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ZBOZOWE BIALKOWE INHIBITORY ENZYMOW
HYDROLITYCZNYCH I ICH ZNACZENIE
CZESC I. BIALKOWE INHIBITORY ALFA-AMYLAZ

Streszczenie

W ziamie zb6z wystgpuja w znacznych ilosciach biatkowe substancje o charakterze inhibitoréw en-
zymow hydrolitycznych.

Pomimo, iz wystgpowanie tych substancji w ziarnie zb6z stwierdzono juz w latach trzydziestych, to
do tej pory nie udalo sig¢ doktadnie ich pozna¢. W pracy tej scharakteryzowano inhibitory enzymow amy-
lolitycznych wystgpujace w ziarnie pszenicy, Zyta i pszenzyta oraz przedstawiono wspoiczesne poglady
na temat ich znaczenia.

Wstep

Ziarno zbdz jest jednym z podstawowych zrodel pozywienia cztowieka dostar-
czajacym jego organizmowi 56% energii oraz 50% biatka. Dlatego od dawna probuje
si¢ doktadnie poznaé, a nastepnie racjonalnie wykorzystaé jego wiasciwosci. Wiele z
nich juz poznano, lecz nadal pozostaja liczne niewiadome. Do takich z calg pewnoscia
nalezy jednoznaczne okres$lenie roli rodzimych biatek zbdz o wlasciwosciach hamuja-
cych dzialanie enzymo6w hydrolitycznych réznego pochodzenia. Biatka te wystgpuja w
ziarnie w znacznych iloéciach i przypisuje si¢ im réznorodne funkcje [1, 7, 10, 15, 29,
33, 36, 39, 46, 50, 56]. Uwaza sie, ze w ziarnie zb0z wystgpuja dwa rodzaje inhibito-
roéw alfa-amylaz [45]:

e regulujace — znajdujace si¢ gldwnie w otrgbach, hamujace tylko dziatanie alfa-
amylazy specyficznej dla kietkujacego ziarna,

e obronne ~ wystgpujace gléwnie w endospermie, hamujace tylko dzialanie alfa-
amylaz egzogennych.
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Inhibitory endogennych alfa-amylaz zb6z

Pierwsza praca donoszaca o wystegpowaniu w gryce zwigzkow o aktywnosci ha-
mujacej aktywnosé rodzimych amylaz ukazala si¢ juz w latach trzydziestych [9]. Jed-
nakze dopiero od poczatku lat siedemdziesigtych rozpoczyna si¢ ozywiony okres ba-
dani nad inhibitorami alfa-amylaz zb6z. Wskazano po raz pierwszy na hamowanie ak-
tywosci endogennej alfa-amylazy pszenicy przez trzy termostabilne bialka rozpusz-
czalne typu albumin, wyekstrahowane z tego ziarna [47]. Nastgpnie stwierdzono wy-
stgpowanie i przebadano wtasciwosci inhibitoréw endogennych alfa-amylaz w innych
zbozach [39, 51]. Wyizolowano, oczyszczono i dobrze poznano budowg i whasciwosci
inhibitor6w rodzimych alfa-amylaz z ziarna jgczmienia [25, 55], pszenicy [26, 48, 49,
51, pszenzyta [58] i zyta [13, 45]. Wsrod tych inhibitorow, inhibitory wystgpujace w
ziarnie pszenicy (oznaczone symbolami WASI, A/T-WI), inhibitor wystepujacy w
Jeczmieniu (oznaczony symbolem BASI), a takze dwa inhibitory otrzymane z pszen-
zyta wykazywaly aktywno$§¢ dwufunkcyjna [51, 58]. Dodatkowo inhibitory WASI i
BASI oraz te z pszenzyta hamowaty aktywno$é bakteryjnej proteinazy — subtilizyny, a
inhibitor A/T-WI hamowat dziatanie trypsyny z trzustki wieprzowej. Aktywnos$¢ anty-
trypsynowa inhibitora A/T-WI przynajmniej czgSciowo ttumaczy, dlaczego ekstrakty
uzyskane z ziarna pszenicy, w ktérych stwierdzono hamujace dziatanie wobec rodzi-
mych alfa-amylaz, réwniez wykazywaly aktywno$¢ antyniypsynowa [50, 51, 53]. Ba-
danie kinetyki hamowania sugeruje odwracalny, niewspoizawodniczy charakter inhibi-
cji [1]. Endogenne inhibitory alfa-amylaz charakteryzuja si¢ do$¢ znaczna termostabil-
noscia.

