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Biatka ziarniakéw niektérych gatunkéw rodziny Gramineae
i ich wlasno$ci antytrypsynowe

Seed proteins of some species of Gramineae and their antitryptic properties

I. LORENC-KUBIS

Nasiona wielu gatunkow roélin charakteryzuja si¢ obecnoscig bialek lub poli-
peptydéw (Rackis, Sasame 1962) posiadajacych zdolno$¢ tworzenia nieaktywnych
kompleksow z trypsyna.

Szczegdlnie bogatym zrédlem inhibitoréw trypsynowych okazaly si¢ nasiona
roélin motylkowych (Papilionaceae). W rodzinie tej obecnos$¢ inhibitoréw trypsy-
nowych stwierdzono w nasionach soji (Kunitz 1946; Birk 1961; Rackis, Sasame
1962; Rackis, Anderson 1964). Phaseolus lunatus (Haynes, Feeney 1967),
Vicia faba (Sohonie, Huprikar, Joshi 1958), Vigna sinensis (Ventura, Filho
1967), Phaseolus aureus (Chu, Chi 1963) i licznych odmian Phaseolus vulgaris:
navy bean (Wagner, Reim 1967), kidney bean (Pusztai 1966) i white bean (Czer-
nikow, Abramowa 1966). W rodzinie traw (Gramineae) aktywno$¢ antytrypsy-
nowa stwierdzono jedynie w wyciagach z nasion pszenicy (Shyamala, Kennedy,
Lyman 1961; Learmonth, Wood 1963) i zyta (Polanowski 1967). Brak jest
natomiast w literaturze danych odnoénie bialek i ich aktywnosci antytrypsynowej
w przypadku wielu gatunkéw traw. Z tych wzgledéw interesujace wydalo sig¢ prze-
analizowanie réznych gatunkéw traw pod wzgledem zawartosci bialek ekstrahuja-
cych si¢ woda, 0,9 % roztworem chlorku sodu i 0,15 M kwasem sulfosalicylowym
i zbadanie ich whasno$ci antytrypsynowych.

MATERIAL 1 METODY

Badania przeprowadzono na nasionach 8-miu gatunkéw traw ze zbioru 1963,
1965 i 1966 roku, pochodzacych z Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
we Wroctawiu, Nasiona przechowywano przy wilgotnodci wzglednej powietrza
od 45 do 55 %. Sila kietkowania analizowanych odmian w okresie przeprowadzania
doswiadczen wynosita dla zbioru z 1963 roku od 70 do 82 %, natomiast dla zbioru
1965 i 1966 roku od 89 do 98 %

Ekstrakcja bialek nasion woda, 0,9 % roztworem chlorku sodu i 0,15 M kwasem
sulfosalicylowym: 5 do 10 g nasion mielono w miynku nozowym przez 3 do 4 minuty
po czym 1 do 2 g probki zmielonego ziarna ekstrahowano 10 ml wody, 0,9 % roztwo-
ru chlorku sodu lub 10 ml 0,15 M kwasu sulfosalicylowego. Po godzinnym mie-
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szaniu na wytrzasarce w temperaturze pokojowej, proby wirowano przy 12 tys.
obrotéw na minute w ciagu 20 minut. W wyciagach oznaczano biatko turbidy-
metryczna mikrometoda taninowa wg Mejbaum-Katzenellenbogen (1955)
w fotometrze Pulfricha przy filtrze Sq,. Do sporzadzania krzywej standardowej
uzywano wysuszonej do stalej wagi zelatyny f-my Griibler, ktorej czystos$¢ spraw-
dzono przez oznaczenie N-biatkowego metoda Kjeldahla.

Aktywno$é antytrypsynowq w wyciqgach z nasion oznaczano w tescie pepty-
dowym i polipeptydowym wg Mejbaum-Katzenellenbogen i wspdipracownikow
(1966). Za jednostke trypsynowa przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciagu 5 minut
w 30° w pH 7,6 rozklada 25 pg kazeiny do produktow nieoznaczajacych si¢ tanina.
Taka aktywno$¢ antytrypsynowa posiada 1 pg biatka preparatu trypsyny f-my
Merck. Za jednostke¢ antytrypsynowa przyjeto taka ilo$¢ biatka wyciagu, ktora
hamuje dzialanie 1 pg trypsyny.

