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The vicilin and phaseolin proteolysis by papain at acidic pH has been studied in vitro. It has been found that vetch vi-
cilin is practically completely degradated at pH 4.6. The phaseolin hydrolysis differs from that of vicilin, phaseolin being
only modified by papain. This modification results in the formation of fragments that correspond to half subunits of native
phaseolin that are resistant to further action of papain. These fragments remain associated in molecule’s quaternary struc-
ture producing phaseolin-Pap. The phaseolin modified at pH 4.6 becomes insoluble, while at pH 5.6 it is soluble. These
findings show that while the action of papain on vicilin is similar to the action of endogenouse papin-like proteinases its
action on phaseolin is slightly different.

Proteinele de rezerva (PR) din semintele plantelor leguminoase, in general [1], si cele din semintele de
fasole, 1n particular [2], reprezinta o sursd importanta de proteine pentru alimentatie. Plantele leguminoase au
seminte cu un continut de proteine mare si PR au atras o atentie deosebita in ultimii ani, dat fiind ca au propri-
etati ,,functionale” (fizico-chimice) importante pentru folosirea lor in produsele alimentare [1]. Desi fasolele
reprezinta o planta cultivata in toatd lumea atat pentru alimentatie, cat si pentru furaj, folosirea ei este limitata
de unele aspecte toxicologice [3]. Aceasta previne folosirea lor in diete [4].

Proteinele din semintele plantelor leguminoase difera dupa valoarea lor nutritiva. Valoarea lor nutritiva este
afectatd de mai multi factori, unul din principalii fiind susceptibilitatea lor la actiunea proteinazelor tractului
digestiv [6]. Prezenta proteinelor cu o digestibilitate scdzuta are o implicatie negativa asupra nutritiei [7]. De
asemenea, a fost aratat ca PR stabile reprezinta alergeni majori in produsele vegetale [8].

Gradul si viteza scindarii a catorva PR reprezentative ale leguminoaselor sunt relativ rapide [5]. O exceptie
in aceasta privinta este fazeolina, proteina 7S din semintele de fasole, a carei hidroliza la actiunea proteinaze-
lor digestive se opreste dupa clivarea unui numaér mic de legaturi peptidice (modificarea limitatd a moleculei),
care rezulta cu formarea fragmentelor cu masa moleculara ce corespunde jumatitii subunitatilor fazeolinei [9].
Aceasta rezistenta a fazeolinei la actiunea proteinazelor a fost atribuitd particularitatilor structurii ei, care o
deosebesc de alte proteine de rezerva [9,10].

Acesta si este temeiul care suscita atentia atrasa 1n acest aspect fazeolinei. Deoarece fazeolina este mobilizata in
decursul germinarii semintelor de fasole pentru a aproviziona germenele cu aminoacizi, se credea ca in semintele
germinate se contin proteinaze care pot hidroliza complet fazeolina. Cautarea acestor proteinaze a rezultat in purifi-
carea si caracterizarea partiald a trei proteinaze cisteinice — CPPh, legumaina si proteinaza A [10,11,12], insa nici una
din ele nu hidroliza complet fazeolina. Numai actiunea consecutiva a legumainei si CPPh duce la scindarea completa
a fazeolinei [13]. Pana in prezent nu a fost detectata nici o proteinaza care sa efectueze proteoliza profunda a fazeo-
linei. Deoarece majoritatea cercetarilor actiunii proteinazelor exogene asupra fazeolinei s-au efectuat cu proteinaze
digestive si la un pH care nu este caracteristic vacuolelor, am decis sd cercetdm actiunea asupra fazeolinei a unei
proteinaze cisteinice, si anume: a papainei, la un pH acid, care este caracteristic vacuolelor [14].

