BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLV, 2012, 3, str. 654-658

Marta Siergiejuk, Marek Gacko

TERMOSTABILNOSC PEPTYDAZ I INHIBITOROW PEPTYDAZ
NASION ROSLIN SPOZYWANYCH PRZEZ CZLOWIEKA

Klinika Chirurgii Naczyn i Transplantacji, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
Kierownik: prof. dr hab. med. M. Gacko

Ekstrakt z nasion 15 gatunkow roslin spozywanych przez cztowieka wykazuje
aktywnosé peptydazowq w pH 2,0 i w pH 7,5. Ekstrakt z nasion dyni, owsa,
pszenicy, stonecznika, soczewicy i soi hamuje aktywnoS¢é pepsyny. Aktywnosé
trypsyny hamuje ekstrakt z nasion wszystkich badanych gatunkow roslin.
W temperaturze 100°C nastepuje inaktywacja wystepujqcych w nasionach
peptydaz. Natomiast wystepujqce w nasionach inhibitory pepsyny i trypsyny
wykazujq znaczng termostabilnosc.
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W nasionach roslin spozywanych przez cztowieka wystepuja peptydazy dziatajace
w pH od 1,5 do 10,0 (1, 2) oraz inhibitory wielu peptydaz przewodu pokarmowego
(3, 4, 5, 6). Nasiona wigkszo$ci gatunkow roslin poddawane sa przed spozyciem
dziataniu temperatury 100°C.

Celem pracy jest ocena termostabilnosci peptydaz dziatajacych w pH 2,0 i w pH
7,5 oraz inhibitorow pepsyny i trypsyny wystepujacych w nasionach 15 gatunkéw
roslin spozywanych przez cztowieka.

MATERIAL I METODY

Badaniami objgto nasiona: bobu, dyni, fasoli, grochu, gryki, jgczmienia, kuku-
rydzy, maku, owsa, prosa, pszenicy, stonecznika, soczewicy, soi i zyta. Ekstrakty
(10%) z tych nasion sporzadzono w sposob opisany poprzednio (2). Ekstrakty nie
poddane ogrzewaniu i poddane ogrzewaniu (100°C, 1h) doprowadzono do pH 2,0
idopH 7,5.

W celu oznaczenia aktywnos$ci peptydazowej do 0,2 ml ekstraktu z nasion o
pH 2,0 i pH 7,5 dodawano 0,6 ml 6% globiny o odpowiednim pH, inkubowano
w temperaturze 37°C w ciagu 2 godzin, reakcje przerywano przez dodanie 1 cm?
10% kwasu trichlorooctowego i w klarownym ptynie nadosadowym oznaczano
ilo§¢ uwolnionej tyrozyny (3). W celu oznaczenia dziatania inhibicyjnego do
0,2 ml ekstraktu z nasion o pH 2,0 lub pH 7,5 dodawano odpowiednio 0,2 ml pepsyny
(0,005%) lub trypsyny (0,003%) i po dodaniu 0,6 ml 6% globiny inkubowano w
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temperaturze 37°C w ciagu 2 godzin. Reakcj¢ przerywano przez dodanie 1 ml 10%
TCA i w klarownym ptynie nadosadowym oznaczano ilo§¢ uwolnionej tyrozyny
(3). Oznaczenia wykonano w czterech oddzielnych probkach ekstraktu z nasion
kazdej rosliny. Warto$ci $rednie i odchylenia standardowe uzyskanych wynikow
zamieszczono w tabelach.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Jak wynika z Tabeli I ekstrakt z nasion dyni, grochu, stonecznika i soczewicy
wykazuje aktywno$¢ peptydazowa w pH 2,0.

Tabela |. Wptyw ogrzewania w temperaturze 100°C na aktywno$¢ proteolityczng ekstraktow z nasion oceniang
w pH 2,0 oraz na ich dziatanie antypepsynowe

Table |.Influence of heating at 100°C on proteolytic activity of extracts from seeds determined in pH 2.0 and on
their anti-pepsin activity

Aktywno$¢ peptydazowa i antypepsynowa, pH 2,0*
Ekstrakt Natywny Ogrzewany +N§<ta¥)v;3r{a EQF;ZGZV;’?::
Tyr nmol/mi/h

Bob 41 +x0,4 0,0 182,0 £ 17,8 178,0 = 16,4
Dynia 43,3 = 3,5 8,2+0,6 110,8 £ 9,4 124,6 = 10,8
Fasola 8,2 +0,7 0,0 168,4 = 16,2 176,0 = 15,2
Groch 125+1,4 0,0 162,0 = 16,0 172,8 = 10,8
Gryka 0,0 0,0 170,8 = 17,2 172,6 = 12,6
Jeczmien 52=*+05 0,0 172,6 = 16,4 174,0 £ 17,0
Kukurydza 4,4 +04 0,0 170,8 = 15,8 168,0 = 16,0
Mak 0,4 = 0,1 0,0 172,0 = 16,4 176,0 = 18,4
Owies 0,0 0,0 156,0 = 14,5 162,8 = 17,2
Proso 0,0 0,0 172,8 + 17,0 178,4 + 16,3
Pszenica 56+ 0,6 1,2 = 0,01 158,2 £ 9,8 162,0 = 17,2
Stonecznik 128+ 15 54 +05 36,7 = 3,7 32,4 = 3,1
Soczewica 12,6 1,3 3,2+0,2 128,4 = 11,0 142,6 = 14,0
Soja 6,2 +0,6 0,0 110,2 = 8,9 126,8 = 10,2
Zyto 73*+0,8 1,2 = 0,01 169,6 = 17,6 172,0 = 16,3