Elektroforeze bibulowq bialek przeprowadzano w 0,1 M moderatorze octanowym
o pH 5,1 w ciagu 5 godzin przy napigciu 300 V. Na paski bibuly Schleicher-Schiill
2043 a o wymiarach 336 cm nanoszono w odleglosci 4 cm od srodka paska w kie-
runku katody od 200 do 350 pg biatka. Elektroforogramy barwiono blgkitem bromo-
fenolowym w odczynniku taninowym wg Mejbaum-Katzenellenbogen
i Dobryszyckiej (1959). Elektroforogramy niebarwione eluowano 0,9 %, roztwo-
rem chlorku sodu w ciagu 24 godzin i w poszczegdlnych frakcjach oznaczano aktyw-
no$¢ antytrypsynowa w tekscie peptydowym wg Mejbaum-Katzenellenbogen
i wspolpracownikéw (1966). '

Odczynniki

Tanina czysta — import Anglia 9/65 (Cefarm-Katowice) zawierajaca w 80 %
gallotaning.

Trypsyna firmy Merck A. G., Darmstadt o aktywnosci 20 000 jednostek Fulda-
-Grossa na gram.

Kazeina biala rozpuszczalna firmy British Drug Houses, Poole, England.

Pozostale odczynniki byly cz.d.a. i pochodzity z Polskich Odczynnikéw Chemicz-
nych — Gliwice.

WYNIKI

I. Charakterystyka bialek ziarniakéw traw

Ziarniaki przebadanych 8-miu gatunkéw traw z 5-ciu podrodzin: kostrzewowa-
tych (Festuceae), mietlicowatych (Agrostideae), jeczmieniowatych (Hordeae), owso-
watych (Aveneae) i prosowatych (Panicorideae) naleza do nasion niskobiatkowych.
Nasiona te zawieraja od 6,0 do 10 % bialek w przeliczeniu na suchg maseg ziarna.
Bialka ekstrahujace sie woda lub 0,9 % roztworem chlorku sodu stanowia od 0,3
do 2,0%, a 0,15 M kwasem sulfosalicylowym of 0,1 do 0,76 % suchej masy ziarna.

Zawarto$¢ bialek ekstrahujacych si¢ woda, 0,9 % roztworem chlorku sodu

0,15 M kwasem sulfosalicylowym przedstawiono w tabeli 1.
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Stezenie bialek ekstrahujacych sig woda, roztworem chlorku sodu i kwasu sulfosalicylowego z nasion
roznych gatunkow traw

The content of water, sodium chloride and sulphosalicylic acid extractable — proteins in some
species of Gramineae secds

| ~ Bialka ekstrahujace si¢ do:

Proteins extracted with:

Podrodzina Gatunek 0,9% chlorku
) ; wody sodu -
Subfamily Species o { 0,15 M SSA
wate | o/ :
! 0.99%, so.dlum g/100 g s.m.
| /100 gsm f chloride
' 2/100 g s.m.
[ : T T . o
| | Festuca pratensis | !
: - P ! 042002 | 0,8210,08 0,29--0,03
Festuceae | Kostrzewa lakowa | | ;
| Kostrzewowate ; P S ' | '
; oa pratensis :
Mo 0,31-0,01 0,3540,04 | 0,1040,01 |
! | Wiechlina lakowa . ! |
': il ' Phl tens - i |
| Agrostiiea | RN, P 1,12:009 | 0,78+008 = 0,29-0,03
| Mietlicowate | Tymotka lakowa i ;
Lolium multi
\, : florum | 65003 | 0614009 | 026006 |
| Hordeae | Rajgras wloski -
Jeczmieniowate Hordeum sativum !
‘ _ 1,9340,17 2,0540,03 | 0,760,008
! Jeczmien browar. | [
| - S S —
Avena sativa | ?
| Aveneae e 1,7140,19 1,68+0,10 0,40-:008 |
| Owsowate Owies siewny ‘
| Zea mays i : i
| Kukurydza-zab 0,72—0,04 | 1,04 :0,05 | 022004
| Panicoideae | konski : |
| Prosowate — - i 5
‘ | Panicum miliaceum |
| ; 0,62-0,06 | 0,72::-0,06 0,19.:0,02
| | Proso zwyczajne - _

