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Izolacija 1 karakterizacija
proteaza iz ekstrakta aloje
(Aloe vera)

U uzorcima aloje (Aloe vera) ispitivano je prisustvo
i aktivnost proteolitickih enzima. U ispitivanju su
korisceni sledeci uzorci: sirovi ekstrakt, talog nakon
60-procentnog zasicenja amonijum sulfatom (AS),
talog nakon 100-procentnog zasicenja AS-om i su-
pernatanti (nakon 60-procentnog i 100-procentnog
zasicenja AS-om). Najmanja proteazna aktivnost de-
tektovana je u uzorcima sirovog ekstrakta, tj. u
uzorcima sa najvecom koncentracijom proteina, dok
je najveca aktivnost skoncentrisana u talozima u
kojima je najmanja koncentracija proteina. Ovi re-
zultati, dobijeni kvantitativnom metodom aktivnosti
enzima, potvrdeni su i metodom zimografije.

Uvod

Proteaze, nazvane jo$ i peptidaze ili proteinaze,
su enzimi neophodni u velikom broju fizioloskih re-
akcija, pocevsi od digestije pa sve do koagulacije
krvi. One su enzimi koji spadaju u grupu hidrolaza i
vrse proteolizu, tj. razlaganje proteina, na taj nacin
$to katalizuju hidrolizu peptidnih veza koje povezuju
aminokiseline u polipeptidnim lancima. Na taj nacin
one razlazu originalni protein na manje fragmente.

U zavisnosti od toga koji deo peptidnog lanca
rastavljaju, dele se na endopeptidaze (raskidaju pe-
ptidne veze u unutrasnosti peptidnog lanca) i egzo-
peptidaze (raskidaju peptidne veze na terminalnim
delovima peptidnog lanca). Takode, proteaze se
mogu podeliti i na Cetiri velike grupe: serinske, ciste-
inske, asparti¢ne i metaloproteaze (Jedinak et al.
20006).

U medicini i farmaciji proteaze se koriste zbog
svoje sposobnosti da digestuju proteine, ali i zbog
svojih antibiotickih i anti-inflamatornih dejstava.
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Aloja (Aloe vera) je zeljasta biljka iz porodice
Asphodelaceae. Bogata je vitaminima, mineralima,
polisaharidima, aminokiselinama i enzimima. Sadrzi
16 enzima iz grupa proteaza, amilaza, lipaza i celu-
laza. Cisti usnu duplju, Zeludac, pomaze kod zarasta-
nja eventualnih oStecenja sluzokoZe Zeluca. MozZe se
koristiti u kombinaciji sa drugim lekovima i prehram-
benim materijama, kako bi odrZavala imuni sistem.

Cilj ovog rada je odredivanje i ispitivanje ukupne
proteazne aktivnosti iz ekstrakata aloje (Aloe vera)
kao i koncentracije proteina u datim uzorcima.

Materijal 1 metode

Iz gela listova aloje napravljeni su ekstrakti, a
potom izvrSeno frakciono taloZenje proteina Cvrstim
amonijum-sulfatom (AS). Ova metoda izdvajanja je
radena da bi se pri vecim zapreminama iz kojih treba
dobiti talog, postiglo zasicenje veée od 50-procen-
tnog. Potom su odredivane koncentracije proteina
Lowryjevom metodom, a kao uzorci koriSéeni su: si-
rovi ekstrakt, talog 1 (nakon 60% zasicenja AS-om),
talog 2 (nakon 100% zasienja AS-om) i supernatanti
(nakon 60% i 100% zasi¢enja AS-om). Zatim su
odredeni ukupna aktivnost enzima i aktivnost enzima
pomocu BAPNE (odredivanje proteaza koje rade
sliéno kao tripsin). Nakon ovih kvantitativnih me-
toda, uradena je i metoda zimografije.

