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Aktywno$¢ antyproteolityczna bialek nasion jeczmienia

Inhibition of proteolitic activity of the proteins from barley seeds

W. MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN, H, MARCINIAK

WSTEP

W ostatnich latach stwierdzono w materiale roslinnym. wystepowanie-
substancji posiadajacych zdolnoé¢é hamowania aktywno$ci ‘enzyméw pro-
teolitycznych. Substancje te moga mie¢ charakter drobnoczgsteczkowy"
(Ferenczy 1957; Sumere. 1960; Mayer & Poliakoff-Ma-
yber 1963) lub s to bialka, ktére tworzg z enzymami proteolitycznymi
nieaktywne kompleksy (Rackis & Sasame 1962). Kunitz w ro-
ku 1946 po raz pierwszy opisal wystepowanie inhibitora trypsynowego
w soi (Kunitz 1946). Liczni autorzy wykazali nastepnie obecnos$é in-
hibitoréw proteolitycznych w nasionach roslin motylkowych, salaty:oraz
w ziemniakach. Ostatnio opisano wystepowanie inhibitoréw trypsynowych
w nasionach pszenicy (Shyamala & Kennedy & Lyman 1961;
Learmonth & Wood 1963); i zyta (Polanowski 1967). Lo-
renc-Kubis (1969) prowadzac badania poréwnawcze mad wystepo-
waniem inhibitoréw trypsynowych w nasionach réznych gatunkow traw
stwierdzila miedzy innymi wystepowanie inhibitora trypsynowego w na-
sionach jeczmienia. .

Polanowski i Lorenc-Kubis do oznaczania aktywnosci an-
tytrypsynowej stosowali mikrometode taninowa. Celem tej pracy bylo
blizsze okreslenie aktywnoséci antyproteolitycznej bialek nasion jeczmie-
nia. Da badania przebiegu proteolizy w obecnosci i nieobecnosci biatek
nasion jeczmienia, oprécz metody taninowej, zastosowano réwniez meto-
de Kunitza.
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MATERIALY I METODY

Chemikalia. Handlowy preparat taniny produkcji ZSRR — serii
5565 oczyszczano przez ekstrakcje do octanu etylu wedlug Armitage’a
(1961) i sprawdzano na czystos¢ w elektroforezie bibutowej wedtug Me j-
baum-Katzenellenbogen & Kudrewicz-Hubickie}j(1966).
Zelatyna byla sprawdzana na czysto$¢ przez oznaczenie zawartosci azotu.
Uzyto kazeiny produkeji British Drug House, Poole, Anglia, trypsyne
produkeji ‘Wytwoérni Surowic i Szczepionek w Warszawie — seria 10365
oraz alfa-chymotrypsyne krystaliczng wypreparowang wedlug metody
Kunitza (1936) w Katedrze Biochemii Uniwérsytetu Wroclawskiego.
Kwas tréojchlorooctowy byt firmy Reanal Fiomvegyszergyar — Budapeszt,
natomiast pozostale odczynniki byly cz.d.a. produkeji ,Polskie Odczyn-
niki Chemiczne” — Gliwice.

Material roslinny. Nasiona jeczmienia browarnianego PZHR,
odsiew pierwszy, zbiér z 1967 roku oraz z 1968 pochodzily z Katedry Bio-
logii i Przechowalnictwa Nasion IHAR we Wroclawiu i z Wojewodzkiej
Stacji Oceny Odmian Zakladu Doswiadczalnego w Zebiszowie.

Ekstrakcje bialka z nasion przeprowadzono w ten sposob, ze 5 do 10 g
nasion mielono w mtynku elektrycznym nozowym przez 3 do 4 min. Jeden
gram uzyskanej maki zalewano 10 ml wody lub 0,9% NaCl, wytrzasano
mechanicznie 30 min. i wirowano przy 12 000 obrotow na minute przez
20 min. Osad odrzucano.

Metody analityczne. Bialko oznaczano przy 280 mp w spek-
trofotometrze produkeji Carl Zeiss — Jena typ VSU-1 oraz mikrometoda
taninowg wedlug Me jbaum-Katzenellenbogen (1955). W me-
todzie taninowej zmetnienie mierzono w fotokolorymetrze Pulfricha przy
uzyciu filtru S 61.

