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WSTEP

Szybki i regularny przyrost aktywnodci enzyméw  amylolitycz-
nych w kietkujacych ziarniakach zbdéz jest obecnie uwazany przez
niektérych badaczy [3, 7, 13] za wskaznik prawidlowego kietkowa-
nia, na podstawie ktdérego mozna tez sadzic o zywotnodci ziarna.

Gidwng role wskaznika speinia a-amylaza. W pierwszym tygod-
niu kielkowania udzial tego enzymu stanowi 70-90% sumarycznej aktyw-
noséci amylolitycznej (por. 4). Wediug Gaspara i wsp. [3] istnie=-
je 8cisla zalezno$c pomiedzy rozwojem zarodka a aktywnoécia o-amy-
lazy w ziarnie, Kazda inhibicja lub stymulacja wzrostu zarodka po=-
woduje réwnolegia zmiange w aktywno$ci tego enzymu. W zwigzku z tym
mozna przypuszczac, ze aktywnosc enzymdéw amylolitycznych w pro-_
cesie kietkowania ziarna bedzie zalezaia zardéwno od gatunku, jak
i od jakosci biologicznej nasion, uwarunkowanej wpiywem Srodowi-
ska oraz stopniem dojrzatosci,

Pordwnanie istniejacych na ten temat danych jest jednak utrud-
nione ze wzgledu na niejednakowe metody analiz oraz bardzo roézny
materiat badawczy. '

W pracy obecnej zbadano dynamike @ -~ i B3-amylazy w kietkuja-
cym ziarnie trzech podstawowych gatunkéw zbéz o réznej dojrzato-
éci., Wzrost zbdéz oraz dojrzewanie ziarna odbywato si¢ w ujednoli-
conych warunkach. Jednakowy byt réwniez sposéb pobierania préb i
wstepne przygotowanie materiatu. Umozliwilo to pordwnanie aktywno-

*praca zostata wykonana w ramach problemu badan podstawowych
I1/7, koordynowanego przez Zaklad Fizjologii Roslin PAN w Krako=-
wie.,
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$ci obu enzyméw amylolitycznych w réznych gatunkach oraz jej zmian
w zaleznosci od dojrzetosci kietkujgcego ziarna.

MATERIAL I METODYKA

Obiektem badarn byio zyto ozime ~ odmiany Darkowskie Ziote i
Pancerne, pszenica ozima -~ odmiany Grana i Jana oraz jeczmienn ja-
ry - odmiany Piast i Kosmos.

Zboza te byly uprawiane na polu doswiadczalnym w okolicach Ol-
sztyna, na glebie brunatnej, wytworzonej z lekkiej gliny. Nawoze-
nie 1 uprawe przeprowadzono zgodnie z ogdélnie przyjetymi zalece=-
niami agrotechnicznymi.

Proby ziarna przeznaczonego do analiz pobierano:

1) w fazie dojrzatosci mlecznej, ktéra u zyta przypadaita na
6 VII, pszenicy - 12 VII orez jeczmienia - 15 VII,

2) w dojrzalosci woskowej - odpowiednio 16 VII, 23 VII  oraz
26 VII,

3) w dojrzalosci pelnej ~ 15 VIII, 18 VIII oraz 19 VIII 1976 r.

Pobrane proby mécono recznie, odrzucajac w kazdym klosie dwa
gérne i dwa dolne pigtra kioskdéw. Ziarno suszono w warunkach la-
boratoryjnych do wilgotnos$ci réwnowaznej i nastepnie umieszczano
w szklanych slojach, hermetycznie zamykanych, gdzie przechowywano
Je przez 6 miesiecy do rozpoczecia analiz.

OZNACZANIE AKTYWNOSCI ENZYMOW AMYLOLITYCZNYCH

Aktywnos¢ a - i 3 -amylazy oznaczano w ziarnie peczniejacym i
kietkujacym na szalkach Petriego w ciemnosci, w temperaturze 20%
w ciggu 12, 24, 48, 72 oraz 96 godzin, Do analiz brano oddzielnie
zarodki i bielma. Zarodki wraz z tarczka izolowano recznie za po-
moc@ igly preparacyjnej.