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniakéw pszenicy

Ziarno pszenicy zawiera wiele pokrewnych bialek wykazujacych aktywnos¢ ha-
mujaca wobec alfa-amylaz ssakow i owadow, lecz nieaktywnych w stosunku do alfa-
amylaz roslinnych, bakteryjnych i grzybowych. Deponte i wsp. [10], zaproponowali
podzial inhibitorow alfa-amylaz wystegpujacych w albuminach heksaploidalnych psze-
nic. Z ziarna pszenicy uzyskano trzy albuminowe frakcje, o masach czasteczkowych
60000, 24000 i 12000 Da, w ktorych wystgpowatly inhibitory alfa-amylaz. Biatka o
masie czasteczkowej 12000 Da hamuja dzialanie réznych alfa-amylaz owadéw 1 na
podstawie ruchliwoéci elektroforetycznej gtéwnego skladnika sg okreslane jako rodzi-
na izoinhibitorow ,,0,28” [41]. W jej skladzie wyodrgbniono liczne inhibitory oznaczo-
ne: 0,28; 0,32; 0,35; 0,39; 0,48 [41], AmI, [38]; 0,30; 0,42 [35]. Laczy je podobien-
stwo sktadu aminokwasowego, wlasciwosci fizykochemicznych i specyficznosei inhi-
bitorowej [39].

Grupa bialek o masie czasteczkowej 24000 Da hamuje dzialanie alfa-amylaz
ludzkich i owadzich, a na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej glownego skladni-
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ka jest okre§lana jako rodzina izoinhibitoréw ,,0,19” [10]. Do tej grupy zalicza sig¢ in-
hibitory Aml, [38], inhibitory I i II [37], In2 i In3 [28], inhibitor 0,53 [22], inhibitor
0,55 [14]. Wszystkie frakcje biatek nalezace do tej rodziny dysocjuja na dwa monome-
ry o masie czasteczkowej 12000 Da. Na podstawie oznaczonej sekwencji aminokwa-
sOw stwierdzono znaczne podobienstwo w budowie monomeréw. Niewielkie réznice
w ich skladzie wyjasniaja fakt roznej mobilnosci elektroforetycznej poszczegdlnych
dimeréw [21].

Trzecia rodzing inhibitor6w stanowi albuminowa frakcja o masie czasteczkowej
60000 Da, hamujaca glownie alfa-amylazy ludzkie [31]. Po oczyszczeniu [28] stwier-
dzono, ze frakcja ta sktada sig z czterech podjednostek, a ruchliwosé elektroforetyczna
glownego sktadnika wynosi 0,45. Roéwniez inhibitory nalezace do tej frakcji podlegaja
odwracalnej dysocjacji do monomeréw o masie czasteczkowej 12000 Da [10].

Chociaz wymienione grupy izoinhibitoréw réznia si¢ migdzy soba niektérymi
wlasciwos$ciami, zauwazalne sa rowniez liczne podobienstwa pomiedzy nimi. Badania
fizykochemiczne i sktadu aminokwasowego dwoch grup izoinhibitoréw (,,0,19” i
»0,28”) wykazaly, ze oba maja taka sama temperatur¢ denaturacji 93°C [42], podobna
zawarto§¢ mostkéw dwusiarczkowych (okoto 5 mostkéw przypada na monomer 12000
Da) i cukréw redukujacych (1 mol cukréw przypada na monomer 12000 Da), wyka-
zuja identyczng entalpie¢ denaturacji i odporno$¢ na ekstremalne pH [30, 32]. Analiza
sekwencji aminokwas6éw wskazuje rowniez na znaczne podobienstwo tych inhibitoréw
[17, 21]. Wynika z niej, ze albuminowe inhibitory sa kodowane przez stosunkowo
niewielka liczbe strukturalnie spokrewnionych gendéw, rdzniacych sie miedzy soba
czesto tylko jednym nukleotydem [39].

