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Caly proces rozwoju onfogenelycznego ziarna zb6z podzieli¢ mozna na frzy, wyrainie zréz-
nicowane pod wzgledem anatomicznym, morfologicznym i fiziologiczno-bioéhemicznym etapy [4X:

- efap formowania bielma i prozarodka /faza dojrzatosci ziélonei/,

- etap zoﬁbdniczego formowania zarodka i czgéciowego gromadzenia materialéw zapasowych
/faza dojrzatosci mlecznej/,

- etap zasadniczego gromadzenia materialéw zapasowych, utrata wody i przejscia w stan
spoczynku faza dojrzalosci woskowe| i pelnej dojrzalosci fizjologicznej/.

Poszczegélne fazy dojrzalosci ziarna charakteryzujq sig swoistym typem przemian fizjologicz-
‘nych i biochemicznych. Uwidacznia sig to w metabolizmie weglowodanéw, kwaséw nukleinowych
i biatek. W poczqtkowym ckresie formowania ziarna zb6z w&éd zwigzkéw azotowych dominuj'e
azot nfebia?kowy /atéwnie aminokwasy i amidy/ oraz albuminy i globuliny. W miare dojrzewa-
nia ziarna maleje wyraznie procentowy udziat azotu niebiatkowego, za$§ szybko wzrasta ilosé
prolamin i globulin [1-3, 8].

Przypuszcza sig, ze w czgiciowe] przebudowie kompleksu biatkowego dojrzewajqcego ziarna
uczestniczq enzymy proteolityczne. W literaturze spotyka sig poglad, ze we wczesnym okresie
dojrzewania wysfgpujqce w owocni biatka sq pod wplywem endopeplydaz rozkladane do aminokwa-
séw, a nastepnie wykorzystywane do syntezy bialek zapasowych bielma [6] .

Ckres wzmozonej biosyntezy bialek zapasowych w ziarniakach zbéz jest poprzedzony z reguly
intensywnym gromadzeniem inhibitoréw proteaz. Prawdopodobnie zabezpieczajq one tworzqce sie

biatka przed nieporzqdanq protfeolizq [9-11].
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Celem ninjejszej pracy bylo zbadanie zmiany biatek rozpuszczalnych w ziarniakach pszenicy
ozimej i jeczmienia jarego, zachodzqcych w czasie dojrzewania. W wyodrebnionych frakcjach
oznaczono takze aktywnosé enzyméw proteolityéznych /egzopeptydaz/ oraz poziom inhibitoréw
frypsyny .

MATERIAL | METODY BADAN

\
r

Badania przeprowadzono na ziarnie dwu odmian pszenicy ozimej /Grana, Jana/ oraz jeczmie-
nia jarego /Piast, Kosmos/. Ziarno do badari pochodzito z roslin uprawianych w latach 1976~
-1977 na poletkach doswiadczalnych Instytutu Biologii Roélin w Tomaszkowie k.Olsztyna. Zbio-
ru ziarna dokonano w trzech fazach dojrzalosci: mlecznej, woskowej i pelnej. Analizy chemicz-
ne wykonano natychmiast po zbiorze.

Biatka rozpuszczalne z 3 g ziarna ekstrahowano 5 ml 0,2 M roztworu chlorku sodowego
w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,0. Homogenat wirowano przy 16 000 g, a supernatant
zawierajqcy albuminy i globuliny rozdzielano metodq sqczenia molekularnego na sefadeksie
G-100[7]. Zawartosé¢ bialek we frakcjach oznaczono metodq spekirofotometryczng i na tej pod-
stawie sporzqdzono wykresy zaleznoii objetosci eluatu od ilosci biatka /ekstynkeji/. Kalibracii
kolumn dokonano za pomocq kilku czystych biatek o znacznych masach czqsteczkowych: cytro-
chromu ¢ /13 000/, trypsyny /23 800/, albuminy jaja kurzego /45 200/ i albuminy krwi wolo-
wej /64 000/.

We frakcjach bialek ofrzymanych w wyniku sqczenia molekularnego zbadano aktywnosé egzo-
proteolitycznqg oraz antytrypsynowq. Aktywnosé aminopeptydazy i karboksypeptydazy oznaczono
przez pomiar ilo&i uwolnionego p-nitroanilidu z L-leucylo-p-nitroanilidu i &-N-benzoilo-DL-
-arginylo-p-nitroanilidu wg metody Siepena i wsp. [12] . Aktywnosé antytrypsynowq biatek wy-
razano procenfem inaktywowanej trypsyny, dzialajqcej na ‘szh.;czny peptyd o-N-benzoilo-DL-
-arginylo-p-nitroanilid wg metodyki opisanej przez Grzesivka [ 5].

