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1.1 SPETTI BOTANECI E CULTURALI DELLA PAPAIA

La papaia ( “arica papaya L.) & una pianta tro-

picale che cresce tra le latittudina di 35:Mnmd e Sud

-

Appartienc alla famiglia delle Caricaceae, una picc-
ola famiglia di quattro generi.

La specie carica papaya, chz & di grad lunga la pid ?
importante, & strettamente trppicale per il clima ca-
ldo di queste ragioni, E' una pianta dicotiledone,

dall'aspetto esteriore arborescente, con un tronco

robusto, alto, privo di ramificazioni, con vasta ch- |

ioma, Il tronco, che puo' raggiungere § - 10 metri,

g di consistenza carnosa, coriaceon-fibrosa, cavo

internamente, liscio asternamente e visibilmente

; marcato dalle cicatrici delle foglie. La fronda 2

-t

.

costituita da numsrose grandi foglis, con il lembo

.
e

lungo circa 70 -~ 75cm, profondamente eptapalmato-lo-

It "
e

bate, portate da un picciolo robusto, cavo internam-

ente, lungo quanto e pid della foglia.,
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La papaia & originaria del Messico del Sud e

"@aﬁta Rica. Fu portata dagli Spagnoli a Manila circa
ety

i e e
- —_— -?f' .

gpm&'mata del XVI secola = —-aggiunse falecca poco dopao.

- Da cui fu introdosta in India.




Viene segnalata la presenza in Zanzibar nel XVIIT
gocolo e in Uganda nel 1874 {(3). L!'indroduzione della
pepaia nelle Hawai v.iene attvibuita di solito a Don
Mazin, uno dei primi colonizzatori Spagnoli ed anche
urticoltore, che porto! i semi dallz Iscle “larquesas

Vapare valte tra 47 1399 & 331 {B2C

Piamta di breve vita, ha nea priri 2 - 3 anni, un
N e - —

e — — o —

e i

gecrescimento assai mapidc,; chs ei fa pid lento pai
Buccessivi. Bencheé pon sicpn r-r asimi cli esemplari

ermafrodita, abitualmente la papaia & pianta dicica,

=
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I.Finri appainno all‘ascella di sgni foglia,

I fiori maschili sono poxtati da un recemo pendente,
lungo un metro circa, I femminili, solitari o in bre-
vissimi corimbi di pochi fiori, sonc molto pil grandi

cdei maschili.

Il frutto @ una grossa Lacca, che per forma &

o —

dimensioni assomiglia ad un popone. La bucria 2 sot-

— e, e e
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tile e delicatc, la polpa abbondante, gzneralmente
Yenexra, di zolores jiallo arancio; ainternamente ha una

vasta cavita vucta che, in relazione alla forma del

i ———

frutto, e sferica od rllittica, od anche stellata.

| Sulla polpa sono inseriti numerosissimi piccoli semi
..'_ o I_ —‘____--l—'—-n-....—-—..-________r s R SN -"I' .__..--——'-""____-_-

pBriy eferici od ovali, rivestiti di un arillo muci-

e & w

llaginoso,
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J’ﬂ;;iwr tinmlarmanta facile e delle cure razionali, anche
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qfu»MEnt&rl, ne assizurano il mlgllﬂra e pl& premnqa
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Tutte le parti della pianta & particolarmente le fo-

—

e —

glie ed il frutto immaturo, se incisi, emetto

e ——

e S

Succo lattiginoso caratteristico.

I —T e ———— e e
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Jingoularmente sensibile alle basse teuperature, la

pianta nan smppurt1 minime prossime allo zero e resta

poco procuttiva. Le alte temperatire s 1la forte e
prolungata insolazione non l: sono controrie in linea
assoluta; tuttvia conviene alla pianta che l'umidit
atmosferica pon sia troppo scarsa.

nispetto al terreno si puo' affermare che, &d
eccessione di quelli che abbiano gravi difetti di

costituzione, la papaia puo' prosperare in tutti i

-

terreni, purch@ siano &i buona permeabilitd ed area-

e ————

zione,

Nelle Isole Hawai, che sono il terrcitorio ove

—

15 papaia ha le sue pit imﬁnrtanti coltivazioni, si
.

la riproduzione 2
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_%?t;?ﬁgﬁﬁu poi osservato che le piante avevano un di?e%ﬁw-‘." 3
;;J | o0so e tardivo eviluppo e successivamente manifesta- 47;
{; ﬁann caratieri dsgenerativi, -f;

La talgda ha lasciato concepire qualche maggiore spe- | f?

ranza, tuttavia W.T. Pope, che ha ottenuto una buorna
percentuale di attecciimento, informa che cccorrono

da due a cingue mesi, prima che le radici siano in

— —

condizione di sopportare il trapianto.

Il seme va lavato ed esciugato: puo' cpnsexvare,
- — -

per qualche anno, 1l potere germinativo se & ben

.
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custodito; ma sempre l'energia gcerminativa e tanto

maggiores, guanto pil presto si semnina. -*i

1

Il seme buono puo' germogliare entro 2 - 3 settimane 2

= ma pua' anche ritardare 4 - 6 scttimane. Verso i due “

E mesi di etd, le piantine sono alte ecirxeca 20 = 23 el

?- e sono atte al collocamento a dimora. La pianta ben |

E. custodita inizia la fioritura fra il 4 e 5 mese, cosi ._;

| che, secondo il c..ima e il terreno, si comincera a 2:

:; ;_-uﬁamcngliere Fea 40 Bop hl 1frm555 dalla semina. ?&%f
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fi;éﬁiqgﬁfpapaiﬁ ha breve vita; la produttivitad precoce e :Jf]%;

ﬁgrfhﬁi intensa, Nel »rimo e nel secondoc anno di prod- -g:;;@

5 LR

@ione si puo! far calcolo eu 50 - 60 frutti all'anns N

L | === Y
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~ @ se la coltura & ben condotta si puo' ottenere alt-

ttanto o quasi al terzo anno; ma dal terz

ﬁﬁiﬁﬁﬁhﬁﬂgduzinna_é ‘n diminuizione.
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 La pianta vive facilmente 10 - 15 anni, ma: la prod- 'f},
r = s

gk

;uzmnnﬁ & scarsa, i frutti sono piecoli e la raccolita A

Jacaratia non veniva spesso distinto dal genere Lar-

come Carica Mexicena (5). o

andackblelle ..

Alle persone non abituate la papaia non riesce i
subito gradita; ma l'assuefazione & facile ed il fr- A
utto diviene poi graditissimo, tanto che nei paesi

di produzione viene facilmente consumata TUtto l'anno.

e

La grandezza dei frutti va da meno di mezzo chilo-

- . —

i—

grammo fimo a 9 - 10 kg, a seconda delle razze e dei

—

e TE

Py B

i

luoghi di produzione.

'a caricaceae sono formate da 4 generi: Carica,
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Jacaratia. Jarilla e Cyclimorpha. Ci sono solo & spe-

s
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cie nel genere Jacaratia e una specie nel genere Ja-

N

.:‘ilh' ot oy |

rilla (4). Nella letteratura di un tempo, il genere
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ica: per esempio, Jacaratia iMexicana era classificata
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La mancanza di un accordo nella classificazione

# - ey

%ﬂﬂaanumlca delle .aricaceae e gli accassiui.sinﬂnimi

éﬁxﬁmatrn di ElEthZlﬂhE £ BINTE S Banzll-lsntlﬂcla-

o ) (6,4). | | (3 iyt

La determinaziine quantmtatlva dal BITE nei sam1; Hj

, §ff5ﬁti e quattro - ganﬁrl indico che i ganari dﬁimf
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BITC, mentre Jacaratia aveva solo delle tracee.

L'abnorme differenza nella concentraziaone del BITCL

( 1 : 6000 ) puo essere usata comz parametro chimico
per la differenziazione del genere Jacaratia dagli
altri tre generi,

¢
(g La papaia come piants medicipale:~ Il vapre della

papaia come pianta medicinale & stato recensito dal

Quisumbing (7) e dal Chopra (8), Viene riferito che

la pianta possiede properieta vermifughe, aboxrfiva
ed emmenagoga. L‘'alcaloide carpaina, che si diceva
presente nella papalia, era supposto che aglisce come

cardiotonico, amebicida e diuretica.

s Importanza economica:- La papaia e divenuta uno

dei maggiori prodotti di esportazione delle Hawa1i.
Nel 1977, duemila acri hanno prodotta 65.768.000 lib-
bre di papaia, che furano vendute frescoe ai mercati.
Circa 9,6 milioni di libbre della papaia raccolta fu-
rono trasformati in puree, in tavolette zuccherate,
in fette inscatolat: e in pezzi congelati (9).