Ekstrakcija

Odmereno je 40 g gela iz listova aloje i homo-
genizovano u blenderu sa 100 mL hladnog fosfatnog
pufera (0.1 M, pH = 6), koji je sadrzao 5 mM EDTA
1 5 mM cistein kako bi se izbegla fenoloksidazna ak-
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tivnost i oksidacija. Dobijeni homogenati su pro-
filtrirani, a potom su centrifugirani 30 minuta na
3000 obrtaja. Potom su od supernatanta odvojeni
alikvoti od po 1 mL, od kojih su dva zamrznuta.

Frakciono taloZenje proteina
amonijum-sulfatom

Frakciono taloZenje proteina amonijum-sulfatom
uradeno je kroz dve faze:

1. taloZenje proteina postepenim dodavanjem

¢vrstog amonijum sulfata

2. dijaliza rastvora proteina

Prvo je radeno do zasi¢enja od 60% AS-om. Od-
mereno je 72.2 g ¢vrstog AS (koji je zbog boljeg
rastvaranja prethodno dobro usitnjen u avanu) i po-
stepeno je dodavan u 200 mL sirovog ekstrakta aloje,
koji je stavljen na magnetnu meSalicu. Prerauna-
vanje je izvrSeno na osnovu tabele za koli¢inu Cvr-
stog AS, potrebne da se promeni jedno zasicenje
(60% zasicenje). Nakon Sto je dodata cela koli¢ina
AS, zamucdeni rastvor je ostavljen da stoji joS§ sat
vremena na magnetnoj mesalici i preko noci ostav-
ljen u frizideru. Nakon toga uzorci su centrifugirani
20 minuta na 3000 obrtaja/min. Talozi su rastvoreni u
3 mL fosfatnog pufera (0.1 M, pH = 6), dok su
supernatanti zasiceni 100% AS-om. SmeSa je centri-
fugirana 20 min. na 3000 obrtaja/min. Talozi su
zatim resuspendovani u 3 mL fosfatnog pufera
(0.1 M, pH = 6), supernatanti odvojeni, a talozi po-
novo rastvoreni u 1 mL pufera. Potom su stavljeni u
creva za dijalizu. Creva su stavljena u posudu sa vo-
dom sa Cesme (proto¢na frakcija), i tu su ostavljena
da stoje 4 h, nakon ¢ega su premeStena u destilovanu
vodu i u frizider (stacionarna farakcija) na 3 h. Posle
100% taloZenja AS-om, zamucdeni rastvor je cen-
trifugiran 20 minuta na 3000 obrataja, a talog (drugi
po redu) resuspendovan u 4 mL fosfatnog pufera (0.1
M, pH 6) i ponovo dijalizovan kao i prethodni.
Potom je promeSana smeSa u crevima za dijalizu i
sipana u erlenmajer. Iz sva tri ova rastvora (super-
natanta nakon 100% zasicenja AS-om, taloga 1 i
taloga 2) uzeti su alikvoti po 2 mL koji su zamrznuti.

Odredivanje koncentracije proteina
Lowry-jevom metodom

Napravljeni su rastvori: reagens 1 — 2% NaCO3

i 0.1 M, reagens 2 — 1% CuSOg4 i reagens 3 — 2%
kalijum-natrijum tartarat.
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Potom je pripremljen reagens C, koji je sadrzao
98 mL reagensa 1, 1 mL reagensa 2 i 1 mL reagensa
3. Pripremljen je Folin-Ciocalteuov rastvor razblazen
vodom u odnosu 1 : 1. Nakon toga odmereno je 0.2
mL uzorka i 3 mL reagensa C i smeSa je snazno
promeSana i inkubirana na 15 min. Potom je dodato
0.6 mL FCR reagensa i potom je usledila inkubacija
od 30 minuta na tamnom mestu. Na isti nacin su
napravljeni uzorci za standardnu krivu sa albuminom
koncentracije 1 mg/mL.

