych substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from the
juice of sunflower leaves in relation to the concentration of the examined substances

Bezposredni wptyw poliamin na aktywno$¢ enzyméw polega miedzy innymi na
ich kowalencyjnym wigzaniu z biatkami enzymatycznymi. Otrzymane w pracy wyniki
efektywnego dziatania sperminy i spermidyny, amin posiadajacych oprécz grup -NH2
réwniez grupe -NH, wskazuja na tworzenie dodatkowych elektrowalencyjnych pota-
czen. Fakt ten potwierdza takze skuteczno$¢ hamowania akty wnosci kwasnej fosfatazy
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Ryc. 5. Inhibicja (w %) aktywnosci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lisci stonecznika w zaleznosci od stgzenia badanych substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from the
juice of sunflower leaves in relation to the concentration of the examined substances
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Ryc. 6. Inhibicja (w %) aktywno$ci kwasnej fosfatazy preparatu enzymatycznego wyizolowanego
z soku lisci stonecznika w zaleznosci od st¢zenia badanej substancji
Inhibition (in %) of the activity of acidic phosphatase in enzymatic preparation isolated from the
juice of sunflower leaves in relation to the concentration of the examined substances

przez hydroksymetyloaming (ryc. 2, 5). Polaczenia te prowadza do zmiany struktu-
ry biatek enzymatycznych, ograniczajac w efekcie ich aktywno$¢.

Aktywno$¢ inhibitora trypsyny w stosunku do enzyméw proteolitycznych po-
lega na tworzeniu nieaktywnego kompleksu poprzez estrowe polaczenie z reszta
seryny, znajdujaca si¢ w centrum aktywnym proteinaz (10). Stwierdzony w przed-
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stawionej pracy efekt inhibicyjny wzgledem kwasnej fosfatazy lucerny i stonecz-
nika (ryc. 3, 6) nasuwa przypuszczenie, ze w centrum aktywnym tych hydrolaz
znajduja si¢ aminokwasy z grupa hydroksylowa.

Fizjologiczne efekty dziatania kompleksu naturalnych hormon6éw roslinnych
mozna osiagaé poprzez stosowanie w uprawie egzogennych regulatoréw wzrostu.
Naleza do nich retardanty, ktére poprzez zahamowanie wzrostu wegetatywnego
powoduja nagromadzenie si¢ asymilatéw i przemieszczanie si¢ ich do organéw
generatywnych, zwigkszajac w konsekwencji plony wielu roélin. Inhibicja wzrostu
pociaga za soba zmiany w przemianach metabolicznych ro§lin, a takze w aktyw-
noéci wielu enzyméw, szczegéblnie bioracych udziat w procesie fotosyntezy (4).

W przedstawionych badaniach testowano proces hamowania aktywnosci kwas-
nej fosfatazy poprzez CCC (chlorek 2-chloroetylotrimetyloamoniowy) preparatu
stosowanego w uprawie ro§lin. Dziatanie inhibicyjne tego zwiazku okazalo si¢
najmniej skuteczne ze wszystkich badanych substancji (ryc. 3, 4).

PODSUMOWANIE

Otrzymane wyniki sugeruja, ze spermina i spermidyna moga by¢ wykorzystane
w procesie otrzymywania koncentratéw biatkowych jako czynnik korzystnie
modyfikujacy zmiany enzymatyczne w sokach ro§linnych. Jednakze z uwagi na
mozliwo$¢ interakcji pomigdzy réznorodnymi jego sktadnikami efekty otrzymane
dla izolowanego preparatu enzymatycznego nalezy potwierdzi¢, badajac przebieg
procesu inhibicji przy zastosowaniu catego soku.
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SUMMARY

Inhibiting activity of chosen substances on acidic phosphatase in enzymatic preparation from
alfalfa and sunflower leaves was studied. The following substances were examined: spermidyne,
spermine, cadaverine, betaine, trypsine inhibitor, hydroxymethyloamine, and plant growth regulator
CCC. Inhibition of acidic phosphotase activity grew higher with the increase in the concentration of
substances added; the process was quicker in the case alfalfa enzymatic preparation. Spermidyne and
spermine were the most active ones.