In USA la maggior parte cel frutto fresco viene co-
nsumata quando esso 2 maturo. Altrove, in alcuni pae-
si del Sud~Est Asiatico e in special modo nelle rila-
ppine, il frutto & consumata come verdura mentre 3

ancora alles stato verdc.




; j@ﬁ.pﬁﬁﬂia & un prodotto commerciale anche dell'Austr-

alia che nel 1974 ha prodotto 5 milioni di LabbrsvaiL ;fq
papaia fresca e 1,4 milioni di libbre di prodotto tra- |
sformato (10). In Sud-Africa, pex l'aano 1670, la pro-

duzione di papaia era valutata in 1,5 milioni dollaxa

L8 papaia 2

2

1), 5
o

Aspetti nutrizionaii e m icirolic-

stata descritta come un'eccellent. fonte di provita-
F

]
[l

mina A e di Ac. Ascorbico (12.. .

In tabella 1 si ripoxrta la compasizione nutritiva de- G

1la papaia var. Solo ( Hawai ). I1 contenuto minerale :

della papaia fu analizzato con spettrofotometro & ra- e
ggi x ed 1 risultati sono riportaci in tabella 11

come risulta, la papaia nuo'! considerarsi una fonte

}ﬂhﬁf Composizione del frutto:- Lome appare in tabella I

;;ﬁﬁzpﬂrziunﬂ edibile della papaia & composta princip=
-.ﬁ%ﬁﬁﬁxa di acqua (£5,80%), o di carboidrati (12,16%),

1-ﬁ-@ha assieme fanno il 98,98% del frutto,

l_‘l: .t‘ __-- ]

=

Zugcheri:~ I principali carboidrati nella papaia
gll zuccheri, essendo l'amido poco O per nulla

. 1978a). I solidi totali solubili




Composizione nutritiva di polpa di

;f papaia var

Sola, pex 100gm di porzione edibile.

»
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Umidita

a Energia alimentare
Protzina
Grasso
Carboidrati totali
i Fibra
y

Leneri

.
f Ca
IF LS

P25 Fe

VVitamina A

Tiamina

g = s —— au
BE 2 HD% --1-:.'- ,-I .
by

2 :- .1.

46 calorie el
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B5: 365 o -
C s

E, 06 am | S

0.57 gm. peor
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Ui 19 img. ; Ti
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0.027 mg.

0.043 mg.

0,33 mg.
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Tﬁbﬂila 11 ﬂnalisi minerala di pﬂlpﬂ it

papaia.

T

.tl ﬁ nto mg/100gm peso frasqu
“lement o
M

] 9'9
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178, 5

Ca

} 0,0249
in

Bleshses,
: Fe

Cu
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La composiziorne degli zuccheri nella papaia @

stata riportata da molti lavori. I lavori riportati

per il sagcarosio contrastano e variano notevolmente.
King e al. (14) e Pratt e Del Rosario (15) riportane
che il saccarosio compendeva 1,2 - 1,3% degli zuccheri
totali, Pope (16) e Thompson (°7) riportazzono che il
saccarosioc era tra 0 -~ 13 2% di tutti gli zuccheri,
Stahl (18) riportava che il saccarosio era tra 0-4,4%
mentre Jones e Kubota (19) riporterono il saccarosio
come il 18% degli zuccheri totali Chen (20) usando

un metodo di estrazione con alcool caldo riporto che

il 60% degli zuccheri era saccarosio, Dollar e al, (21)

riportarono che il saccarosio non era talvolta pres-
ente durante la maturazione post-raccolta,
La discrepanza tra i valori riportati fu spisgato de

‘Chan e Kﬂmk (22) Esaafa causata da un ernzimz invertasi

o _m___-.".

F; b 8

'ﬁm&ﬁﬁnﬁﬂ nella papaia, Inattivando l'eanzima cnl ris-.

i

ol -. I .".'__'ﬁ || L I -
Py fﬁ@mantm con microonde prima di estrare gli zuccheri

: .--:I.I_ 1._ :;'_.
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'75_;* ﬂﬁﬁﬁiﬂ matura cra 48,3% di saccarnanu, 29, 9%

s

.fmwﬁﬁﬁﬁl <] 21 , 9% di fruttosio. Piccole qUﬁntiﬁﬁ

ey -

"R
.

i
-
A

4

e i
.._. ':'| |I'I+l'
.' 4 E

il :
. Wl
-

L 15
B i'-r L
b
il
‘-' -
R L
_—
-
1

Ll

| =K




,.4;

ﬁ.-'-.

organiche:- Tra i frutti, la pap<

aia @ Hﬁﬁﬁvnlmentﬁ povera in acidi, e la parte edibile
ha un pH compreso tra 4,5 e B (AR

I dati acquisiti per vari anni presso USDA-AR-5LA,
Hawai Fruit Labaoratory mostrano che la var. Solo

della papaia ha un pH tra 5 e 5.3, Chan ¢ al. (25)
sstrassero e purificarono gli acici di papaic col
metodo a scambio ionico. Gli acidi cdeterminati
quantitativamente con GLC ( Ges-_igu yido cromatografia)

erano Ac. malico, citrico ¢ ~chetoglutarico ed er-

0,464; 0,525; e 0,042 meq per

ano rispettivamente:

100 gm di peso umido. L' acidit® totale titolabile de-

1la papaia era 1,54 meq per 100gm, oppure 0,099%
acidita calcolata come Ac. citrico. Il puree aveva
tﬂ#éTQ ﬁﬂq di acido ascorbico per 100gm (49,2mg per
Tﬂﬁng che, assieme al malico, citrico e X-~chetoglu-
'ﬁﬁﬁiﬁﬂ, dava 1,31meq per 100gm e contribuiva per 1,8%
m&l'ﬂciﬁlta totale titolabile, Il restante 1% (0,11meq
ﬁﬁ@f1ﬁl gm) fu attribuito ad Ac. galatturonica e ad

i ﬁﬂﬁﬁﬁij%wlﬂtlli non identificabili.

..r"

.'r;..,_ ;
1£*EULtEt1 mestrano che la papaia @ Elgnmflna-
1me '91 ﬂsﬁﬂ 1n acidi orgenici a_ﬂyaﬁtu forse re-




Componenti Volatili :-- T componenti volatili

;i. del sapore della papaia sono stati riportati da ‘;;
Katague e Kirch (26). Tang (27) ,Chan e 8l, (2B) @& i *}
Flath © Fozrey (29). 2
La maggior parte degli rifcrimenti ripartava la pre-

| ganza di BITC & del suo precurszre glucosinolato

H; (S a2 .92 s Katague & iiren (26) hanno riferito
della presenza di seric pmologhe Gi Sicoodz parngla
primari da E1 a Cg 2 dadi Zeczo isuglcooli primazi cg

E3 a Cg, con i corrispecttivi esteri acctata.

Flath e Forrey (29) conc=zntirarzono i componenti vola-
+ili dei frutti di papaia, con diversi ¢ differenti
metodi,

I concentrati furono esamineti mediante spettro-
:mﬁgﬁiﬂ di massa e cromatografia, ¢ furcno identificata
.F; 106 componenti. Linalolo sre il maggior componenta,  £
ﬁg,;@mn,miﬁﬁule quantitd di BITC., Lrano presenti minori }E
“%@ﬁﬁﬁiﬁﬁ di Ac. bttirrico, esanoico cd ottanioco e %

il &ﬂ@a corrispettivi esteri metilici, Altri compon-

(== J.*"

+f‘,§ 'uﬁ}* relative proporzioni deil orincipali compone- |
SRS ’ i
_’é:. ,F_.. | ) 1'._. T‘.-' pet] - . Mo :."I. 3
| “& *gﬁglﬂ, pssido di linalolo e BITC sembrazano B

g _:.: 2 :

1 1?@% matmd: di concentrazione dei componenti
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11 colore della polpa di papaia

matura & dovuto ai suoi carotenoidi. Yamamoto{33) b 3

L -

isolo e identifico i carotenoidi di emtrambi i tipi

5: di papaia: a polpa gxalla ed a polpa rossa,
La meggioxr differcnza tra le due varieta sra 1la

completa assenza di licopene nel tipo a.polpa gialla,

Le ralative composizioni in carotenoidi di encrambi

Itamdadi s nolpe sono ripaxtate in tabzlla IIl.
Tabella Il Enmpmsiziﬂné percentuale di pigmenti

in papaia..

| Pigmenti Polpna gialla pnlEa rossa
e i
- . £ . ) o ' f B 4 B
: ? ﬁ Carotene e 4 Z’,C " fﬁ,? z
B N Carotenec F} 24,8 5,9 iiﬁj?z
L2
Monoepossido di > 7
Criptoxantina 15,6 i 4,4 > |
) IS
j Criptoxantina 3859 E{HT 1952 j 2 11{
i

Lmﬂpan & U0 e)O:‘ N

lgﬁﬁﬁﬂgliu insnldtq
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Da questi risultati i frutti e polpaz rosse dovs

rebbero avere approssimativamente una voltd & mazz0

B tattivita in nprovitamina A del tipo a polpa gialla.