W celu uzyskania wyciagu enzymatycznego rozcierano po 100 bielm
i zarodkéw oddzielnie w kaxdej prébie , w mozdzierzu w cigagu 30min
z 0,9% NaCl, Otrzymany ekstrakt seczoﬂO|:rzez gaz¢ i nastepnie od-
wirowywano przy 3000 g. W supernatancie oznaczano aktywnoséc obu
typ6w amylaz. Analize powtarzano czterokrotnie.

Aktywnosc « -amylazy oznaczano metoda jodowo-skrobiowa,szero-
ko stosowang w réznych modyfikacjach [6]. Podstawg teJ metody jest
zmniejszanie 81¢ intensywnoéci zabarwienia kompleksu jodowo-skro-
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biowego w wyniku rozkiadu skrobi przez o -amylaze. Do mieszaniny
reakcyjnej, zawierajacej 1 ml skrobiowego substratu, dodawano wy-
clag enzymatyczny w iloéci zaleznej od aktywnosci enzymu (O,2-
-0,05 ml), Po 5 min inkubacji w temperaturze pokojowe j reakcje prze-
rywano przez dodanie 1 ml odczynnika jodowego (60 mg KJ + 8 mg 3,
w 100 ml 0,05 N HCl), uzupeiniano 7 ml wody i nastepnie koloryme~
trycznie mierzono absorpcje swiatia o diugoéci fali 620 nm przez
barwny roztwér. W prébie kontrolnej zamiast enzymu wp rowadzano do
mieszaniny reakcyjnej wode. Aktywnosé enzymu wyznaczano z réznicy
absorpcji pomiedzy prébe kontrolng a doswiadczalne i podawano w
mg o-amylazy, stosujac przelicznik, uzyskany za pomoca kontrolne-
go testu z preparatem czystej a-amylazy (Fluka AG).

Aktywnodé [3-amylazy okre$lano za pomocg metody polegajacej
na jodometrycznym oznaczaniu maltozy uwalnianej w wyniku hydroli-
2y substratu, tj. skrobi rozpuszczalnej. Reakcje enzymatyczna prze-
prowadzano w 8cis$le okredlonym pH, eliminujacym dzialanie @ -amy=-
lazy. Do 10 ml 2% skrobi rozpuszczalnej (amylozy), przygotowanej
na buforze octanowym o pH 4,3, dodawano 1 ml wyciagu enzymatycz=-
‘nego 1 nastepnie inkubowano przez 30 minut w temperaturze 259, Po
inkubacji reakcje przerywano 1 ml N NaOH i dodawano 10 ml 0,07 N
roztworu jodu. Mieszanine reakcyjna pozostawiano na 20 min w ciem-
noéci, po czym dodawano 2,5 ml 1 N H2804 i miareczkowano 0,04 N
roztworem tiosiarczanu sodowego do momentu odbarwienia.Prébe kon-
trolna wykonano enalogicznie, alkalizujac ja jednak NaOH przed Wp ro-
wadzeniem enzymu. Aktywno$c enzymu wyrazono w gmolach uwolnionej
maltozy.

Poniewaz roznice pomigedzy badanymi odmianami zbéz okazaly sieg
bardzo mate, to w dalszej czeéci pracy przytoczono wyniki, dotycza-
ce tylko jednej odmiany z kazdego gatunku, a mianowicie: 2yto ozi-
me - Dahkowskie Ziote, jeczmien jary - Piast oraz pszenica ozima -
Grana.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki, otrzymane w niniejszej pracy, tylko czesciowo potwier-
dzaje teze o $cisiej zaleznosci pomiedzy przebiegiem kietkowanis a
dynamika @ -amylazy.