Material si metode

Material. In aceasta lucrare a fost folositd papaina (Sigma) cristalizati de dou ori. Activitatea papainei la
diferite pH-uri a fost determinata cu substratul sintetic Bz-Phe-Val-Arg-pNA-HCI [15]. A fost stabilit ca pa-
paina este activa 1n diapazonul de pH 4,6-8,0, avand o activitate aproximativ egala la pH 4,6 i 5, 6 — 113,6 si
113, 2 mU/mg, corespunzator. Toate celelalte reactive erau de grad analitic.

Prepararea proteinelor. Pentru experimente au fost folosite PR extrase din semintele mature de fasole
(Phaseolus vulgaris L.) si mazariche (Vicia sativa L.). Fazeolina a fost izolatd din semintele de fasole dupa
metoda lui Schlesier si al. [16]. Vicilina din mazariche a fost izolata dupa cum a fost descris in [10].

Proteoliza proteinelor. Vicilina (2%) in solutie-tampon 120 mM fosfat-citrat, 180 mM NaCl, pH 4,6, care
continea 2 mM DTT, 0,5 mM EDTA i 0,02% NaN_, a fost amestecatd cu un volum egal de papaina in aceeasi
solutie-tampon 1n rapot de 1:50 si 1:200. Reactia a fost incubata timp de 48 ore la 30°C.

Fazeolina (2%) 1n solutie-tampon 120 mM fosfat-citrat, 180 mM NaCl, pH 4,6 si 5,6, care continea 2 mM
DTT, 0,5 mM EDTA 51 0,02% NaN,, a fost amestecata cu un volum egal de papaina in aceeasi solutie-tampon
in rapot 1:50. Reactia a fost incubata timp de 48 ore la 30°C.

Proteoliza ambelor proteine a fost repetata cel putin de doua ori. La anumite intervale de timp au fost luate
probe pentru analiza electroforetica (SDS si nativd), precum si pentru determinarea proteinei reziduale (insolu-
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bile in acid tricloracetic). In probele luate pentru electroforeza nativa reactia a fost oprita prin addugarea I-ace-
tatului de sodium, inhibitor al proteinazelor cisteinice din familia papainei, la concentratia de 0,1 mM. Proteina
a fost determinata prin metoda de legare a colorantului brom-fenol albastru [17]. Copiile (4-5) determinarilor
efectuate cu fiecare proba coincideau in diapazonul de 0,01 unitati de absorbtie.

Electroforeza in gel de poliacrilamidi (GPAA). Electroforeza in prezenta dodecil-sulfatului de sodium
(SDS) (elctroforeza SDS) a fost efectuatd in GPAA de 12,5% conform metodei Laemmli [18]. Fosforilaza b
(94 kDa), albumina serului bovin (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anhidraza carbonica (30 kDa), inhibitorul
Kunitz al tripsinei din soia (20,1 kDa) si a-lactoglobulina (14,4 kDa) au fost folosite ca standarde pentru
determinarea masei moleculare (M ). Gelurile au fost colorate cu Coomassie brilliant blue G-250 conform
procedurii standard.

Electroforeza in conditii native in gradientul GPAA a fost efectuatd intr-un gradient vertical (4-30%) al
GPAA folosind sistema de solutie-tampon 90 mM Tris-borat, pH 8,4. Electroforeza a durat 4500 Vh. Fazeolina
(140 kDa) si albumina serului bovin (67 kDa) au fost folosite ca standarde pentru determinarea M. Procentul
proteinei reziduale a fost calculat din descresterea M. Gelurile au fost colorate cu Coomassie brilliant blue
R-250 conform procedurii standard.

Rezultate

Hidroliza vicilinei si fazeolinei. La actiunea papainei, in raport de 1:200, pH 4,6, continutul vicilinei reziduale
scade in timpul primelor 4 ore de hidroliza, iar apoi rata degradarii se micsoreaza (Fig.1). Rezultate similare au
fost obtinute si la raportul enzima:proteina de 1:50 (nu este aratat). Gradul final de hidroliza este de 66%.

