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BIALKOWE INHIBITORY 0~AMYLAZY
ZIARNIAKOW ZBOZ

Endogenous Alpha-amylase Proteinaceous Inhibitors from Cereal Seeds

Janina ANDRZEJCZUK-HYBEL

Sumary. Cereal grain contains proteins with inhibitory activity against o-amylases. The inhibitors from barley (BASI) and
wheat (WASI), which are specific for endogenous a-amylase and for subtilisine, were isolated and well characterized. These
proteins have Mr~20000 Da and pI~7,2. The amino acid composition and sequence show, that those inhibitors are
homologous with the soyabean trypsin inhibitor (Kunitz) family. These inhibitors are active only against a-amylase of the
high-pI isoensyme group. There are indicators that ABA is promoting the synthesis of those proteins. An endogenous
o-amylase inhibitor from cereal seeds has recently gained much attention due to its possible negative effect on the activity

during grain maturation, germination and sprouting.
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WSTEP

W procesie kietkowania ziarna zb6z, w jego
warstwie aleuronowej syntetyzowane sa liczne
enzymy hydrolityczne, ktére nastgpnie sa wy-
dzielane do endospermu w celu uruchomienia
zgromadzonych tam materialdw zapasowych
dla rozwijajacego si¢ zarodka. Jednym z tych
enzymdéw jest -amylaza o nazwie systematycz-
nej 4-glukanohydrolaza o-1,4-glukanu (E.
C.3.2.1.1.), ktéra rozktada skrobi¢ endospermu.

a-amylazy ziarna zb6z dzielone sa w zalez-
nosci od ich punktu izoelektrycznego (pl) na
dwie grupy izoenzymatyczne. Pierwsza grupa to
o-amylazy o niskiej wartosci pI w granicach
4.2-5.5, w literaturze oznaczane symbolem O
lub LP (low pI), lub wczesniej ,,zielone” oi-amy-
lazy [1, 11, 26]. Enzymy tej grupy w procesie
kietkowania ziarna sa syntetyzowane de novo w
matej ilosci, natomiast gléwnie pojawiaja si¢
one we wczesnej fazie wyksztalcania si¢ ziar-

niakdéw i tylko w niewielkiej ilosci wystgpuja w
ziarnach w stanie spoczynku. Druga grupa to o-
amylazy o wysokiej wartosci pI w granicach
5.5-7.0, o symbolu o-i1 lub HP (high pI), lub
wczeéniej ,.stodowe” o-amylazy [11, 17, 27,
40]. Enzymy tej grupy sa syntetyzowane de no-
vo gléwnie w procesie kietkowania i przedzniw-
nego porastania ziarna zb6z [17, 44}. Grupa HP
izoenzyméw o-amylazy wystgpuje w ziarnach
w stanie spoczynku, gdyz jest syntetyzowana de
novo w matej ilosci w poZnej fazie ich wyksztal-
cania [11, 44]. Dla ziarna pszenicy wyrdznia si¢
ponadto grupg izoform o-amylazy o wartosci pl
powyzej 10, oznaczone symbolem o-11 lub
VHP (very high pI) [11]. Enzymy tej grupy po-
jawiaja si¢ w I-¢j fazie wyksztatcania si¢ ziar-
niakéw pszenicy, a nastgpnie zanikaja i nie
stwierdzono ich obecnodci w ziarnie w stanie
spoczynku [11].

Synteza grupy izoenzyméw o-amylazy II
(HP) jest regulowana przez substancje wzrosto-
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we w dojrzalej warstwie aleuronowej [11, 15,
26, 27]. Kwas giberelinowy (GA) stymuluje, a
kwas abscysynowy (ABA) hamuje synteze tych
enzymdw, natomiast regulacja ich aktywnosci w
ziarnie moze zachodzi¢, miedzy innymi, z
udziatem specyficznych inhibitoréw.

