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Ispitivanje sadr`aja proteaza
kod divlje salate Lactuca

virosa, mle~ike Euphorbia

cyparissias, masla~ka
Taraxacum officinale i ruse
Chelidonium majus

U uzorcima biljaka divlje salate Lactuca virosa,
mle~ike Euphorbia cyparissias, masla~ka Taraxacum
officinale i ruse Chelidonium majus ispitivano je

prisustvo i aktivnost proteoliti~kih enzima. Najve}a

aktivnost pokazana je kod masla~ka i ruse, dok je

ne{to manja kod mle~ike i divlje salate. Ovi rezultati

potvr|eni su i ispitivanjem sa specifi~nim supstrati-

ma, benzoil-arginin-p-nitro-anilidom i alanin-p-nit-

ro-anilidom. Kao ranije neispitivane vrste, ove biljke

su novi uzorci u kojima je pokazana aktivnost pro-

teaza.

Uvod

Proteaze, poznate i kao proteinaze ili proteoliti~ki
enzimi, pripadaju hidrolazama, klasi enzima koji ka-
talizuju reakciju hidrolize razli~itih veza uz prisustvo
molekula vode. Ovi enzimi katalizuju hidrolizu pep-
tidne veze i tako razgra|uju i modifikuju proteine i
peptide.

U interakcije sa grupama u aktivnom centru pro-
teoliti~kih enzima mogu stupiti samo odre|eni delovi
molekula, tj. odre|eni aminokiselinski ostaci, pa pre-
ma tome samo odgovaraju}a peptidna veza dolazi u
polo`aj pogodan za hidrolizu. Proteinski lanci cepaju
se postepeno, po~ev{i od veza izme|u aminokiseli-
nskih ostataka na povr{ini molekula koje su dostupne
delovanju proteoliti~kog enzima, pa je u po~etku br-
zina proteolize mala. Nakon cepanja odre|enog broja
veza enzimu je dostupno sve vi{e peptidnih veza i br-
zina proteolize se pove}ava.

Podela proteaza prema polo`aju veza u peptid-
nom lancu koje cepaju je na:

– egzopeptidaze (otkidaju aminokiseline sa
krajeva lanca: aminopeptidaze sa aminotermi-
nanog, a karboksipeptidaze sa karboksitermi-
nalnog kraja)

– endopeptidaze (cepaju peptidne veze u unu-
tra{njosti peptidnog lanca: tripsin, himotri-
psin, pepsin, papain, elastaza i dr.)

Proteaze se prirodno nalaze u svim organizmima,
a ~esto se neke vrste vo}a koriste za njihovu izola-
ciju. Tako se iz ananasa dobija bromelin, iz smokve
ficin, a iz papaje papain. U ljudskom organizmu oni
se proizvode u pankreasu, dok enzimi u vidu suple-
menata mogu biti biljnog i `ivotinjskog porekla, iz
gljivica i bakterija ili se mogu dobiti ekstrakcijom iz
pankreasa `ivotinja (pankreatin). Primarna funkcija
proteoliti~kih enzima u dodacima ishrani je digesti-
vna, antiinflamatorna i analgeti~ka.

Cilj ovog rada je ispitivanje i upore|ivanje sadr-
`aja proteoliti~kih enzima iz divlje salate (Lactuca
virosa), mle~ike (Euphorbia cyparissias), masla~ka
(Taraxacum officinale) i ruse (Chelidonium majus).

Materijal i metode

Eksperiment je ra|en u in vitro uslovima. Prote-
oliti~ki enzimi ekstrahovani su iz divlje salate Lactu-

ca virosa, mle~ike Euphorbia cyparissias, masla~ka
Taraxacum officinale i ruse Chelidonium majus.
Sakupljani su uzorci navedenih biljaka, kao i mle~ni
sokovi iz nadzemnog dela biljke koji su rastvoreni u
1 mL 0.1 M Na-fosfatnog pufera pH 6.

Ekstrakcija

Odmereno je 20 g herbe svake od biljaka i homo-
genizovano sa 100 mL hladnog 0.1 M Na-fosfatnog
pufera pH 6 koji je sadr`ao 5 mM EDTA i 5 mM
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cistein kako bi se izbegla fenoloksidazna aktivnost i
oksidacija, respektivno. Dobijeni homogenati su pro-
filtrirani i nakon toga centrifugirani 30 min na 13400
rpm.

Dobijeni supernatanti su ~uvani na –20ºC do da-
ljeg ispitivanja.

Pre~i{}avanje sirovog ekstrakta

U 2 mL sirovog ekstrakta je dodato 4 mL acetona
ohla|enog na –20°C i centrifugirano 10 minuta na
3000 rpm. Dobijeni supernatant je odliven, a talog
ponovo rastvoren dodavanjem 2 mL 0.1 M Na-fosfa-
tnog pufera pH 6 sa 2% glicerolom. Nakon pre~i{}a-
vanja rastvori su ponovo zamrznuti.