Nieliczni badacze donosza o wystgpowaniu w frakcji gliadynowej zb6z inhibito-
row alfa-amylaz [44, 52]. Silano [39] uwaza, ze uzycie do ekstrakcji typowych roz-
puszczalnikéw dla frakeji gliadynowych (70% etanol, roztwory kwaséw) nie jest wy-
starczajacym dowodem na to, Ze inhibitory te sa pochodzenia gliadynowego. Rozpusz-
czalniki te moga réwniez ekstrahowa¢ albuminy z ziarna zb6z [29). Analiza elektrofo-
retyczna frakcji biatek wymytych z ziarna pszenicy oraz badania ich aktywnosci inhi-
bitorowej sugeruja, ze aktywnos¢ w biatkach typu gliadyn moze pochodzi¢ od zaad-
sorbowanych w tej frakcji albumin [20, 54].

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniakéw zyta

Kneen i Standstedt [18, 19] pierwsi zidentyfikowali biatkowy inhibitor egzogen-
nych amylaz w Zycie, aktywny w stosunku do alfa-amylaz §liny ludzkiej, trzustki oraz
alfa-amylaz bakteryjnych. Strumeyer [43] cze$ciowo oczyscit inhibitor alfa-amylaz z
zyta, a Marshall [23, 24] wykazatl istnienie dwoch inhibitoréw alfa-amylaz w ogrzewa-
nych ekstraktach z maki Zytniej. Pierwszy z nich byl aktywny w odniesieniu do alfa-
amylaz trzustki ludzkiej 1 wieprzowej oraz larw macznika miynarka (Tenebrio moli-
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tor). Drugi wykazywat aktywno$é wobec alfa-amylaz §liny ludzkiej, larw macznika.
miynarka i bakterii Bacillus subtilis. Oba inhibitory nie wykazywaly aktywnosci w
stosunku do endogennych alfa-amylaz. Natomiast Granum [13] wyodrgbnit inhibitor z
ziarna zyta i okreslit jego mase czasteczkowa (28000 Da). Ponadto stwierdzit, ze skla-
da si¢ on z dwoch podjednostek, jego ruchliwo$é elektroforetyczna wynosi 0,42, a
punkt izoelektryczny wynosi 5,8. Wyodrebniony inhibitor hamowal dzialanie alfa-
amylazy $liny ludzkiej oraz trzustki wieprzowej. Pod wzglgdem specyficzno$ci hamo-
wania, fizykochemicznych wilasciwosci 1 skladu aminokwasowego inhibitory te sa
podobne do inhibitora ,,0,19” pszenicy [14].

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniakéw pszenzyta

W ziarnie pszenzyta stwierdzono obecno$¢ szesciu biatkowych izoinhibitoréw al-
fa-amylaz [16, 58]. Dla dwoch z nich udowodniono dwufunkcyjny charakter inhibicji
[58]. Ich wlasciwosci byly podobne do endogennego dwufiunkcyjnego inhibitora
WASI otrzymanego z pszenicy. Wykazywaly one aktywnos¢ wobec rodzimych alfa-
amylaz i subtilizyny, natomiast nie hamowaly aktywno$ci alfa-amylaz bakteryjnych,
$liny ludzkiej i1 trypsyny. Dwa inne izoinhibitory, o masach czasteczkowych 39200 i
29200 Da, dzialaja specyficznie w stosunku do alfa-amylaz §liny ludzkiej oraz trzustki
wieprzowej, nie hamuja natomiast dziatania endogennych amylaz oraz alfa-amylaz
bakteryjnych [16].

Znaczenie inhibitoréw alfa-amylaz

Biologiczne funkcje zbozowych inhibitorow endogennych i egzogennych alfa-
amylaz przedstawiono na rysunku 1. Rola tych pierwszych sprowadza si¢ do regulacji
endogennych proceséw enzymatycznych, natomiast tych drugich to obrona przed
czynnikami zewngtrznymi,

Inhibitory moga np. zwigksza¢ odpornosé¢ roslin na szkodniki {27, 36, 50, 56].