Znanych jest wiele zwiazkéw wystepujacych
w roSlinach zdolnych do hamowania aktywnosci
o-amylazy. Do takich zwiazkow zalicza sie
kwas abscysynowy (ABA) [22], kwas mezoino-
zytylo-heksafosforowy (MHP) [64], jony Zn2*
{32}, produkty dziatania o-amylazy na skrobie
[2] oraz nicktore biatka [2, 8, 13, 38, 55, 57].

Ziarna zb6z zawieraja duza grupe bialek ma-
Jacych zdolnos¢ hamowania aktywnosci oi-amy-
lazy (2, 8, 12, 55, 57, 71]. Wiekszo$¢ z tych
zidentytikowanych biatek nie hamuje amylaz
wlasnych, lecz tylko amylazy zwierzece, gtéw-
nie ssakow i owadéw. Te grupe biatek majacych
zdolnos$¢ hamowania aktywnosci tylko amylaz
egzogennych wyizolowano z ziarna pszenicy,
oczyszczono i dobrze scharakteryzowano [12,
66, 74]. Obszerne wiadomosci na temat biatko-
wych inhibitoréw amylaz egzogennych ziarna
zboz zebrane sa w licznych artykutach przegla-
dowych [2, 12, 66, 74].

Badania nad biatkowymi inhibitorami endo-
gennej o-amylazy ziarna zb6z zapoczatkowat
Warchalewski [71], ktéry w ziarnie pszenicy
stodowej wykryl trzy termostabilne biatka ha-
mujyce aktywnos¢ o-amylazy z tej pszenicy.
Dotychczas wyizolowano 1 dobrze scharakte-
ryzowano takie biatka z ziarna jeczmienia [45,
46, 60, 67, 75, 76, 83], pszenicy [19, 48, 52, 65,
67], pszenzyta [4, 58, 76], czesciowo takze z
ziarna Zyta [16, 18, 48, 49, 68], kukurydzy [7,
31], prosa [9, 10], owsa [78] i ryzu [34, 56]. Tak-
ze rosliny dwuliScienne zawieraja tego typu
biatka [33, 39, 40, 59, 65].

Rola fizjologiczna tej grupy biatek ziarna
zb6z nie zostala jeszcze w pelni wyjasniona.
Przypuszcza si¢, ze maja one swéj znaczacy
udziat w regulacji procesu kietkowania i dojrze-
wania ziarna [17, 27, 66, 68, 78], oraz moga
dziata¢ jako czynnik ochronny przed mikro-
biologicznym rozktadem kietkujacego ziarna,
2dyz s3 zdolne do réwnoczesnego hamowania
aktywnosci proteaz bakteryjnych [9, 16, 21, 53,

54, 56, 81]. Ponadto istnieja nieliczne dane w li-
teraturze wskazujace, ze biatka te moga stano-
wic jeden z czynnikéw zwigkszajacych toleran-
cje roslin zbozowych na stres wodny i inne ro-
dzaje streséw [28, 61, 62].

Bialkowym inhibitorom o-amylazy ziarna
zb6z poswieca sie ostatnio duzo uwagi ze
wzgledu na mozliwa znaczacy ich role w odpo-
rnosci poszczegdlnych odmian na proces pora-
stania przedzniwnego [4, 16, 17, 49, 65], a takze
mozliwos¢ ich technologicznego zastosowania
[50, 66, 79, 80, 82].

WYSTEPOWANIE, STRUKTURA I
WEASCIWOSCI BIALKOWYCH INHIBITOROW
a-AMYLAZY ROSLIN ZBOZOWYCH

Bialkowe inhibitory endogennych amylaz
wykryto w ziarnie wszystkich znanych rodza-
Jow zbéz [66]. Dotychczas wyizolowano, oczy-
szczono i dobrze poznano budowe i wtasnosci
tych bialek z ziarna jeczmienia [20, 21, 26, 67,
76], pszenicy (46, 53, 72, 73] i pszenzyta [81,

-83]. Wykaz podstawowych cech struktury i wla-

Sciwosci fizyko-chemicznych tych biatek zebra-
no w tabeli 1.