Odre|ivanje aktivnosti enzima:

Rastvori mle~nih sokova su neposredno pre odre-
|ivanja aktivnosti prome{ani 15 min na vortex-u i
centrifugirani 10 min na 13400 rpm.

Sme{a za odre|ivanje aktivnosti sadr`ala je:
– 0.1 mL uzorka
– 1.1 mL 0.5% albumina u 0.1 M Na-fosfat-

nom puferu pH 6
– 0.8 mL 5% TCA (trihlorsir}etna kiselina) ko-

jom se zaustavlja reakcija.
Sme{a uzorka i albumina je inkubirana tokom 25

min na 30°C nakon ~ega je dodato 0.8 mL 5% TCA.
Slepe probe sadr`ale su sve sem odgovaraju}e zapre-
mine uzorka umesto koga je dodata ista zapremina
0.1 M Na-fosfatnog pufera pH 6. Nakon toga dobi-
jena sme{a je centrifugirana 30 min na 3000 rpm i
supernatanti su odvojeni i izmerena im je apsorbanca
na talasnoj du`ini od 350 nm. Apsorbance su merene
na spektrofotometru Cintra 10, GBC Spectral UV/Vis
spectrophotometer, Melbourne. Izmerene apsorbance
kori{}ene su za izra~unavanje aktivnosti enzima (AE)
preko formule:
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gde je V0– celokupna zapremina reakcione sme{e u

mL, �A/�t – iznos promene apsorbance u toku
minuta (na 590 nm za fenol-crveno), d – du`ina
putanje svetlosti u cm (1.0), V – zapremina enzima u
uzorku u mL (Petronijevi} 2007).

Odre|ivana je i aktivnost proteaza u reakcionoj
sme{i koja je sadr`ala 0.2 i 0.4 mL uzorka.

Ra|eno je ispitivanje uzoraka sa specifi~nim sup-
stratima, i to benzoil-arginin-p-nitro-anilidom koji je

supstrat za tripsin, i alanin-p-nitro-anilidom koji je
op{ti supstrat za aminopeptidaze. U 1 mL uzorka je
dodavan svaki od supstrata i pra}ena je promena
boje, od bezbojnog do jarko `utog. Intenzitet boje je
srazmeran sa aktivno{}u enzima, tako da su uzorci
kod kojih je boja jarko `uta sadr`avali enzime sa
najve}om aktivno{}u.

Rezultati i diskusija

Aktivnosti proteaza u reakcionim sme{ama date
su na grafikonima (slike 1-5), a promena boje reak-
cione sme{e u tabeli 1.

Na osnovu rezultata mo`e se videti da najve}u
aktivnost proteaza pokazuju kako sirovi ekstrakt,
tako i mle~ni sok dobijeni iz masla~ka Taraxacum

officinale i ruse Chelidonium majus. U zelenoj sala-
ti Lactuca virosa i mle~iki Euphorbia cyparissias

aktivnost enzima je uo~ena, ali je manja u odnosu
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Slika 1. Aktivnost proteaza u 0.1 mL sirovog ekstrakta

Figure 1. Protease activity in 0.1 mL of crude extract

Slika 2. Aktivnost proteaza u 0.1 mL mle~nog soka

Figure 2. Protease activity in 0.1 mL of milky sap



na prve dve navedene biljke. Upore|ivanjem aktivno-
sti enzima pokazane pri dodavanju 0.1, 0.2 i 0.4 mL
sirovih ekstrakata, kao i 0.1 i 0.2 mL mle~nog soka,
mo`e se primetiti da su one pribli`no iste. To poten-
cijalno govori o prezasi}enosti enzimom, tj. o nedo-
statku supstrata za koji se ovaj vezuje. Dodavanjem
supstrata benzoil-arginin-p-nitro-anilida i alanin-p-ni-
tro-anilida, uz promenu boje, dobijaju se sli~ni rezul-
tati koji potvr|uju da proteaze iz masla~ka imaju
najve}u aktivnost, a mnogo manju one iz mle~ike.
Dalja istra`ivanja bi se mogla nastaviti u pravcu ispi-
tivanja uticaja koli~ine dodatog enzima, a tako|e i
podrobnijeg ispitivanja sa navedenim specifi~nim
supstratima.
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Slika 3. Aktivnost proteaza u 0.2 mL sirovog ekstrakta

Figure 3. Protease activity in 0.2 mL of crude extract

Slika 4. Aktivnost proteaza u 0.2 mL mle~nog soka

Figure 4. Protease activity in 0.2 mL of milky sap

Slika 5. Aktivnost proteaza u 0.4 mL sirovog ekstrakta

Figure 5. Protease activity in 0.4 mL of crude extract

Tabela 1. Promena boje reakcione sme{e dodavanjem benzoil-arginin-p-nitro-anilida i alanin-p-nitro
anilida