Aktywnosé¢ trypsynowa oznaczano metodg Me jbaum-Katzenel-
lenbogen, Wilusza i Polanowskiego (1966) oraz metods
Kunitza (1947). W obu metodach jako substratu uzywano kazeiny,
ktorg rozpuszezano w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,6 oraz jako
enzymu, trypsyne rozpuszczong w 0,0025 M HCl. W metodzie Mejbaum-
-Katzenellenbogen, Wilusza i Polanowskiego przebieg proteolizy mierzono
w tescie peptydowym, oznaczajac przyrost produktéw nie reagujgcych
z taning lub w tescie polipeptydowym, oznaczajgc polipeptydy rozpusz-
czone w kwasie tréojchlorooctowym i reagujgce z taning. W pierwszym
przypadku reakeje enzymatyczng przerywano przez dodanie 1 ml odezyn-
nika taninowego do 1 ml mieszaniny inkubacyjnej (w tym samym mo-
mencie rozpoczyna sie oznaczanie biatka metodg taninowg). W drugim
przypadku, jak i w metodzie Kunitza, reakcje przerywano przez dodanie
do 2 ml inkubatu 3 ml 5% kwasu trojchlorooctowego.
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WYNIKI

Poréwnanie oznaczania aktywnosci trypsyny metodg Kunitza i metoda
taninowg

Na wykresie 1 przedstawiono oznaczanie aktylwnbéci trypsyny metodg
Kunitza. Z tego samego inkubatu pobierano probki do oznaczania ,frakcji”
produktéow peptydowych nie oznaczajacych sie taning, a z odbialcza kwa-
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Wykres 1. Oznaczanie aktywnoéci trypsyny testem Kunitza
Warunki testu podano pod tabelg 1

Trypsin activity assayed after Kunitz
Details are given in Tab. 1

su trojchlorooctowego probki do oznaczania polipeptydow reagujacych
z taning. Wyniki przedstawiono na wykresie 2. Krzywa I przedstawia ak-
tywnosé trypsyny mierzong testem peptydowym a krzywa II testem po-
lipeptydowym. Krzywa III daje sume produktow wyrazonych w mikro-
gramach strawionego substratu.

Ekstynkcja wlasciwa kazeiny wynosita Ejj =~ 1,48. W tescie Ku-
nitza mikrogramy strawionej kazeiny obliczono z odczytanej ekstynkcji
przy 280 mu.

Jak widaé¢ z danych przedstawionych w tabeli 1 suma produktow
oznaczonych testem peptydowym i polipeptydowym w metodzie taninowej
odpowiada stezeniu produktéw oznaczonych metoda Kunitza.
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Wykres 2. Aktywno§¢ trypsyny mierzona testem peptydowym i polipeptydowym
I — test peptydowy: IT — test polipetptydowy: III — suma produktow proteolizy
Warunki testu podano pod tabelg 1 .
Trypsin activity assayed by peptide and: polypeptide test
I — peptide test; II — polypeptide test; III — sum pf products of proteolysis
Details of the assay are given in'Tab. i .
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Wykres 3. Przebieg trawienia kazeiny przez bialka nasion jeczmienia
Trawienie przeprowadzono w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,6 w 30°C. 1 ml inkubatu
zawiera 82 ,g kazeiny i 18 #E bialek nasion jeczmienla ekstrahowanych do 0,9% NaCl, Przyrost

produktow proteolizy mierzono w teécie peptydowym

Time-course of casein digestion by proteins of barley seeds
Digestion was carried out in 0,1 M phosphate buffer, pH 7,6 at 30°C. 1 ml of the incubation
mixture contained 82 ,g of casein and 18 g of the protein extracted with 0,9% NaCl. Increase
of products of proteolysis was measured by the peptide test

Bialka z nasion jeczmienia i ich aktywnosé¢ proteolityczna

Przebadano wplyw czasu ekstrakeji na zawartos¢ biatek w wyciggach
wodnych i chlorkowych z nasion jeczmienia. Uzyskane wyniki przedsta-
wiono w tabeli 2. Najwiecej bialek ekstrahowalo sie po 60 minutach.
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Tabela 1 — Table 1

Oznaczanie aktywnosci trypsyny metoda taninowa i Kunitza -
Determination of trypsin activity with tannin and by the method of Kunitz

Trypsyna Produkty proteolizy. w pg/ ml inkubatu

pg/ml. inkubatu ., Products of proteolysis in pg/ml incubation mixture
Trypsin . ) ) )
ug/ml qt.“ incubation ' oznaczone met odg taninowa | RS s 100
i‘lrxturc estimated wnh tannm . [ Tk
0,0 i 0 0
0,2 o menE TGy - 34
0,8 SURETEES ¢ i © 95
1,0 2 f i 165 ‘
.].,5 : L B i 3 . .254 :
2,0 342 i 338