Wszystkie te poznane dotychczas biatka sa
bifunkcyjne, to znaczy hamuja dziatanie o-amy-
lazy-endogennej i z ziarna innych zb6z, oraz pro-
teaze-bakteryjna subtylizyne (E. C.3.4.21.14).
Wszystkie one maja dos¢ znaczna termostabil-
nos¢ (Tabela 1) i w przeciwienstwie do inhibito-
réw a-amylazy egzogennej nie zawieraja reszty
cukrowej w swojej budowie. Te najbardziej po-
znane inhibitory wyizolowane z ziarna jeczmie-
nia (BASI), pszenicy (WASI) oraz inhibitor z
pszenzyta odmiany Carman (TASI) maja mase
czasteczkowa 20000 Daltonéw. Dla inhibitoréw
BASI i WASI ustalono sktad i sekwencje ami-
nokwasowa [21, 46]. Okazalo sie, ze biatka te
majg zblizony sktad aminokwasowy (Tabela 2).
W ich skladzie jest wysoka zawarto$¢ amino-
kwas6w hydrofobowych - glicyny, alaniny, pro-
liny, waliny i leucyny, a takze wysoka zawartos$é
glutaminy, asparganiny i argininy. Bialka te wy-
kazuja wysoka homologie¢ sekwencji amino-
kwaséw miedzy soba [67] i tylko czesciowa ho-
mologie z biatkami inhibitoréw amylaz egzo-



Tabela 1. Wykaz podstawowych cech struktury i wlasciwosci biatkowych inhibitoréw endogennej a- amylazy.
Table 1. Physicochemical properties of endoflenous alpha- amylase proteinaceus inhibitors from cereal seeds

BASI WASI AT-WI TASI PAPI
Symbol [barley amylase subtilisine | [wheat amylase subtilisine [amylase trypsin wheat [triticale amylase [probable amylase protease
inhibitor] inhibitor] inhibitor] subtilisine inhibitor]PAPI inhibitor],
Literatura (41, 55, 60, 65) (46, 53) (72,73) (81) (52, 54),
Zr6dio R L . , . ziarno jgczmienia-warstwa
jeczmiert pszenica pszenica pszenzyto cv. Carman aleuronowa
Specyficznosé i i
pecy bifunkcyjny (double bifunkcyjny bifunkcyjny bifunkcyjny bifunkcyjny,
headed) :
Cigzar czasteczkowy 20500 20000 23300 lub 108001 11500 20000 10000,
[lo$¢ wiazaii S-S 2 2 nb nb nb
pl punkt izoelektryczny 1.7.25
7.2-73 7.2 7.3 2695 -
Termostabilnos¢ 70°15° ~ traci 60% 70°15° — traci 10%
aktywnosci . aktywnosci .
100°15° - traci cala jak BASI 100°10° - traci cala jak BASI B
aktywnos¢ aktywnos¢
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Tabela 2. Sktad aminokwasowy.
Tablc 2. Amino acid composition.

Inhibitor BASI WASI
Aminokwas Ilo$¢ reszt

Asparagina 17.3 19.1
Treonina 8.7 7.0
Scryna 9.9 9.5
Glutamina 15.7 15.4
Prolina 153 15.9
Mectionina 22 20
Glicyna 207 206
Alanina 16.8 17.1
Walina 13.1 147
[zoleucyna 7.0 7.1
Leucyna 12.2 119
Tyrozyna 6.6 6.0
Fenyloalanina 7.1 ) 6.7
Histydyna 9.4 7.7
Lizyna 6.8 6.2
Arginina 11.9 13.9
Cysteina 4.2 4.1
Tryptofan 3.0 29