Uzorak Supstrat

benzoil-arginin-p-ni-
tro-anilid

alanin-p-nitro-anilid

Lactuca virosa (sirovi ekstrakt) ++ ++
Euphorbia cyparissias (sirovi ekstrakt) + +
Taraxacum officinale (sirovi ekstrakt) ++ ++
Chelidonium majus (sirovi ekstrakt) + ++
Lactuca virosa (mle~ni sok) + ++
Euphorbia cyparissias (mle~ni sok) – –
Taraxacum officinale (mle~ni sok) ++ ++

Chelidonium majus (mle~ni sok) – –

+ svetlo `uta boja rastvora, ++ `uta boja rastvora, – nepromenjena boja rastvora



Zaklju~ak

Dobijeni rezultati pokazuju da u ispitivanim bilj-
kama – divljoj salati Lactuca virosa, mle~iki Euphor-

bia cyparissias, masla~ku Taraxacum officinale i rusi
Chelidonium majus postoje proteoliti~ki enzimi.
Ispitivanjem kako sirovih ekstrakata, tako i mle~nih
sokova, ve}a aktivnost se uo~ava kod masla~ka i ru-
se, dok su proteaze ne{to manje zastupljene u mle~iki
i zelenoj salati. Ovi rezultati potvr|eni su i ispitiva-
njem sa specifi~nim supstratima, benzoil-arginin-p-
-nitro-anilidom i alanin-p-nitro-anilidom. Kako nije
ispitivana aktivnost enzima uz dodavanje manjih za-
premina uzoraka, kao i podrobnije ispitivanje sa na-
vedenim specifi~nim supstratima, to ostavlja prostor
za dalja istra`ivanja.
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Milica \oki}

Comparing the Content of Proteolytic
Enzymes in Wild Lettuce Lactuca

virosa, Spurge Euphorbia cyparissias,
Dandelion Taraxacum officinale and
Celandine Chelidonium majus

Proteases, or proteolytic enzymes, belong to the
hydrolase group, a class of enzymes that catalyze
the reaction of hydrolysis of various bonds in the
presence of water molecules. Proteases catalyze the
hydrolysis of peptide bonds and, by doing so, they
degrade and modify proteins and peptides.

Proteases are naturally found in all organisms,
and some of their most abundant sources are fruits
from which they are often isolated for commercial
purposes. In the human body they are produced in
the pancreas, while enzymes in the form of supple-
ments can be of plant or animal origin, from bacte-
ria or fungi, and can be obtained by extraction from
animal pancreas (pancreatin). The primary function
of proteolytic enzymes in food supplements is di-
gestive, anti-inflammatory and analgesic.

The aim of this paper is to examine and com-
pare the content of proteolytic enzymes from wild
lettuce Lactuca virosa, spurge Euphorbia cypa-
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rissias, dandelion Taraxacum officinale and celan-
dine Chelidonium majus.

Proteolytic enzymes were extracted from wild
lettuce, spurge, dandelion and celandine in the fol-
lowing way: 20 g of each plant was measured and
homogenized with 100 mL of cold 0.1 M Na-phos-
phate buffer pH 6 containing 5 mM EDTA and
5 mM cysteine; the homogenates were filtered and
then centrifuged for 30 min at 13,400 rpm; cooled
acetone was added in 2 mL of the obtained crude ex-
tracts and then centrifuged for 10 min at 3000 rpm;
the supernatants were removed, and the residue
re-dissolved by adding 2 mL of 0.1 M Na-phosphate
buffer pH 6 with 2% glycerol.

Composition of the enzyme assays:
– 0.1 mL crude extract sample
– 1.1 mL 0.5% albumin in 0.1 M Na-phosphate

buffer pH 6
– 0.8 mL of 5% TCA (trichloroacetic acid),

which stops the reaction.
Absorbance was measured at a wavelength of

350 nm on a Cintra 10, GBC Spectral UV / Vis
spectrophotometer, Melbourne. The measured absor-
bance was used to calculate enzyme activity. We
measured the activity of proteases in reaction mix-

tures containing 0.2 mL and 0.4 mL sample. Testing
of samples was done with specific substrates: ben-
zoyl-arginine-p-nitro-anilido, which is a substrate for
trypsin, and alanine-p-nitro-anilido, which is a gen-
eral substrate for aminopeptidases.

Our results show that the highest protease activ-
ity is present in the crude extract and milky sap ob-
tained from dandelion Taraxacum officinale and
celandine Chelidonium majus. Enzyme activity from
lettuce Lactuca virosa and spurge Euphorbia cypar-

issias was lower than in the first two listed plants. By
comparing the enzyme activity shown when adding
0.1, 0.2 and 0.4 mL of crude extracts, as well as 0.1
and 0.2 mL of milky sap, it is obvious that they are
approximately the same. This could indicate an inad-
equate substrate concentration in the assay. Assays in
which benzoyl-arginine-p-nitro-anilide and alani-
ne-p-nitro-anilide were used as substrates showed
similar results as the albumin assay – the highest pro-
tease activity was obtained for the dandelion extract.
Further research may continue in the direction of
studying enzyme kinetics as a function of the concen-
tration of substrate and further testing with the two
specific substrates.
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