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Ekstrakt z nasion bobu, dyni, fasoli, gorczycy, grochu, gryki, jeczmienia, ku-
kurydzy, maku, owsa, prosa, pszenicy, stonecznika, soczewicy i Zyta posiada pH
od 4,68 do 6,27 i w tym pH wykazuje aktywnos$¢ proteolitycznq. Wysoka aktyw-
nosc¢ proteolityczng wykazuje takze w pH kwasowym i mniejszq w pH obojetnym
i zasadowym.
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Nasiona rédznych gatunkéw roslin zawieraja enzymy proteolityczne i ich inhibi-
tory (1, 2, 3). Znany jest wptyw tych sktadnikdéw na trawienie biatek w przewodzie
pokarmowym (4, 5, 6). Dotychczasowe badania maja jednak charakter fragmenta-
ryczny 1 dotycza nasion pojedynczych gatunkow roslin, aktywnosci okreslonych
proteinaz i inhibitorow okreslonych proteinaz.

Celem pracy jest ocena aktywnosci proteolitycznej ekstraktu z nasion 15 gatun-
kow roslin spozywanych przez cztowieka, w zakresie pH od 2,0 do 10,0.

MATERIAL I METODY

Hemoglobina wotowa Difco Lab. USA; odczynnik Folina i Ciocalteau Merck;
odczynnik Bradforda i kwas trichlorooctowy (TCA) Sigma; odczynnik miedziowy
o sktadzie: 1 objeto$é CuSO, x 5H,0 rozpuszczony w 1 mol/dm’ cytrynianu sodu x
5H,0 i 30 objetosci 10% Na,CO,; bufor Brittona i Robinsona o pH od 2,0 do 10,0
z przedziatami co 0,5 jednostki i statej sile jonowej otrzymanej przez dodanie odpo-
wiednich ilosci chlorku sodu (7).

Nasiona bobu wlasciwego (Vicia faba major), dyni olbrzymiej (Cucurbita ma-
xima), fasoli zwyktej (Phaseolus vulgaris), gorczycy jasnej (Sinapis alba), grochu
siewnego (Pisum sativum), gryki zwyczajnej (Phagopyrum sagittatum), jgczmienia
zwyczajnego (Hordeum vulgare), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays), maku lekar-
skiego (Papaver somniferum), owsa siewnego (Avena sativa), prosa zwyczajnego
(Panicum miliaceum), pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum), stonecznika zwy-
czajnego (Helianthus napus), soczewicy jadalnej (Lens culinaris) 1 zyta zwyczaj-
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nego (Secales cereale) rozdrobniono w miynku mechanicznym i ekstrahowano za
pomoca NaCl o stez. 0,15 mol/dm’ i pH 7,0 w stosunku 1:9 w/v w ciagu 2 godz.,
stosujac ciagle mieszanie. Ekstrakty poddano wirowaniu (1500 x g, 2°C, 30 min.).
Mierzono pH otrzymanego ptynu nadosadowego, odpipetowywano probki do po-
miaréw aktywnosci proteolitycznej w tym pH i ptyn nadosadowy doprowadzano do
pH od 2,0 do 10,0 z przedziatami co 0,5 jednostki pH.

W celu oznaczenia aktywnosci proteolitycznych do 0,4 cm® ekstraktu z nasion
o pH jakie posiadat dany ekstrakt oraz o pH od 2,0 do 10,0 z przedziatami co 0,5
jednostki pH dodawano 0,1 cm’ 6% hemoglobiny o tym samym pH i inkubowano
6 godz. w temp. 37°C. Reakcje przerywano przez dodanie 0,1 cm’ 10% TCA. Proby
wytracone w czasie zero stanowity kontrolg. W otrzymanym przez wirowanie plynie
nadosadowym oznaczono ilo§¢ nmoli uwolnionej tyrozyny kwasorozpuszczalnej
za pomoca odczynnika miedziowego i odczynnika Folina i Ciocalteau (8). Biatko
oznaczono metoda Bradforda (9).