La actiunea papainei, in raport de 1:50, pH 4,6, continutul fazeolinei reziduale practic nu se schimba in tim-
pul primelor 2 ore de hidroliza (Fig.1), iar apoi proteina incepe a se sedimenta si nu poate fi determinata prin
metoda datd. Gradul final de hidroliza atins in acest interval de timp este de numai 1%. La pH 5,6 pe parcursul
proteolizei nu se formeaza sediment. La acest pH continutul fazeolinei reziduale la actiunea papainei scade pe
tot parcursul hidrolizei (Fig.1), atingand un grad final de hidroliza de 21%.
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Fig.1. Cinetica proteolizei vicilinei §i fazeolinei la ac-
tiunea papainei: hidroliza vicilinei la pH 4,6 (m); hidroliza
fazeolinei la pH 4,6 (®); hidroliza fazeolinei la pH 5,6 ().
Conditiile hidrolizei sunt descrise in Material si Metode.
Concentratia initiala a proteinei este luata drept 100%.
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Electroforeza SDS a proteinei reziduale. Electroforeza SDS a aratat ca intensitatea benzilor ce corespund
catenelor polipeptidice native ale vicilinei sunt hidrolizate foarte rapid de catre papaina la pH 4,6. La raportul
enzima:proteina de 1:50 ele nu pot fi observate nici dupa 5 minute de incubare (nu este aratat). De aceea, am
micsorat raportul enzima:proteind la 1:200. Chiar si in aceste conditii catenele initiale ale vicilinei sunt clivate
complet in decurs de 15 minute de hidroliza (Fig.2). In rezultatul hidrolizei sunt formate fragmente cu M in
diapazonul 48,4 kDa — 13,6 kDa (Fig.2). Aceste fragmente apar deja dupa amestecarea proteinei cu enzima si
sunt foarte evidente la 0,25 ore de hidroliza si tot atunci dispar benzile corespunzatoare catenelor polipepti-
dice native ale vicilinei. Dupa 0,5 ore de hidroliza sunt prezente 4 fragmente majore cu M de 48,4, 30,3, 24,2
si 21,2 kDa. Aceste fragmente intermediare sunt modificate pe parcursul hidrolizei si dupa 4 ore de hidroliza
spectrul fragmentelor formate incepe a se scimba. Dupa 48 ore de hidrolizd numarul fragmentelor formate este
de sase cu M de 35,7, 27,4, 23,1, 21,0, 15,4 i 13,6 kDa. Spectrul electroforetic final al fragmentelor vicilinei
este aratat in Figura 2.
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Electroforeza SDS a aratat ca, spre deosebire de vicilina, intensitatea benzilor ce corespund catenelor po-
lipeptidice native ale fazeolinei sunt mai rezistente la actiunea papainei. La raportul enzima:proteina de 1:50
ele dispar complet numai dupa 24 ore de hidroliza la ambele pH-uri (Fig.2). Dupa 15 minute de hidroliza apar
fragmente care au M_aproape de jumatate din subnitatile native. Aceste fragmente au acelasi aspect la ambele
pH-uri, dar diferite M. La pH 4,6 dupa 0,5 ore de hidroliza fragmentele se impart intr-o grupa intensa, care nu
se separd cu M in diapazonul 28,2 — 24,7 kDa, si un fragment cu M de 22,5 kDa. Dupa 48 ore de hidroliza M a
acestor fragmente se schimba foarte putin, ajungéand in diapazonul 28,1 — 24,2 kDa si 22,1 kDa, corespunzator.
La pH 5,6 dupd 0,5 ore de hidroliza fragmentele de asemenea se impart intr-o grupd intensa, care nu se separd
cu M in diapazonul 28,0 — 24,4 kDa, si un fragment cu M _de 22,5 kDa. Insd, dupd 48 ore de hidrolizd M a
acestor fragmente se schimba in trei fragmente cu M_de 25,9, 23,8 i 21,5 kDa, corespunzitor. Ceea ce aratd
ca la pH 5,6 este o crestere usoard, dar apreciabila, in mobilitatea fragmentelor formate. La hidroliza fazeolinei
nu au fost observate fragmente intermediare. Spectrul electroforetic final al fragmentelor fazeolinei formate la
ambele pH-uri este aratat in Figura 2.
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Fig.2. Spectrul SDS-electroforetic al vicilinei si fazeolinei pe parcursul desfasurarii hidrolizei lor
la actiunea papainei.
A — Hidroliza vicilinei la pH 4,6. B — hidroliza fazeolinei la pH 4,6. C — hidroliza fazeolinei la pH 5,6: 1 — proteinele
standard (M, (in kDa) sunt aratate la stanga); 2-9 -0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 24 5i 48 ore. Conditiile hidrolizei sunt descrise in
Material si Metode.
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Electroforeza nativa a fazeolinei modificate. Electroforeza in gradientul de pori al GPAA a aratat ca fazeolina
modificata isi mentine structura cuaternard dupa hidroliza cu papaina la ambele pH-uri (Fig.3). La pH 4,6 M a
fazeolinei modificate de papaina descreste de la 140 1a 131,9, 123, si 117 kDa dupa 0,5, 4 si 48 ore de hidroli-
74, corespunzator, iar la pH 5,6 la 131,9, 123 si 111,3 kDa aceasta reprezintd o diminuare a M_dupd 48 ore de
hidroliza cu aproximativ 16% la pH 4,6 si 21% la pH 5,6, corespunzator. Produsul final cu masd moleculara
mare a fazeolinei hidrolizate de papaina va fi ulterior numit fazeolina-Pap (pentru a fi deosebit de produsul
fazeolinei format la actiunea pepsinei, numit fazeolina-P [9]).
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“ . Fig.3. Electroforeza nativa a fazeolinei modificate de papaina
~ ~ in gradient al GPAA.

