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WPLYW JONOW Fe?' DZIALAJACYCH NA KIELKUJACE
NASIONA SOI, LUCERNY ORAZ ZIARNIAKI PSZENICY
NA ZAWARTOSC SKROBI I CUKROW REDUKUJACYCH

Streszczenie. Przedstawione badania prezentuja zmiany zawartos$ci skrobi i cukrow redukujacych
w nasionach soi, lucerny oraz ziarniakach pszenicy skietkowanych w warunkach stresu abiotycz-
nego wywolanego przez jony Fe*'. Badane rosliny kietkowano w hodowlach hydroponicznych
w 0-25-milimolowych stezeniach FeSO,4. Czynnik wywolujacy stres wplywal na zawartos¢ bada-
nych sacharydéw i w pewnych warunkach nawet zwigkszat stopien hydrolizy skrobi i oligosacha-
rydow. Najwigkszy wplyw na technologiczne wilasciwos$ci maki moze mie¢ dodatek proszku
otrzymanego ze skietkowanej pszenicy. Zmiany obserwowane w zawarto$ci cukrow redukuja-
cych i skrobi w kietkach roslin stragczkowych nie powinny wptywac na wtasciwosci surowcow dla
przetworstwa zboz.

Stowa kluczowe: skrobia, cukry redukujace, kielki, soja, pszenica, lucerna

Wstep

Suplementacja zywnosci sktadnikami, ktére w istotny sposob pozwalaja na kontro-
lowanie rozwoju pewnych choréb lub zapobiegaja im, jest stosowana w coraz wigkszym
zakresie, ze wzgledu na rosnacg wiedz¢ o wplywie zywienia na zdrowie czltowieka.
Z jednej strony uwaza si¢, ze nieprawidlowo zbilansowana dieta przyczynia si¢ do sze-
$ciu z dziesigciu najwazniejszych przyczyn $mierci we wspotczesnym §wiecie (BELEM
1999), z drugiej spoteczenstwa krajow o wysokim stopniu rozwoju cywilizacyjnego
wierza w istotny wplyw racjonalnej diety na zdrowie i dlugowieczno$¢ (HARDY 2000).

Obawy spoteczne zwigzane z wprowadzaniem do diety zywnosci modyfikowanej
genetycznie 1 uznaniem jej za zywnos$¢ funkcjonalng otwieraja szerokie perspektywy
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przed wzbogacaniem zywnos$ci w cenne skladniki prozdrowotne poprzez stosowanie
biofortyfikacji roslin klasycznymi metodami hodowlanymi, czyli poprzez naturalng
selekcje odmian i zmiane warunkéw hodowli. Modyfikacje warunkéw uprawy roslin
moga wywotywaé znaczne zmiany ich sktadu i wptywacé na przydatnosé¢ technologiczng
surowca do przemystowego przetworstwa zywnosci.

Wprowadzenie kietkow roslinnych do diety czlowieka w celu jej wzbogacenia,
szczegolnie w witaminy, przeciwutleniacze i btonnik pokarmowy (ZIELINSKI i IN. 2005
a, 2005 b), jest stosowane od lat, gtdownie przez mieszkancow krajow Dalekiego
Wschodu. Nalezy jednak pamigtac, ze podczas kietkowania nasion i ziarniakéw docho-
dzi do szeregu istotnych zmian w sktadzie otrzymywanego materiatu, w tym w sktadzie
sacharydow (BAU i IN. 1997). Stosowanie skielkowanych ziarniakow lub nasion jako
dodatku w produktach zbozowych zawsze bylo zwigzane z obawami dotyczacymi po-
gorszenia jako$ci maki (DOJCZEW i IN. 2004, MIS 2002, NEETHIRAJAN i IN. 2007), dla-
tego nalezy przesledzi¢ zmiany, jakie nastgpuja podczas kietkowania w obecnosci sil-
nego czynnika stresowego.

W prezentowanych doswiadczeniach badano, w jaki sposob wptywa wzrost obecno-
$ci jonow zelaza podczas kietkowania roslin na zawarto$¢ skrobi i cukréw redukujg-
cych. Sacharydy te w istotny sposdb determinuja przydatno$c¢ stosowanego materiatu
jako suplementu do przetworstwa zboz. Dekstrynizacja skrobi przyczynia si¢ bowiem
do zmian lepko$ci, a wzrastajgca ilos¢ cukréw prostych i niektérych disacharydow
powoduje intensyfikacje zachodzacych podczas przetworstwa proceséw fermentacji
(DoJCZEW i IN. 2004).