ﬁ;ﬁrﬁ -Egzimilg:utenlltigi.
22.2) - La papsina & UNO CoZ

- e .

;' 1.5.5a. Papaina (3.4,

it impoxrtanti in enzimi proteo

e i

13 tici usnati nella

P

industria alimentare,

11 latbtice di papaie viene estrato dei ifl U 3o s
Pt

con una gottile lama.

delln concin e delle

cogmetica,

drmghe.

verdi tagliando la supcrficic

11 lattice & seccato al solsz o ad una temperatura in-

feriore & 70F..A causz della laboriosita e della ri-
chiesta di lavoro, la sroduzione di papaina grezza &

dominata dei nnesi tropiocale con abbondante manodop-~

era a basso casto. La papaina commerciale varia, per

qualita, da lattice seccato e grezzo senza ulteriore

-

'purifisaginna fino ad

un prodotto denomiato come W

" alta qualité“ dai produttori. Tutte queste differ-

.Eﬁti-qualitﬁ di papaina contengono benzilglucosinolato
nel lattice

un precursoe naturale del tioglucoside

{f;_ﬁi papaia (34).

;{jmtlﬂtmanti formats bEnlelBﬂtin#

_._.._—-—'_'_-

i da 1dru1151 dsl

;;TPJEQQE stati dimostrati inibire 1la attivita de-

La papaina grezza contiene almeno

‘ﬁ“x”wgé gﬁziml prutaniitlci. papaina e chimopap=

I inll,tjrl 15 DL

H' 1.'"'._"'. ‘.,i\" el



‘La papaina viens abitualmente purificata dal lattice— - |
. e e o i '_ '-::

‘ﬁﬁ_ﬁaﬁaiﬁ col metodo di Kimmel e Smith (37)., Ciou ﬁif
..-;-...._______‘ o, g
implica la estrazione del lattice, la rimozinne del %
materiale insolubile a pH 9, la precipitazione dello .J
ammonio solfato =2 la ricristallizzazione. La proteine .
cristall:ina che ne deriva contiens tre tipi di papaina;
papaina attiva, papaina attivabile e papzina non atti-
vabile.
Nella papazna attiva, il sito attivo cella cis-
¢ teine-25 ha un gruppo sulfidrico (38),
y J'altronde, la papaina attivabile pun' essere canver-
tita in papainz attiva con la riduzione con tioli e
altri agenti riducenti. Klein e Kirsch (39) dimostr-
arono che nella papaina attivabile, il gruppo tiolo
2 1n doppio legame con un'altra cisteina. Un meccan=- \
ismo di attivazione della "propapaina’ attravesa un
;iﬂinﬁﬁﬁﬁﬁambiu molecolare tiolo-disulfide & stato pro-
| posto da 3Jroklehurst e al. (40). “‘
Eﬁﬂﬁiﬁﬁﬁﬁfﬂiiﬂnﬂ della papaina attiva dalle molecole :;;
ﬁ@mfﬁﬁﬁiya pun' essere cnnu&ﬁlantamnnta compiuta con é%
_l_-_-""**‘”'“'f" - per affinita (41 42,43) . gl

. -Iu'-r _
Iﬁgﬁ %hnﬁ cromatografiche ritengono speéificat-
Lt _‘.I_ . '.’(

.....
T4 o W I':f.': .-.I:

f*;ﬁ@@nﬁ con gruppo sulfidrile libero.

@apﬁs dalla letteratura & dedicata a

K n-; FLE‘ wzfa e i mm:r:an ismi di reaziane cdella :

g (e




FLa R

_.' .._ - -.';._ F 1'.-' .
&%paiwaﬁ Pe= ur - approfonditd conoscenza di questi as- ,ﬂfiﬁ

S e
'7ﬁpﬂt$1, 81 pun' consultare un resocanto dettagliato -?;z
fatteo da Dr:uth € al. (44,45). preveiente si puo E
dize elie le mal:cola d.lla papaina consiste di 212 .3
Emineacidl can ©ra pon:ci disolfuro (<4,45),
Hella fig, 1) 3 r-iportata la cegienza aminozcidica
gellaspapaina. La siruitura tridimensionale ( fig.2, 3)
T3bﬁsﬂtﬂ EHEmaeil iy a gi“frazione a Taggi X, masbtra che
l=2 melecsnla dzlle protzina ha due lobi. 11 lobo R ha
1lNcioNmidol 1ot idrofobico circondato da 3 &eliche
10 Jabo R nell altrza pnaxte ha 2 eliche e una strutt-
ura a foeglio piegh‘:ttato., La regione del sito attivo
} 8 localizzata in una rcaralatura lunga 20 A tra i due
lobi (45). MNella fig;(4) @ riportata la sequenza de-
':fgii amminpacidi vicino al a cisteina essenziale in
~alcuni B otoionlifici <SH.
._ﬁg-_aendn una soluzione di lattice di papai» & mossa
é@ﬁﬁ@ﬁ@-ﬁﬂluaimnu 0,45 di solfato ammonio saturo, la o
i ﬁﬂina preéeipita ¢ la chimopapaina rimane nel surn- e
(36) La ehi opapaina assomiglia alla papaina '__;E
,J+h;imuﬁyﬁ capacita 4i idrolizzare una gran varietad kfir%
JljﬁJhifﬁgi e di derisati di aminoacidi. Come la pap- .;ﬁ%f

T e )L e'
) Jn - ’
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i

apaina:~ La chimopapaina presenta al

e v st o
5; ZT% nﬂll’estrattn golubile del latticu di papaia (46),
8 steta isolata da questa fonte da Janeen o Balls (47).

P,L'anzima purificato ca Japsen ¢ Bells & in realita
ﬁna miscela di duc componenti denomincti rispettiva-
mente chimopapaina A ¢ B,

11 loro pesc molecolare & di cirez 33,000 ed il loro
punto isoelettrico @ a pH 14,0 e 1U,4 rispettivamentwm.
La chimopapaina, come la papaina, ha la proprieta di
una proteasi sulfidrilica. La sua attivitd catalitice
massima & rilevabile in presenza di vari agentli ridu-
centi ( cisteina, glutaminsa, ditiotreituolo) e agenti
chelanti ¢d & inoltre inibita da reagenti che hanno
una spiccata tendenza a reagire con gruppi sulfidri-
lici libexni,

Proprista bisloniche della phimopapaing:bla

e g —— e —

. studi fino ad ora condott:. mostrano chz la chimopep-
~ aina & molto similz alla papaina nella sua capacita

;lﬁﬁﬂiﬂﬁﬁiiirjre i 1 gami peptidici, mostrando una spi-

'I-

ﬂ@ﬂhﬁ tﬁﬁdﬂnza alle idrolisi di derivati dell'arginina. .

me“ﬁ@ﬁ&“ﬁﬁﬁﬂ la; velocita di idrolisi dei vari legami

i I-h‘il__hj—.r-h’] .-;.‘ -



5. 5c, _Papaya Peptidagi:- Juesta proteasi tiolica

differisce dalle pepaina e dalla chimopasnaina sia j;ﬁé
i ¢

per composizione in eaminoacidi che per attivitd verso

substrati proteici (46).,

Sembra che sia da sscludere ch: 12 papaya peptidasi

gia un prodotto di degradazione di:lla papaina o della

chimopapaina (46), ma l'gnzima non 3 nai stato cara-

therizzatol & sufficienza,

e
i |
i
(]

Sk — .
- — e

;}.E.Ed. Paxano:
E' paticolarmente intercssantc natare che esistono

notevoli somiglianze tra varie proteasi sulfidriliche

sia vegetali ( papaina, =himopapaina, ficina, brome-

alina) e microbiche came ad esempia la proteasi da gt- 2

A T11l0coeCo. lEaisftig. (4) mastra 4 dati di sequenza
P ottenuti per lo regioni del sitn attiveo di cueste

jwmﬁﬂiﬁ molecole proteiche. -

" Come si vede in tu-=:te 2

L
"1

cgiﬁﬁmmmﬁﬁnattivﬁ ci cisteina in posizione di sequenza 25

%ﬁ ﬂﬁnmrﬁ rimane coisrvato il residuo di glicina in

2nte un residuo catalite—

E:
#3)
(2

L 3
T

.fﬁﬂ@Ii§h§ 23 slggesando un garticolare avvolgimento _h;l

'Z" =11 !-.h_l

??”ﬂf”ﬁﬁﬁﬁiﬁalﬂ del sito attivo in cui solo un amino- 8
SRR ;:-"-5' e
i %j;b hr*@ﬁﬁﬁ laterale piccola come la glicina puo'

_ﬂ_ =i -

Qﬂi&mﬁnt: Una ulteriore similitutide si

£ ‘p 1-'_‘1_ _..;"'!. e
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le proteasi, ac eccessione dells chimaopapaina, most-

rano un residun di glucammina,., La sua funzioneé non &

ancora nota ma & possibile che faccia parte del sito

attivo degli enzini =itati (vedi fig. 2,3),

Un fatte moglto sorprendente nella analast aella stEil=
ttire de 1le srotessi -sulfide _licke effettuato in pa=-

Fagona contile progeas: sBLi” iche (( chimoftripaing &

subtillisipa) & z=h YyeseE heang cclls searatitenistiche

i

comuii. Inpanzitusts tatte jucste proteasi posseggono

un residuo di glicina ¢ 2 reeidui di distanza & sin-

istra d=l rusiduo catalitico di cisteina o di serina.

