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AKTYWNOSC PROTEAZ | INHIBITOROW TRYPSYNY
W STARZEJACYM SIE ZIARNIE ZYTA O ROZNYM STOPNIU DOJRZALOSCI

B. Sobieraj, K. Kulka

Instytut Biologii Roglin AR-T w Olsztynie

WSTEP

Badania dofyczqce zachowania przez nasiona zywoftnosci wskazujq, ze peinowarfosciowe ziar-
no zb6z przechowywane w nieklimatyzowanych pomieszczeniach na ogét zachowuje swq warfosé
siewng przez kilka lat [6]. Zaobserwowano jednak, e poszczegélne gatunki zb6éz, a nawet odr
miany, rézniq si¢ pod tym wzgledem. Zyto na przyklad, w poréwnaniu z pszenicq, owsem i
jeczmieniem zywotno$é fraci najszybciej [6].

Postepujqce w czasie przechowywania sTarze;ﬁe sie ziarna /przejowiajgce si¢ obnizeniem zdol-
noéci kieltkowania czy tez wzrastajqgcq liczbg kietkéw nienormalnych/ jest nastepstwem réznorod
nych zakléced w przebiegu proceséw metabolicznych w komérkach. Natura biochemiczna tych
zakléceri poznana zostala w niewielkim stopniu. Szczegblnie interesujgce, a dotychczas prawie
niezbadane, jest zagadnienie regulacji aktywnosci enzymalycznej w starzejqcym sig ziarnie.
Sygnalizowany w literaturze ujemny wplyw procesu starzenia si¢ ziarna na aktywnosé proteaz

zwiqzany jest, byé moze, w jaki§ sposéb ze zhmianami poziomu inhititoréw tych enzyméw.

PRZEGLAD LITERATURY

Zmiany w mefabolizmie komérkowym ziarna, zachodzqce podczas starzenia sig, zostajq zapo-
czqtkowane przez uszkodzenie genomu i aberracje chromosomowe [5]. Dalsze zmiany dotyczq
aktywnosci ukladéw enzymatycznych i funkcji membran komérkowych. Obserwuje sig skurczenie

¥ czeciowy zanik plazmolemmy, polqczone z wyraznym odstawaniem profoplastu od &ian komér-

kowych [5].Crzesiuk i tuczyriska [2] wspominajq o powstawaniu swoistych szczelin fizjologicznych
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w membranach komérkowych, co pozostaje w zwigzku z utlenianiem/fosfolipidéw i koricowych,
hydrofobowych reszt kwaséw ftuszczowych.

Na uwage zastuguje nieharmonijny przebieg proceséw oddechowych w starzejqcym sig ziar-
nie. Z jednej strony obserwuje sig nasilenie oddychania i zwiqzany z tym spadek ilosci cukréw
rozpuszczalnych [4], z drugiej za$§ - zmniejszenie ilosci ATP wytwarzanego w mifochondriach,

joko wynik zahamowania aktywnosci enzyméw laficucha oddechowego i rozkojarzenia fosforyla-
cji ok;sydccyinei [2, 10].

Postgpujqce starzenie sig ziarng znajduje réwniez swéj wyraz w zmianie aktywnosci enzyméw
proteolitycznych, szczegélnie w bielmie [7]. Nasuwa to przypuszczenie, ze proces ten ma zwiq-
zek z dzialaniem naturalnych inhibitoréw proteaz. W literaturze brak danych na ten temat.
Celem pracy stalo si¢ wigc poréwnanie aktywnosci endopeptydaz oraz inhibitoréw frypsyny w
kietkujgcym ziarnie zyta po rocznym i trzyletnim okresie przechowywania. Podjeto tez prébe
uchwycenia ewentualnej zaleznosci migdzy aktywnosciq endopeptydaz oraz inhibitoréw trypsyny

w ziarnie ré6znego wieku a stopniem jego dojrzalosci w momencie zbioru.