Jak wida¢ z wykreséw przedstawionych na rysunku 1, aktywnosé
tego enzymu w bielmach ziarna w dojrzatos$ci peinej i woskowej roéw-
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Rys. 1. Aktywnoéé¢ a-amylazy w bielmach kietkujacego ziarna zbéz
o réznej dojrzatosci: o ~ mleczna, Ao~ woskowa, O - peine

nomiernie i szybko zwiekszala sie juz po 24 godz. pecznienie, jed=-
nak tempo zwiekszenia u réznych gatunkéw i w rdéznej dojrzatosci by-
o niejednakowe. W ziarnie jeczmienia i pszenicy najbardziej in-
tensywny wzrost aktywnosci ar-amylazy stwierdzono dla dojrzaiosci
petnej. Po 4 dniach kielkowania poziom badanego enzymu w ziarnie
catkowicie dojrzaiym byt dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu z dojrza=-
loscia woskowa, chociaz procent ziaren kieikujacych byt w tym cza-
sie bardzo zblizony (por. tab. 1).

Inaczej przedstawiala si¢ dynamika @=~amylazy w zycie. Ziarno
z dojrzatosci petnej i woskowej niewiele réznilo sie pod tym wzgle-
dem, przy czym na 4 dzieh aktywnosc¢ @&-amylazy w ziarnie dojrza-
lodci woskowej byla nawet nieco wyzsza od ziarna o dojrzalosci pei-
nejo.

Odmienne ksztaltowanie sie aktywrod$ci amylolitycznej w zycie
niz u innych zbdéz bylo juz zasygnalizowane przez kilku autoréw [7,
12, 13]. Intensywne zwigkszenie si¢ poziomu @-amylazy w ziarnia=-
kach 2yta o dojrzatosci woskowej ma niewatpliwie zwiazek 2z podat-

noscia ziarniakéw tego gatunku do porastania nawet na
etapach dojrzewania.

wczesnych

W odroznieniu od bielm, w zarodkach ziarna wszystkich gatun=-
kow aktywnosc @ -amylazy ksztattowata sie¢ w sposéb zblizony,z tym

ze dla pszenicy uzyskane wartosci byily niZsze. Zwiazane to byto
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prawdopodobnie ze siabszg energig kieltkowania tego gatunku (por.
tab. 1).

Poziom a@-amylazy w zarodkach, w poréwnaniu z bielmami, byi
wielokrotnie nizszy (por. skale¢ rys. 1-2),

| Zyto ozime |  Jeczmien jary Pszenica ozima
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Czas pegcznienia i kiethowania ziarna w godz.
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Rys. 2. Aktywnoéé < -amylazy w zarodkach kielkujacego ziama zbéz
o réznej dojrzatodci: oznaczenia jak na rys. 1

Kozmina i Woronowa [7] zaznaczaja, 2e w zarodkach w ogéble
nie wykrywa sie¢ @~ i/3-amylazy, jednak inni autorzy, ktérzy ba-
dali rozmieszczenie @ ~amylazy w réznych czeéciach ziarniaka,przy-
taczaj@ wartosci zblizone do uzyskanych w toku niniejszej pracy
lub nawet wy2sze [2, 14].

Aktywnod$c [3-amylazy w kietkujacych ziarniakach keztaltowatle
si¢ nieco inaczej niz o -amylazy (rys. 3 i 4),

Przez pierwsze dwie doby poziom [3-amylazy praktycznie nie zmie-
niat sig@. Zgodnie z pismiennictwem (por. 4) w tym czasie wykrywa
si¢ te frakcje enzymu, ktéra przy dojrzewaniu ziarna pozostaje w
stanie wolnym (nie zwigzang z bialkami zapasowymi bielma), nato-
miast intensywny wzrost aktyﬁnoéci 3 ~amylazy po 48 godz. inkuba-
cJi tiumaczy sie uwolnieniem jej latentnej formy pod wplywem pro-
teaz.