Ancorz pil sorpsendente @ l'arrangiamento spsziale

dei gruppi responsabili delle scissionz del substirato.

’

Helle proteasi seriniche tale arrangiamcnto &

OHu'voeolMoseesoAsp dove Im & un ancllo Imidazolico

ed i puntini indicano legame ad idrogeno tra i gruppi.
Nella papaine (vedi figi2) esiste invece il

raggruppamento SHcsoseIMes.seAsn, si puo' quindi

suggerire per le proteasi sulfidriliche un meccanismo

di azione a =rzlay di carica simile a quella ben

noto per la proteesi sceriniche.

£! sorprendente quindi questo aspeito di evolu-

bl

zione divergsnte-coovergente che ha portato due dis-

" tinte classi di enzimi n dntarsi dello stesso sistema

fﬂﬁi scissione del suistrato attuato secondo modalite
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Flig. (2) Strutturn tri'imensirnela Anlle papaina

S M




; . .
(3) Struttura del 31t attiy- ielle papaina,
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scupd DELLA TESTL

La maior parte degli studi sulia—papSiRa—8—

1attice secco, che @ di facile raccolto e trasporto (37).

Solo recbntrwnn.e 8 stato dugcritto un mnetodo

-“-uauw[q bt by A balae
! di separazi nevda lattice fres:d}fﬁulln S 8tato

riportato su palpa ci prbal ( )

_ ; m-:Hh—-z,w
Le necessita di cenoseeri-—u e aratiteristiehe iz —

S Noam N gdepondbile Trfabos

Xla japaia col:ivata
andanza in ogni per-ods dell'anna, ma soprattutto
1'importamza sndugtrirle deglil snzimi proteolitici
i ricavano, ci hanpa

( 53,49,33,51), che de zssa S

indotto a:
1. Verificare &< 1'attivita degli enziml

direttamente correlato

prﬂtnnlitici della polpa &

con il grado di sviluppa cel fru-to stessoDg

2. Trovargc un gistemns veloce di purific-

azione degli egnzimi nrntmulitici.

3. Et:nf‘runtnrt_ 1'attivitd degli
Qo—

guddetti catratti dal lattice ;ﬁ que

S dalla polpa del frutto,

i enzimi

Eat s egtratti

' frutti di C-rica papay-a

13 metodis -

o sono stati forniti

ﬁiffﬁrantﬁ gtadic di svilupp

uﬁﬁilﬁyazégﬁdg agricola di Afgoil (Fulcﬁdr Maurizio Na=




[ i
' Q. -

I fruttd soano eb il oescolsd tuted, grnuealnenie,

da una s=isesa p-antr ‘rwxlvatld in loboratorio cssed
gono stn%i cons2rvati in ermodio firigorifurg a

do fino a.. homsn 0 dPpils tgn.

i, — - s

Leterminrziong del =sateanutao. di clorofilla:-

Juan*iva onogrtira da buegeia (00,2 = J.5gm)
sono staze mrcinrie i wart-io con sebbic di quarzo
che era staa 1n precid.nza lcvata con BCl diluito

- 8 * & W =
(25%) @ poi :or escoua dieti.lata fino a neutralita.

I pigmepti san si&ts SBSSAtL: d9id tessuti macipati
con acetonc all'Bd% Le 30luzioni, cosi ottenuti,

gano stata Tiltrate su zrrta da filtro e quinai

lette con spettrofotomztro Porkin-tlmer mod,124,
alle lunghezze d'onde da 645 e 663nma
Per il calcolo delle quentitad di clorofilla totale,

clorofilla a e b si & us~to il nomaogramma di Kirk

e, (5).,

?52 Egtraziome degli epzimi proteolitici dalla polpa:=-

| All'inizio d: ogni progedimento i frutti sonag
stati accuratament: lavsti prima con acqug di fante

« @ poi con =cqua di;tillnta. liopo avur rimosso la
bUEQQE g 1 semi de. frutto, la polpa s stata pesata..
Per 1'esrtazione digli enzimi, aliquote di 10Ugm di
ﬁﬁiﬁﬂ sono state omagenizzate in frullatore insieme

con tampone Tris-HC. J,1M, pH 8,0 contenente EDTA

ImM e NaCl 0,1M.




o e o
i
I rapporto polpa: tamponer ernm 1:{ ( psen/volume).
L'omogznato @ s<ato musso in burk.r raffreddato con
ghiaccio. Lopo cixcn‘j ara, l'olo gineto & stato
centrifugato alla massime vaslocite noseihilo
(Lcizcea 60CA rpm ) per almeno 5 min,
11l surnatante & st2tn racecolto e alicurts, general-
ry Ay

mente di 3¢ ml, @i suluziona Saro stove usate per

la caratterizzazione cag.i e)rzimi proteolitici,

uggmﬂtng;afig suvalsnty 8

Eluﬂﬁfﬁﬁgﬂﬁhhﬁ_ﬂﬁh 2. ' )
Il tiopraopil-Scepharosia 3 una motr_ce polimerica

inertc di Sepharosio ch: zontizne il gruppo 2-tio-
piridilico, sotto furma di disolf.rao.

I1 legame tra il S.pharusio ¢ 11 grupgd tiopiridili-

co @ covalente:

SQ-EHZ-EH-—EHZ-*S—S-—MQ )

: OH W

mulo il riedduo 2-idrossipro-

Come si vode dallec f

pilicn funziona " gaacer" idrofilico diminuendo

aterica dedla matrice con le reazioni

l'interfcrenz:e

di scambio diso>furi al pontc s-g tcrminale,

it ligandg/ tioprop:lico 2 attaccato nlla matrice di

‘Sepharosfo con un lzgome ustereo, stabile quando le




Lo schema di u< vizzaninne Adel Ticpmapil- Sepharoedo

3 il seguente:

| T !
GESROTAC Al #5* S
g /

H

'-x"‘ﬂ_ -$
iy 7=

i

-
Lo schema dimostra 4LL,Jﬂlﬂﬂbm4£,1ﬁ gnstanze che

contengono gruppi -5H annﬂ’f&&ttJrUtE della resina,.
- sy A by ¢&iﬁ#:hh

¢ i o AL b (& :
&—qaantn-['nsustnxzeﬁp scpo—escre libseate D

a di soluzioni conte

A R
;YS-S-E -—-ﬂi—'"""b éSH + E.- 94 + R=5=5=K

aggiunt nenti una alta concentras
2@ capace di scambiare

zione di $io0li, Un nl di resina

20 moli di tioli,

11 passaggio in colonna di TPS & stato eseguito

su tutti i campioni, mentre le successive cromatogre=

~=25 ¢ G~Ta 8s0ONO state escguite

afia su SephadeX
4 ¢i frutto pid acerbo

solo sugli ecetratt- di pAxp

Li ma.Urle

ﬂ:l_la pnlpa o I uttu ,.1

4 ‘phﬂrﬂﬂlﬂ e

1?}1ma delle us? £ s
Rt 't M..J-»-"—* F
bb" M’ | min ; e M ‘M

into rigoafiage =N acqua pexr 19
| Lo chorro €~
pﬂﬁ#ﬂ-in calonna (1 X 2em), & staly

Eili%zatu qﬂn tﬁnnuna di estraz

:'I';ti FJ.?»-{? |
~“’v,,4;“;ﬁ%mqﬂn@ﬁ EDTA AmM & Nall Gl Ms
i U il

:one Tris=HCl 0,1M




= L
s =
?-HI-IF—II.-*_

@a colonnine 3Ji TPS scno statoe generalmente caric-

ate con aliquote di 30 ml di sstrattl di polpa.