Kao uzorci su koriSéeni sirovi ekstrakt, talog 1
(nakon 60% zasi¢enja AS-om) i talog 2 (nakon 100%
zasi¢enja AS-om). Kao slepa proba koriscena je
destilovana voda umesto odgovarajuce zapremine
uzorka. Pre spektrofotometriranja uzorci su prome-
Sani na vorteksu. Za svaku koncentraciju albumina za
standardnu krivu i za svaki rastvor uzoraka radena su
po tri ponavljanja. Apsorbanca je merena na 550 nm
na spektrofotometru Cintra 10, GBC Spectral UV/Vis

[N

Odredivanje ukupne proteazne
aktivnosti

Rastvori aloje su neposredno pre odredivanja
aktivnosti promeSani na vorteksu i centrifugirani 10
minuta na 13400 obrtaja/min.

Smesa za odredivanje aktivnosti enzima je sa-
drzavala: 0.2 mL uzorka, 1.1 mL 0.5% (BSA) albu-
mina u fosfatnom puferu (0.1 M, pH = 6) 1 0.7 mL
5% TCA (trihlorsiréetne kiseline), kojom se zau-
stavlja reakcija.

Kao uzorci su koriS¢eni sirovi ekstrakt, talog 1
(nakon 60% zasi¢enja AS-om), talog 2 (nakon 100%
zasi¢enja AS-om) i supernatant nakon 100% zasice-
nja AS-om. Pored ovih uzoraka ispitana je aktivnost
enzima uz dodatak EDTA (etilendiamin tetra-acetat)
(5 mM), da bi se utvrdilo da li ima metaloproteaza.
Uz dodatak EDTA uzimani su nezaledeni uzorci, dok
su se za drugu grupu koristili zaledeni alikvoti.
SmesSa uzorka i albumina je inkubirana u vodenom
kupatilu na 30°C u roku od 25 minuta, nakon ¢ega je
uzorcima dodato 0.7 mL 5% TCA. Slepe probe su
sadrzale sve komponente sem uzorka aloje, umesto
koga je dodata ista zapremina fosfatnog pufera (0.1
M, pH = 6). Smesa je centrifugirana 30 min. na 3000
obrtaja. Potom su supernatanti odvojeni i apsorbanca
im je izmerena na 350 nm. Kao pozitivna kontrola
koriscen je tripsin (7 mg/mL) rastvoren u vodi. Za
svaki od uzoraka je vrSeno po 3 ponavljanja, kao i za
tripsin. Apsorbance su merene na spektrofotometru
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Cintra 10, GBC Spectral UV/Vis spectrophotometar,
Melbourne. Izmerene apsorbance su kori$cene za
izraCunavanje aktivnosti enzima preko formule:
A = V. AAL, -V
d

gde je A1 — ukupna aktivnost enzima, V. — celo-
kupna zapremina reakcione smeSe u mL, A4 —
promena apsorbance/vreme inkubacije (na 590 nm
za fenol-crveno), d — duZina putanje svetlosti u cm
(1.0), a Vy — zapremina ekstrakta u uzorku u mL
(Petronijevi¢ 2007).

Odredivanje proteazne aktivnosti —
BAPNA

Ova metoda sluzi za odredivanje aktivnosti pro-
teaza koje rade sli¢no kao tripsin.

Odmereno je 0.0271 g BAPNE i rastvoreno u
0.5 mL DMSO-a (dimetilsulfoksid (CH3)2S0)), a
potom je ta smeSa rastvorena u 25 mL zagrejanog
tris-HCI pufera (0.05 M, pH = 8.2) na 60°. Radeno je
sa uzorcima sirovog ekstrakta, taloga 1, taloga 2 i
supernatanta nakon 100% taloZenja AS-om. Pipe-
tirano je 200 pL uzorka, 0.9 mL BAPNE i nakon
toga je usledila inkubacija u trajanju od 2 h. Posle to-
ga reakcija je prekinuta dodavanjem 100 yL siréetne
kiseline. Za svaki od uzoraka radeno je po tri po-
navljanja. Kao slepa proba koriscéen je fosfatni pufer
(0.1 M, pH = 6). Kao pozitivna kontrola je koriscen
tripsin (7 mg/mL). Apsorbance su merene na talasnoj
duZzini od 410 nm. Izmerene apsorbance su koris¢ene
za izraCunavanje aktivnosti enzima preko formule:

A, = L . L‘Amm -V,
8800 d
gde je Ap — proteazna aktivnost, V. — celokupna za-

premina reakcione smeSe u mL, A4 __ - promena

apsorbance/vreme inkubacije (na 590 nm za fenol-
crveno), d — duzina putanje svetlosti u cm (1.0), Vy
— zapremina ekstrakta u uzorku u mL, a 8800 —

ekstinkcioni koeficijent BAPNE (Petronijevi¢ 2007).
Zimografija

Napravljeni su slededi rastvori: monomerni ras-
tvor akrilamida i bisakrilamida (30%), pufer za raz-
dvajajuci gel tris-HCI (1.5 M, pH 8.8), pufer za
koncentrujuci gel tris-HC1 (0.5 M, pH = 6.8), 10%
rastvor SDS-a (natrijum-dodecilsulfat), rastvor
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amonijum-persulfata (APS) 10% m/V i rastvor za
nadslojavanje (1-butanol). Svi puferi su titrovani 4 M
HCI do odredene pH vrednosti.

Pufer za obradu uzoraka (PUZ) je sadrzao:
0.05 M tris-HCI (pH = 6.8), 85% glicerol, 1.5 g ¢vrs-
tog SDS-a, 0.1% bromfenol plavo, vodu i 5% B—ME
(svez). Napravljeni su i pufer za elektroforezu (0.025 M
tris-HCI, 0.192 M glicin, 0.1% SDS, pH = 8.3),
rastvor za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje (50%
metanol, 10% siréetna kiselina), rastvor boje (0.1%
CBB, 50% metanol, 10% sircetna kiselina), rastvor
za obezbojavanje (5% metanol, 7% sircetna kiselina).

Gel za razdvajanje (6%) je sadrzao 4 mL rastvora
akrilamida/bisakrilamida, 5 mL pufera za razdvajanje
(1.5 M tris-HCI, pH 8.8), 2 mL Zelatinskog gela 10 X
(80 mg/10 mL), 4.3 mL rastvora saharoze (50%),
4.7 mL vode, 70 uL. amonijum-persulfata i 7.5 L
TEMED-a.

Gel za koncentrovanje je sadrzao: 0.710 mL ras-
tvora akrilamida/bisakrilamida, 1.425 mL pufera za
koncentrovanje (0.05 M, pH = 6.8), 1.425 mL ras-
tvora saharoze (50%), 2.140 mL vode, 70 uL. amo-
nijum persulfata (10%) i 15 uL. TEMED-a.

KoriSc¢eni su uzorci sirovog ekstrakta (500 pL
uzorka + 500 yL PUZ-a).

Nakon Sto je zavrSena elektroforeza, gel je prese-
¢en na dva dela i oba dela su ispirana sat vremena
(Cetiri puta po 15 minuta) u renaturiSuéem puferu,
koji je napravljen dodatkom 6.025 mL Tritona X-100
u 250 mL razvijajuéeg pufera (6.055 g, 50 mM tris;
11.69 g, 200 mM NaCl; 0.7 mg ZnCl i 0.74 g, 5 mM
CaClpx2H20 u 1 L vode, pH = 7.5). U drugih
250 mL razvijajuceg pufera je dodat 10 mM EDTA.
Nakon sat vremena gelovi su se razdvojili, od kojih
je jedan bio samo sa razvijaju¢im puferom, a drugi sa
puferom sa dodatkom EDTA. Gelovi su ostavljeni u
ovim rastvorima preko nod¢i, a sutradan skenirani.
Celokupan postupak sproveden je prema proceduri
opisanoj kod Troeberga i Nagasea (2003).

Rezultati 1 diskusija

U tabeli 1 su predstavljene vrednosti aktivnosti
enzima, specifi¢ne aktivnosti enzima i koncentracije
proteina po Lowryju, izraCunate na osnovu srednjih
vrednosti apsorbanci.