MATERIAL | METODY BADAN

Do analiz uzyfo ziarna zyta ozimego odmiany Darkowskie Zlote i Pancerne, uprawianego
na poletkach doswiadczalnych AR-T w Tomaszkowie w lafach 1974/75 i 1976/77. Ziarno ze-
brano w trzech fazach dojrzaloéci: mlecznej, woskowej i pelnej. Bezposednio po zbiorze ziar-
no zostalo wymlécone, a nastepnie przechowywane w warunkach laboraforyjnych do roku 1978,
tj. przez okres 1 roku i 3 lat. Po uplywie tego czasu sprawdzono zdolnoéé i energie kietkowa-
nia ziarna /zgodnie z przepisami podanymi przez ISTA/ oraz badano akfywnosé inhibitoréw tryp-
syny oraz endopeptydaz w bielmie pgczniejqcego i kietkujgcego ziarna. W badaniach tych
wzorowano sie na metodzie opisanej przez Polanowskiego [8loraz Fursowa [1]. Ekstrakly z ziar-
na ofrzymywano w nasfepujqcy sposéb: 1 g ziarna poddano pecznieniu oraz kielkkowaniv w cza-
sie 12, 24, 48 h w temperaturze 300 K(27°C) . Jako kontroli uzyto ziarna pgczniejqcego 12 h
w temp. 273-277 K /0-4°C/.

Po wyizolowaniu zarodkéw wraz z farczkq bielmo rozcierano w mozdzierzu z 10 ml buforu
octanowego o pH 4,5 i mieszano w ciqgu 1 h. W tych warunkach, jok podaje Polanowski (8],
prawie polowa biatek ulega wytrgceniu /w poréwnaniu z ekstrakcjq w wodzie/, za$ frakcja
inhibitoréw pozostaje niemal bez zmian.

Ekstrakt pozostawiano przez 12 h w temp. 273-277 K /0-4°C/. W tym czasie zachodzita
dysocjacja kompleksu proteaza - inhibitor; wyfrqcala sie tez czeé€ bialek osadowych. Po od-

wirowaniu eksfraktu przy 10000 g w ciggu 15 min przeprowadzano wysalanie supernatantu 50%
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(NH4)2504 w ciqgu 2 h w celu osadzenia frakeji inhibitora trypsyny. Dalsze wysalanie Mo
100% (NH4)2SO4/ prowadzilo do uzyskania frakeji proteaz. Po odwirowaniv /10 000 g, 15min/
inhibitor rozpuszczano w 3 ml 0,%% NaCl, za$ proteazy - w wodzie destylowanej i poddawa-
no dializie w wodzie biezqcej /2 h/, a nastgpnie w wodzie desty]owanej /16 h/.

Aktywnosé inhibitoréw trypsyny oznaczano, sfosujqgc L-N-benzoyl-D-L-arginyl-p=nitroanilid
/BAPA/ firmy Merck /6 mM roztwér w dwumetylosulfotlenku/ oraz trypsyne krystalizowanq 3
razy, firmy Fluka /roztwér zawierat 0,25 mg frypsyny w 1 ml 1 mM HCl/

Ekstrakt z bielma zyta ogrzewano w femp. 353 K /80°C/ przez 0,5 h. Nastepnie 0,2 ml tego
ekstraktu preinkubowano przez 5 min z 0,025 ml frypsyny w femp.293 K /20°C/, po czym
dodawano 1 ml buforu Tris-HCI o pH 7,6 oraz 0,1 ml substatu /BAPA/ i poddawano 30-miny-
towej inkubacji w temp. 310 K /37°C/. Wykonano 2 préby konftrolne, majgce na celu spraw-
dzenie aktywnosci wyjsciowej frypsynyr /I(l / oraz ewentualnej aktywnosci trypsynowej ekstraktu
z bielma zyta /K"/. Stopieri inhibicji wyznaczano przez poréwnanie aktywnosci trypsyny w &o-
dowisku bez eksiraktu z bielma /kontrola |/ oraz po dodaniuv eksfaktu zawierajgcego inhibifory

/préba wlasciwa W/, korzystajqc ze wzoru:

KI - /W -K.”/ x 0,006 x 15

Ky

gdzie:
I - oktywnosé inhibitoréw trypsyny,
W -E nm préby wlasciwej,

405
- t i
K| E405 am préby kontrolnej |,
- t z
K“ E405 nm préby kontrolnej I,

0,006 - ilosé ug frypsyny w roztworze,

15 - wspélczynnik przeliczeniowy w warunkach doswiadczenia,

Wyniki podano w pg zinaktywowanej trypsyny w przeliczeniv na 1 g $wiezej masy i na biel-
mo 100 ziarniokéw .

Aktywnosé endopeptydaz oznaczano we frakeji uzyskanej /jak wspomniano wyzej/ po wysala-
niu eksiraktu z bielma zyta 100% (NH4)2SO4.