A si B — hidroliza fazeolinei de catre papaina la pH 5,6 si 4,6,

corespunzator:
1 —proteinele standard (M (in kDa) sunt aritate la stinga);
67— .- 2-3-0,5, 4 5i 48 ore.

Discutii

Determinarea continutului total al proteinei la actiunea papainei la pH 4,6 a aratat ca vicilina este hidroli-
zata profund, in timp ce hidroliza fazeolina, pana la aparitia precipitatului, este neinsemnata. Aceasta actiune
a papainei asupra fazeolinei se deosebeste nu doar de actiunea papainei asupra vicilinei, dar si de actiunea
proteinazei endogene CPPh asupra fazeolinei [10]. De aceea, am hotérat sa cercetam actiunea papainei asupra
fazeolinei la pH 5,6, la care fazeolina este hidrolizata complet de actiunea consecutiva a proteinazelor cisteini-
ce endogene CPPh i LLP [13]. Dupa cum arata rezultatele obtinute la acest pH, fazeolina modificatd nu cade
in precipitat.

Rezultatele noastre denota ca actiunea papainei asupra vicilinei se aseamana cu cea a proteinazei endogene
CPPh, pe cand actiunea ei asupra fazeolinei se deosebeste [10]. Daca vicilina este hidrolizata complet, atunci
fazeolina modificata la pH 4,6 devine insolubild si numai la pH 5,6 ea raméane solubila pe tot parcursul hidro-
lizei. Insa, dacd la actiunea proteinazei endogene CPPh fazeolina este degradata doar 9%, atat la pH 4,6, cat si
la pH 5,6 [10,13], atunci papaina la pH 5,6 hidrolizeazad 21% de fazeolina. Fazeolina este cunoscuta ca fiind
foarte rezistenta la proteoliza [9,10,11,12,13] si pana in prezent un grad atét de inalt de hidrolizare a fazeolinei
a fost observat doar la actiunea tripsinei [9].