gennych [21, 46], a wysoka homologi¢ sekwen-
¢cji i struktury Il-rzgdowej z roslinnymi biatko-
wymi inhibitorami proteaz z rodziny inhibito-
row trypsyny typu Kunitza, wyizolowanych z
soji [37]. Maeda [46] ustalit, ze inhibitory BASI
i WASI maja migdzy soba 31%, a z inhibitorami
proteazy 29% homologii sekwencji. Oba te naj-
lepiej przebadane inhibitory amylaz endogen-
nych maja w swojej strukturze II-rzedowej oko-
to 57% o-struktury i okoto 3% B-heliksu, nato-
miast inhibitory trypsyny typu Kunitza maja
takze okoto 60% (3-struktury 1 nie posiadaja stru-
ktury o-heliksu [37]. Na podstawie znacznej ho-
mologii sekwencji aminokwasowej i struktury
II-rzedowej wnioskuje sig, ze biatka ziarna ma-
Jjace zdolnos¢ hamowania o-amylaz endogen-
nych i sojowe biatka majace zdolno$¢ hamowa-

nia proteaz maja wspélne pochodzenie ewolu-
cyjne. Prawdopodobnie byty to biatka zapaso-
we, ktére w procesie ewolucji wyspecjalizowaty
si¢ w kierunku dwdch réznych funkcji, przeciw-
ko dwoém typom hydrolaz o-amylazom i prote-
azom. Te bialka wystepujace w nasionach soji
(inhibitor trypsyny typu Kunitza), gdzie mate-
rialem zapasowym sa tluszcze, zatracity swoja
zdolnos¢ hamowania aktywnosci amylaz [46].

Inhibitory endogennej o-amylazy ziarna
zb6z wydaja si¢ by¢ biatkami polimorficznymi,
co stwierdzono dla tych wyizolowanych z ziarna
pszenicy [57], z jeczmienia [26, 63] oraz zyta
[47]. Jednakze wielorakie formy inhibitora en-
dogennych amylaz zbozowych zostaty wyizolo-
wane i scharakteryzowane tylko z ziarna pszen-
zyta odmiany Carman [82].
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LOKALIZACJA W ZIARNIE, SYNTEZA 1
REGULACJA

Dotychczas poznane biatkowe inhibitory o-
amylazy ziarna zb6z wystepuja gléwnie na tere-
nie endospermu ziarniakéw oraz w niewielkiej
ilosci w warstwie aleuronowej i w zarodku [41,
50, 76, 81]. W wielu pracach wykazano, ze bial-
ka te sa rozproszone na terenie catego endosper-
mu i razem z innymi biatkami zapasowymi sta-
nowia otoczke ziarenek skrobiowych [41, 50,
52, 76]. Wyjatek stanowi biatko PAPI (Tabela
1), ktérego wystgpowanie stwierdzono wytacz-
nie w warstwie aleuronowej ziarna pszenicy
[54]. Dla ziarna pszenicy i pszenzyta wyliczono,
ze biatko inhibitora stanowi okoto 0,35% caltego
biatka ziarna, podczas gdy w ziarnie jgczmienia
biatko to moze stanowié okoto 1,3% calej jego
ilosci [81].

Synteza tych bialek rozpoczyna sig juz okoto
8—12 dnia po zapyleniu [4, 28, 56, 60], podobnie
jak to wykazano dla biatek inhibitoréw amylaz
egzogennych [2]. Maksimum nagromadzenia
si¢ tego bialka przypada okoto 35 dnia rozwoju
ziarniaka [4, 43, 56, 601, kiedy to jest szczytowy
moment nagromadzenia sie wszystkich biatek
zapasowych ziarniaka zbéz [60, 66, 78]. mRNA
kodujacy biatko inhibitora jest wykrywalny juz
w 4-tym dniu po zapyleniu, a maksymalny jego
poziom stwierdzono pomiedzy 13 a 18 dniem od
zapylenia [41]. Nie stwierdza si¢ obecnosci tego
mRNA w ziarnie dojrzalym w stanie spoczynku
i w ziarnie kietkujacym [41].