Jako substratu uzyto kazeiny /1% roztwér w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6/. 1 ml ka-
zeiny po dodaniu 1 ml ekstraktu z bielma inkubowano przez 24 h w temp. 310K /37°C/.
Reakcjg przerywano przez dodanie 3 ml 10% TCA /do préby kontrolnej TCA dodawano od razu/.
Nastepnie probéwki wstawiano na 15 min do temp. - 15°C, a po wytrqceniu sig drobnoczqgste-

czkowych produkiéw rozpadu kazeiny wirowano przy 5000 g przez 15 min. Pomiaru ekstynkciji
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dokonano na spektrofotometrze przy 280 nm, wobec wody. Uzyskane wyniki wyrazono w jednos-

tkach enzymatycznych, okreslajqacych réznice miedzy prébq wiasciwg a kontrolng w warunkach

do$wiadczenia.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

W celu dokonania wstepnej charakterystyki badanego materiatu okreslono energie i zdolno$é

kietkowania ziarna #yta o réznej dojrzaloéci i po réznym okresie przechowywania /tab. 1/.

Tabela 1

Zdolnosé i energia kietkowania ziarna zyta o réznej dojrzalosci /ze zbioru w latach

1975 i 1977/ po ré6znym okresie przechowywania

Energia kietkowania Zdolnosé kietkowania Procent kietkéw

. ) __. _hienormainych
z1977r. z 1975t z1977 r. 21975r¢. 2z 1977r. z1975v.

Odmiana Dojrzatosé

przecho- przecho-  przecho- przecho- przecho-  przecho-
wywane  wywane wywane wywane  wywane wywane
1 rok 3 lata 1 rok 3 lata 1 rok 3 {ata
Pancerne mleczna 20 0 50 0 9 0
woskowa 43 23 98 56 0 42
peina 72 53 81 66 3 12
Daskow~ mleczna 28 3 43 10 8 3
skie woskowa 33 19 98 53 1 40
Zlote pelna 70 56 87 78 3 10

Ziarno zebrane w 1977 r., jok juz wspomniano, przechowywane bylo w warunkach laboratoryj-
nych przez 1 rok, za$ zebrane w 1975 r. - 3 lata. U obu badanych odmian zyta /Pancerne
i Darkowskie Zlote/ stwierdzono znaczne obnizenie energii i zdolnoiki kietkowania po trzylet-
nim okresie przechowyWania w poréwnaniu z ziarnem przechowywanym przez rok. Malejqcej
zywotnosci ziarniakéw fowarzyszylo pojawianie sig coraz wigkszéj liczby kietkéw nienormalnych.
Najszybciej iracilo zywotno§é ziarno o dojrzalosci mlecznej. Po 3 latach przechowywania kiet-
kowalo ono bardzo stabo albo /jok w przypadku odmiany Pancerne/ wcale nie kietkowato .
Aktywnosé endopeptydaz w starzejgcym sie ziarnie zyta obu badanych odmian przedstawiono
na rysunku 1 i 2. Aklywnoé¢ t¢ wyrazano w jednostkach enzymatycznych w przeliczeniv na
1 g §wiezei masy bielma. Najbardziej widoczne sq réinice w aktywnosci endopeptydaz miedzy
ziarnem przechowywanym 3 lafa i rok, co jest zgodne z danymi spolykanymi w literaturze
[4, 5, 7]. Wspomniany spadek aktywnosci endopeptydaz w ziarnie starym nie zasze byl propor-
cjonalny do stopnia ufraly przez nie iywofnogi. Na przyktad dktywnosé endopepfydazy w
ziarnie o dojrzaloéci mlecznej jest dosé wysoka, mimo, ze ziarno to nie kietkowalo wcale.

Podobne obserwacje poczynili réwniez Nowak i Mierzwinska [7].
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Stosunkowo najmniejsze zmiany zaréwno w czasie kietkowania, jok fez bedgce wynikiem nie-

jednakowego okresu przechowywania, nastqpily w bielmie ziarna o dojrzalosci peilnej. Natfo-

miast w bielmie ziarna niezupelnie dojrzalego /dojrzalo$é woskowa czy mleczna - gtéwnie

w roku 1977/aktywnosé endopeptydaz rosta wielokrotnie podczas kietkowania, zwlaszcza po
uplywie 24 h /frys. 1 i 2/. Podobne wyniki uzyskalismy w roku 1977 w pracy dotyczqcej

akfywnosci proteaz w bielmie kietkujgcego ziarna jeczmienia [11] . Wspomniany wzrost aktyw-

noéci endopeptydaz w miarg kietkowania w' ziarnie przechowywanym 3 lata zaznaczyt sie o

wiele slabiej, lecz réwniez dotyczyl /fszczegblnie w ziarnie odmiany Darkowskie Zlote/ ziar-

na nie w peini dojrzatego.