Liniami poziomymi odgraniczono w tabeli grupy systematyczne roslin.

Systematic plant groups in this table were separated by horizontal lines.
s.m. — sucha masa (dry weight).
SSA — kwas sulfosalicylowy (sulphosalicylic acid).
Dane w tabeli sg $rednimi z 10 oddzielnie pobieranych losowych préb nasion.
The mean values were taken of 10 determinations.

Sposréd 8-miu przebadanych gatunkéw najwigcej bialek ekstrahujacych sig
woda zawieraja ziarniaki jeczmienia i owsa, najmniej natomiast nasiona wiech-
liny i kostrzewy. Po$rednia zawartoscia tych bialek charakteryzuja si¢ nasiona
tymotki, rajgrasu wloskiego, kukurydzy i prosa. U wigkszosci gatunkow do roztwo-
ru chlorku sodu ekstrahuja si¢ podobne ilosci bialek jak do wody. Wyjatek stanowia
nasiona kostrzewy, tymotki i kukurydzy. W ziarniakach kostrzewy ikukurydzy
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ilo$¢ biatek ekstrahujacych si¢ chlorkiem sodu jest znacznie wigksza od ilosci biatek
rozpuszczalnych w wodzie. W nasionach tymotki stosunki sa odwrotne, st¢Zzenie
biatek rozpuszczalnych w wodzie jest istotnie wigksze od stgzenia bialek rozpusz-
czalnych w 0,9 % roztworze chlorku sodu. Bialka o charakterze polipeptydowym
i glikoproteidowym rozpuszczalne w 0,15 M kwasie sulfosalicylowym réznicuja
nasiona przebadanych gatunkéw traw na 3 grupy. Najmniej tych bialek zawieraja
nasiona wiechliny lakowej, najwiecej nasiona jeczmienia browarnianego i owsa.
Grupe poérednia stanowia nasiona prosa, kukurydzy, rajgrasu wloskiego, tymotki
i kostrzewy.

Ze wszystkich przebadanych gatunkéw nasion, ziarniaki jeczmienia i owsa
zawieraja najwigcej albumin, globulin i bialek rozpuszczalnych w 0,15 M kwasie
sulfosalicylowym. Najmniejsza zawartoscia tych bialek charakteryzuja si¢ nasiona
wiechliny lakowej.

II. Aktywno$¢ antytrypsynowa bialtek ziarniakow traw

W tabeli nr 2 zebrano wyniki otrzymane z oznaczen aktywnosci antytrypsyno-
wej bialek nasion réznych gatunkéw traw.

W wyciagach wodnych i chlorkowych wszystkich badanych gatunkow traw
z wyjatkiem prosa stwierdzono obecno$¢ inhibitoréw trypsynowych. Dla poszeze-.
gblnych gatunkéw aktywno$¢ antytrypsynowa w wyciagach wodnych wynosita
od 13 do 63 jednostek, a w wyciagach chlorkowych od 5 do 53 jednostek na mg
biatka. Najwigksza aktywno$¢ stwierdzono dla albumin nasion kukurydzy, wiechliny
i kostrzewy, najmniejsza natomiast dla jeczmienia i owsa. Z powodu jednak
malego steZenia albumin w ziarniakach wiechliny i kostrzewy aktywnos¢ catkowita
inhibitoréw trypsynowych w tych nasionach jest niska. W wyciagach chlorkowych
najnizsza aktywno$¢ antytrypsynowa stwierdzono w przypadku bialek owsa
i présa.