W procesie kietkowania ziarna obserwuje
si¢ stopniowy spadek zawartej w nim aktywno-
$ci antyamylolitycznej, zwiazany prawdopodob-
nie z proteolityczna degradacja biatka inhibitora
[43, 66, 74], lub tez na skutek wiazania si¢ tego
biatka z syntetyzowana de novo o.-amylaza [41].

Istnieje poglad, ze synteza biatka inhibitora
endogennej o-amylazy jest regulowana przez
kwas abscysynowy [62], znany inhibitor proce-
su kietkowania i syntezy o-amylazy [36, 84].
Proces syntezy biatka inhibitora w ziarnie jgcz-
mienia badali: Hill i wspdlpracownicy [28],
Mundy {51] oraz Robertson i wspdtpracownicy
[61, 62]. W wyksztalcajacym si¢ ziarnie tego
zboza stwierdzali oni dodatnia korelacj¢ pomig-

dzy poziomem biatka inhibitora i poziomem
ABA. Maksimum nagromadzenia si¢ biatka in-
hibitora obserwowano w IV-ej fazie rozwoju
ziarniaka, w ktorej takze stwierdzano maksy-
malny poziom kwasu abscysynowego [61]. Wy-
kazano takze wplyw egzogennego ABA na syn-
teze tych bialek w ziarnie jgczmienia [62]. W
kietkujacych 21-dniowych ziarnach jeczmienia,
umieszczonych w 10 pM roztworze ABA obser-
wowano 9-krotny wzrost poziomu biatka inhibi-
tora i catkowite zahamowanie kielkowania w
stosunku do préb nasion nie traktowanych ABA.
Podobna indukcje syntezy biatka inhibitora
stwierdzono na wyizolowanych zarodkach ho-
dowanych w §rodowisku z ABA [62]. Jedynie
inhibitor o symbolu PAPI okazat si¢ nieinduko-
walny za pomoca ABA i uznano go za biatko
konstytucyjne dla warstwy aleuronowej ziarna
pszenicy [54].

Robertson i Hill {28, 62] sugeruja, ze biatko
inhibitora amylaz, ktérego synteza jest regulo-
wana z udzialem ABA jest jednym z wielu bia-
tek syntetyzowanych w roélinie w odpowiedzi
na stres wodny. Wplyw stresu wodnego badano
na 21-dniowych zarodkach, oraz na miodych
siewkach jeczmienia. W 2-dniowych siewkach
jeczmienia, poddanych stresowi odwodnienia w
ciagu 5-ciu dni obserwowano 80-krotny wzrost
poziomu ABA i ponad 20-krotny wzrost zawar-
tosci biatka inhibitora BASI, w poréwnaniu z
siewkami kontrolnymi [62]. Proces ten byt od-
wracalny, gdyz po ponownym uwodnieniu na-
stepowal szybki spadek zawartosci biatka inhi-
bitora i powolniejszy spadek poziomu ABA. De
novo syntetyzowane w tych warunkach biatko
inhibitora zlokalizowane bylo giéwnie na tere-
nie zarodka, a tylko mate jego ilosci na terenie
korzenia i pozostalej cze¢éci siewki, co dowodzi
ze miejscem syntezy tego biatka jest zarodek.

Autorzy tych nielicznych prac zastanawiaja
si¢ czy biatka inhibitoréw endogennych amylaz
zaliczy¢ mozna do czynnikéw wspéldziataja-
cych z ABA w poglebianiu stanu spoczynku
ziarna, czy tez sg to typowe biatka stresowe i
funkcjonuja jako jeden z wielu czynnikéw zwig-
kszajacych tolerancje roslin zbozowych na stre-
sy. Nie tylko na stres wodny, ale takZe na inne
stresy, ktére jak wykazano w licznych pracach,
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wyrazaja si¢ miedzy innymi wzrostem poziomu
ABA w rodlinie [5, 35].