Dane o dynamice [J-amylazy w procesie kielkowania sa doéé roz-
biezne. Wedlug Rohrlicha [13], aktywnosc¢ B-amylazy w kieitkujecym
ziarnie pszenicy i 2yta zmienia sieg nieznacznie, a w owsie nawet
catkowicie zanika. Kruger [9] natomiast, positugujec sie metoda elek-
troforetyczna, udowadanie pojawianie sie nowych frakcji /3 ~amyla=-
zy w drodze uwolnienia i modyfikacji form latentnych. Kilkakrote

ne zwigkszenie aktywnosdci  S-amylazy przy kietkowaniu owsa i je-
czmienia réznego wieku obserwowal réwniez Kulka [10].
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Rys. 3. Aktywnosé S -amylazy w bielmach kietkujgcego ziarna zbéz
0 rb6znej dojrzatosci: oznaczenia jak na rys. 1
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Rys. 4., Aktywnosc /) -amylazy w zarodkach kietkujacego ziarna zbdz
o réznej dojrzazosci: oznaczenia jak na rys. 1

Ziarniaki w dojrzatodci peinej i woskowej prawie nie réznidy
sie pod wzgledem aktywnosci /3 -amylazy. Nieco mniejsze wartosdci
obserwowano tylko w przypadku pszenicy.

Zastanawiaj@ca byta bardzo niska przezvbaiy czas kieikowania
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Tabela 1

Kieikowanie ziarna zbéz 2z réznej dojrzatoéci

Sucha Procent skielkowanych =ziaren
. masa
Gatunek Dojrzazosc 100 zia=- po 48 po 72 po 96
ren w g godz. godz. godz.
mleczna 1,32 2 17 29
Zyto
woskowa 2,83 49 93 100
ozime L eina 3,55 54 89 100
Jeczmiet mleczna 1,54 12 34 45
jary woskowa 3,14 65 76 99
peina 3,81 72 88 96
mleczna 1,74 6 23 35
Pszenica . skowa 3,59 54 67 85
ozima  ,gina 4,37 78 86 90

aktywnoé¢ obu badanych enzyméw w ziarnie o dojrzatoéci mlecznej.
Uzyskane w tym przypadku wartodci bynajmniej nie gorelowaly:zener-
gia kietkowania tego ziarna, ktéra érednio siegata do 35% (tab. 1)
Prawdopodobnie niska aktywnosé amylolityczna ziarna o dojrzazos-~
ci mlecznej zwiazana byia z mata zawartoscia skrobi w badanym ma-
teriale [1]. |

Stwierdzony w obecnej pracy niski poziom ogolnej &#-amylazy w
kietkujacych niedojrzalych ziarniakach, w pordéwnaniu 2z wykazana
przez wielu autoréw [5, 8, 10] znaczna jej zawartoscia w dojrze-
wajacym zielonym ziarnie, sugeruje, ze chociaz niektére frakcje
tej pierwotnej @ -amylazy pozostaja nadal w suchym ziarnie [8, 9],
jednak rola ich w procesie kieikowania jest prawdopodobnie nie~
wielka. |

PODSUMOWANIE

Niniejsze badania potwierdzily regularny i intensywny wzrost
sktywnosci @ - oraz 3-smylazy w ciagu 4 dni pecznienia i kietko-
wania ziarna trzech podstawowych gatunkéw zbéz: zytaozimego,pszs-
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nicy ozimej i jeczmienia jarego. Tempo tego wzrostu réznito sie w

zaleznodci od gatunku oraz od dojrzatoéci ziarna. Dla zyta ozime-
go najwieksza aktywnoéé @ -amylezy stwierdzono w ziarnie dojrzaio-
é$ci woskowej, natomiast dla pszenicy i jeczmienia - w dojrzalosci

petnej, mimo 2e energia kieikowania ziarna z obu dojrzatosci byla

praktycznie jednakowa. Ziarno w dojrzato$ci mlecznej, kietkuja=-

ce s$rednio w 35%, odznaczalo si¢ bardzc niskim poziomem badanych

enzyméw., Nasuwa to wniosek, ze aktywnos$c enzyméw amylolitycznych

w znacznym stopniu zalezy od zawartoéci skrobi w analizowanym ma-

terisle. Zaleznodc podobnego rodzaju, w potaczeniu ze stwierdzona

wyzej tylko czesciowa korelacja pomiedzy kietkowaniem ziarna psze-
nicy i jeczmienia w dojrzaioséci peinej i woskowej a aktywnoscia w

tym ziarniecz-aﬁylazy. wydaje sie dwiadczyc na korzyéé'pogladu.Ze

wysoka aktywnosc amylolityczna jest tylko jednym z symptoméw kiei-
kowania, ktére uruchomione zostaje przez caiy kompleks czynnikow

natury wewnetrznej i zewnetrznej.
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CrauncnaB I'xecwk, Tepeca MexBrHBCKa

