
ŻYWNOŚĆ 2(23), 2000

DOROTA PIASECKA-KWIATKOWSKA, JERZY R. WARCHALEWSKI

ZBOŻOWE BIAŁKOWE INHIBITORY ENZYMÓW 
HYDROLITYCZNYCHI ICH ZNACZENIE 

CZĘŚĆ I. BIAŁKOWE INHIBITORY ALFA-AMYLAZ

S t r e s z c z e n i e

W ziarnie zbóż występują w znacznych ilościach białkowe substancje o charakterze inhibitorów en
zymów hydrolitycznych.

Pomimo, iż występowanie tych substancji w ziarnie zbóż stwierdzono już w latach trzydziestych, to 
do tej pory nie udało się dokładnie ich poznać. W pracy tej scharakteryzowano inhibitory enzymów amy- 
lolitycznych występujące w ziarnie pszenicy, żyta i pszenżyta oraz przedstawiono współczesne poglądy 
na temat ich znaczenia.

Wstęp

Ziarno zbóż jest jednym z podstawowych źródeł pożywienia człowieka dostar
czającym jego organizmowi 56% energii oraz 50% białka. Dlatego od dawna próbuje 
się dokładnie poznać, a następnie racjonalnie wykorzystać jego właściwości. Wiele z 
nich już poznano, lecz nadal pozostają liczne niewiadome. Do takich z całą pewnością 
należy jednoznaczne określenie roli rodzimych białek zbóż o właściwościach hamują
cych działanie enzymów hydrolitycznych różnego pochodzenia. Białka te występują w 
ziarnie w znacznych ilościach i przypisuje się im różnorodne funkcje [1, 7, 10, 15, 29, 
33, 36, 39, 46, 50, 56]. Uważa się, że w ziarnie zbóż występują dwa rodzaje inhibito
rów alfa-amylaz [45]:
• regulujące -  znajdujące się głównie w otrębach, hamujące tylko działanie alfa- 

amylazy specyficznej dla kiełkującego ziarna,
• obronne -  występujące głównie w endospermie, hamujące tylko działanie alfa- 

amylaz egzogennych.
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Inhibitory endogennych alfa-amylaz zbóż

Pierwsza praca donosząca o występowaniu w gryce związków o aktywności ha
mującej aktywność rodzimych amylaz ukazała się już w latach trzydziestych [9]. Jed
nakże dopiero od początku lat siedemdziesiątych rozpoczyna się ożywiony okres ba
dań nad inhibitorami alfa-amylaz zbóż. Wskazano po raz pierwszy na hamowanie ak- 
tywości endogennej alfa-amylazy pszenicy przez trzy termostabilne białka rozpusz
czalne typu albumin, wyekstrahowane z tego ziarna [47]. Następnie stwierdzono wy
stępowanie i przebadano właściwości inhibitorów endogennych alfa-amylaz w innych 
zbożach [39, 51]. Wyizolowano, oczyszczono i dobrze poznano budowę i właściwości 
inhibitorów rodzimych alfa-amylaz z ziarna jęczmienia [25, 55], pszenicy [26, 48, 49, 
51], pszenżyta [58] i żyta [13, 45]. Wśród tych inhibitorów, inhibitory występujące w 
ziarnie pszenicy (oznaczone symbolami WASI, A/T-WI), inhibitor występujący w 
jęczmieniu (oznaczony symbolem BASI), a także dwa inhibitory otrzymane z pszen
żyta wykazywały aktywność dwufunkcyjną [51, 58]. Dodatkowo inhibitory WASI i 
BASI oraz te z pszenżyta hamowały aktywność bakteryjnej proteinazy -  subtilizyny, a 
inhibitor A/T-WI hamował działanie trypsyny z trzustki wieprzowej. Aktywność anty- 
trypsynowa inhibitora A/T-WI przynajmniej częściowo tłumaczy, dlaczego ekstrakty 
uzyskane z ziarna pszenicy, w których stwierdzono hamujące działanie wobec rodzi
mych alfa-amylaz, również wykazywały aktywność antyńypsynową [50, 51, 53]. Ba
danie kinetyki hamowania sugeruje odwracalny, niewspółzawodniczy charakter inhibi
cji [1]. Endogenne inhibitory alfa-amylaz charakteryzują się dość znaczną termostabil- 
nością.