INTERAKCJA INHIBITOR-ENZYM

Jak wspomniano we wstepie, biatkowe inhi-
bitory amylaz zbozowych hamuja tylko o-amy-
lazy z grupy o wysokiej wartosci punktu izoele-
ktrycznego (oui lub HP), czyli te syntetyzowane
de novo gtéwnie w czasie kietkowania i przed-
zniwnego porastania ziarna. Dotychczas nie
stwierdzono ich oddziatywania na o- amylazy
pozostatych grup [20, 21, 26, 54, 48]. Ponadto te
dobrze poznane inhibitory BASI i WASI hamu-
Ja o-amylazy whasne i tylko innych zb62 z rodzi-
ny Graminae podrodziny Festucoideae, nie ha-
muja oi-amylaz z ziarna sorga, prosa i ryzu (pod-
rodzina Penicoideae) |53, 56].

Wszyskie dotychczas poznane biatkowe in-
hibitory ziarna zb6z sa bifunkcyjne, czyli hamu-
Ja dwa rozne enzymy hydrolityczne, bo obok o
amylazy takze proteinazy: subtylizyne lub try-
psyn¢ (Tabela 1). Wykazano, ze aktywno$é o-
amylazy jest hamowana niezaleznie od hamo-
wania subtylizyny [55, 81] lub trypsyny [74] i
odwrotnie: dodanie a-amylazy nie ograniczalo
hamowania proteinazy |55, 74, 81]. Wnioskuje
sig, ze biatka te posiadaja w swojej czasteczce
oddzielne miejsca wigzan dla kazdego rodzaju
enzymu |55, 81]. Niewiele wiadomo jeszcze o
sposobie wigzania si¢ biatka inhibitora z bial-
kiem enzymu. Wykazano, Ze biatka te funkcjo-
nuja jako dimery — tworza kompleks inhibitor-
enzym w stosunku molarnym 2:1 (dwie czaste-
czki inhibitora wigzg jedng czasteczke enzymu)
[6,53, 55,74, 81]. Niewiele wiadomo o grupach
funkcyjnych, ktérymi inhibitor wiaze si¢ z enzy-
mem. Ustalono, ze optimum inhibicji wystepuje
przy wartosci pH 7.0-8.0, a wigc znacznie po-
wyzej pH optymalnego dla dziatania o-amylaz
dla ktérych przyjmuje si¢ warto$¢ w granicach
5.3-5.5[1, 27, 43]. Robertson [62] wykazal, ze
inhibitor BASI wiaze o-amylaze 7-krotnie sla-
biej w pH 5.5 niz w pH 8.0. Podobnie zdolno$¢
inhibitora do wiazania si¢ z enzymem spadata
przy wzroscie sily jonowej buforu. 15-krotny
wzrost stezenia soli redukuje wiazanie inhibito-
razenzymem 50-krotnie [61, 62]. Na tej podsta-

wie przypuszcza sie, ze interakcja inhibitor-en- .
zym oparta jest w duzym stopniu na wiazaniach
Jonowych. Haleyko i wsp. [20] stosujac metody
spektroskopii réznicowej, miareczkowania fluo-
rescencyjnego oraz selektywnego utleniania
reszt tryptofanu za pomoca NBS (N-Bromosuc-
cinimid) ustalili, ze w tworzeniu kompleksu in-
hibitor-enzym bierze udziat jedna reszta trypto-
fanu nalezaca do enzymu.

Sposéb oddziatywania pomiedzy biatkiem
inhibitora i biatkiem enzymu badano takze na
podstawie produktéw hydrolizy substratu w
mieszaninie reakcyjnej o-amylazy z inhibitorem
metoda HPTLC (High Performance Thin Layer
Chromatography) [45]. Wykazano, ze biatko in-
hibitora wiaze si¢ lub oddziatywuje z miejscem
w bialku oi-amylazy, ktérym ta taczy sie z sub-
stratem [30], a nie z miejscem katalitycznym
(ktore bierze udzial bezposredni w rozrywaniu
wiazania o-1,4-glikozydowego w substracie) i
w ten spos6b hamuje dziatanie enzymu [6].