~alna e etata fatto

11 filtrato d- Agna

t+r-oyersc 4na ~glla di misure di assorbi-

passare @
cod §-2238 dclla LK3' e quindi

mento UV a ZESqTﬁw“
(dxo grjdur+”__€m,ca

sgtrazione fino

raccolto in cili TanAapn di TP

> stata poil 1avata con tempene di

e nell!appnrecechin di, misura un assoTrbi~

a verificar

mento pfﬂticﬂmantu zero.

L'inﬁiﬁme del st ra R F A=11a snluzione di
laggio @ stato chiamaso npifiutato dal Tea™,
ne della ~olani.a di TPS & gtata effettuata

a 50 mi di tanp

L'eluizio
facendo percolare ciTe ~ne di estra-
zinna,'ﬂddizinnmtn di cisteina al momento della

uan,_LE'mﬂncantraziunE dglla cistein

a nel tampone €

era 20 m¥. L‘eluiziun:'% stata comungas interrotta
quando il registratore dello Yvicore sggnava assolw
raccolto in cilindxo

};Ebimﬂﬁﬁﬂ nullo. L lplgeto. PUTS
{enoninato W Tratitsnuto da TPS"%e

tgidita p2o teplitic:- Su aliguote

& gtato

i Buluzlnnl cli rifiutato e

;:'?Jﬁﬁlq, @hgﬂﬁgzi Hdd
1'attivita

ﬁ": E .

=t AL

| Yo dg PO & stata deterninata
ixiV%lﬁia'”

.
iR
¥ | !JII
LY

5y &

&
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Il metodo di determinaziane dall'attivita pro-
. teolitica @ bagato sulla misura celln quantitli ded

¢ prodotti a basso peso molecrnlare, formatosi da pro-

* teine substrato in presenza di enzimi nroteolitici,

-

I prodotti di digestione sono caratterizzati da ba-
Fasa salubilata in aside tricliéwaccstica (TEA).

. be—metedodegia-descrittadin questa tugi d aquelia

\\ 1 reagenti impiegati nel saggio sono i seguenti:

f

te attivante | '-rf\nie -ttivante & costitu-

1). Tampone Tris=HC1l 0.05 M, p4 8.C

P ito da eisgeina 0.08 M + E J.02 4 in tampone

H 6.0 La spluzic & stata preparata

- 3). Caseina. Un\grammo di caseina rnammersten sospesa

in 100 ml di tamponhe Tris-HCl a PH ¢,d & riscalda-

)

ta per 15 mim, ‘din

cqua bollente. UQuesta soluzione

\denominata "caseina \{%." 2 stabile a 4 c per almeno

una settimana;

4 "ils velerminazione
f iuﬁuf&f?,nupéﬂi_
Ell'atﬁxuité proteclitZ=a & sitata condotta nel

b Baciwn (42)
'-.:_."f.ﬂ,.. Allqu-'t"" dl [:I 1

i
[
o

i
P

- 2,2 ml di soluzione

ase pnlte in provette da centrif-



I1 valume dellQ soluZioni & sta“o poi portato ad
{ ml con tamponz Tris-HCl; Dopo avere attesa 5 min
‘ £ 1““@[—- . 2 rades
. a temperetura fmaiente, 3 3 di"l cemeinal 18,
portatg a 7 C pxzima cdel secgio, e-stesoaggiunfa
= WS W yrrveﬁﬁn solo -t~ te poi poste

in bagno turnnstrﬂ*ﬁ a ..17 b{ Teho 'fmin.,

Alla fine del periodo di incuhaziorz le jrovette so-

no state<poste ir ghilaszcio : 1 roozlone interrotta
per aggiunta di 3 ml ca TEA &l 5%: frxeddo, Le pra-
vatte sono state lasciste in ghiccecio per almeno 1
ora, Il precipitato, costituito ca proteine indec-
omposte ( cascina ), & stato rimosso per centrifug-

. ipet |
azione a 3ﬁEQ~Tfﬁﬁﬂﬁ-rpn per 15 min e yettato.

La concentrazinne deci prodotti della proteol-

isi nresenti nel surnatante & state determina allo

spettrofotometro migurando 1‘assorbimento @ 280mm,

R
iﬁ-TﬂﬁiﬁelE-latturE nomp state corrette sottrando il
: valore della aﬁsnrbimentu di soluzioni in cui non

Eﬁﬁ;??&ﬁﬂnte i1 cé nplione da saggicre ( bianco )4

_unitba di attivita enzimatica:-

:ﬁstqﬂnfxgntﬁ;e l'nttlulhé'prnt:nlitica degli
dﬁflﬂita l'unlté di attivitad enzi-

f'
a %Wiﬁahﬁ@ ?jtlyitq'che pruvnc@, nella

| fﬂﬁ ﬁs&ﬁhﬂ
* ':’_;'

iy *1
L,
LE

.;||_ -—l-

o e e 1

i e P




?ﬁi_ﬁﬁ&ﬂrbﬂHZE 8 280 nm per 10 min di digestione..
lﬁgcﬂﬂdﬂ tale defindizione il numero di unitd per ml

' di campione puo' esscre calcolato secondo 1a formue

.Liﬂz ih b s

AR Y
Y

dove U1 = volume del campion:, Uz = volume di

'soluzione del saggio, © “A,, """ 1a viriaziane

- di-assorbanza. .

Determinazione delle “roteine:~ La determinazi- ¢
e e Lo ata

fone delle proteine & sbata effcttunta con il metado nee 7. &=
i ‘ ' : Jea oy
'di Lowry ed al, (53) gﬁ%‘%’k ﬂﬂwl- ahdls Sey
e, A b bllents et A ole s &

ddo richiede la preparaziong declle seguenti v Moo S A

8501 u zioni:
e R R, TR 1 S i oY i | A (
: Uluz iEI'l"IE-' A: HE.{I;ZE-US al 20% in NeOH 1N A

galuziong di

Y'n. Per la buona




ey
5 i
<

(da preparare fresca primn dell  usgo)

azione del metodo: Cipen 2 mg cdi BSA

1{bﬁviﬁa sexum Albumine) sono 8tatiy discicltys in 3mi

Fdl acqua distillate. Dapo aver registrato lo s iatt-

- ro di assorbimento della S0luzione da 220 = 23dnm, /

-

Pezzerando a 320mm, si 3 detrominaca “97ci-ntrazione

della proteina (BSA) -el suc /alcrs di assorbimento

a 280nm ( E1§EG = 6.. Quaste 28 e an

ta come soluzione madre hems e

e sititta uga-

cos*ryzione della

‘retta di taratura del metode,

.Emucedimantq: Aliquote (i solizionc ¢i estratto di
atiic polpa, di trattenuto e di rifiutato da

| | g Ffino a 0.8 ml o diiuite. in alecuni
casi, nel rapporto 1;15 con ccqua disti-
ilata, 80n0 state poste in provet*.. sortate ad un
Ei Con acqua, ¢ addizionate di 2 ml di soluzione C,
%@Fﬂ aver atteso 5 min a temperaturas ambiente, nelle
Qﬁmvette Ennﬂ stato 1ntradmtt_ 0,2 ml ¢i soluzione..E,
flnﬁ, trasnaral Omin, 8i & lettn 1 cssorbimento

a 75@ nm ;nnt;u acqia. Per ogni serie di saggi sono

.":'..-. :«l.-'“
tigti Bffﬁ#ﬁuﬂt; in pﬂrﬂllaln due saggi in bianco

) ._-_‘ 1,‘. _a'll :!-‘.Hn = A i. I'.-’l-

as ante an camplune di proteine,
% ﬁ'tﬁﬂﬂ | |

,_,Pﬁatﬁiﬁﬁ@ Ea@raﬁaa in Aug, 2

m;]?{ dﬁﬁgmamma dl taratuxa (Flg. 6),



nel guale oxa riporbeto Ll valeze di d*?ﬂﬂ t‘?ﬂu

del campione = A?SD del bianco) in funzione di

guantitd note di BSA,

Gel filtrazione:~ le resine utilizzate sono state

Sephadex G-75 superfine e Septadex G-25. Esse sono
state lasciate rigonfiare in dicaua distillata a tem-

peratu®e ambiente per una n-tte. Il rapporto resina:

—

sing e stata effettuats mevie. te trattamsnto.Leis

La cromatografia & stata compiuta ad una2 velo-
citd di 3 ml/h nel caso della colonna di Sephadex
G=75, di 20 ml/h nel caso della Sephadsx G=25.

bel filtrazione su sSephadex G-235 :-= Il campione

"Trattenuto da TPS" conte#ne, oltre agli enzimi

proteolitici, trattenuti dalla matrice di affinita,
lo ione 2-Tiopiridone, rilasciato calla colonna

di Tiopropil-Sepharosio dopo l'aggiunta del tampone
addizionato di cisteina. Per eliminare questo
componente a bass3i peso molecolare ¢ la cisteina,
zi'u#i;iz;aga per eliire al colonna di TPS, si & ric-
Qg%i;g;la_filtrﬂziﬂnﬁ su Sephadax G-25,

- I;%g@ﬁigni:di trattenuto da TPS sono stati quindi,

e

Tﬁ%%%mgﬁ%ﬁilﬂ”ﬁrumﬂtag:@fiﬂg concentrati a piccolo

JETT S

J@%ﬁ%gg%igggiﬁﬂgg“imjiagq di .embrane filtranti,
R gelhd LT o

oy

RS P aa i e

acqua era 1:1C (peso:volume). L'aativezione Jelle re-




. Millipore (aventi peso molecolare di esclusisno di
10.000) e suzione delle soluziopgi con pompa perissa-
ltica., Aliquote di 1 - 2 ml sonno state caricate su
colonna di Sephadex G=25 ‘2 x 20), in precedenza
equilibrata in acido acutico 0.1N. L'Elu*tu e gtato
raccolito in fraziordi di 3 ml =crn ecllettore di fraze
iondi. della LKB (mod 2070); il pazeazgio su colonna
8 stato effettuato alla velocitd di 20ml/h.