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniaków pszenicy

Ziarno pszenicy zawiera wiele pokrewnych białek wykazujących aktywność ha
mującą wobec alfa-amylaz ssaków i owadów, lecz nieaktywnych w stosunku do alfa- 
amylaz roślinnych, bakteryjnych i grzybowych. Deponte i wsp. [10], zaproponowali 
podział inhibitorów alfa-amylaz występujących w albuminach heksaploidalnych psze
nic. Z ziarna pszenicy uzyskano trzy albuminowe frakcje, o masach cząsteczkowych 
60000, 24000 i 12000 Da, w których występowały inhibitory alfa-amylaz. Białka o 
masie cząsteczkowej 12000 Da hamują działanie różnych alfa-amylaz owadów i na 
podstawie ruchliwości elektroforetycznej głównego składnika są określane jako rodzi
na izoinhibitorów „0,28” [41]. W jej składzie wyodrębniono liczne inhibitory oznaczo
ne: 0,28; 0,32; 0,35; 0,39; 0,48 [41], Amli [38]; 0,30; 0,42 [35]. Łączy je podobień
stwo składu aminokwasowego, właściwości fizykochemicznych i specyficzności inhi
bitorowej [39].

Grupa białek o masie cząsteczkowej 24000 Da hamuje działanie alfa-amylaz 
ludzkich i owadzich, a na podstawie ruchliwości elektroforetycznej głównego składni
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ka jest określana jako rodzina izoinhibitorów „0,19” [10]. Do tej grupy zalicza się in
hibitory Aml2 [38], inhibitory I i II [37], In2 i In3 [28], inhibitor 0,53 [22], inhibitor
0,55 [14]. Wszystkie frakcje białek należące do tej rodziny dysocjują na dwa monome
ry o masie cząsteczkowej 12000 Da. Na podstawie oznaczonej sekwencji aminokwa
sów stwierdzono znaczne podobieństwo w budowie monomerów. Niewielkie różnice 
w ich składzie wyjaśniają fakt różnej mobilności elektroforetycznej poszczególnych 
dimerów [21].

Trzecią rodzinę inhibitorów stanowi albuminowa frakcja o masie cząsteczkowej 
60000 Da, hamująca głównie alfa-amylazy ludzkie [31]. Po oczyszczeniu [28] stwier
dzono, że frakcja ta składa się z czterech podjednostek, a ruchliwość elektroforetyczna 
głównego składnika wynosi 0,45. Również inhibitory należące do tej frakcji podlegają 
odwracalnej dysocjacji do monomerów o masie cząsteczkowej 12000 Da [10].

Chociaż wymienione grupy izoinhibitorów różnią się między sobą niektórymi 
właściwościami, zauważalne są również liczne podobieństwa pomiędzy nimi. Badania 
fizykochemiczne i składu aminokwasowego dwóch grup izoinhibitorów („0,19” i 
„0,28”) wykazały, że oba mają taką samą temperaturę denaturacji 93°C [42], podobną 
zawartość mostków dwusiarczkowych (około 5 mostków przypada na monomer 12000 
Da) i cukrów redukujących (1 mol cukrów przypada na monomer 12000 Da), wyka
zują identyczną entalpię denaturacji i odporność na ekstremalne pH [30, 32]. Analiza 
sekwencji aminokwasów wskazuje również na znaczne podobieństwo tych inhibitorów 
[17, 21]. Wynika z niej, że albuminowe inhibitory są kodowane przez stosunkowo 
niewielką liczbę strukturalnie spokrewnionych genów, różniących się między sobą 
często tylko jednym nukleotydem [39].

Nieliczni badacze donoszą o występowaniu w frakcji gliadynowej zbóż inhibito
rów alfa-amylaz [44, 52]. Silano [39] uważa, że użycie do ekstrakcji typowych roz
puszczalników dla frakcji gliadynowych (70% etanol, roztwory kwasów) nie jest wy
starczającym dowodem na to, że inhibitory te są pochodzenia gliadynowego. Rozpusz
czalniki te mogą również ekstrahować albuminy z ziarna zbóż [29]. Analiza elektrofo
retyczna frakcji białek wymytych z ziarna pszenicy oraz badania ich aktywności inhi
bitorowej sugerują, że aktywność w białkach typu gliadyn może pochodzić od zaad- 
sorbowanych w tej frakcji albumin [20, 54].

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniaków żyta

Kneen i Standstedt [18, 19] pierwsi zidentyfikowali białkowy inhibitor egzogen
nych amylaz w życie, aktywny w stosunku do alfa-amylaz śliny ludzkiej, trzustki oraz 
alfa-amylaz bakteryjnych. Strumeyer [43] częściowo oczyścił inhibitor alfa-amylaz z 
żyta, a Marshall [23, 24] wykazał istnienie dwóch inhibitorów alfa-amylaz w ogrzewa
nych ekstraktach z mąki żytniej. Pierwszy z nich był aktywny w odniesieniu do alfa- 
amylaz trzustki ludzkiej i wieprzowej oraz larw mącznika młynarka (Tenebrio moli-
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tor). Drugi wykazywał aktywność wobec alfa-amylaz śliny ludzkiej, larw mącznika, 
młynarka i bakterii Bacillus subtilis. Oba inhibitory nie wykazywały aktywności w 
stosunku do endogennych alfa-amylaz. Natomiast Granum [13] wyodrębnił inhibitor z 
ziarna żyta i określił jego masę cząsteczkową (28000 Da). Ponadto stwierdził, że skła
da się on z dwóch podjednostek, jego ruchliwość elektroforetyczna wynosi 0,42, a 
punkt izoelektryczny wynosi 5,8. Wyodrębniony inhibitor hamował działanie alfa- 
amylazy śliny ludzkiej oraz trzustki wieprzowej. Pod względem specyficzności hamo
wania, fizykochemicznych właściwości i składu aminokwasowego inhibitory te są 
podobne do inhibitora „0,19” pszenicy [14].