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

W wyniku sqczenia molekularnego na zelu sefadeks G-100 biatka ziarniokéw rozpuszczalne
. w soli obu odmian pszenicy rozdzielono na dwie zasadnicze frakcje rézniqce sig gednimi masa-
mi czqsteczkowymi /rys. 1/: frakci;: | o masie okolo 90 000 daltoréw 1 frakeja Il - okolo |
7 500 daltonéw. W ziarnie zebranym w fazie dojrzalosci mlecznej zdecydowanie przewazaly
biatka niskoczgsteczkowe. W miarg dojrzewania ziarna zawartoéé bialek o.ma}ei masie czistecz-
kowe] wyraznie zmniejszala si¢, wzrastala natomiast iloé biatek wysokoczqsteczkowych. Frakcie

biatek i ich zmiany w czasie dojrzewania ziarnia pszenicy byly podobne u cbu odmien.
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Rys. 1. Frakcje bialek ziarnia pszenicy réznej dojrzatoéci oraz ich aktywno$é proteolityczna
' ‘ i antytrypsynowa
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Rys. 2. Frakcje bialek ziarna jgczmienia réznej dojrzatosci oraz aktywnos¢ proteolityczna
i antytrypsynowa
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W ziarniakach jgeczmienia jarego badanych odmian dominowaly réwniez dwie frakcje biatek
rézniqce sie masﬁ czqsteczkowq /rys. 2/: | frakcja o masie okoto 100 000 i Il frakcja - okoto
8 000 daltonéw. Najwiecej bialek niskoczqsteczkowych zawieraly ziarniaki zebrane w fazie
dojrzatosci mlecznej. W trakcie dojrzewania frakcja ta ulegala zmniejszania, a zwigkszal
sig poziom bialek o duzej masie czqsteczkowej. Zmiany te byly w poréwnaniu z pszenicq
nieco mniejsze.

Z przytoczonych danych wynika, ze sklad jokosciowy bialek rozpuszczalnych ulegt w ziarnie
istotnym zmianom podczas dojrzewania. Zwigkszanie sig- ilosci biatek o duzej masie czgstecz-
“kowej zachodzilo kosztem biatek drobnoczqsteczkowych, a jednoczeénie absolutna ilosé tych
" zwiqzkéw nie ulegata wigkszym zmianom. A

We frakeji bialek o duzej masie czqsteczkowej wykryto znaczng aktywnosé aminopeptydazo-
wq. Aklywnosé aminopeptydaz juz do§é znaczna w fazie dojrzatosci mlecznej osiggata u obu
gatunkéw maksimum w ziarnie zebranym w fazie dojrzalosci woskowej, po czym w ziarnie
w peni dojrzalym nieznacznie zmniejszala sig. -

Frakcja bialek o duzej masie czqsteczkowej charakteryzowala sig takze aktywnoicig karbo-
ksypeptydazowq. Jednakize aktywnosé ta byla nieznaczna i wystgpowala tylko w ziarnie psze-
nicy zebranym w fazie doirzdo‘§ci mlecznej, a w przypadku jeczmienia w fazie dojrzatosci
_ mlecinei i woskowej. U obu gatunkéw nie stwierdzono aktywnosci karboksypeptydazy w ziarnie
w pelni dojrzalym.

W biatkach rozpuszczalnych dojrzewajqcego ziarna pszenicy i jeczmienia wykryto frakcije,
wykazujqcq dkiywno§6 anfytrypsynowq, o masie czqsteczkowe| okoto kilkunastu daltonéw. Znacz-
nq oktywnosé inhibitora biatkowego frypsyny wykryto w ziarnickach badanych zbéz juz w fazie
dojrzatosci mlecznej. W czasie dojrzewania ziarna aktywnosé antytrypsynowa bialek zwigkszala
sie, osiggajgc maksimum w fazie dojrzatosci pelnej. Ziarno jgczmienia na przestrzeni calego
swego rozwoju charakteryzowalo sig nieco wigkszq ilosciq inhibitora frypsyny niz ziarno psze-
nicy.