Iz tabele 1 se vidi da je najveca ukupna protezna
aktivnost skoncentrisana u talozima, a najmanja u
sirovom ekstraktu i supernatantu, dok se iz tabele 2
vidi da je najmanja aktivnost u sirovom ekstraktu u
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Tabela 1. Ukupna proteazna i specificna aktivnost uzoraka

Naziv uzorka Zapremina Aktivnost enzima Konc. proteina  Specifi¢na akt.
uzorka (mL) (mM/Lmin) po Lowryju enzima
(ug/mL) (mM/Lmin)

Sirovi ekstrakt 0.2 273 732 0.186
Sirovi ekstrakt + EDTA 0.2 224 732 0.153
Talog 1 0.2 145.2 7.83 9.27
Talog 1 + EDTA 0.2 22 7.83 0.14
Talog 2 0.2 197.0 - -

Talog 2 + EDTA 0.2 1.0 - -
Supernatant 60% 0.2 53.6 - -
Supernatant + EDTA 0.2 13.6 - -

Tabela 2. Proteazna aktivnost — BAPNA

Naziv uzorka

Zapremina

Aktivnost enzima

Konc. proteina

Specifi¢na akt.

uzorka (mL) (mM/Lmin) po Lowryju enzima
(ug/mL) (mM/Lmin)
Sirovi ekstrakt 0.2 0.10 732 0.138
Talog 1 0.2 247 7.83 0.315
Talog 2 0.2 2.32 - -
Supernatant 60% 0.2 042 - -
Supernatant 100% 0.2 3.58 - -

kome je i najveca koncentracija proteina
(73.2 pg/mL), dok je aktivnost najveca u talozima,
gde je najmanja 1 koncentracija proteina
(7.83 pg/mL). Vrednost koncentracija proteina u talo-
gu 2 (nakon 100% zasi¢enja AS-om) i superna-
tantima je bila jako mala, gotovo da u tim uzorcima
nije ni bilo proteina.

Na slici 1a je prikazan zimogram bez EDTA, a
na slici 1b zimogram sa EDTA. Zimografija je ra-
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dena zbog tacne detekcije proteazne aktivnosti. Na
slici a se vidi da je detektovana proteazna aktivnost,
dok se na b primecuje da je sa dodatkom EDTA ova
aktivnost inhibirana. Ovim je potvrdena pretpostavka
da u datim uzorcima nema metaloproteaza (poznato
je da ih EDTA inaktivira), Sto je prvobitno utvrdeno
kvantitativnom metodom odredivanja aktivacije
enzima (tabele 1 i 2).

Slika 1.
Zimogram bez EDTA (a) i sa
EDTA (b)

Figure 1.
Zymogram without EDTA (a),
and with EDTA (b)
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Porededi rezultate dobijene kvantitativnom me-
todom sa rezultatima dobijenim zimografijom, dolazi
se do zakljucka da se oni slazu. Najveca koncentra-
cija proteina nalazi se u sirovom ekstraktu, u kome je
dobijena najmanja proteazna aktivnost, dok je u talo-
zima, u kojima je najmanja koncentracija proteina,
dobijena najveca proteazna aktivnost.

Zakljucak

Rezultati ispitivanja prisustva i aktivnosti enzima
pokazuju da u aloji (Aloe vera) postoje proteoliticki
enzimi. Ispitivanjem sirovog ekstrakta (radenog bez i
sa dodatkom EDTA) i taloga (radenih bez i sa dodat-
kom EDTA), uocava se manja aktivnost u sirovom
ekstraktu, dok je proteazna aktivnost veca u talozima.
Takode je dobijeno da u datim uzorcima nema mata-
loproteaza, §to je i oCekivano, jer je poznato da ih
EDTA inaktivira. Rezultati su saglasni sa ¢injenicom
da je u sirovom ekstraktu veca koncentracija proteina
(73.2 pg/mL), dok je u talozima manja (7.83 pg/mL).