W wyciagach sulfosalicylowych aktywno$¢ inhibitorowa stwierdzono jedynie
w przypadku nasion kukurydzy, prosa i owsa. AktywnoS$¢ antytrypsynowa w tych,
wyciagach wynosita odpowiednio od 25 do 29 jednostek na mg bialka.

I11. Elektroforeza bibutowa bialek wyciagéw chlorkowych

W elektroforezie bibutowej w 0,1 M moderatorze octanowym o pH 5,1 biatka
ziarniakéw traw dziela si¢ na 4 do 5 frakcji. Elektroforogramy tych bialek przedsta-.
wiono na rycinie 1, 2. Pig¢ frakcji uzyskiwano w przypadku nasion kostrzewy,
rajgrasu, owsa, kukurydzy i prosa. Z elektroforograméw eluowano do 0,9 7; roztwo-
ru chlorku sodu od 25 do 60 % biatka poddanego elektroforezie. Aktywnos$¢ anty-.
trypsynowa odnajdywano we frakcjach najdalej wedrujacych w strong anody.
Frakcje te oznaczono na elektroforogramach jako F-1 i F-2.
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Rye. 1. Elektroforeza bibulowa bialek rozpuszczalnych w 0,9% roztworze chlorku sodu z nasion
réznych gatunkéw traw

Elektroforeze przeprowadzano na bibule Schleicher-Schiill 2043 a, w 0,1 M moderatorze octanowym o pH 5,1, przy

napigeiu 300 V w czasie 5 godzin. Na paski bibuly nanoszono biatko wilosci 200—300 pg (0,06 —0,1 ml). Paski barwiono
bigkitem bromofenolowym w odczynniku taninowym

a — kostrzewa lakowa (Festuca pratensis); b — tymotka lakowa (Phleum pratense); ¢ — rajgras wloski (Lolium multi-

Slorum)
Fig. 1. Paper electrophoresis of proteins extracted with 0.9%, sodium chloride from some species
of Gramineae seeds

Electrophoresis was carried out on Schleicher-Schiill paper 2043 a in 0,1 M acetate buffer pH 5.1. Potential gradierg

300V, 5 hours. Proteins were detected by staining with bromophenol blue dissolved in the tannin reagent; 0.06—0.1 m]
samples containing 200—300 pg of protein were applied
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Start — Srodek

Ryc. 2. Elektroforeza bibulowa bialek rozpuszczalnych w 0,99 roztworze chlorku sodu z nasion
roznych gatunkow traw
d — jeczmien browarniany (Hordeum sativum); e — owies siewny — Avena sativa); f — kukurydza —Zea mays); g — proso
zwyczajne (Panicum miliaceum)
Fig. 2. Paper electrophoresis of proteins extracted with 0.9% sodium chloride from some species
of Gramineae seeds
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IV. Whasciwosci inhibitoréw trypsynowych réznych gatunkow traw

Inhibitory trypsynowe kostrzewy, wiechliny, rajgrasu, tymotki i jgczmienia
wytracaja si¢ 0.15 M kwasem sulfosalicylowym, podczas gdy inhibitory 3 pozosta-
tych gatunkéw — kukurydzy, prosa i owsa rozpuszczaja si¢ w tym kwasie. Na szcze-
g6lng uwage zastluguje inhibitor z nasion prosa, ktory nie ekstrahuje si¢ do wody,
bardzo stabo do chlorku sodu, natomiast rozpuszcza si¢ w 0,15 M kwasie sulfo-
salicylowym. Inhibitory trypsynowe wyciagéw chlorkowych z nasion wykazuja
duza oporno$¢ na dzialanie podwyzszonej temperatury.
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Ryc. 3. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna w obecnosci i nieobecnosci biatek wyciagow chlorko-
wych z nasion
Krzywe: A — w nieobecnosci inhibitora; B do D — w obecnosci inhibitora z nasion: B — wiechliny lakowej, € — tymotki
takowej, D — jeczmienia browarnianego
1 mlinkubatu zawieral 2,5 mg kazeiny rozpuszczonej w 0,1 M moderatorze fosforanowym o pH 7,6, 10 mg trypsyny
i 100 ;g biatka wyciagu. Inkubacja w 30°. Reakcj¢ przerywano 0.3 N HCI lub réwna objetoscia 0,3 M kwasu sulfosalicy-
lowego. Wyniki podano w przeliczeniu na 1 ml inkubatu