Trawienie kazeiny trypsyna prowadzono w 30°C przez 20 minut w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7.6. 1 ml
inkubatu zawieral 0,8 mg kazeiny i od 0 do 2 pg trypsyny.
Przy oznaczaniu bialka w teicie peptydowym pobiefano z inkubatu 0,1 ml. W tescie polipeptydowym i Kunitza
do 2 ml inkubatu dodawano 3 ml 5 %; kwasu trojchlorooctowego i po odwirowaniu do oznaczania pobierano 1 ml
przesaczu. 4 )

Digestion of casein was carried out at 30°C for 20 min. in 0,1 M phospahte buffer, pH 7.6. 1 ml of the in-
cubation mixture contained 0,8 mg of casein and 0 to 2 pg of trypsin. :
For protein estimation by the peptide test 0,1 ml from the incubation mixture was taken. In the polypeptide test and
n the method of Kunitz 3 ml of 5%, TCA were added to 2 ml af the incubation mixture the samples were centrifu-
ged and | ml aliguots from the supernatant were taken for protein-determination.

Tabela 2 — Table 2

Ekstrakcja bialek z nasion jeczh‘_lienia do wody i 0,99 NaCl
Extraction of protein from barley seeds to water and to 0,99, NaCl

Ekstrakcja do' wody- Ekstrakcja do 0,99, NaCl

Czas ektrakcji Extraction to water | Extraction to 0,9 A NaCl

w minutach e
Extraction time min.

g bialek/100 g pow. suchej masy ‘ g bialek/100 g pow. suchej masy
g of protein/100 g of air dried ‘ ¢ of protein /100 g of air dried

; material | materlal
15 7 1,325 +0,05 1,870 +0.05
30 § * 2,300 0,05 i 3,310 20,05
|
60 ! 2,460 + 0,05 | 3,410 +:0,05
120 2,170 £0,05 1 3,220 0,05
180 [ 2,110 40,05 ‘ 2,880 0,05
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Dalsze przediluzanie czasu ekstrakcji powodowalo spadek ilosci bialek.
Ze 100 graméw mnasion po 60 minutach ekstrahuje sie do 0,9%/ NaCl 3,4 g
a do wody 2,5 g biatek. Tak w wyciagach wodnych, jak i chlorkowych,
przechowywanych przez 24 godz. w 4°C, stezenie bialek spadalo do 50
a w 20°C do 30%b ilosci poczgtkowe;j.

Przebieg trawienia kazeiny przez bialka wyciggu chlorkowego w pH
7,6 przedstawia wykres 3. Bialka nasion jeczmienia wykazujg staba
aktywnosé proteolityczng w Srodowisku zasadowym. W $rodowisku
kwasnym biatka te nie trawily kazeiny.

Aktywnos¢ antytrypsynowa bialek masion jeczmienia

Na wykresie 4 przedstawiono przebieg trawienia kazeiny trypsyng
'w obecnosci i nieobecnosci bialek nasion jeczmienia. Przebieg proteolizy
mierzono oznaczajac ubytek substratu mikrometods taninows. W obec-
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Wykres 4, Trawienie kazeiny trypsyng w obecno$ci i nieobecnosci bialek nasion
jeczmienia (test peptydowy)

1 ml inkubatu zawieral 78 pg kazeiny, 1 ug trypsyny, temperatura inkubacji 30°C, pH 7,6
1 — proba wlasciwa (16 pg bialek nasion jeczmienia); 2 — proba kontrolna (bez n'ialek nasion
jeczmienia)

Digestion of casein by trypsin in the presence or absence of proteins from barley
seeds (peptide testy
1 ml of the incubation mixture contained 78 pg of casein, 1 pg of trypsin, the temperature
was 30°C, pH 7,6
1 — sample containing 16 ug of proteins: 2 — sample without proteins

nosci 16 wg bialek nasion jeczmienia wystepowalo wyrazne hamowanie
aktywno$ci 1 ug trypsyny, ktéore utrzymywalo sie przez caly okres
doswiadczenia.

W nastepnym doswiadczeniu oznaczano aktywnosé inhibitora. W tym
celu mierzono przyrost produktéw nie oznaczajacych sie taning oraz przy-
rost produktow przechodzacych do kwasu tréjchlorooctowego i oznacza-
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Wykres 5. Hamowanie aktywno$ci proteolitycznej trypsyny przez bialka nasion

jeczmienia

1 ml inkubatu zawieral 0,66 mg kazeiny, 2 ug trypsyny i od 0, do 98 ug bialek nasion jeczmie-
nia. Warunki inkubacji podano w tabeli 1