W badanych preparatach otrzymywanych ze skietkowanych roslin straczkowych lub
zb0z zostaje wymuszone silne wigzanie zelaza, w tym w formie o bardzo duzej biodo-
stepnos$ci — w ferrytynie. Dzialanie silnego stresu abiotycznego uruchamia w komor-
kach mechanizmy obronne przed zwickszeniem w nich st¢zenia czynnikéw prooksyda-
cyjnych. Pociaga to za sobg réwniez szereg zmian w procesach syntezy i rozkladu
omawianych sacharydow.

Material i metody

Ziarniaki pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L., odm. ‘Bombona’) otrzymano
ze Stacji Hodowli Roslin Danko w Choryni, soi (Glycine max, odm. ‘Naviko’) z Kate-
dry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, natomiast
lucerny (Medicago sativa L., odm. ‘Tula’) z Poznanskiej Hodowli Roslin w Tulcach.

W celu przygotowania preparatu skietkowanych nasion i ziarniakow poddawano je
odkazaniu za pomocag 70-procentowego roztworu etanolu i pozostawiano na 12 h
w roztworach FeSO, o stezeniu 0-25 mM, a nast¢pnie wysiewano w kietkownicach.
Hodowle kietkéw prowadzono przez sze$é-siedem dni, w pokojowej temperaturze,
nawilzajac kazdego dnia rosliny za pomoca odpowiedniego roztworu FeSO,. Otrzyma-
ne kietki wraz z nasionami i ziarniakami ponownie odkazano i suszono owiewowo do
otrzymania wilgotno$ci ponizej 10%. Wysuszony material mielono i przechowywano
w szklanych, szczelnie zamknietych naczyniach w temperaturze pokojowe;.
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Zawartos¢ cukréw redukujacych oznaczano metoda MILLERA (1959), natomiast
skrobi — metoda HOLMA 1 IN. (1986).

Do wykonania analiz statystycznych wykorzystano program Statistica 8.0. Wszyst-
kie wartos$ci wyrazono jako warto$¢ $rednig z trzech powtorzen +odchylenie standardo-
we, a istotne roznice statystyczne wyznaczono, wykonujac analize¢ wariancji (p < 0,05).

Wyniki i dyskusja

Poniewaz badane ro$liny naleza do rdznych rodzin, ich nasiona i ziarniaki istotnie
si¢ r6znig zawartoscig skrobi. Zawarto$¢ skrobi oznaczona w nasionach soi wyniosta
1,8% +0,02%, w nasionach lucerny — 1,87% +0,06% i pszenicy — 67,43% +£0,32%.
Rozne jest rowniez jej znaczenie w procesie kietkowania.

Dojrzate nasiona roslin stragczkowych zawierajg znaczne ilosci sacharydow rodziny
rafinozy (ponad 50 mg w 1 g odtluszczonej maki) (KUoO i IN. 1988). Wiasnie te sachary-
dy staja si¢ podstawowym zrodtem energii dla kietkujacych nasion, dlatego podczas
kietkowania soi czy lucerny, pomimo oczywistego wzrostu aktywnosci enzyméw amy-
lolitycznych, moze by¢ obserwowany nawet wzrost zawartosci skrobi (BAU i1 IN. 1997).
W prezentowanym dos$wiadczeniu podczas kietkowania nasion soi w wodzie destylo-
wanej nie odnotowano jednak istotnych statystycznie zmian zawartosci skrobi, a zawar-
to$¢ cukréw redukujacych spadta o blisko 20% (tab. 1), natomiast w skietkowanych
w tych samych warunkach nasionach lucerny zawarto$¢ skrobi zwickszyla si¢ prawie
0 60%, a cukrow redukujacych o 15% (tab. 2). Roznice te mozna tltumaczy¢ odmiennym
sktadem sacharydéw w obu roslinach, w tym takze zawarto$cig §luzow roslinnych.

Tabela 1. Zawartos$¢ skrobi i cukréw redukujacych w nasionach i w spreparowanych kietkach soi
Table 1. Starch and reducing sugars content in soy bean seeds and prepared sprouts

Soia Stezenie FeSO4 Zawarto$¢ skrobi Za;zzréﬁlsf zul:;ow
. ) S zastosowane do hodowli w 100 g s.s. Jacy
(‘Naviko’) (mM) (@ w 100 g s.s.
(&