Fig. 3. Time-course of casein degradation by trypsin with and without proteins of saline extracts
from Gramineae seeds

Cuves: 4 — without the inhibitor; B to D — with the inhibitor from seeds: B — Poa pratensis, C — Phleum pratense-
sis, D — Hordeum sativium

The incubation mixture contained in 1 ml: 2,5 mg of casein in 0.1 M Na-, K-phosphate buffer, pH 7.6, 10 pg of trypsin

and 100 1g of seed extract protein. The incubation was at 30°. The reaction was stopped by adding 0.3 N HCl or 0.3 M

sulphosalicylic acid. The results are calculated per 1 ml of incubation mixture
Rye. 4. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna w obecnosci i nieobecnosci biatek wyciagéw chlorko-
wych z nasion traw
Krzywe: A — w nieobecnosciinhibitora; E, F, G — w obecnosciinhibitora z nasion: E — rajgrasu wloskiego, F — kostrze-
wy lakowej, G — kukurydza zab konski

Fig. 4. Time-course of casein degradation by trypsin with and without the proteins of saline extracts

from Gramineae seeds

Curves: A — without the inhibitor; E, F, G — with the inhibitor from seeds: E — Lolium multiflorum, F — Festuca praten
G — Zea mays
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V. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna w obecnosci i nieobecnosci inhibitorow
trypsynowych

Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna w obecnosci i nieobecnosci inhibitoréw
z nasion przesledzono w tefcie peptydowym i polipeptydowym.

Przebieg proteolizy mierzony ubytkiem biatka calkowitego (test peptydowy)
i przyrostem polipeptydowych produktéw reakcji w przesaczu kwasu sulfosali-
cylowego (test polipeptydowy) wyrazono jako sumg powstalych produktow. Uzys-
kane wyniki przedstawiono na wykresach (ryc. 4 i 3). Krzywa A przedstawia przy-
rost produktow reakcji w nieobecnosci inhibitora. Krzywe B do G w obecnosci
inhibitoroOw z nasion traw.

Spoéréd wszystkich przebadanych gatunkéw traw najsilniejszy efekt hamowania
stwierdzono w przypadku nasion wiechliny lakowej. Po 30 minutach inkubacji
enzymu z substratem w nieobecnosci inhibitora nastepowal catkowity rozklad
substratu, podczas gdy w obecnosci bialek nasion wiechliny fakowej po 60 minutach
inkubaciji pozostaje jeszcze 30 % substratu. W pozostalych przypadkach wystepo-
waly nieco stabsze efekty hamowania. W obecnosci bialek.z nasion tymotki,
jeczmienia, rajgrasu i kostrzewy catkowity rozkiad substratu nastgpowal po 60
minutach, a wiec w czasie 2-krotnie dtuzszym niz w prébie bez inhibitora.

DYSKUSJA

Badania nad biatkami rodziny Gramineae ograniczaja si¢ na ogét do nasion
roslin zbozowych. Wiadomosci na temat bialek innych gatunkéw sa bardzo skape.

W tej pracy zajeto si¢ biatkami réznych gatunkéw traw i ich aktywnoscia anty-
trypsynowa. Przebadane gatunki charakteryzuja si¢ niska zawartoscia bialek roz-
puszczalnych zaréwno w wodzie jak i 0,9 % roztworze chlorku sodu. Zawartosc
bialek rozpuszczalnych w wodzie lub chlorku sodu réznicuje przebadane gatunki
na odrebne grupy. Znacznie mniejsze réznice migdzygatunkowe stwierdzono dla
biatek o charakterze glikoproteidowym rozpuszczalnych w kwasie sulfosalicylowym.
Nasiona kostrzewy, tymotki, rajgrasu i kukurydzy nalezace do réznych podrodzin
charakteryzuja sig bardzo zblizona zawartoscia tych bialek. Najwigksza zawartoscia
bialek charakteryzuja si¢ ziarniaki zboz.