Ovi rezultati, dobijeni kvantitativnom metodom,
potkrepljeni su i zimogramima.
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Anka Jevremovi¢ and Isidora Simanicé

Isolation and Characterization of
Proteases from Aloe (Aloe vera)
Extract

Proteases (also termed pepdidases or proteinases)
are compounds essential in a number of physiological
reactions, from digestion to coagulation. They are en-
zymes which are a subclass of hydrolases and are
enabling proteolyses, that is, the decomposition of
proteins, by catalyzing the hydrolysis of peptide
bonds of amino acid in the polypeptide chains. En-
abling this process, they breakdown the original pro-
tein to smaller fragments. Proteases can be divided
into four big subclasses: serine, cysteine, aspartic and
metalloproteases.

The aim of the project is the determination of the
total protease activity, as well as the concentration of
proteins in the samples of Aloe, a plant widely used
in medicine and the pharmaceutical industry. Consid-
ering its effectiveness, we have assumed that its
properties are connected to the existence of the pro-
teases in it.

Materials and methods. After the extraction, the
following was done: the determination of the total
protease activity, proteases activity using BAPNA,
the determination of protein concentration using
Lowry protein assay, the fractional precipitation us-
ing ammonium-sulfate and zymography.

Extraction: 40 g of Aloe were measured and ho-
mogenized in a blender with 100 mL of phosphate
buffer (0.1 M, pH = 6), containing 5 mM EDTA and
5 mM cysteine, so that the phenoloxidase activity and
oxidation would be avoided. The homogenates were
filtered and centrifuged for 30 min. at 3000 rpm.

The fractional precipitation of proteins using am-
moniun-sulphate: Firstly, it was done with the 60%
saturation and then with 100% saturation with ammo-
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nium-sulphate. The precipitates were resuspended in
4 mL phosphate buffer (0.1 M, pH = 6).

The determination of total protease activity: The
activity measuring mixture contained: 0.2 mL of the
sample, 1.1 mL 0.5% albumin (BSA) in the phos-
phate buffer (0.1 M, pH = 6), 0.7 mL 5% TCU
(trichloroacetic acid) with which the reaction was
stopped. The raw extract, precipitate 1, precipitate 2,
and the supernatant made after the 100% saturation
with AS. The activity of enzymes was measured us-
ing 5 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
so that it could be determined whether there were any
metalloproteases. The supernatants were isolated af-
terwards and their absorbance was measured at
350 nm. Apart from total protease activity, the activ-
ity of the proteases was measured using BAPNA,
which works in the same way as the trypsine.

The determination of the concentration of pro-
teins (Lowry protein assay): Reagents used for the
process were: reagent 1 — 2% Na»CO3 (2 g) and
0.1 M, reagent 2 — 1% CuSOy4, reagent 3 — 2%
KNaC4H40¢. The absorbance was measured at
550 nm using spectrophotometer 10, GBC Spectral
UV/Vis spectrophotometer, Melbourne.

Zymography: After making the separating and
concentrating gels, the electrophoresis was run. The
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gel was afterwards cut in two pieces, one of which
was with, and the other without EDTA. The gel was
then rinsed in the renaturing buffer, and in the devel-
oping buffer afterwards, where they were left over-
night before being scanned.

Results. Acquired results show that Aloe (Aloe
vera) contains proteolytic enzymes. Analyzing the
raw extract (with and without EDTA) and precipi-
tates (with and without EDTA), the smaller activity
is seen in the raw extract than in the supernatants. It
was also deduced that the metalloproteases were not
present in the given samples, since it is known that
they are inactivated using EDTA. These results cor-
relate with the fact that the greater concentration of
proteins is present in the raw extract (73.154 pg/mL),
than in the precipitates (7.83 yg/mL). This fact was
also supported by the results of the zymoraphy,
which was done with and without EDTA, and which
confirmed the results acquired using the quantitative
method of the measuring the enzyme activity. Con-
sidering the fact that the enzyme activity with the ad-
dition of smaller quantities of samples was not
investigated, as well as the investigation of other
types of proteases, the possibility for future research
is present. Q
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