Wykazano, ze dodanie ekstraktu biatkowego uzyskanego z otrab pszennych do
sztucznie spreparowanych pokarméw powoduje wzrost $miertelnosci larw macznika.
miynarka (Tenebrio molitor) [3]. Hipotezg, ze albuminowe inhibitory wystepujace w
pszenicy prowadza do zwigkszenia odporno$ci na owady, potwierdzili Silano 1 wsg.
[40]. Wykazali oni, ze enzymy trawienne wigkszosci owaddw, ktore atakujg ziarno i
make pszenna, maja wysoka aktywno$¢ amylolityczng, ktora moze by¢ hamowana
przez albuminy pszenicy. W przypadku owadow, ktore normalnie nie Zerujg na pszeni-
cy takiej zaleznosci nie zaobserwowano.

Stwierdzono, ze alktywnos$¢ natywnej alfa-amylazy w przewodzie pokarmowym
wolka ryzowego (Sitophilus oryzae) jest 3 razy wyzsza niz u wolka zbozowego (Si-
tophilus granarius) i 8 razy wyzsza niz u wotka kukurydzianego (Sitophilus zeamais)
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[4]. Daje to przewage adaptacyjna temu szkodnikowi w przypadku Zerowania na po-
karmie zawierajacym inhibitory alfa-amylaz. Zaobserwowano, Ze $redni czas rozwoju
larw wotka ryzowego na ziarnie odmian o wysokiej i niskiej za.warto$ci inhibitorow
alfa-amylaz jest rézny (odpowiednio 36,6+0,1 i 35,9+0,2 dni) [5]. Cho¢ opdZnienie
rozwoju w przypadku ziarma o wyzszej zawartoéci inhibitoréw z pozoru wydaje sie
niewielkie (zaledwie 0,7 dnia), to jednak powoduje znaczna, bo wynoszaca 20,9%,
redukcje chrzaszezy po 180 dniach przechowywania ziarna.

INHIBITORY INHIBITORY
GZOGENNYCH ALFA-AMYLAZ} ENDOGENNYCH ALFA-MYLAZ

|
REGULACJA W CZASIE

INHIBICJA HETEROGENN ‘g“ ROZWOJIU ZIARNA I SYNTEZY
ALFA-AMYLAZ SZKODNIKOW SKROBI W ZIARNIE, POPRZEZ

ZWIERZECYCH (np. WOLEK HAMOWANIE DZIALANIA
ZBOZOWY, GRYZONIE) ALFAAMYLAZY

Y

Y

OPOZNIANIE DEGRADACH
SKROBI W CZASIE
PORASTANIA ZIARNA

/

HAMOWANIE PROTEINAZ
SERYNOWYCH DZIEKI
DWUFUNKCYJNOSCI INHIBITORA

Rys. 1. Biologiczne funkcje zbozowych inhibitorow alfa-amylaz [12].
Fig. 1.  Biological functions of alpha-amylase inhibitors in cereals [12].

Proces trawienia uzalezniony jest takze od ksztaltu, rozmiaréw i wlasnosci fi-
zycznych ziaren skrobi [6]. Wotek zbozowy (Sitophilus granarius) rozklada 15,9 razy
szybciej skrobi¢ kukurydziang niz ziemniaczang. Duze ziarenka skrobi pszennej (15—
20 wm) sg 2,4 razy bardziej wrazliwe na rozklad przez enzymy ukladu trawiennego
owadow niz mate (5-10 um).

W ostatnich latach badania koncentruja si¢ na ustaleniu sktadu chemicznego i
struktury przestrzennej inhibitor6w oraz badaniu ich aktywno$ci w stosunku do enzy-
mow trawiennych owadow i czlowieka. Znaleziono inhibitory w nasionach fasoli [34]
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o szczegoblnie wysokiej aktywnosci wobec enzyméw trawiennych niektorych szkodni-
kow magazynowych. Wyizolowano z ziarna pszenicy cztery zwiazki o wlasciwosciach
inhibitoréw, z ktdrych dwa hamujg aktywno$¢ alfa-amylaz wotka ryzowego (Sitophilus
oryzae), trojszyka ulca (Tribolium confusum) i macznika mlynarka (Tenebrio molitor),
ale nie hamuja dziatania alfa-amylaz czlowieka [11]. Ich dzialanie na owady po doda-
niu do pokarmu objawia si¢ wydtuzeniem czasu rozwoju i jest prawdopodobnie czyn-
nikiem selekcyjnym w pokonywaniu barier pokarmowych przez owady. Stosujac me-
tody inzynierii genetycznej, mozna otrzymac ziamo zboz zawierajace szczegdlnie wy-
soki poziom inhibitoréw aktywnych w stosunku do owadzich alfa-amylaz trawiennych.
Utrudni to rozwoj tych szkodnikéw powodujacych ogromne straty w czasie magazy-
nowania ziarna, a nie zmniejszy jego warto$ci odzywczych.