Fazeolina este un trimer format din trei tipuri de subunitati similare, numite 3, a, si o’ care constau din
397, 411 si 412 aminoacizi, respectiv [19]. Fiecare subunitate are doud situsuri potentiale de glicozilare [20]
si ambele specii glicozilate, la un situs si la ambele situsuri, sunt cunoscute ca exista in vivo [21], ceea ce
cauzeza aparenta heterogenitatii moleculare a subunitatilor fazeolinei [22]. Ca rezultat, la electroforeza in pre-
zenta SDS-ului fazeolina poate fi separata in patru polipeptide, numite clase de marime [23], cu M de la 45 la
52 kDa. Insa, aceste benzi se observa usor doar la raportul acrilamida:metilenbis(acrilamidi) de 200:1 [24], iar
in conditii obignuite [18] de obicei se observa doar doud benzi initiale.

Hidroliza fazeolinei rezulta cu formarea fragmentelor stabile la ambele pH-uri. Spectrul acestor fragmente
nu se schimbd pe parcursul hidrolizei, iar M_si intensitatea lor se schimba usor. Luand in consideratic M a
fragmentelor de fazeolina formate, putem presupune ca scindarea ei la actiunea papainei are loc in portiunea de
mijloc a subunitatilor fazeolinei. Nielsen si al. [5] au constatat cd dupa 30 minute de hidroliza la pH 6,2 fazeo-
lina este slab hidrolizati de papaina. In aceste conditii, pe langa fragmentele ce corespund jumatatilor de sub-
unitate, se mai formeaza doud grupe de fragmente: una cu M, de aproximtiv 35 kDa si alta in jurul la 14 kDa.
in experlmentele noastre la pH 4,6 si 5,6 nu am observat formarea acestor fragmente. Fragmentele formate la
actiunea papainei la aceste doua pH-uri se aseamana cu cele ce se formeaza la actiunea proteinazei cisteinice
endogene CPPh [10]. Marimea fragmentelor, ca si lipsa produsilor intermediari ai scindarii subunitatilor, arata
ca atacului proteolitic pot fi supuse numai sectoarele relativ scurte terminale si cel central al moleculei fazeo-
linei. Spre deosebire de fazeolina, hidroliza vicilinei cu papaina nu rezulta in generarea de fragmente majore
stabile. Pe parcursul primelor patru ore de hidroliza se formeaza fragmente cu M in diapazon de la 48,4 kDa la
21,2 kDa, care dispar treptat si apar alte fragmente cu M in diapazon de la 35,7 kDa la 13,6 kDa.
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Degradarea a21% de fazeolind la pH 5,6, precum si scaderea M a fragmentelor indica clivarea de cétre papai-
na a unui numdr considerabil de peptide. In cazul proteinazei CPPh a fost stabilit ca fazeolina modificata § isi retine
structura tertiard si cuaternara [10]. Rezultatele electroforezei native in gradient al GPAA au aratat ca fazeolina
modificata de papaind de asemenea isi retine structura tertiard si cuaternard. Mai mult decat atat, aceasta are loc la
ambele pH-uri. La pH 5,6 21% din masa moleculei au fost pierdute la hidroliza, iar la pH 4,6 — 16 %. La pH 5,6
un procent asemandtor a fost obtinut si la determinarea proteinei reziduale. insa, la pH 4,6 determinarea proteinei
reziduale la Inceputul formarii sedimentului aratd cd proteina este practic nehidrolizata, pe cand determinarea
M_dupa rezultatele electroforezei native aratd cd ea se schimba treptat pe parcursul hidrolizei. Deci, modificarea
fazeolinei la acest pH provoaca expunerea unor portiuni hidrofobe a moleculei care o face si se precipiteze.