Nasiona - 1,81 +£0,02 ¢ 2,25+0,01 f

Nasiona wraz 0 1,73 £0,01 be 1,89 £0,01 e
z kietkami

5 1,49 +£0,03 a 1,79 £0,01 d

10 2,23 40,07 d 1,69 +£0,06 ¢

15 2,28 10,10 d 1,69 0,06 ¢

20 1,89 +£0,09 ¢ 1,55 +0,04 b

25 1,65+0,07 b 1,45+0,03 a

Warto$ci w kolumnach (warto$¢ $rednia +odchylenie standardowe) z odmiennym indeksem literowym

roznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).
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Tabela 2. Zawarto$¢ skrobi i cukrow redukujacych w nasionach i w spreparowanych kietkach

lucerny

Table 2. Starch and reducing sugars content in alfalfa seeds and prepared sprouts

Stezenie FeSO4 Zawartos$¢ skrobi Zawartos? cukréw
Lucerna . redukujacych
. s zastosowane do hodowli w 100 g s.s.
(‘Tula”) w 100 g s.s.
(mM) (8
(&
Nasiona - 1,87 £0,06 a 1,70 0,02 b
Nasiona wraz 0 2,98 +0,08 ¢ 1,97 £0,03 ¢
z kietkami

5 3,61 +0,05d 3,30 +0,13 ¢

10 2,54 +£0,08 b 3,24 £0,06 e

15 2,60 +0,06 b 2,72 +£0,08 d

20 3,00 +0,04 ¢ 1,99 +£0,07 ¢

25 2,91 0,14 ¢ 0,84 £0,04 a

Wartosci w kolumnach (warto$¢ $rednia +odchylenie standardowe) z odmiennym indeksem literowym
roznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Zupetnie odwrotna tendencja jest widoczna w przypadku ziarniakow pszenicy.
Skrobia jest tu gldownym materialem energetycznym wykorzystywanym podczas kiel-
kowania, dlatego jej zawartos¢ w kielkach wzrastajagcych w wodzie destylowanej maleje
o blisko 20%, natomiast zawarto$¢ cukrow redukujacych powstajacych w wyniku jej
rozktadu wzrasta o$miokrotnie (tab. 3).

Nalezy jednak pamigtac, ze zmiany zawartosci cukréw w badanym materiale moga
by¢ czesciowo wynikiem ich dyfuzji do medium hodowlanego.

Zmiany zawartosci badanych sacharydéw podczas kietkowania w warunkach zwiek-
szonego stezenia FeSO, sg powiazane z oddzialywaniem jonow Zelaza na aktywno$¢
bialek enzymatycznych. Na zmiany catkowitej aktywno$ci enzymoéw amylolitycznych
sktadajg si¢ zmiany poziomu ich ekspresji, poziomu ekspresji inhibitorow amylaz, jak
i bezposrednie oddziatywania Zelaza z amylazami i ich kofaktorami.

W przypadku nasion soi kietlkowanych podczas hodowli w roztworze o stezeniu
5 mM FeSO,4 obserwuje si¢ szybszy rozktad skrobi (o kolejnych 15%) i nieznaczny
spadek zawartosci cukréow redukujacych (o = 5%) w poroéwnaniu z nasionami kietko-
wanymi w wodzie destylowanej, co moze §wiadczy¢ o pozytywnym wptywie FeSO, w
omawianym st¢zeniu na aktywno$¢ o-amylaz soi. Wigksze stezenia, tj. 10 i 15 mM
FeSO,, hamuja jednak enzymy rozkladajace skrobi¢ lub powoduja wzrost aktywno-
$ci/ekspresji ich inhibitorow, bowiem obserwowana jest synteza skrobi (przyrost
w stosunku do zawartos$ci skrobi w nasionach o = 24%), a zawarto$¢ cukrow redukuja-
cych dalej spada w poréwnaniu z nasionami kietkowanymi w wodzie (o 11%). Pomimo
tego, ze obserwowane zmiany zachodzg podczas kietkowania, kiedy powinna nastepo-
wac hydroliza skrobi, w tym przypadku nastepuje jej synteza. Podobne wyniki obser-
wacji podajg BAU 1 IN. (1997).
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Tabela 3. Zawartos¢ skrobi i cukrow redukujacych w ziarniakach i w spreparowanych kietkach
pszenicy
Table 3. Starch and reducing sugars content in wheat grain and prepared wheat-germs

. Stezenie FeSO4 Zawartos$¢ skrobi Zawartos? cukréw
Pszenica . redukujacych
. N zastosowane do hodowli w 100 g s.s.
(‘Bombona’) w 100 g s.s.
(mM) (8
(&