281

26— 1

24

_ dojrzatosé
22 woskowa

20 _ .,
dojrzatosc
mleczna

4

dojrzatosc

18

16

J.e./ 1g $wiezej masy bielma

Je./1g swiezej masy bielma
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//.—-
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| | | |
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Rys. 1.Aktywnosé endopeptydazy w starzejqcym

sig ziarnie zyta ozimego Darskowskie Zlote
podczas pecznienia i kietkowania: 1 - ziarno

z 1977 r. /przechowywane 1 rok/, 2 - ziar-

no z 1975 r. /przechowywane 3 lata/
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Rys. 2. Aktywno$¢ endopeptydazy w starze-
jgcym si¢ ziarnie zyta ozimego Pancerne
podczas pecznienia i kietkowania: 1 - ziar-
no z 1977 r. /przechowywane 1 rok/, 2 -
ziarno z 1975r. /przechowywane 3 lata/

Poziom inhibitoréw trypsyny w starzejgcym sig ziarnie zyta przedstawiajq rysunki 3 i 4.

Aktywnos¢ inhibitoréw, podobnie jok endopeptydaz, wyrazono w przeliczeniu na 1 g $wiezej

masy bielma. W ziarnie starszym, po 3 latach przechowywania, poziom inhibitoréw trypsyny

byl wyraznie nizszy w poréwnaniu z ziarnem po rocznym przechowywaniu. Niezaleznie jednak
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od dlugosci okresu przechowywania ziarna poziom wyjsciowy inhibitoréw najmniejszy byt w doj=-
rzalosci mlecznej. Jest to zgodne z danymi literatury, gdyz, jok podajq Kirsi [3] oraz Polano-
wski [3], najbardziej intensywne gromadzenie inhibitoréw frypsyny w ziarniakach zb6z ma miej-
sce dopiero migdzy 20 a 30 dniem po kwitnieniu.
10

dojrzatosc woskowa

dojrzatos¢ petna
—

—_—2

dojrzatosc mleczna

dojrzato$¢ woskowa

dojrzatosc petna

ug trypsyny/1g swiezej masy bieima

ug trypsyny/1g swiezej masy bielma

] | | |

12 24 36 48 h

Rys. 3. Aktywnosé inhibitoréw trypsyny w sta-
rzejgcym si¢ ziarnie zyta Pancerne podczas
pgcznienia i kietkowania: 1 - ziarno z 1977 r.
/przechowywane 1 rok/, 2 - ziarno z 1975r.
/przechowywane 3 lata/

12 24 36 48

Rys. 4. Aklywnos¢ inhibitoréw trypsyny w sta-
rzejqcym sie ziarnie zyta Darkowskie Zlote
podczas pecznienia i kietkowania: 1 - ziar=-
no z 1977 r. /przechowywane 1 rok/, 2 -
ziarno z 1975 r. /przechowywane 3 lata/

W miare uplywu czasu kietkowania koncentracja inhibitoréw w przeliczeniv na 1 g swiezej

masy bielma obnizata sig, co réwniez znajduje pofwierdzenie w literaturze [9]. Dane te sq po-

dobne u zyta obu badanych odmian.

Warto réwniez zwrécié uwage, ze w ziarnie o dojrzalosci mlecznej zebranym w 1977 r. po-

ziom inhibitoréw trypsyny nie ulega prawie zmianom w czasie kielkowania. Odmiennoé¢ pod

tym wzgledem ziarna o dojrzalosci mlecznej w poréwnaniu z bardziej dojrzalym zaobserwowana

zostala takze w badaniach inhibitoréw frypsyny w bielmie kielkujgcego ziarna jeczmienia, pro-

wadzonych przez nas w roku 1977 [11]. W czasie pierwszych dwu dni kietkowania stwierdzono
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nawet w niedojrzalym ziarnie jeczmienia szybkie i znaczne nagromadzanie sig¢ inhibitoréw

w bielmie, widoczne jeszcze w okresie 48-96 h kietkowania, jokkolwiek juz w mniejszym stop-

niv.