1 — test peptydowy; II — test polipeptydowy; IIl — suma produktow proteolizy
Inhibition of proteolytic activity of trypsin by proteins from barley seeds
1 ml of incubation mixture contained 0,66 mg of casein, 2 pg of trypsin and 0 to 98  pg of

pratein. Details are given in Tab, 1

1 — peptide test; Il — polypeptide test; III — sum of proteolytic products

L 1 L 1
20 40 60 80 oo
ug bialek nasion ——w=

Wykres 6. Hamowanie aktywnosci proteolitycaznej trypsyny przez biatka nasion jecz-

mienia mierzone w tescie Kunitza

Inkubacje prowadzono w 33°C w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,6 przez 20 min. 1 m]
inkubatu zawieral 4,5 mg kazeiny, 2 pg trypsyny i od 0 do 100 pg bialek nasion jeczmienia

ekstrahowanych do 0,97 NaCl.

Inhibition of proteolytic activity of trypsin by proteins from barley seeds measured

after Kunitz

Incubation was carried out at 35°C in 0,1 M phosphate buffer, pH 7,6 for 20 min. 1 ml of the
incubation mixture contained 4,5 mg of casein, 2 pg of trypsin and 0 to 100 ug of protein
from barley seeds extracted with 0,97 NacCl



542 W. Mejbaum-Katzenellenbogen, H. Marciniak

40
40
| ¥
30
3 3
= =
= S 2
| g
s ]
S S ;
10 :
10 I
1
= I
1
1 1 L | _: 1 [
10 20 30
g bialek nasion ——e-
- S, 8

Wykres 7. Trawienie kazeiny alfa-chymotrypsyna. w obecno$ci biatek nasion
jeczmienia :

1 ml inkubatu zawieral 79 pg kaielny, 1 pg alfa-chymotrypsyny i od 0 do 23 pg biatek nasion

Jjeczmienia ekstrahowanyeh do 0,99 NaCl. Temperatura inkubacji 30°C, pH 7.8
1 — bez inhibitora; 2 — 7 pg inhibitora/l ml; 3 — 15 pg inhibitora/ml; 4 — 23 pg nhibitora/l ml
Digestion of casein by alfa-chymotrypsin in the presence of proteins from barley
seeds p

1 ml incubation mixture contained 79 pg of casein, 1 pg alfa-chymotrypsin and 0 to 23 pg of

protein from barley seeds extracted with 0,9% NaCl. The temperature was 30°C, pH 7.6

1 — sample without linhibitor; 2 — 7 ug of inhibitor per 1 ml; 3 — 15 pg of inhibitor per 1 ml;
4 — 23 ug of inhibitor per 1 ml

Wykres 8. Hamowanie aktywno$ci proteolitycznej alfa-chymotrypsyny przez bialka
nasion jecamienia
1 ml inkubatu zawieral 79 ug kazeiny, 1 pg alfa-chymotrypsyny i od 0 do 23 pg bialek nasion
jeczmienia. Inkubacje prowadzono w 30°C prze 10 min. w pH 7,6

Inhibition of proteolytic activity of alfa-chymotrypsin by proteins from barley seeds
1 ml of incubation mixture contained 79 pg of casein, 1 pg of alfa-chymotrypsin, 0 to 23 pg
of protein from barley seeds. Incubation was carried out at 30° C for 10 min. pH 7,6

jacych sig taning przy kilku réznych stezeniach bialek wyciggu. Wyniki
powyzszego doswiadczenia przedstawiono na wykresie 5.

W tescie peptydowym uzyskano polowiczne hamowanie przy stosunku
enzymu do inhibitora wynoszacym 1 : 25. Podobnie przebiegalo hamowa-
nie powstawania polipeptydéow. Polowicze hamowanie trypsyny, mierzo-
ne jako suma produktéw proteolizy (krzywa III), uzyskuje sie przy sto-
sunku enzymu do inhibitora wynoszacym 1 : 30. Na wykresie 6 przedsta-
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wiono wyniki oznaczania aktywnoéci antytrypsynowej bialek nasion
jeczmienia testem Kunitza. Polowiczne hamowanie uzyskano przy sto-
sunku enzymu do inhibitora wynoszacym 1 : 25.

Aktywnoéé antychymotrypsynowa bialek masion jeczmienia

Badania aktywno$ci antychymotrypsynowej biatek nasion jeczmienia
przeprowadzono w warunkach mikrotestu peptydowego. Uzyskane wyni-
ki przedstawiono na wykresie 7 i 8. Przeprowadzono trzy serie badan,
ktore roznity sie miedzy sobg stezeniem bialtek wyciggu. Polowiczne ha-
mowanie aktywnosci enzymu uzyskano przy stosunku enzymu do inhi-
bitora wynoszacym 1 : 20.