Inhibitory egzogennych alfa-amylaz ziarniaków pszenżyta

W ziarnie pszenżyta stwierdzono obecność sześciu białkowych izoinhibitorów al- 
fa-amylaz [16, 58]. Dla dwóch z nich udowodniono dwufunkcyjny charakter inhibicji 
[58]. Ich właściwości były podobne do endogennego dwufiunkcyjnego inhibitora 
WASI otrzymanego z pszenicy. Wykazywały one aktywność wobec rodzimych alfa- 
amylaz i subtilizyny, natomiast nie hamowały aktywności alfa-amylaz bakteryjnych, 
śliny ludzkiej i trypsyny. Dwa inne izoinhibitory, o masach cząsteczkowych 39200 i 
29200 Da, działają specyficznie w stosunku do alfa-amylaz śliny ludzkiej oraz trzustki 
wieprzowej, nie hamują natomiast działania endogennych amylaz oraz alfa-amylaz 
bakteryjnych [16].

Znaczenie inhibitorów alfa-amylaz

Biologiczne funkcje zbożowych inhibitorów endogennych i egzogennych alfa- 
amylaz przedstawiono na rysunku 1. Rola tych pierwszych sprowadza się do regulacji 
endogennych procesów enzymatycznych, natomiast tych drugich to obrona przed 
czynnikami zewnętrznymi.

Inhibitory mogąnp. zwiększać odporność roślin na szkodniki [27, 36, 50, 56].
Wykazano, że dodanie ekstraktu białkowego uzyskanego z otrąb pszennych do 

sztucznie spreparowanych pokarmów powoduje wzrost śmiertelności larw mącznika, 
młynarka (Tenebrio molitor) [3]. Hipotezę, że albuminowe inhibitory występujące w 
pszenicy prowadzą do zwiększenia odporności na owady, potwierdzili Silano i wsp. 
[40]. Wykazali oni, że enzymy trawienne większości owadów, które atakują ziarno i 
mąkę pszenną, mają wysoką aktywność amylolityczną, która może być hamowana 
przez albuminy pszenicy. W przypadku owadów, które normalnie nie żerują na pszeni
cy takiej zależności nie zaobserwowano.

Stwierdzono, że alktywność natywnej alfa-amylazy w przewodzie pokarmowym 
wołka ryżowego (Sitophilus oryzae) jest 3 razy wyższa niż u wołka zbożowego (SU 
tophilus granarius) i 8 razy wyższa niż u wołka kukurydzianego (Sitophilus zeamais)
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[4]. Daje to przewagę adaptacyjną temu szkodnikowi w przypadku żerowania na po
karmie zawierającym inhibitory alfa-amylaz. Zaobserwowano, że średni czas rozwoju 
larw wołka ryżowego na ziarnie odmian o wysokiej i niskiej za.wartości inhibitorów 
alfa-amylaz jest różny (odpowiednio 36,6±0,1 i 35,9±0,2 dni) [5]. Choć opóźnienie 
rozwoju w przypadku ziarna o wyższej zawartości inhibitorów z pozoru wydaje się 
niewielkie (zaledwie 0,7 dnia), to jednak powoduje znaczną, bo wynoszącą 20,9%, 
redukcję chrząszczy po 180 dniach przechowywania ziarna.

Inhibitory

EGZOGENNYCH ALFA-AMYLAZ 1 INHIBITORY
ENDOGENNYCH ALFA-MYLAZ

Hamow anie proteinaz

SERYNOWYCH DZIĘKI 
DWUFUNKCYJNOŚCI INHIBITORA

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

Proces trawienia uzależniony jest także od kształtu, rozmiarów i własności fi
zycznych ziaren skrobi [6]. Wołek zbożowy (Sitophilus granarius) rozkłada 15,9 razy 
szybciej skrobię kukurydzianą niż ziemniaczaną. Duże ziarenka skrobi pszennej (15- 
20 fim) są 2,4 razy bardziej wrażliwe na rozkład przez enzymy układu trawiennego 
owadów niż małe (5-10 (Lim).