Oznaczenia wykonano w czterech oddzielnych probkach ekstraktu kazdego
z nasion badanych roslin. Srednie warto$ci uzyskanych wynikéw zamieszczono
w tabelach.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wartos$¢ pH ekstraktdw z nasion roslin spozywanych przez cztowieka miescita si¢
w przedziale od 4,68 do 6,27 (tab. I). Najwyzsza aktywnos¢ proteolityczna w natu-

Tabela I. Warto$¢ pH, aktywno$¢ proteolityczna w tym pH i zawarto$¢ biatka w ekstraktach z nasion
Table I. pH value, proteolytic activity at that pH value and protein content in seeds extracts

Nasiona pH* A nmaliomih mglom?
Bob 5,89 + 0,12 135,0 = 13,4 1,96 = 0,14
Dynia 6,27 = 0,44 64,6 + 7,2 1,86 + 0,13
Fasola 5,83 = 0,26 357,3 £ 29,8 1,89 £ 0,13
Gorczyca 4,97 = 0,11 112,7 = 10,6 0,77 = 0,07
Groch 5,97 + 0,22 182,5 + 17,4 1,81 £ 0,15
Gryka 6,03 = 0,43 138,6 = 14,8 0,55 + 0,04
Jeczmien 5,66 + 0,28 384,2 + 32,1 0,78 + 0,08
Kukurydza 5,90 = 0,60 85,9 = 8,1 0,29 = 0,02
Mak 4,68 + 0,28 1680,3 + 163,8 2,44 + 0,26
Owies 5,53 + 0,42 210,7 = 19,8 0,94 = 0,09
Proso 5,49 + 0,40 98,8 + 8,6 1,21 £ 0,12
Pszenica 5,97 + 0,43 247,7 = 28,4 1,13 £ 0,12
Stonecznik 5,96 + 0,43 410,2 = 53,6 2,00 = 0,19
Soczewica 6,00 = 0,44 72,1 = 6,8 1,36 = 0,14
Zyto 5,78 = 0,38 456,6 = 46,3 3,16 = 0,32

* — pH uzytego do ekstrakcji 0,15 mol/dl NaCl wynosito 7,0.
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ralnym pH wykazuje ekstrakt z nasion maku, zyta, stonecznika i jgczmienia, a naj-
nizszg ekstrakt z nasion dyni i soczewicy. Zawarto$¢ biatka w ekstraktach z nasion
badanych ro$lin miescita si¢ w przedziale od 0,29 do 3,16 mg/cm’.

Ekstrakt z nasion wszystkich badanych roslin wykazuje aktywnos$¢ proteolityczna
w pH kwasowym (tab. II). Optimum pH wigkszo$ci z nich przypada na pH 3,5-5,5.
Najwyzsza aktywnos$¢ proteolityczna wykazuje ekstrakt z nasion maku.

Tabela Il. Aktywnos$¢ proteolityczna ekstraktu z nasion oceniana w pH kwasowym
Table Il. Proteolytic activity of seeds extracts assessed in acidic pH

pH
Nasiona | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65

aktywnos¢ proteolityczna, Tyr nmol/cm®/6 godz.

Bob 25,3 28,8 | 1250 | 2958 | 2982 | 2556 | 250,4| 137,6| 130,2| 200,0
Dynia 250,6 51,7 720,1| 825,2|1025,1 |1010,4 | 355,3| 125,2| 100,0 45,0
Fasola 52,2 55,0 | 150,8 | 4804 | 6326 | 5455 | 4308 | 412,4| 377,7| 207,7
Gorczyca 725,8 | 800,4| 850,1|1050,0|1300,7 | 1270,2 | 1250,2 | 1200,6 | 800,2 | 525,6
Groch 75,7| 120,5| 237,7| 4253| 510,2| 3258 | 250,1| 200,8| 1953 | 120,0
Gryka 0,0 0,0 0,0 55,7| 1752 755| 150,5| 125,0| 130,8 25,5

Jeczmien 30,5 52,6 | 3256 | 8756 | 950,5| 8054 | 6756 | 520,1| 312,7| 175,44
Kukurydza 25,4 75,2 | 2255 | 380,5| 725,4| 662,2| 600,7| 3752 75,6 | 100,2

Mak 2,8 50,8 | 750,6 | 975,6 | 1850,2 | 1750,0 | 1600,6 | 1475,0 | 1000,7 | 750,8
Owies 0,0 0,0 52,8 | 255,7| 4758 | 375,0| 312,1 | 200,7 75,2 32,7
Proso 0,0 0,0| 100,0 | 400,8| 4552 | 330,6| 2559 | 1005 55,8 25,6

Pszenica 30,2 32,4 40,9 | 825,0| 8756 730,6 | 430,8| 2756 | 2552 | 110,5
Stonecznik | 55,0 75,2 90,7 | 425,2| 625,5| 7754 | 900,7 | 650,5| 420,0| 250,4
Soczewica 52,1 55,7 75,1 | 360,4 | 3452 490,7 | 342,1| 300,2 75,8 | 100,9
Zyto 253 | 1453 | 637,6 | 920,3 13006 | 9552 | 910,5| 600,4 | 4554 | 3755

W obojetnym i zasadowym zakresie pH aktywno$¢ proteolityczna ekstraktow
z nasion jest znacznie nizsza niz w pH kwasowym (tab. III). Optimum pH wigk-
szosci z ekstraktéw przypada na pH 7,5-8,5. Najwyzsza aktywnos¢ proteolityczng
wykazuje ekstrakt z nasion gorczycy.