Podobnie w oddzialywaniu o-amylazy na
surowe ziarna skrobi wykazano w mikroskopie
skaningowym, Ze zaréwno wobec inhibitora jak
i bez inhibitora dziatanie enzymu na skrobig by-
fo wglebne [45]. Fakt ten oznacza, ze inhibitor
nie zmienia sposobu hydrolizy substratu, lecz
tylko zwalnia jej szybkos$¢. Zaobserwowano, ze
o-amylaza byla efektywniej hamowana kiedy
substratem dla niej byty cale ziarna skrobi, niz w
przypadku gdy substratem byta amyloza. Hamo-
wanie dzialania na ziarna skrobi bylo niezalezne
od ich stgZenia, co pozwala wnioskowag, ze ta-
kie hamowanie ma miejsce in vivo w endospr-
mie ziarniakéw zbéz [45, 66].

ROLA FIZJOLOGICZNA

Biatkowe inhibitory endogennej o-amylazy
wystepuja gléwnie na terenie endospermu ziar-
niakéw i wydaja si¢ by¢ scisle zasocjowane z
gromadzona tu skrobia [41, 66], podobnie jak
biatkowe inhibitory amylaz egzogennych [2].
Zdolnos¢ do asocjacji tych biatek ze skrobia po-
twierdzono w badaniach in vivo metoda
immunofluorescencyjng {2], oraz w wielu bada-
niach in vitro, w ktérych to obserwowano two-
rzenie si¢ nie tylko kompleksu inhibitor-enzym,
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lecz takze inhibitor-substrat [45, 81]. Obserwa-
cje te wskazuja, ze rola inhibitora w procesie
rozkladu skrobi endospermu moze polegac nie
tylko na hamowaniu aktywnosci o-amylazy,
lecz takze przez ostong dostgpu substratu dla te-
go enzymu [45]. Przy badaniu interakcji inhibi-
tor-enzym wyzsze powinowactwo inhibitora do
enzymu stwierdzono w przypadku gdy substra-
tem byly ziarna skrobi niz, gdy substratem byla
amyloza [45], co wskazuje, ze hamowanie o-
amylazy moze mie¢ miejsce in vivo w endosper-
mie, gdzie gléwnym jego substratem sg ziarna
skrobiowe.

W badaniach in vitro dobrze udowodniono,
ze biatka te hamuja tylko aktywnos$¢ a-amylazy
II, czyli tej izoformy, ktdra jest syntetyzowana
glownie w procesie kietkowania i przedzniwne-
go porastania ziarna [15, 17, 44]. Wystgpowanie
tego biatka wykazano tylko w tych czesciach
anatomicznych ziarna, gdzie stwierdza sig¢ obe-
cno$¢ o-amylazy 11, co wskazuje na mozliwosé
jego oddziatywania z tym enzymem takze in vi-
vo. Nie stwierdzono dotychczas wystgpowania
biatka inhibitora w czgsciach wegetatywnych
roslin zbozowych, gdzie nie stwierdza si¢ réw-
niez wystgpowania 0t-amylazy II {41].

Indukcja syntezy biatka inhibitora przez
ABA, ktéry jest znanym inhibitorem kietkowa-
nia i syntezy o-amylazy, wskazuje na udziat te-
go biatka w redukcji proceséw metabolicznych
zwigzanych z kietkowaniem.

W Swietle przedstawionych tu wynikéw
badafi wydaje sig, ze biatkowe inhibitory amy-
laz zbozowych mozna zaliczy¢ do czynnikow
regulujacych funkcje tej izoenzymatycznej
formy a-amylazy, ktéra ma zasadnicze zna-
czenie w uruchamianiu materiatu zapasowego
ziarna. Bifunkcyjny charakter tych biatek, wy-
razajacy si¢ zdolnoscia do hamowania takze
proteaz bakteryjnych i trypsyny, wskazuje na
ich funkcj¢ ochronng przed atakiem drobnou-
strojow podczas kietkowania i przedzniwnego
porastania, kiedy to przez otwarte pory w
okrywie owocowo-nasiennej mozliwosé ich
przenikania jest znacznie ulatwiona. Przypu-
szcza si¢ takze, ze bialka te moga miec¢ swoj
udzial w regulacji procesu wyksztatcania sie
ziarenek skrobi w wyksztatcajacym sig ziarnie,

chociaz nie ma tu jeszcze dostatecznych dowo-
dow [65].