AKTHBHOCTL AMUJIOJMTHUYECKMX J3H3UMMOB B IIPOPACTAIMEM 3EPHE
XJEBHHX 3JIAKOB B PASHOH CTEIEHU CIIEJOCTH

Pes3dwwMe

HccrnenoBaay akKTHBHOCTE & - M /3 -aMuJa3H B 3epHe pa3Hof creneHm
CIeJIOCTH, npopacTawmeM nocle 6-MeCAYHOrO XpaHeHHA, HcclaeloBaryA oxBa-
THBAJH CJelyOmue BHIH ¥ COpPTa: O3OMYy® POXbL COPTOB JaHBKOBCKe 3JIOT? M
llantepH?, O3HMYKH NMmWEHUIY cOPTOB I'paHa ¥ flHa ¥ ApoRO# AuUMEHD COpTOB
Ilact u KocMoc. B xoZze 4-cyTouHOro HaGyxaHus H IDPOPACTAHKA YPOBEHb HC-
clelyeMhX O9H3UMOB OHCTPO ¥ CHCTEMATHYECKH NOBHmMAJCA, OXHAKO TEMIIK 3TO-
ro NOBHMEHHA OHJM Pa3HLIMM, B 3aBHCHUMOCTH OT BHJIA M CTENEeHH CIHeJOCTH
3epHa, B 3epne o3umofi pxM HauBHCmAA aKTHBHOCTh @ - aMujasu Gwia ycra-
HOBJIeHa B ¢a3e BOCKOBOH cmesocTH, a IJIA 3epHA NMMEHUDH YU AYMEHA - B
NOJHOA CNeJOCTH, XOTA JHEPruA NPOPACTAHKA 3€pHA B oéenx das3ax 6uara
NPAKTH4YeCKN ONMHAKOBOA., 3epHO coOparRHOe B MOJOYHOZ CnexocT, co cpen-
Hell BcxoxecTho 35%, XapaKTepH3OBaJOCh OUYEHb HHU3KHM YpPOBHEM HCCIenye-
MHX 3H3MMOB, B CBA3M C STHM MOXHO 3QKJIKYETH, YTO AKTHBHOCTL AMUIOIU-
TAYECKUX OJH3HMOB CBA3aHa TOJBKO YACTHUYHO C aKTyaJbHO# BCXOXeCThK 3ep-
Ha,

Stanistaw Grzesiuk, Teresa Mierzwiriska

ACTIVITY OF AMYLOLYTIC ENZYMES IN GERMINATING
CEREAL GRAIN OF DIFFERENT RIPENESS

Summary

Thear - and B-amylase activity in grain of different ripeness,
germinating after 6 months of storage was investigated. The in-
vestigations comprised the following species: winter rye of Dan=-
kowskie Zlote and Pancerne varieties, winter wheat of Grana and
Jana varieties and summer barley of Piast and Kosmos varieties.The
level of the enzymes investigated grew quickly and systematically
in the course of 4-day swelling and germination, yet the rate of
this growth was different, depending on species and ripeness of
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the grain. In winter rye grain the highest & -amylase activity was
found at the wax ripeness stage for wheat and barley - - at full
ripeness, although the grain germination degree at either stage
was practically the same. Grain harvested at the milk ripeness
stage, germinating on the average in 35%, showed a very low level
of the enzymes investigated., Therefore, it can be concluded that
the activity of amylolytic enzymes could be related only partlyto
the different germination ability of grain. '