Otrzymane wyniki wskazujq, ze w czasie pierwszych 24 h kietkowania nie uchwycono kore-

lacji miedzy aktywnosciq proteaz oraz inhibitoréw frypsyny. Zaleznos¢ taka uwidocznila sig do-

piero w okresie 24-48 h kietkowania, kiedy postepujgcemu spadkowi koncentracji inhibiforéw

w tkanach bielma fowarzyszyl wzrost aktywnosci endopeplydazy . Wyrazniej zaznaczyla sie

wspomniana zalezno$é w ziarnie przechowywanym przez rok, ktére zachowalo znacznie wigkszq

zywofnosé niz ziarno po 3 latach przechowywania.

10.

11.
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B.CoGepalt, K.Kyarka )

AKTUBHOCTh MPOTEA3 U UHT'UBUTOPOB TPUNCUHA B CTAPEDLEM
3EPHE7 PXU C PA3HOA CTEMEHBD CIEJOCTU

/ Pea3apue

3epHe pxu colpanroe /B 1975 u 1977 rr./ B Qaase MOJOYHOH, BOCKO =
BOM ¥ nonHe® cnexoCTV XpAHWIM B JAGODATOPHHX YCHOBHMAX B TEYECHHE OLHO~

re roaa M Tpex JIeT, & 3aTEM CPABHHBAJIW AKTHBHOCTH MHrUGHTOPOR TDH-

ncun@h SHIONENTHAA3H B SHAOCIMCPME 3TOI'0 3€pHA MOCJNE €ero HaOyXaHUSA n
npopacrTaHda BO BpeMa 12, 24 H 48 vUacoB.

B aepHe pxu co6panHOM B 1975 r. /nocne 3-n1eTgero INeproaa xpa-
HeHug/ BAOIDIAANOCH OCNAGIEHUS XHU3HEeCNOCOOHOCTH, & TAKXE CHUXCHIE aKTH-
BHOCTH K&K OJHJAOMENTHAS3H TAK W HHCMOKTOPOB TPHUNMCHHA B CDABHEHHH C 3€p-
HOM XDAHVMHM B TE€YeHHE OIHOIe rojd. YKa3aHHHE W3MECHEHHA NMPCABIANHUCEH
HauboJee CHIBHO B 3epHe COGDAaHHOM A0 JAOCTHUXEHMA MOJHOR cnexocTH.

3aBHCHAMOCTD MEXJY AKTHBHOCTHD SHAOGNENTHAA3U U HHCMOATODPOB

TPUNCHHS HAOIDAANIOCH TONBKO depe3 24-48 dacoB npopacraHHf. llpoasBurapn-

HeecAd CHUXEHME KOHNEHTpannu MHIMACHTOPOB B TKaHAX JHAOCNEpDMA CONMyTCTBO- ¥
BAloCh B TO BPEMA DOCTOM &KTHBHOCTH PHJONENTHIA3H., YKA3aHHAA 3ABUCHMOCTR!
Oouna OoJee 3aMeTHOM B 3epHE XpaHHMOM B TE€YEeHHE OAHOI'O roaa, xU3HECT0Co0-

HOCTH KOTOpPOI'® OHJa CWIbHEE, 9eM 3€DH& XDAHHMMOI'0 B TE€UYEHMEe Tpex JNeT.

B. Sobieraj, K. Kulka

ACTIVITY OF PROTEASES AND OF TRYPSIN INHIBITORS
IN AGEING RYE GRAIN WITH DIFFERENT RIPENESS DEGREE

Summary

Rye grain collected in 1975 and 1977 in the milk, wax and full ripeness phase was stored
under laboratory conditions in the period of 1 year and 3 years and then the activity of frypsin
inhibitors and endopeptidase in the endosperm of this grain subjected to swelling and germina-
tion during 12, 24 and 48 hours was compared.

In the rye grain harvested in 1975 a vitality drop and a weakening of the activity of endo-

peptidases and frypsin inhibitors was observed after its 3-year storage compared with the

e
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grain stored for 1 year. These changes occurred more strongly in the grain collected befor
reaching its full maturity.

The relationship between the activity of endopeptidase and of trypsin inhibitors was observed
only after 24-48 hours of germination. A progressing drop of the concenfration of inhibitors
in endosperm tissues was accompanied then with a growth of the endopeptidase activity. This
relationship occurred more distinctly in the grain stored for 1 year, which appeared to be mo-

re vital than the grain ofter its 3-year storage.