Ziarniaki - 67,43 £0,32 h 1,11 +0,06 a

Ziarniaki 0 54,01 +0,29 g 8,83 £0,06 b
wraz z kietkami

1 48,90 £0,22 17,82 £0,16 ¢

2 38,88 £0,16 a 25,09 +0,13 h

3 43,78 £0,33 e 19,18 £0,16 d

4 43,28 £0,09 d 20,79 £0,22 f

5 43,21 +0,12d 21,31+0,23 g

10 43,02 +£0,05 ¢ 20,10 £0,09 e

15 41,90 £0,24 b 19,59 £0,14 d

Wartosci w kolumnach (warto$¢ $rednia +odchylenie standardowe) z odmiennym indeksem literowym
rdznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Dalszy wzrost stgzenia jonow zelaza w podtozu hodowlanym powoduje spadek za-
réwno zawartosci skrobi, jak i cukréw redukujacych, co moze §wiadczy¢ o wzroscie
aktywnosci a-amylazy (enzymu dekstrynujacego) i spadku aktywnosci enzymu cukru-
jacego, czyli B-amylazy, i prawdopodobnym hamowaniu aktywno$ci inhibitorow
a-amylaz. Poniewaz pod wptywem silnego stresu abiotycznego i biotycznego urucha-
miana jest synteza specyficznej o -amylazy, aktywowanej w komorkach, w ktorych sa
hamowane procesy kariokinezy (DOYLE i IN. 2007), zmiany zawarto$ci badanych sacha-
rydow obserwowane w materiale z hodowli przy 20-25 mM FeSO, sg dodatkowym
potwierdzeniem silnej inhibicji procesu kietkowania w tych warunkach. Dane o zawar-
tosci badanych sacharydow w preparatach otrzymanych podczas kietkowania soi
w roztworach FeSO, przedstawia tabela 1.

W preparatach otrzymywanych ze skietkowanych nasion lucerny z hodowli
w 5110 mM FeSO,4 obserwowano wzrost zawartosci cukrow redukujacych o = 70%
w porownaniu z kietkami hodowanymi w wodzie destylowanej. Przy wigkszych steze-
niach jondéw zelaza w hodowli obserwowany jest spadek zawartosci tych cukrow, od-
powiednio o 17% przy 15 mM, o 39% przy 20 mM i o 76% przy 25 mM w poréwnaniu
z ich zawarto$cig w preparatach z hodowli w 10 mM FeSOQ, (tab. 2).

Podczas hodowli w 5 mM FeSO, nastgpuje rowniez synteza skrobi (wzrost zawarto-
$ci o ponad 60%), co §wiadczy o wzroScie aktywnosci enzymow rozktadajacych inne
niz a-1,4 wigzania glikozydowe i o rozktadzie sacharydéw z rodziny rafinozy. Podobne
wyniki obserwacji podaja BAU i IN. (1997). Zmniejszanie zawartosci skrobi podczas
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hodowli w 10 1 15 mM ( o = 30%) sugeruje wzrost aktywnosci amylaz rozktadajacych
skrobi¢, a mniejsza aktywno$¢ enzymoéw rozktadajacych oligosacharydy. Poniewaz
zawarto$¢ skrobi w hodowlach przy 20 i 25 mM Fe*" wzrasta (o = 14%), a zawarto$¢
cukrow redukujacych stopniowo maleje, mozna przypuszczaé, ze zmniejsza si¢ aktyw-
nos¢ (badz ekspresja) enzymow zaréwno rozktadajacych skrobig, jak i1 rozktadajacych
oligosacharydy. Jednak 25 mM FeSO; silniej wptywa na zmniejszenie catkowitej ak-
tywnosci enzymoéw hydrolizujacych sacharydy rodziny rafinozy niz enzymoéw hydroli-
zujacych skrobig.

Jak juz wspomniano, w skielkowanych ziarniakach pszenicy oczekiwano innych
tendencji badanych zmian — ze wzgledu na duza zawarto$¢ skrobi. Nalezy jednak pod-
kresli¢ odmienng niz ro$lin stragczkowych tolerancj¢ pszenicy na stres abiotyczny wy-
wolywany przez jony Fe’". Kielkowanie pszenicy jest zatrzymywane przez znacznie
mniejsze stezenia zelaza. Hamowanie wzrostu ro$liny jest widoczne juz przy 4 mM
Fe', a przy 10 czy 15 mM FeSO, obserwowane jest jej zamieranie (ZIELINSKA-DAWI-
DZIAK 1 TWARDOWSKI 2008), dlatego zmiany, jakie nastepuja w kietkach pszenicznych,
sa badane dla preparatow kietkowanych w mniejszych stezeniach zelaza.

