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INHIBITORY ENZYMOW PROTEOLITYCZNYCH
ZAWARTE W BULWACH ZIEMNIAKA
W SWIETLE LITERATURY

Jednym z podstawowych produktéw rolnych w Polsce, a takze w wielu
innych krajach, jest ziemniak. Ze wzgledu na jego rozpowszechnienie
i wysokie zbiory oraz warto$é odzywcza odgrywa on powazng role jako
pokarm i pasza.

Waznym skladnikiem bulw ziemniaka obok skrobi jest biatko, ktore
ze wzgledu na wystepowanie w nim wszystkich aminokwaséw egzogen-
nych posiada wysokg warto§¢ biologiczng, réwng bialku zwierzecemu.
Biatko ziemniaka stanowi kompleks wielu réznorodnych frakcji biatko-
wych o rdéznych wlasciwosciach fizyczno-chemicznych i biologicznych.

Grupe specyficznych bialek ziemniaka, waznych z punktu widzenia zy-
wieniowego, stanowig inhibitory enzymoéw proteolitycznych, blokujgce
procesy proteolizy. Wyizolowane przez réznych autoré6w inhibitory réznig
sie pod wzgledem specyficznosci dzialania, sktadu aminokwasowego, ter-
mostabilnosci i ruchliwosci elektroforetycznej oraz ciezaru czgstkowego
i punktu izoelektrycznego. Wystepujg one w ziemniaku zaréwno w czes-
ciach zielonych, jak i w bulwach [25], w ktorych stwierdzono ich naj-
wyzszg zawarto$¢ [34]. Sohonie i Ambe [33] uzyskali z bulw ziemniaka
inhibitor enzymu proteolitycznego trypsyny, Rancour i Ryan [24] karbo-
ksypeptydazy B, Moriya i in. [21] inhibitor kallikreiny.

Hochstrasser (9) wyizolowal 2z ziemniaka poliwalentny inhibitor,
ktéry hamowal aktywnos¢ czterech enzymoéw: trypsyny, chymotrypsyny,
plazminy i kallikreiny. Poliwalentnosé¢ ta moze by¢ uwarunkowana zdol-
noscig reagowania jednego centrum aktywnego inhibitora z kilkoma enzy-
mami lub wigze sie z obecnoscig kilku takich centréw w czgsteczce inhi-
bitora.

Santorius i Belitz (29) wykazali, ze otrzymany przez nich inhibitor A5
'z ziemniaka zawieral niezalezne od siebie centra dla hamowania trypsyny
i a-chymotrypsyny.

Balls i Ryan (2, 3) otrzymali inhibitor chymotrypsyny w postaci kry-
stalicznej, ktéry w czasie ultrawirowania zachowywal sie¢ jak substancja
homogenna. Oprécz aktywnosci antychymotrypsynowej inhibitor ten ob-
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nizal rowniez aktywno$¢ innych enzyméw proteolitycznych — karboksy-
peptydazy B, trypsyny oraz. proteaz z Bacillus subtilis i Streptomyces
griseus. Natomiast karboksypeptydaza A, pepsyna, rennina i enzymy pro-
teolityczne ro$lin, takie jak papaina, bromelina i ficyna nie ulegalty jego
dzialaniu (26). W dalszych badaniach nad tym inhibitorem (19) przy za-
stosowaniu chroematografii jonowymiennej rozdzielono go na cztery pod-
jednostki. Réznily sie one miedzy sobg skladem aminokwasowym, ruchli-
woscig elektroforetyczng, reaktywnoscia z trypsyna i chymotrypsyng oraz
podatnoscig na dzialanie pepsyny. Dlatego tez uwaza sie, Ze ten inhibitor
jest heterogenng mieszaning izoinhibitor6w o swoistych wlaéciwosciach
biochemicznych. Badany inhibitor (o ciezarze czgsteczkowym 30 000) wy-
kazywat duzag odpornos¢ na dzialanie wysokiej temperatury nie tracagc
swych wlasciwo$ci przy przetrzymywaniu go 30 minut w temperaturze
80°C. Jeszcze wiekszg termostabilno$cig charakteryzowaly sie inhibitory
wyizolowane z bulw ziemniaka przez Iwasaki i in. (10), zachowujace swo-
ja aktywnos¢ nawet w temperaturze 100°C, przy pH 2,3—3,3. Inhibitory
te hamowaly aktywnos¢ chymotrypsyny i bakteryjnej proteazy Nagarse,
trypsyne natomiast hamowal tylko jeden z nich, inhibitor IIa.