Inhibitory biatkowe frypsyny sq istotnym czynnikiem obnizajgcym warto$¢ odzywczq ziarna
zhéz, poniewaz biatka w nich zawarte nie sq w pelni wykorzystywane przez organizmy zwie-

rzece.
WNIOSKI

1. W czasie dojrzewania ziarna pszenicy i jgczmienia zwieksza sig ilosé biatek wysokoczqs--
teczkowych, a zmniejsza poziom bialek o matej masie czqsteczkowej.
2. Frakcje bialek o duzej masie czqsteczkowej charakteryzowaly si¢ duiq aktywnosciq amino-

peplydazowq, szczegélnie w ziarnie obu gatunkéw zebranych w fazie dojrzatosci woskowej.
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3. Aktywnosé karboksypeptydaz byla nieznaczna i wystepowata tylko we frakcji biatek wy-
sokoczqsteczkowych ziarna pszenicy i jeczmienia nie w pelni dojrzatego.
4. Biatka o masie czgsteczkowe| okolo kilkunastu daltonéw cechowala duza aktywno$é anty-

trypsynowa. Najwiekszq ilosciq inhibitora trypsyny cechowato sie u obu gatunkéw ziarno zebra-

ne w fazie dojrzalosci woskowej i pelnej.
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- BEJKA, MPOTEA3H ¥ MHT'MBUTOPH TPUIICHHA B CO3PEBADIEM 3EPHE
O3MMO#f MIEHUOH K APOBOr0 AUMEHHA

Pespue

llo ueToRy MoxexynapEo¥ (GHILTDANENM HCCIAEAOBANN KBMCHEHHS DACTBO-
PEMEX GENKOB B 3€PHOBKAX O03ENMoM nuemmns /I'pana, fiza/ M APOBOro AYMEEHH
/Nace, Kecuoc/ﬁponcxogamne BO BDEMA COSDEBAaHHE, B BHACICHHEX dparmuax
GeaKOB ONpejeNsnd &KTHBHOCTH NPOTEOIMTHUYECKEX SH3MMOB M KOJEKYECTBO HH-
rECMTOPOB TPUMCHEA. YCTAHOBJIEHO, YTO B XOXE CO3pEBAaHEA aepnoaok eboux
BHAOB XIEGOHHX 3JAKOB NMOBHEAJIOCH KOJNHIYECTBO BHCOKOMOJGKYJAPDHHX GEIEOB,
@ CHExXANCH YPOBEHHr OenKOB C HU3KEM MONERYyAADHHM BecoM, B feskax ¢ BR-
COKEM MONEKYIXADENM BECOM OHJA BHABIEHA 3HAUYATENBHAA AKTHBHOCTH IPOTSO-
XETHYECKEX SH3MMOB, OCOOCEHO AMMHHMNENTHAA3. JT& AKTHBHOCTH OHNa caMou
MHT@HCHBHOE B 3epHOBKAX / NUEHKOH u Auxerd/ codpannﬁx B (a3e BOCKOBOM
3peNoCTH, beaka C HeOONBNEM MONEKYJAPHHM BECOM X8DAKTePH30BalECh BHCO-
Kol aETHTDUNCHEHHOM AKTHBHOCTED, CuHTE3 Genxoaux'nnrndnropon TPHIICEEA
NPOUCXOAWN yxe B fase MOXNOUHOM 3pesocTH, & 3AKAEYMBANCHA NMPAKTHYECKH B
¢dase BOCKOBOM 3peNOCTH 3€PDHOBOK OCOMX BHAOB XJNEOEHHX 3JaKOB.

S.Grzesiuk, A.Jogin, A.Rejowski
PROTEIN, PROTEASES AND INHIBITQRS OF TRYPSIN IN
RIPENING WINTER WHEAT.AND SUMMER BARLEY GRAIN

Sumnmarzrxry

. Changes of soluble proteins in kernels of winter wheat /Grana,Ja-
na/, and summer barley /Piast, Kosmos/ occuding in the ripening course
were investigated by the method of molecular filtration.ln separated pro-
tein fractions the activity of prototypic enzymes and the amcunt of

trypsin inhibitors were determined. It hus been found that in the ripe-
ning course of kernels of both cereal species increased the content of
high-molecular proteins and decreased the level of proteins of low mcle-
cular weight. In proteins of high melecular weight considerable activity
of proteolytic enzymes, particularly of aminopeptidases hus been revea-
led., These enzymes showed the maximum activity in kernels / of wheat and
barley/ colletted in the wax ripening phase. Proteins of a low molecular
weight distinguished themselves with a high antitripsin activity. lhe Fyn—
thesis of protein inhibitors of trypsin occurred as early as in the miik
ripening phase and finished practically in the w ax ripeness phase of ke-
rnels of both cereal species.