* - aktywnos$c¢ pepsyny — 176,2 Tyr nmol/mi/h

Ogrzewanie w temperaturze 100°C w ciagu 1 godziny obniza bardzo znacznie
aktywnos¢ proteolityczna oznaczana w pH 2,0 ekstraktow z nasion wszystkich
tych roslin. W tescie zawierajacym ekstrakt nieogrzewany i pepsyng nie obserwuje
si¢ sumowania aktywnosci peptydaz zawartych w nasionach i dodanej pepsyny.
Wskazuje to na wystgpowanie inhibitorow pepsyny w ekstrakcie z nasion. Ekstrakt
ogrzewany w temperaturze 100°C, pozbawiony aktywnosci peptydazowej, z nasion



656 M. Siergiejuk, M. Gacko Nr3

dyni, stonecznika i soczewicy znacznie hamuje aktywnos$¢ pepsyny, co potwierdza
poprzednie spostrzezenie (1, 7, 8, 9).

Jak wynika z Tabeli II ekstrakt z nasion fasoli, grochu, jeczmienia i maku
wykazuje aktywnos$¢ peptydazowa w pH 7,5. Ogrzewanie w temperaturze 100°C
inaktywuje te peptydazy (10). W tescie zawierajacym ekstrakt nieogrzewany i
trypsyng nie obserwuje si¢ sumowania aktywnosci peptydaz endogennych nasion
i dodanej trypsyny. Natomiast ogrzewane ekstrakty z nasion bobu, jgczmienia,
stonecznika, soczewicy i soi obnizajg aktywnos¢ trypsyny.

Tabela Il. Wptyw ogrzewania w temperaturze 100°C na aktywno$¢ proteolityczng ekstraktow z nasion oceniang
w pH 7,5 oraz na ich dziatanie antytrypsynowe

Table Il. Influence of heating at 100°C on proteolytic activity of extracts from seeds determined in pH 7.5 and on
their anti-trypsin activity

Aktywnosc¢ peptydazowa i antytrypsynowa, pH 7,5*
Ekstrakt Natywny Ogrzewany +Nt£:;3;)v;/%a 2%:;?52;’
Tyr nmol/ml/h

Bob 53+04 48+ 0,4 926 +£7,6 112,0 = 8,6
Dynia 4,8 +0,3 0,0 124,8 + 12,0 162,3 = 15,2
Fasola 18,0 =15 22+03 172,0 = 16,4 170,8 + 15,8
Groch 36,6 = 3,7 1,8 +0,2 82,0+ 7,8 154,0 = 12,6
Gryka 38=04 0,0 154,0 = 12,6 138,0 = 10,6
Jeczmien 12,8 £ 1,0 1,2 + 0,01 98,4 + 94 126,0 = 10,8
Kukurydza 56 +0,4 0,0 172,8 = 16,3 174,0 = 16,6
Mak 71,6 7,2 12,8 £ 1,0 142,2 = 12,8 146,0 = 13,8
Owies 0,0 0,0 86,4 7,6 110,2 = 10,0
Proso 0,0 0,0 173,8 = 16,0 182,0 = 17,2
Pszenica 10,2 £1,0 0,0 154,6 = 16,2 162,0 = 16,0
Stonecznik 8,3+ 0,6 36=+04 50,8 = 5,1 68,4 + 5,2
Soczewica 54 =04 2,803 46,2 =+ 4,0 48,9 + 34
Soja 8007 34+03 82,6 £7,6 91,8 +7,8
Zyto 8,8 £ 0,7 43 +0,4 170,0 = 16,7 178,0 £ 17,0

* - aktywnosé trypsyny — 174,0 Tyr nmol/mi/h

W opisanych eksperymentach postuzono si¢ niefrakcjonowanym ekstraktem z
nasion, zawierajacym peptydazy iich inhibitory (11, 12, 13). Nie jest mozliwa ocena
stopnia hamowania aktywno$ci peptydaz endogennych przez endogenne inhibitory
jak 1 inaktywacji egzogennych peptydaz (pepsyna, trypsyna) zard6wno przez
peptydazy jak i ich inhibitory endogenne. Odpowiedz na to pytanie pozwoli uzyskac
preparatywne oddzielenie endogennych peptydaz od endogennych inhibitorow. W
rozwazaniach nad hamowaniem aktywnosci peptydazowej przez ekstrakty z nasion
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nalezy bra¢ takze pod uwage wystepujace w nasionach niespecyficzne inaktywatory
takie jak m.in. zwiazki polifenolowe (14).

WNIOSKI

1. Ogrzanie ekstraktow z nasion w temperaturze 100°C:
—unieczynnia peptydazy dziatajace w pH 2,0 i w pH 7,5,
— obniza znacznie aktywno$¢ inhibitorOw pepsyny i trypsyny.
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THERMOSTABILITY OF PEPTIDASES AND PEPTIDASE INHIBITORS OF SEEDS OF PLANTS
CONSUMED BY HUMAN

Summary

Extracts from seeds of plants consumed by human show peptidase activity in pH 2.0 and in pH 7.5. The
extracts from seeds of pumpkin, oat, wheat, sunflower, lentil, and soy inhibit pepsin activity while the ac-
tivity of trypsin is inhibited by the seeds of all examined plants. Inactivation of peptidases present in the
seeds occurs in the temperature of 100°C. However, pepsin and trypsin inhibitors, present in the seeds,
show significant thermostability.
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