Dell'elufpto & stato nisurato l'assoroimento a
280 nm mediante Uvicorcé ¢ 1 velori di assorbimento
registrati con registratorz LK3 (mocd. 2138).

Il picco corrispondente al matcricle ad alto
peso molecolare & stato raccolto per essere utilizz-

ato nella successiva cromatografia su Sephadex G-T73,

iltra iﬂné su. Sephadex G=75:~ Il materiale

‘raccolto dalla colorna di Sephadex G-25 & stato por-
tato a secchezza in un essiccatore contencente PZUS'
%Igﬂﬁﬁﬁhgugﬁu! I campioni, ripresi can circa 0.5-1 ml
H,di tﬁmpéna Na~acet to 0,02 M, PH 5,0, sono stati
.carima¢i su una culcnnn di. sephadex G-T75 ( Utut =
:1ﬁﬂﬁaﬂ~§i mi), equilisrata ed cluita con lo stesso

| t‘ ﬂﬁ-ﬁ%m state -accolte frazioni di 2,5 ml, il

-égﬁlg s‘ato letto a 280 nm con spettro-



. 7 Elettroforesi su gel di policcrilammice:-

L'estratto grezzo. il trettenuto e il rifiutato
da TPS sano steti sottoposti & gel slzttroforesi su
poliacilammide. Gli ‘:etreatti . doao conesntraziones,
sono stati meszolati cor glicerina nel rappurto:

23 t V/Y ) e addizionati ern alcun: gocce di bromo=-
fenolo bleu allo 0,010, Alicicte di 10 -~ 20 1,
corrispondenti A circa 2000 gm di proteina sono
stativintrodetti nei tubieiii di elsttroforesi,
P;ggﬁraziﬁgy_ﬁﬂligwgnlu;'gggﬁﬁiggﬁz— Il polimero
ottenuto dalla polimerizraziecne cell'acrilammide
® trasparente e prasenta dei pori piccolissimi cosi
che durante la coxsa elettroforetica esso agisce
come setaccio per le proteine, cuntribuendo alla
separazione delle singoloc frazioni in base alle
dimensioni molecolari,

I gel sono stati preparati a partire dalle

seguenti soluzioni Stock:

40 ml di HCL 1| 48 ml di HC1 1N

ﬁﬁﬁﬁ 98 di Tris-HC1 5,7gm di Tris-HC1
1ﬂﬂ;f‘?@“ﬁ; t;#@@;?gmgj 0,46 ml di TEMED

‘.

-HZD fino a 100 mi.




B)s v g di norilammide BYy ou gm da ssedlammide
0,0 gn di SIS-serilemmice 0,8 gm di DIB-a/ammida

HEG fino & 100 ml 13 mg di KaFn(EN)E

HZD fiﬂﬂ a 1J4 m;

£), 10 g di acrilam.ica F)s ¢« g1 di riboflavina
2,5'gm di 51S-~-a/ammide H2D fino 2 10d ml

HZD fino a 1ol ml.

H)s 3,14 gm di (IH4)2 5 0g
HEG fino a 100 ml,

3. 7b Tampone per elettroforesi pH = B3

11 tansone era costituito ca:

6gm di Tris-HCl + 26,8 g di giicina

ra oiluito 3 volte.

3

5 HZD fino a

100l ‘Pam llusa, il tenpone

sgliizioni eTranQ cCOost-

ituiﬂ:a del gel c¢i porsa e cal g2l di speziatore.,

1y éal di carssa( a nori picenld & ete ta ottenute
“F! mﬁﬁ&&mﬂnda le scluzioni nei Desorti:
R e L Keins e
:E“iéﬁa?;;: SRS i BT._: 1T
Dfipis g8
Hy0p ¢ 1
1;pﬂ 7 S

@mpiﬁaaiwa 3 stata poi maﬁ'm@aﬁn con

L



" I1 gel spaziatore ( caraterizzato da pori larghi)
'8 stato preparato mescolando le soluzioni o

29 &9 E

e HED nei rapporti di 1:2:1:4,

Pranaraz:m.e deil

1 ;.Egi_gi_ggggg: La soluzioneedel gel ci corsa > stata
;Erepatﬂﬁﬁhﬂh flaconcino con tappo a tenuta.
ﬁﬁubitn dopo si elimina 1i'arie +'a2lla coluzicne medi-
_ ‘ante pompa da vuoto.

I tubicini da elettroforesi sono stati riempiti

con la soluzione del gel di corsa per una altezza di

4l
x

7 cm. lLe dimensioni dei tubicini di vetro erano: 4 =
%?='13 em. S5i & pol proceduto a stratificare sopra
iﬁfpulimarm con acqua, avendo cura di non mescolare
iidua>1iquiﬂi. dopo tale operazione si é lasciato

polimerizzare per 1 ora ( polimerizzazione chimica).

A polimerizzazione avvenuta, si 2 tolta l'acqua.

L ziatore: Uno strato di B,5 em di gel spazia=
tore (pori larghi) & stato poi deposto nei tubicini
8i 8 strificato con icqua e quindi si & lasciato

JI.':.‘ La )

rizzare con lamsada fluorescente per 15 min

n=kimios Y Trascorse 11 tempo

5Li5ﬁ-Jﬁﬁ@@ﬁiﬁ#@%@%ﬁiiﬂﬁﬁr si & tmlta l'acqua

Ay A S S e
2 Ji proteina.

i s
e P G T
wy i
-
] i
r_ L
- e

il Ry

0,5




F . il T ] -

R Sy T paaa
‘ wﬂ -

3.7e Cari #miqta del _cappionz:— I1 campione & stato

m2ssa sopr~ il cel dopn ess=»: stato mescalato (on

gliagerana o' BrcsATDS s 1 20%) uL ~apfarnta 241 e
addizionate di aleuni vl di soluzione 4i bHlue ol

I b - - = oyl "
promorenn.n fl e 0,015, Lo quantitd 4i carsione
i

introdot:ne n2i Subfciii =on. ctote quelle gi2 ripor-

tate { 200 ugm; 10 - 20 nl), A questo plinbo ;1 b
Eini sonc etat: posts qells C’:Effﬁ tﬁan?E};&tica

ed iniziata l'elettcoferesi .

S [T Londizioni dell'elettroforesi:- L2 camera

SBuperiore e gquella inverzore della cella elettro-

b fTorsticae sono state rienpite con tampone Tris-HC1l-

L=

B glicine (pH 8,3), diluito 5 volte.
L'elettroforesi & stata condotta imponendo una corr-
ente di B8 mA/tubo ed & stata prolungata fino all'usc-

Eg?ﬁﬁ_ﬂﬁi_bimg di bromofenoclo ca2i tubi ( 4h).

mﬂﬁlﬁm‘%@ apposi ta sir inga riempita di acqua.

o~

zione 5 fissaziong ded gels:- 1 gels

ﬁ;}“fgﬁ%ﬁﬁ”ﬁﬁﬁ.iﬂ una soluzione all'1y

R e

in ZH,COO0H all'7%. Tale soluzione

3 samente a colerere e a fissare
e "._' %*q-ﬂq.-.,__ . ¥ : 2

4 i



!ﬂ?ﬂ1 Lecolograziona dei Gels:- Dopo lavagzin con
| acqua, X1 gels sono stati posti in soluzicne di ac,

acetico al 7%, agitanca ogni tanto ed avendo cura di
cambiare la soluzione firo a decolorazione cai gals;