OMOWIENIE WYNIKOW

Badania wlasciwosci bialek ekstrahowanych z nasion jeczmienia wy-
kazaly, ze posiadaja one slabg aktywnos¢ proteolityczng tak wobec bialek
pochodzacych z nasion, jak i wobec kazeiny. Bialka te wykazujg rowniez
aktywnosé antytrypsynowa, ktora zostala stwierdzona przez Lorenc-
-Kubis w w wyciggach wodnych i chlorkowych i potwierdzona w tej
pracy. Bialka te posiadajg rowniez aktywnos¢ antychymotrypsynowa,
ktora wydaje sie byé typowa dla wszystkich inhibitoréw trypsynowych
pochodzenia roslinnego.

Biorgc pod uwage, ze aktywnos¢ antyproteolityczng bialek nasion
jeczmienia badano w wyciggach bez proby izolowania inhibitora, nalezy
stwierdzi¢, ze aktywnos¢ ta jest duza.

Przeprowadzajac badania poréwnawcze nad oznaczaniem aktywnosci
proteolitycznej trypsyny metoda Kunitza i taninowg wykazano, ze uzys-
kiwane wyniki w obu metodach sg zblizone. Jednakze stosujagc w metodzie
taninowej test peptydowy i polipeptydowy uzyskuje sie wglad w proces
trawienia kazeiny, gdyz mozna $ledzi¢ powstawanie niskich peptydow
i aminokwaséw nie oznaczajgcych sie taning oraz polipeptydéw przecho-
dzagcych do kwasu trojchlorcoctowego i oznaczajacych sie taning. Suma
wynikow uzyskanych w tescie peptydowym i polipeptydowym jest obra-
zem calkowitej dzialalnosci proteolitycznej trypsyny, ujmujacym powsta-
le w danych warunkach wszystkie produkty trawienia. Test Kunitza daje
natomiast mozliwos¢ sledzenia powstawania produktow rozpuszczalnych
w kwasie tréjchlorooctowym i absorbujacych swiatto przy 280 mu.

Analiza trawienia kazeiny trypsyng uwidacznia rozbieznosci miedzy
powstawaniem ,,frakcji”’ peptydowej i polipeptydowe]j. Powstawanie pep-
tydéw jest wprost proporcjonalne do iloéci enzymu, natomiast ilog¢ poli-
peptydéw jest proporcjonalna tylko przy miskich stezeniach trypsyny
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w inkubacie. Zwiekszanie stezenia enzymu powoduje tylko minimalne
przyrosty polipeptydow.

W tescie Kunitza przy niskich stezeniach enzymu otrzymuje sie nizsze
wyniki od wynikow otrzymanych metodg taninows. Przy wyzszym ste-
zeniu trypsyny suma produktow proteolizy oznaczona metodg taninowa
jest zblizona do wynikéw uzyskanych w tescie Kunitza. Swiadeczyloby to
o tym, ze przy nizszych stezeniach enzymu, a wiec w poczatkowym eta-
pie proteolizy, powstaja produkty degradacji kazeiny ubogie w amino-
kwasy aromatyczne, a przy wyzszych stezeniach, gdy proteoliza dobiega
do konca, ilo$¢ aminokwasow aromatycznych powstalych produktow od-
powiada ich zawartosci w biatku trawionym.

STRESZCZENIE

‘W bialkach nasion jeczmienia stwierdzono wystepowanie aktywnosci antytrypsy-
nowej i antychymotrypsynowej. Bialtka te wykazuja stabg aktywnosé proteolityczng
w §rodowisku zasadowym.

Przeprowadzajac badania poréwnawcze nad oznaczaniem aktywnos$ci proteoli-
tycznej trypsyny metoda Kunitza i taninowa wykazano, ze wyniki uzyskane w obu
metodach sg zblizone, a suma wynikéw uzyskanych w teécie peptydowym i polipep-
tydowym odpewiada produktom proteolizy oznaczanym w metodzie Kunitza.

Katedra Biochemii
Uniwersytetu Wroctawskiego (Wptyneto dn. 22.02.1969 r.)

SUMMARY

In proteins from barley seeds the anti-trypsin and anti-chymotrypsin activities
were found, These proteins were also found to exhibit a weak proteolytic activity
in alkaline medium.

Comparative studies on the determination of the proteolytic activity of trypsin
after Kunitz and using the tanin method gave similar results for both these methods.
The sum of degradation products estimated by the use of the peptide and poly-
peptide tests was in agreement with the amount of products of proteolysis deter-
mined after Kunitz.
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