La germinarea semintelor PR sunt hidrolizate pana la aminoacizi, care servesc drept precursori pentru
biosinteza noilor proteine ale plantulei, precum si a altor compusi ce contin nitrogen. Proteinazele cisteinice
(EC 3.4.22) sunt principalele proteinaze prezente in cotiledoane in timpul germindrii semintelor plantelor
dicotiledonate si sunt considerate principalele proteinaze responsabile de mobilizarea PR [25,26]. Ele se im-
part In doua familii: una care cuprinde enzime cu specificitate mica din familia papainei si alta care cuprinde
enzime Asn — enzime specifice din familia legumainei. Proteinazele papainice hidrolizeaza PR pana la peptide
scurte [10,25]. O exceptie n aceasta privinta reprezinta fazeolina, care la actiunea acestor proteinaze este doar
modificata limitat prin clivarea subunitatilor in doud parti aproximativ egale si inlaturarea unui numar mic de
peptide scurte ce rezuld in modificarea structurii cuaternare a moleculei fazeolinei, pe cand cea mai mare parte
a moleculei fazeolina este remarcabild prin rezistenta ei la actiunea enzimelor proteolitice [10,12]. Elucidarea
cauzelor acestui comportament neobignuit al fazeolinei prezinta un deosebit inters teoretic si practic.

Studierea hidrolizei proteinelor la actiunea papainei a aratat ca aceasta, in comparatie cu alte enzime de pro-
venienta animaliera sau microbiand, scindeaza mai profund proteinele [27]. Smith si Kimmel [28] au ajuns la
concluzia cé papaina are capacitatea de a hidroliza practic toate legaturile peptidice, cu exceptia legaturilor Pro si
Glu cu o grupa carboxilica in stare disociatd. O caracteristica aparte a papainei este capacitatea ei de a-si pastra
activitatea intr-un larg interval de temperatura si pH [28]. De aceea, cercetarea actiunii comparative a papainei
asupra PR prezintd un interes deosebit in vederea clarificarii cauzei rezistentei fazeolinei la proteoliza.

In prezenta lucrare noi aratam ca o actiune asupra fazeolinei, similara endoproteinazelor papainice, are si
papaina — proteinaza de reper a intregii familii. Astfel, papaina hidrolizeaza fazeolina nativa in vitro catalizand
doar proteoliza limitata a acestui substrat. Metoda folosita nu permite detectarea schimbarilor la capatul carboxi-
terminal al subunitatilor fazeolinei. Ins3, este posibil ca cateva legaturi peptidice s fi fost scindate in segmentele
carboxi-terminale dezordonate. Actiunea papainei asupra fazeolinei este asemanatoare situatiei observate si la ac-
tiunea altor proteinaze asupra fazeolinei — atat exogene [9], cat si endogene [10—13]. Astfel, aceste rezultate arata
o data 1n plus ci stabilitatea fazeolinei la hidroliza enzimatica este determinata de proteind insasi. Prin urmare,
cauza rezistentei fazeolinei la proteoliza trebuie cautatd in particularitatile structurii fazeolinei.

In fiecare molecula de proteind se afld multe legaturi peptidice capabile sa fie scindate [29]. Viteza de scin-
dare a legaturii peptidice este influentatd nu doar de resturile aminoacide, care formeaza aceasta legatura, dar si
de resturile aminoacide din vecinatate. Prima etapa a proteolizei o reprezintd scindarea legaturilor peptidice in
locul cel mai ,,sensibil”, aflat la suprafata moleculei. Aceasta este proteoliza non-co-operativa sau limitata [30].
Proteoliza ce va urma depinde de faptul cum va influenta scindarea primelor legaturi peptidice asupra struc-
turii moleculei si poate continua pe doud cai diferite. Daca prima etapa a actiunii enzimei proteolitice duce
la destabilizarea moleculei proteice, atunci proteina va fi scindatd complet. Daca insé proteoliza limitatd nu
destabilizeaza structura moleculara a proteinei, atunci hidroliza se opreste [30]. Pentru a deosebi aceste doua
tipuri diferite de proteoliza, este suficient doar un singur criteriu, acesta fiind formarea sau lipsa fragmentelor
tnalt moleculare. O analizd detaliatd a ardtat ca atat vicilina, cét si fazeolina la pH 5,6 sunt hidrolizate in doud
etape. In primele 4 ore de hidroliza are loc o scadere apreciabild a proteinei reziduale, dupa care rata degradarii
se micsoreaza considerabil. Insd, daca vicilina este hidrolizata profund dupa mecanismul mixt, ceea ce este
caracteristic majoritatii PR [30], atunci fazeolina este doar modificatd dupa mecanismul non-co-operativ.