Nella tabella IV sono stati »iassunte le opcurazioni

8 cui e stata sottoposta la polpa di frutto,

Tabella IV:- PARA IA
POLFA v TAFMPGNE Tris=HC1,0,1M,pH 8,0
Omogenizzazione

v

a5 N Centrifucazione
erninazione i |
flvitd protso- § ¢——- Surnatante (es. ml 30)
Hp prntﬁlnu i

’ l

Ef?ﬁrﬁsl.
Cromatografia su Tiopropil~Sepharesio Leter: attivisi,

TR o Sk Jrocteind
3 ’Erﬂ*t:ttﬁnu to %—J-% Rifiutato ;E e j, e
v (35 ml)

L:J?:w? &
: ELUatm (es. ml 40)

:7& —r.J. f-:;_ﬁ

1 "
:

'?7afggﬁhﬁﬁﬂﬁ'ﬁ??ﬁ

g —



RISULTATI

L]

Scbbene la contdnua fioritura faccia si che
e

sull'albern di papaia si trovino frutti a variabile

- e
— e

grada di maturazionc, il primo problema da risolvere

_-ﬁ-'-.'

per studiarc l'attivitad proteclitica & stato quello
della scelta del criterio di valutazione cel grado

di maturazionc,

Un primo criterio poteva esscre quella cella determ-

so & statoc scart-
4
alla teballa V non scmpre
Vif‘-ﬁa !.r':
strettamente legato alld maturazione.

inazione del peso del frutto. ma oS
ato poiche comg rigulta d

il peso 2

Un zltro criterio poteva ESSEIE quello della

iﬂﬁéﬂra Sl ennkshuike AiAE lonafillia e 8 e quindi

. del ecalcolo del loro rapporto poiche esso diminuiva

o di maturazianu fino a ra-

;%ﬁﬂ 1'aumentare del gred

gﬁlﬁnglrﬂ il valore zero nel frutto pid maturn{ﬁﬁi J;)

i;f:

5), Nor ers possibile, invoce, coundide-

TR , 0
*~3'ﬁ;lﬂ variazdone del sontenuto totale di cloroTrilid
. J!H.-i . . .

in alcuni casi

“'ﬂrramntenutn di una di esse poiche
Vi

e tmrza) ( i

ﬂ'*‘ﬁ 7) del processo di maturazione

1mru molto vicini.
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nuuﬂyﬂ¢atu Sha 41

yﬁlgmantl fotosintetici, Il valore del brix

LT -

entava dal frutto pid acerbo dal valore 4,2 al valore

12 del frutto completamente maturo {tab,ﬁj.

" maturazionec.

-

=i

matura i~ne

T

1

Brix

'F-?E-Er.;l del frutto

Volume dell f:m
e O e

Rapporto clarnfllla
| a/b

?Egﬁatu

el
L I . =

B iy 5 -

LA %

Fhulua NeL 4

e

286

il

3,0

4,2

pap

I1 numero 1 indica

fmbujh Peso (qyﬁ del frutto e volume (
100gy di poloa di fxutsg 4i

i

ml) di omogenato di

2 a cifferente grado di
Il Trutte pill acerbo
¢ 5 4 A
613 983 407
74 Tl 9i5
2l 0,7 g,0
6 0 B.,9 12

Il contenuto di pzoteina nell'estratto grezzo
_ A1 polpa, come anche nel trattenuto e rifiutato da
5ﬁﬁﬂprupil~ﬁapharus’n, aggiungeva il velore massimo

1n Eorrispordenza cello stato di maturazione 3%

7

fTEEffﬁij. La quantita di proteina

iﬁnl grezzi, me: tre il recupero della proteina
l'l-"~

I mecdia il 91% dell'estratto grezzo [T&ﬁ E’)
¥ """*

“ﬁﬁﬁivlté prutzﬂlltlna nall gstrat

1o grezzo



e da Wi

maturgazione, analogamento a quﬂntn 81 varificava per

il contenuto di proteina (Tah,#ﬁT#j L'incremento di

attivitd era il 125% cel valore riscontratso nel fru
gto piu acerbo, anche rella polpa di frutto camplet-

amente maturo si vorifice va un incremento dell'atti-

Nel trattenuto e nel rifictatz da TPS 1'andame-
nto dell*attivitd in funzione dzlla matuzczione ers
identico a quello del grezzo. Tnoltre, la somma delle
attivita del trattenuto e del rifiutato sra, in gen-
erale, equivalente a guello dell'esiratoo grezzo,
-ﬁiiﬁtﬁiuité del: trattenuto era in media gser tutte le
$hsi di suiluppn intorno al 76%, dell'attivitd rec-

: uperata (Tab. }T,I’) 2
| .r,...., LY .

PL'attivita prntaulltlcéYahll‘Estrattn grezzc di

..-"#
"-“ﬂﬁ aveva invece il valore massimo in corrisponde-

s

E"Hﬁﬁl frutto pid icerbo. Nei restanti stati di

iu ft”%ﬁﬂﬂa 1'zttivita spefica assumeva valori pi

_‘.-.-—.--

II i1 .J—I\. i '
] - I l"l""l'. -..‘ ¥ <4 I
i ..- l|-" e d ';-; i

.l 1.[.(_'" .i-\_.,_d“ A

-} .III

- l"a.n.._.

vita proteolitiica ma essa era solo il 20%. $C puﬂ’ﬂ o ﬁ,«yﬂn
yRITE N




- 43 s
Iiﬁéncramentd di ettivita, anche se di minaore entiti ?? I
:ﬁﬂﬂi); sono stati trovati anche nei trattenuti ci

.Ljﬁfmhﬁ+(54j nelle stessi frutti,

i

el rifiutato nel quale si riscontrava pure attivita
proteolitica, 1'attivit: specifica assumeva valori

tre volte inferiori a quella dei =»ispettivi Grezzil,

La separazione dei componenti dzl trattenuto

da TPS, nttenuto da polpa di papaia aceropa e matura ’ i
/AeBy

mediante cromatografia su Sephacax G=23 indicah@ la

presenza in entrambi 21 tre componenti, di cui uno

quantita elevata (fig. VIII).

La cromztografia su Sephadex G-T75 mostrava inv-

T:Eﬁﬁ-rappnrti diversi tra i componenti dei dug tratte-

ﬁﬂﬁl. 11 maggiore componente nel caso del trattenuto

ﬁﬁ;fruttn naturo ere guello indicate can:il numero: 3.

whhﬂaan invees deljtrattenuto.di palpa acerba prev-

il componente numero 2, (Fig.,VIII).

'?.?:; &ﬁéasﬁtrdfm;a&m su gel di poliacerilammide di

.-.”.",' ,_'-‘.'.!1 . :
~esty ;;F.iﬁﬁ;fg'*mﬁ%ﬁ;iu%n e ﬁifiuta%ﬂ, riportati

 'ﬁygngg ¢i tre bande

nl . P'Wﬂf
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DISCUSSICNE:= I risultati presentati in questa

tegi dimostrano che l'attivita proteolitica ui estir-

atti grezzi di polpa di papaia cresce fino alla fase

antecedente la maturazione compista. A maturazione
U e G e T

completa, l'aJ%iuifé & tutta\ia superiore & quella

riscontrata per la polpa di Truito pi{t ecerbo.

Un risultato analogo & stato ottznuto nello
studio dell'attivitd protcolitica di lattice di
papaia%%E@Q?a. 11 lattice era estratto dagli stessi

frutti da noi utilizzati, (54).
Cambiamenti dellfattivita proteinasica in lattice
di papaia sono stati aseervati =nche per papaia,

Uarfgnlu (05i5)

L'aktivita specifica degli enzimi proteolitici

(M_Ié—’a-.), al contrario, assumeyva valori costanti

rado di maturazione di frutto.
{

[Utti 1 valori erano inferiorg a quelli del frutto
L1 ){"Hpm

pil acerbu (Tab. 2 u*incﬁamantn del corntenuto

‘ -Ldﬂ'w'n'l’-\?“ : b ¢ !

di pﬂutgin&mﬁ§§;ﬁ_ﬁgéﬁﬂ = ££#$HLEIE—E}E$&W%EfﬂEilE

fase di maturazione 1N

con l'aumentare del g




I componenti del lattice di papaia sono queattro

(37): papaina, czhimopapaina, papeia peptidasi e un

. componente sconncsiu’o, di cui si sa malto poco,

Questi enzimi sona risnettivamenta il 5-27~18 e 14%

P -

r——

'Ldalla proteina solubile {3?,, Eﬁiatata pure riportato
che la papaina e la chimopap2ina ca lattice secco so-
1jnn sctto trz stati: atiivo, atlivabils & non attiva-
Bbile (56). Lo statn ﬂ?#iﬂ;bffk ruw' gssere resc att-

. ivo mediantz riduzione :zcn cistecina o glutatione.