Polanowski (1967) stwierdzit w wyciagach wodnych i chlorkowych z nasion
zyta obecno$¢ inhibitora trypsynowego, ktory ze wzgledu na zdolno$¢ do two-
rzenia kompleksu z wlasna proteaza moze odgrywac rolg w procesie dojrzewania
i kielkowania nasion. Z innych nasion rodziny Gramineae obecno$¢ inhibitoréw
trypsynowych stwierdzono jedynie w wyciagach wodnych pszenicy (Shyamala,
Kennedy, Lyman, 1961; Learmonth, Wood 1963).

Biatka badanych w tej pracy nasion hamowaly szybkos¢ degradacji substratu
do produktéw, co szczeg6lnie wyraznie odzwierciedla sie w przebiegu proteolizy
kazeiny trypsyna. Inhibitory badanych gatunkdw traw z wyjatkiem inhibitora nasion
prosa ckstrahuja si¢ do wody i chlorku sodu. W przeciwienstwie do inhibitora
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z nasion zyta (Polanowski 1967) i pszenicy (Shyamala, Kennedy, Lyman
1961) okazaly si¢ opornymi na dziatanie wysokiej temperatury, w czym sa podobne
do inhibitora nasion fasoli (Czernikow, Abramowa 1966). W wigkszosci przy-
padkéw inhibitory przebadanych gatunkow podobnie jak inhibitor zyta (Pola-
nowski 1967) stracaja si¢ 0,15 M kwasem sulfosalicylowym. Jedynie inhibitor
kukurydzy, owsa 1 prosa rozpuszcza si¢ w tym kwasie. Na szczegdlna uwage zastu-
guje inhibitor prosa, ktéry ekstrahuje si¢ tylko do kwasu sulfosalicylowego.

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, Ze inhibitory trypsynowe sa szeroko
rozpowszechnione nie tylko w rodzinie motylkowych (Papilionaceae), ale rowniez
1 w rodzinie traw (Gramineae).

Rola inhibitoréw trypsynowych nie zostala jeszcze wyjasniona. Wielu badaczy
(Shain, Mayer 1965; Polanowski 1967) przypisuje im wazna funkcje w regulacji
aktywnosci enzymow proteolitycznych poprzez tworzenie nieaktywnych komplek-
sow z wlasnymi proteazami. By¢é moze istnienie tych nieaktywnych kompleksow
proteaza—inhibitor uniemozliwia stwierdzenic obecno$ci proteaz w nasionach.

Pani Profesor dr Wandzie Mejbaum-Katzenellenbogen skladam serdeczne podzigko-
wania za cenne wskazowki udzielane w czasie wykonywania i pisania tej pracy.

Katedra Biochemii (Wplyneglo dn. 16.6.1968 r.)
Uniwersytetu Wroclawskiego

Katedra Chemii Fizjologicznej
Wydzialu Farmacji A.M.
Wroclaw, ul. Szewska 38

SUMMARY

8 species of Gramineae from 5 subfamilies: Festuceae, Agrostideae, Hordeae, Aveneae and
Panicoideae were studied. '

The proteins of some seeds of Gramineae were extracted with water, 0.99, sodium chloride and
0.15 M sulphosalicylic acid.

The seeds contained from 0,31 to 2,09, water, and saline extractable-protein and 0,1 to 0,767
protein soluble in 0.15 M sulphosalicylic acid. It was found that the water, and saline extracts of
all the seeds contained trypsin inhibitor except Panicum miliaceum.

The antitryptic activity of proteins soluble in 0.15 M sulphosalicylic acid were found in the
case of Zea mays, Avena sativa and Panicum miliaceum seeds.
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