Obiecujace wydaje sig zastosowanie wiedzy o bialkowych inhibitorach alfa-
amylaz ziarmma zb6z w pracach hodowlanych nad selekcja odmian Zyta, pszenicy i
pszenzyta. odpornych na porastanie [1]. Poroénigte ziarno ze wzgledu na wysoka ak-
tywno$¢ alfa-amylazy zatraca zdolno$¢ kietkowania, a maka otrzymana z takiego ziar-
na ma obnizong warto$¢ technologiczng. Odmiany odporne na porastanie charaktery-
Zuja sie wyzsza zawartoscia inhibitorow, a nizsza zawarto$cia alfa-amylazy w ziarnie
w stosunku do odmian wrazliwych [2]. Aby uzyskaé¢ odporne odmiany dokonano prze-
niesienia genu kodujgcego biatko inhibitora z ziarna jeczmienia do ziarna pszenicy
[15].

Wyniki niektorych prac sugeruja, Ze naturalne inhibitory alfa-amylaz moga
wspomagaé badz wrecz umozliwi¢ wytworzenie chleba dobrej jakosci z maki uzyska-
nej z ziarna porosnig¢tego, o zbyt wysokiej aktywnos$ci alfa-amylaz [57]. Bialkowy
inhibitor wyizolowany z ziarna zbdz dziata specyficznie w stosunku do alfa-amylazy, a
nie oddzialywuje na strukture glutenu, dlatego wydaje si¢ by¢ odpowiednim, lepszym
od innych, czynnikiem powodujacym inaktywacjg¢ alfa-amylazy w porosnigtym ziar-
nie.

Dwufunkcyjny charakter inhibitoréw ziarna zb6z, wyrazajacy sig¢ zdolnoscia do
hamowania alfa-amylaz oraz proteinaz bakteryjnych i trypsyny, wskazuje na ich funk-
cj¢ ochronng przed atakiem drobnoustrojow podczas kietkowania i pozniwnego pora-
stania, kiedy to przez otwarte pory w okrywie owocowo-nasiennej mozliwo$¢ ich
przenikania jest znacznie utatwiona [1].

Liczne badania zywieniowe z zastosowaniem zbozowych diet bogatych w inhi-
bitory alfa-amylaz wykazaly, Zze ich aktywno$¢ biologiczna ma wyrazny wplyw na
metabolizm skrobi w tych organizmach. Preparaty inhibitoréw alfa-amylaz moga by¢
uzyteczne w leczeniu cukrzycy isulinozaleznej i insulinoniezaleznej oraz otylosci po-
przez efektywne hamowanie alfa-amylazy trzustki wydzielanej do dwunastnicy [8, 50].
Z drugiej strony zaobserwowano, ze dlugotrwala dieta bogata w aktywne inhibitory
moze doprowadzi¢ do przerostu trzustki 1 jej zmian histologicznych, ktére $§wiadcza o
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degeneracji tego organu. Dlatego z punktu widzenia toksykologii, zbozowe inhibitory
alfa-amylaz nalezy uzna¢ za zwiazki szkodliwe dla zdrowia. Ma to szczegblne znacze-
nie przy produkcji zywnosci dla niemowlat czy 0séb chorych z objawami niedosta-
tecznego wytwarzania wlasnych enzymow.
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THE CEREAL PROTEIN INHIBITORS OF HYDROLYTIC ENZYMES AND THEIR ROLE
PART I PROTEIN INHIBITORS OF ALPHA-AMYLASE

Summary

Cereal seeds contain a lot of protein substances which are inhibitors of hydrolytic enzymes. Although,
they were discovered in the early 1930's till today remain a number of question to be answer. In this paper
protein nature alpha-amylase inhibitors found in grain of wheat, rye and triticale were discussed on the
grounds of the present-day knowledge.