Ll Il G
& I fisultati d&pnﬁzftzzé;H¢l oer la polpa di

o

§

papaia non ci permettono di conoscere il livello

-—'}1 .

.ﬂi questi stati, né di sapere queli di questi e 1n
?ﬁuall misura contribuiscono alla lethlZanE della

attivitd proteolitica che osserva DDﬂ*&%—ﬁiﬂﬂﬂdﬁﬂﬂ

ﬁiﬂ-ﬁ_maﬁumaZAGnat Mulla & puﬁslblle dire attualmanta
& e eazaans = e
@Hﬁﬁﬁqﬁﬁr'i singoli enzimi. Per 1'incremento di at-

Miﬁ% pﬁ;t&nlitimﬂ uasaruatﬂ nel lattice (55), #ut~-
”;ﬁfﬂ¢g glpﬁ?tﬂtﬂ EhE c n la maturazione aume-

,t:lHILJm '&iﬁ&;ﬂmﬁﬂ?ﬂf:ﬁ'ﬂtinﬂ e quella di una
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et =

h . - —

- /= !]I —_ ol

- - .:-r e 1 - -

X -.;-'-. e O

)0

/

e ; A "-"'_'-:l_-r__._."-';".a'-:-_-_ :IE;."'-‘ L ._,__.-_ il
Cilmaneva 1nveceg C

L o | '_ '_Jj{;-:‘::.[_:ﬁ'}'F:J ! I |-_-_I.|I|I | 1 == | | I']L] '-_"? _:‘.' - el 1 Ir! A - _:|. -:—.- r. L Rl X e =T

2
______ "
] . ]



b siano responsabili dell'ipniziale diminuizione di at~

| tivitd specifica,

loare

Tra gli scopi di cuesta #eed c'era quello di

Perificare se i1 Tiorraopil-S~-aolarmisio aveva la capa-
?mﬁiﬁ di separare in modo esfficiens2 le proteine sar-
Patterizzate da gruppi -SP liberl quindi gli enzimi
j@futﬁnlitici, da quelle non contensnti gruppi sulfi-
-;*-:d:ril-iu:i... Eetabelle yﬁr < W(; chiaramente dimastrano
émﬁalﬂ resina senara in modo efficace gquesti enzimi
;ﬁhﬁha il metodo & supericre a quello classico (3ele
L'attivitd specifica del trattenuto da TPS 2 infatti

-

tre 11 150% supcriore a quella dell'estratto grezzo.
La purificazione con il metodo classico porta pure
ad un aumento di due volte dell'ottivita, ma questo

l
) by
fal = W [
hy B A
e

_.

i

= K
" AR e
h"'ﬂ, o

erifica dopo numerosi passaggi (3T s

N:ﬁ.
i
i

Lﬂ prﬂsanza di una sola banda nell'elettrofore-

1*“’** ’txattam to da TPS conferma, inoltre, ba W Co

I.

_Hiﬁaijflﬁﬁfwﬁﬁﬁacﬂ di separazione di proteina -SH

it ?ﬁfgy;~ :Ff_E§ %ﬁhﬂxﬁglm_ £' anche da mettere

o+ P

 ﬂffﬁU?*@ﬂdﬁ Eﬂinemde con quallﬂ

. ,1,
dﬁ?@iﬂ Eiﬁﬂ fﬂﬂ@lﬂﬁiﬁ la prese-
" 'th‘ -f ,-.-F'._,,-l'_{_‘_'
':-*-'_,___‘s E@?&M:ﬁr‘ w&llﬁ E%EHBE ba-

3 ‘f"ul
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tica con impiego di SDS (Sodio-Dodecilgolfa+ )

D A
[ lgeservazione deldta Tab, VII e V1T 5
tuttaviainficiare parziglmente le-econelusioni—sus

Lo L dhn frptabon 4n (T2l 1 44 - s &
DAl st g A Sl S T
A Iww el

oteelrtica, Eiﬁ%——mm«_—mt;-t:ﬂ te—aelucere paiehd 2

stato Tiportato—(15}) che nel .a estrazione con tamponi

privi di sostanza riducenti gli erzimi -5SH liberi

possono essere parzialmente ossicaci dall'ossigeno
delltaria, La conseguen~n P chr @858) NON DSSSORO 8S-

’u.. - pR W)
sere pill trattenutdi dal TPS. Per =s?]a papaina pot-

rebbe aver luogo la reazionee (15):
B g ot & A
Papaina —=======- § Papaina -5=5- fapaina - e ‘
th N \kﬂ%ﬂ‘hl{d e — WW :MGMM E-'}’Cd l'i""""' A—pet W'&
MUHLB&Haf(iptEEi che—potrebbe spiegare 1l'attivita

nel =ifivtato—2—quella della formazions tra gli enz- : 0y

| - (
; — 5/

ini proteolitici e il benzilisotiociaratcfdi un cmnxm ;Lf.ffu-‘ﬂ-
. Plesso tipo papaina-benzilisotiocianato (57), secondo l“; :

pec

- 1a rsazione;

';'E:H:F'E-i-n'-ﬂ--.-E.H 4 [ <~CH. =N=C=5—— PﬂpﬂinE-E-E-—N-CHz-ﬁ
; !
.. >~

sarebbe

qiﬂﬁnmplaﬂmn, non trattenuto dalla resina,

“Ti;ﬁﬁ*&ﬂﬂ#ﬂ-ﬂallﬂ sigteina al momentu “mlla determ=-

inazione delllattivi+d dal nifiutate.



Il benzilisotiocianato & prodotto per idrolisi

e ——

del benzilglucosinolato, un tioglucoside naturalsa

~ della papaia, ad opera della tioglucosidagi secondo
la reazione (58):

o THBElEEassnn ;
@-CH,~C-5-glu + qu — e e S —'-'il;‘ﬁ-EHz—lu=C=5+gquaqia+H5DE

PE! da agg:i,l.Jcru;us::t:'fs‘r a ;_‘Jstegnn di qu~2nto su riportati,

[
(4

che tutt® gli isocianati sonc ativi verss gruppi

nucleofili come -HH2? -0H 2 =SH e che gli isotiowia-

" nati hanno effetti inibitori su diversi sistemi bHio-

| logici (59).

11 confronto delle attivita protcoliticne totale

54) ottenuti d=11n0 stessn
Jehals

frutto infine (tab.IX) indzcano :-La 1'attivital‘della
MY

quella del latticc. Tuttavia,

‘della polpa e del lattice (

polpa 2 superiore &
@ﬂ,tmang‘hng alcuni cubbi su questa conclusione perché

1_:_ :"m_a'ﬂ;'ﬂdﬂ usato non da la certezza della completa

aii»mna del lattice. L'attivitd specifica del la- -
g

2 AE acrnza Alcunt Ankbi mmggiore di que-=
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Tanifyifﬁ Cortznuto dii protaira (wg%31ﬂﬂgm di polpa)
nell ‘estratto grezzo. nel trattenuto e rol rifuitato
da Tioprcpil Seoharasio di polpa di frutto di Fepaia
9 diverso gr-ado di mati'razione. I) numero 1 indica

.0 stato 210 acerbo

Grzdo di rat.razicne 1 Z 3 4
Grazzo {m ;9{ 653 il
Trattenuto 49 118 183 BE
rifiutato 118 250 370 20

75
Tab.fg;i’rﬁttivité proteolitica (Unita/10Cgm di polpa).

Nello estratto grezzo. rifiutato e nel trattenuto da
Tiopropil.-Sepharosio di polpa di fxutto di papaia a

diverso ¢rado di maturazione. Il No 1 indica lo stato

pili acerbo-.

1 2 J 4

‘Bregan 26l = 4597 38T S0

. Grezzo
P AR | irer DRECAIES0 LT Y e |
. Trattenuto 1895 2524 4500 2200

T S Bdla . E8D 4110
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Tab., E;ifi 'Attiuité prntauliégg‘ ?thitﬁ/mg&}di proteina)
nello estratto grezzo, nel trattenuto ¢ nel rifiutatu
da ¥iopropil-Scpharosio di polpa frutio di papaia a
diverso grado di maturazaone, Il {lo 1 indica lo stato

pil acerho,

Grado di maturazione 1 2 3 4
Grezzo lidigr2s 99 i) 1C,0
Trattenuto 38,6 Ji 50 2450 25,0
Rifiutato Bipie 3,4 35,0 gna
I e e i S e s e e e o

Tab. IX. Attivitad proteolitica (Unita/Frutto) di polpa

e di lattice cestratti nello stesso frutto.

Grado di maturazione 1 2 3 2
3 Polpa 7470 22049 57770 12687
iﬁ'ﬁﬁaﬂ indica lo stato Pid acerbo.
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