Jak wynika z uzyskanych wynikéw nasiona wszystkich badanych ro$lin wykazuja
aktywnos¢ proteolityczng w szerokim zakresie pH. Najwicksza role w degradacji
biatek endogennych odgrywaja zapewne te proteinazy, ktore dziataja w pH wyste-
pujacym w ekstrakcie z nasion, jest to pH od 4,9 do 6,27 w zaleznosci od gatunku
rosliny. Sa to najprawdopodobniej proteinazy cysteinylowe, na co wskazuja dane
literaturowe, podajace takie wtasnie optima pH dla tej grupy proteinaz. Proteinazy
nasion dziatajace w silnie kwasowym pH naleza najprawdopodobniej do proteinaz
aspartylowych, a dziatajace w pH oboj¢tnym i zasadowym do proteinaz serylowych
i do metaloproteinaz (10, 11). Wymienione proteinazy cysteinylowe, aspartylowe,
serylowe i metaloproteinazy sa endopeptydazami. R6znia si¢ nie tylko optimami pH,
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Tabela lll. Aktywnos¢ proteolityczna ekstraktu z nasion w pH obojetnym i zasadowym
Table lll. Proteolytic activity of seed extracts assessed in neutral and alkaline pH

pH
Nasiona 70 | 75 | 8o | 85 | 90 | 95 | 100
aktywnos¢ proteolityczna, Tyr nmol/cm®/6 godz.

Bob 157,2 32,4 107,6 102,0 75,2 52,8 17,6
Dynia 40,3 30,5 254 15,2 10,7 8,8 25
Fasola 130,4 175,0 75,0 100,2 107,6 50,7 30,2
Gorczyca 350,2 250,4 475,8 312,7 125,6 75,5 0,2
Groch 125,6 2255 250,4 215,3 175,6 120,2 100,5
Gryka 50,0 25,4 50,3 30,5 0,0 0,0 0,0
Jeczmienh 100,5 75,4 62,3 25,6 0,0 0,0 0,0
Kukurydza 30,4 32,5 33,4 75,3 70,7 50,6 30,3
Mak 550,3 425,8 405,7 250,6 205,0 203,0 50,2
Owies 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proso 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pszenica 55,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Stonecznik 150,6 50,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Soczewica 112,2 30,6 52,2 130,8 100,7 50,4 0,0
Zyto 157,3 52,5 175,0 75,2 52,8 20,5 0,0

ale takze zapewne specyficznoscia wzgledem reszt aminokwasowych tworzacych
rozszczepiane wigzanie peptydowe. W ten sposob biatka zapasowe nasion ulegaja
degradacji do polipeptydoéw i peptyddw. Ostatnie stanowia substraty, wystepujacych
takze w nasionach egzopeptydaz — aminopeptydaz i karboksypeptydaz (2, 3).
Proteinazy wystepujace w nasionach odgrywaja istotng role w degradacji biatek
w czasie kietkowania nasion i rozwoju rosliny (12, 13, 14, 15). Natomiast wystepu-
jace w nasionach inhibitory proteaz moga mie¢ znaczenie w trawieniu biatek w prze-
wodzie pokarmowym cztowieka (5, 6, 16, 17, 18). Ich obecnos¢ w ekstraktach moze
maskowaé aktywnos¢ wystepujacych w nich proteaz endogennych i egzogennych.

M. Siergiejuk, A. Worowska, A. Karwowska, M. Gacko

PROTEOLYTIC ACTIVITY OF THE SEEDS OF PLANTS
CONSUMED BY HUMANS

Summary

The proteolytic activity was assessed in extracts obtained from the seeds of 15 plants consumed by
humans, such as: broad bean, pumpkin, kidney bean, charlock, pea, buckwheat, barley, maize, poppy, oat,
millet, wheat, sunflower, lentils and rye. Extracts of all plant species seeds used in experiment hydrolise
hemoglobin in acidic, neutral and alkaline pH. The impact of those proteinases on digestion of proteins
in the intestinal tract has been discussed. Their presence should be taken into account when assessing the
activity of proteinase inhibitors in seed extracts.
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