Podczas hodowli prowadzonych w stezeniach Zelaza do 2 mM obserwuje si¢ spadek
zawarto$ci skrobi (o prawie 10% przy 1 mM i o prawie 30% przy 2 mM Fe*") i jedno-
czesny wzrost zawarto$ci cukrow redukujacych (o ponad 100% przy 1 mM i ponad
280% przy 2 mM Fe®") w poréwnaniu z kietkami hodowanymi w wodzie destylowanej.
Swiadczyé to moze o aktywujacym dziataniu jondéw zelaza w tak matym stezeniu na
amylazy pszenicy. Przy wickszych stezeniach zelaza (3-10 mM Fe*") widoczny jest
spadek aktywnosci amylaz, poniewaz wzrasta zawarto$¢ skrobi (o 10-15%) i maleje
zawarto$¢ cukréw redukujacych (o 15-23%). Zmiany obserwowane w tym zakresie
stezen sa nieznaczne, cho¢ rdznice sg istotne statystycznie. Nalezy jeszcze raz podkre-
$li¢, ze spadek aktywnosci enzymow moze by¢ wywolywany zardwno hamowaniem ich
ekspresji, hamowaniem ekspresji inhibitorow, jak i zmianami oddziatywania enzymow
z kofaktorami. Nastepujacy przy hodowli w stezeniu 15 mM FeSO, spadek zawarto$ci
skrobi i cukrow redukujacych jest praktycznie niezauwazalny (dla obu badanych
zmiennych o = 3%), jednak podparty innymi obserwacjami (np. analizg przyrostow
biomasy i zmianami w zawarto$ci biatek) stanowi dodatkowy dowod na zamieranie
rosliny przy tym stgzeniu zelaza w podlozu hodowlanym (ZIELINSKA-DAWIDZIAK
i TWARDOWSKI 2008). W catym zakresie badanych stezen zelaza wprowadzanych do
podloza podczas kietkowania pszenicy w otrzymanym materiale rozktad skrobi jest
nawet wickszy niz w ziarniakach skietkowanych w wodzie destylowanej, dlatego do-
dawanie tego preparatu do przetwodrstwa zbdz powinno by¢ Scisle kontrolowane.

Podsumowanie

Oddzialywanie jonéw zelaza na biatka enzymatyczne i ich inhibitory w preparatach
otrzymanych ze skietkowanych nasion soi i lucerny oraz ziarniakéw pszenicy wywoluje
znaczne zmiany zawartosci skrobi i cukrow redukujacych. Zmiany te sg szczeg6lnie
istotne w przypadku kietkow pszenicznych, poniewaz podczas ich hodowli w roztwo-
rach FeSO, obserwowany jest rozktad skrobi i przyrost cukrow redukujacych wigkszy
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niz w kietkach wzrastajacych w wodzie destylowanej. Ze wzgledu na mata zawartos¢
skrobi i mniejsza niz w przypadku pszenicy zawartos¢ cukréw redukujacych w prosz-
kach otrzymanych z kietkow soi lub lucerny w calym badanym zakresie stezen jonow
zelaza ich zastosowanie jako dodatku w przetworstwie zbdz wydaje sie korzystniejsze.
Istotna jest przy tym wigksza tolerancja roslin straczkowych na stres wywotywany
przez jony zelaza i lepsza zdolnos$¢ jego kumulowania (ZIELINSKA-DAWIDZIAK 1 IN.
2009). Nalezy jednak skontrolowa¢ takze zmiany, jakie nastepujg w zawarto$ci pozosta-
tych sktadnikéw badanego materialu, w tym zmiany aktywnosci enzyméw proteolitycz-
nych, ktore wptywaja na strukture biatek glutenowych.
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INFLUENCE OF Fe*" IONS AFFECTING THE GERMINATING SOY BEAN
AND ALFALFA SEEDS OR WHEAT GRAIN ON THE CONTENT OF STARCH
AND REDUCING SUGARS

Summary. The presented experiments describe changes in starch and reducing sugar content in
germinated soy bean and alfalfa seeds or wheat grain as the result of abiotic stress induced by
Fe*" ions. The examined plants were germinated in hydroponic cultures at 0-25 mM concentra-
tions of FeSO,. The stressing factor influenced on content of the examined saccharides and even
increased, in some examined conditions, the starch and oligosaccharides hydrolysis. The greatest
effect on technological properties of flour may have had an addition of powder, which was pre-
pared from germinated wheat. Changes observed in reducing sugar and starch content for legumes
sprouts should not influence the properties of raw material for cereal processing.

Key words: starch, reducing sugar, sprouts, soy bean, wheat, alfalfa
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