W ostatnich latach badania koncentrują się na ustaleniu składu chemicznego i 
struktury przestrzennej inhibitorów oraz badaniu ich aktywności w stosunku do enzy
mów trawiennych owadów i człowieka. Znaleziono inhibitory w nasionach fasoli [34]
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o szczególnie wysokiej aktywności wobec enzymów trawiennych niektórych szkodni
ków magazynowych. Wyizolowano z ziarna pszenicy cztery związki o właściwościach 
inhibitorów, z których dwa hamują aktywność alfa-amylaz wołka ryżowego (Sitophilus 
oryzae), trojszyka ulca (Tribolium confusum) i mącznika młynarka (Tenebrio molitor), 
ale nie hamują działania alfa-amylaz człowieka [11]. Ich działanie na owady po doda
niu do pokarmu objawia się wydłużeniem czasu rozwoju i jest prawdopodobnie czyn
nikiem selekcyjnym w pokonywaniu barier pokarmowych przez owady. Stosując me
tody inżynierii genetycznej, można otrzymać ziarno zbóż zawierające szczególnie wy
soki poziom inhibitorów aktywnych w stosunku do owadzich alfa-amylaz trawiennych. 
Utrudni to rozwój tych szkodników powodujących ogromne straty w czasie magazy
nowania ziarna, a nie zmniejszy jego wartości odżywczych.

Obiecujące wydaje się zastosowanie wiedzy o białkowych inhibitorach alfa- 
amylaz ziarna zbóż w pracach hodowlanych nad selekcją odmian żyta, pszenicy i 
pszenżyta, odpornych na porastanie [1]. Porośnięte ziarno ze względu na wysoką ak
tywność alfa-amylazy zatraca zdolność kiełkowania, a mąka otrzymana z takiego ziar
na ma obniżoną wartość technologiczną. Odmiany odporne na porastanie charaktery
zują się wyższą zawartością inhibitorów, a niższą zawartością alfa-amylazy w ziarnie 
w stosunku do odmian wrażliwych [2]. Aby uzyskać odporne odmiany dokonano prze
niesienia genu kodującego białko inhibitora z ziarna jęczmienia do ziarna pszenicy 
[15].

Wyniki niektórych prac sugerują, że naturalne inhibitory alfa-amylaz mogą 
wspomagać bądź wręcz umożliwić wytworzenie chleba dobrej jakości z mąki uzyska
nej z ziarna porośniętego, o zbyt wysokiej aktywności alfa-amylaz [57]. Białkowy 
inhibitor wyizolowany z ziarna zbóż działa specyficznie w stosunku do alfa-amylazy, a 
nie oddziały wuj e na strukturę glutenu, dlatego wydaje się być odpowiednim, lepszym 
od innych, czynnikiem powodującym inaktywację alfa-amylazy w porośniętym ziar
nie.

Dwufunkcyjny charakter inhibitorów ziarna zbóż, wyrażający się zdolnością do 
hamowania alfa-amylaz oraz proteinaz bakteryjnych i trypsyny, wskazuje na ich funk
cję ochronną przed atakiem drobnoustrojów podczas kiełkowania i pożniwnego pora
stania, kiedy to przez otwarte pory w okrywie owocowo-nasiennej możliwość ich 
przenikania jest znacznie ułatwiona [1].

Liczne badania żywieniowe z zastosowaniem zbożowych diet bogatych w inhi
bitory alfa-amylaz wykazały, że ich aktywność biologiczna ma wyraźny wpływ na 
metabolizm skrobi w tych organizmach. Preparaty inhibitorów alfa-amylaz mogą być 
użyteczne w leczeniu cukrzycy isulinozależnej i insulinoniezależnej oraz otyłości po
przez efektywne hamowanie alfa-amylazy trzustki wydzielanej do dwunastnicy [8, 50]. 
Z drugiej strony zaobserwowano, że długotrwała dieta bogata w aktywne inhibitory 
może doprowadzić do przerostu trzustki i jej zmian histologicznych, które świadczą o
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degeneracji tego organu. Dlatego z punktu widzenia toksykologii, zbożowe inhibitory 
alfa-amylaz należy uznać za związki szkodliwe dla zdrowia. Ma to szczególne znacze
nie przy produkcji żywności dla niemowląt czy osób chorych z objawami niedosta
tecznego wytwarzania własnych enzymów.
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T H E  C E R E A L  P R O T E IN  IN H IB IT O R S  O F  H Y D R O L Y T IC  E N Z Y M E S AN D T H E IR  R O L E  
P A R T  I P R O T E IN  IN H IB IT O R S  O F  A L P H A -A M Y L A SE

Summar y

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. !H