ZASTOSOWANIE

Porastanie przedzniwne jest gléwnym pro-
blemem w produkcji zyta, pszenicy i pszenzyta
w klimacie umiarkowanym, poniewaz skrobia
zapasowa ziarna ulega znacznej degradacji na
skutek dziatania o-amylazy syntetyzowanej w
tym procesie. Porosnigte ziarno ma obnizong
zdolnos¢ kietkowania, a maka otrzymana z ta-
kiego ziarna ma obnizona warto$¢ technolo-
giczna.

Wydaje sig, ze zgromadzona dotychczas
wiedza o biatkowych inhibitorach a-amylazy
ziarna zb6z moze mieé zastosowanie w pracach
hodowlanych nad selekcja odmian zyta, pszeni-
¢y i pszenzyta odpornych na porastanie. Wyniki
niektdérych badar wskazuja, ze odmiany odpor-
ne na porastanie charakteryzuja si¢ wyzsza za-
wartoscia biatka inhibitora obok nizszej zawar-
tosci o-amylazy w ziarnie w stosunku do od-
mian wrazliwych [3, 4, 16, 49, 68]. Zdaniem
niektérych autoréw {49] odmiana odporna na
porastanie powinna charakteryzowad sie, mie-
dzy innymi, genetycznie uwarunkowana wyso-
ka zdolnoscia do syntezy biatka inhibitora, a ni-
ska zdolnoscia do syntézy o-amylazy. W tym
celu Henry i wsp. [25] dokonali juz pierwszych
prob przeniesienia genu kodujacego biatko inhi-
bitora z ziarna jeczmienia do ziarna pszenicy i
uzyskali pozytywne rezultaty.

Ponadto sugeruje si¢ zastosowanie biatko-
wego inhibitora o- amylazy w przemysle pie-
karskim do hamowania aktywnosci tego enzy-
mu w makach z poro$nigtego ziarna pszenicy
[79, 80, 82]. Jak wiadomo, gltéwna cechg dys-
kwalifikujaca poro$niete ziarno pszenicy do za-
stosowania w przemysle piekarskim jest wysoka
aktywnoS¢ o-amylazy. Inne cechy takiego ziar-
na sa czesto korzystniejsze, wedtug Lemara i
Swensona [42] poro$nigte ziarno pszenicy za-
wiera znacznie wigcej aminokwasu egzogenne-
go lizyny, niz ziarno nie poro$ni¢te. Przebadano
wiele czynnikéw fizyko-chemicznych powodu-
jacych inaktywacje a-amylazy w porosnietym
ziarnie [13]. Zaden z badanych czynnikéw nie
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okazat si¢ dobry, gdyz albo byt toksyczny dla
czlowieka, albo zmieniat strukture biatek glute-
nowych ziarna na technologicznie niekorzystna.
Taki biatkowy inhibitor wyizolowany z ziarna
zbdz wydaje si¢ by¢ w tym celu czynnikiem od-
powiednim, gdyz dziata specyficznie, nie od-
dzialywuje na strukturg glutenu i dodatkowo
wzbogaca swoim biatkiem, gdyz jest trawiony
przez enzymy proteolityczne przewodu pokar-
mowego. Jak wyzej wspomniano ziarno jecz-
mienia zawiera tego biatka znacznie wigcej niz
ziarna innych zbéz i dlatego sugeruje si¢ wyko-
rzystanie go jako Zrédla inhibitora do celéw
technologicznych [19, 23, 24, 80, 82].

Artykut napisano w ramach tematu KBN Nr 0185/53/92/02
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