Orice proteinaza este capabild sa cliveze citeva segmente flexibile accesibile pe suprafata proteinei. Daca
aceste clivari destabilizeaza structura proteinei, atunci proteina isi pierde structura, ceea ce duce la hidroliza
ulterioard nelimitatad. Aceste considerente ne permit sa expunem explicatii plauzibile pentru diferentele obser-
vate la proteoliza vicilinei si a fazeolinei. Este evident cé clivarea vicilinei destabilizeaza structura ei si, ca
rezultat, se observi o proteoliza profunda. In cazul fazeolinei acest fapt nu are lor, structura ei rimane stabila
si, ca urmare, hidroliza se opreste. Oprirea hidrolizei fazeolinei doar dupa scindarea unei parti neinsemnate de
proteina demonstreaza ca, spre deosebire de celelalte PR, la a caror degradare se observa decurgerea paralela a
proteolizei dupad mecanismul non-co-operativ si co-operativ [30], la actiunea papainei asupra fazeolinei prote-
oliza are loc doar dupa mecanismul non-co-operativ. Toatad scindarea proteinei este determinata de indepéartarea
peptidelor scurte prin proteoliza limitatd. La pH 4,6 aceastd modificare a fazeolinei produce expunerea unor
segmente hidrofobe, ceea ce rezulta in precipitarea ei.
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Deoarece problema privind deficienta proteinei in alimentatia omului isi pastreza actualitatea, ramane viu
interesul manifestat pentru studierea proteinelor vegetale [1,31]. Conform FAO (Food and Agriculture Orga-
nization), ratia alimentard a oamenilor in toatd lumea contine 70% proteine vegetale din culturile cerealiere si
boboase, iar celelalte 30% ramase corespund proteinelor de naturd animala [32]. Deci, proteinele vegetale pre-
zintd o sursa proteica principala directd, in alimentatie, sau indirectd, ca furaj. Semintele, care se caracterizeaza
printr-o valoare nutritiva relativ Tnalta, reprezinta o sursa proteica dintre cele mai ieftine si sursd de proteina
vegetald de perspectiva pentru producerea produselor alimentare [31]. Cea mai mare parte din aceste proteine
le reprezinta PR. Printre factorii care afecteaza valoarea nutritivd a PR unul dintre cei mai importanti este sus-
ceptibilitatea lor la hidroliza [6]. In contrast cu alte PR 7S, fazeolina nativa este foarte resistentd la proteoliza
in vitro [5,9—13]. Partea cea mai mare a moleculei fazeolinei este destul de rezistenta la atacul proteolitic. De-
gradarea ei se opreste dupa o scurtd proteoliza limitatd, in rezultatul careia este produs un product oligomeric cu
masd moleculard mare. La actiunea atat a proteazelor endogene [10-12], cat si a celor exogene [5,9], proteoliza
ei limitatd se opreste dupa ce un numar mic de peptide este inlaturat. O explicare a rezistentei fazeolinei la actiunea
proteazelor a fost daté in baza deosebirii structurii ei tertiare de structura altor proteine 7S omoloage [9-11]. Rezul-
tatele prezentate in aceasta lucrare aratd ca actiunea papainei asupra fazeolinei de asemenea poate fi explicata
de aceste cauze.
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