Dalsze badania Iwasaki (11) nad tym inhibitorem wykazaty, ze zawiera
on w swym centrum, ktore bylo reaktywne w stosunku do trzech wyzej
wymienionych enzyméw, lizyne i seryne (stanowigce 63 i 64 reszte ami-
nokwasowg). Matowa i in. (17) poddala rozczialowi metodg izoelektrofuk-
sowania (ogniskowania izoelektrycznego) w gradiencie pH 3—10 i 5—8
preparat termostabilnych bialek z ziemniaka odpornych na dzialanie tem-
peratury 85°C przez 5 minut. Uzyskala tg droga 8 frakcji, wykazujacych
aktywnos$¢ antytrypsynows i antychymotrypsynowsg i posiadajgcych pun-
kty izoelektryczne przy réznym pH. Inhibitorem trypsyny i chymotryp-
syny okazalo sie takze bialko o ciezarze czasteczkowym 31 000 i punkcie
izoelektrycznym przy pH 7,2 wyizolowane przez Mosolowa i in. (20), po-
siadajgce w swym centrum aktywnym reszte argininy. Badania Santo-
riusa i Belitza (30), przeprowadzone w oparciu o chemiczng modyfikacje
lizyny i argininy w termostabilnych inhibitorach ziemniaka A4, A5 i A7
potwierdzily, Ze inhibtory te sg typu argininowego. Z wczes$niejszych ba-
dan nad wyodrebnionym z nasion soi inhibitorem Kunitza (6) wynika, ze
w przypadku wystepowania w centrum aktywnym tak lizyny, jak i argi-
niny, inhibitor ten wykazywal te same wlasciwosci. Fritz i in. (5) stwier-
dzil, ze inhibitory zawierajace reszte argininy w centrum aktywnym prze-
jawiaja dzialanie antytrypsynowe. Wyizolowane przez Belitza (cyt. za 17)
trzy termostabilne inhibitory o punktach izoelektrycznych przy pH 5,1;
6,3; 7,2 hamowaly esterazowsg aktywnos¢ trypsyny i proteolityczng o-chy-
motrypsyny.

Sawada i in. (31) otrzymatl silnie antytrypsynowsa frakcje H o ciezarze
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czgsteczkowym 5500 i punkcie izoelektrycznym lezgcym powyzej pH 10,
ktora dalej rozdzielil na 6 frakcji polipeptydowych. Inhibitory te charak-
teryzowaly sie duzg termostabilnoscig, zwlaszcza w kwasnym Srodowisku.
Nie tracily swej aktywnoéci w czasie 30 minut ogrzewania w 75°C w od-
czynie kwasnym i neutralnym. Przejawialy one hamowanie aktywnosci
trypsyny, a-chymotrypsyny, elastazy, kallikreiny, plazminy i trombiny.
Badany przez Worowskiego (35) inhibitor z bulw ziemniaka obnizat ak-
tywnos$é trypsyny, chymotrypsyny, plazminy, pronazy i katepsyn.

- Wyniki badan dotyczgcych dzialania ziemniaczanych inhibitoréw na
ﬁroteazy pochodzenia roslinnego sg rozbiezne. McDonald i Chee (18) wy-
kazali brak obnizenia aktywnosci proteolitycznej maki pszennej przez
inhibitory chymotrypsyny. Natomiast Falunina i in. (4) stwierdzila, ze
zawarte w soku ziemniaczanym termolabilne i termostabilne inhibitery
hamowaty aktywnos¢ proteinaz pszenicy, jak i dodawanej do maki pa-
painy.

Irhibitory enzyméw proteolitycznych, wystepujgce w bulwach ziem-
niaka w stosunkowo duzych iloSciach, zostaly sklasyfikowane przez Kaice-
ra i Belitza (12) w podgrupy. Za kryterium podziatu przyjeli oni specy-
ficznos¢ dziatania inhibitorow:

I grupa — specyficzne inhibitory trypsyny,

IT grupa — inhibitory dzialajgce na trypsyne i na chymotrypsyne,

ITT — inhibitory o bardzo szerokim zakresie dzialania, hamujgce takze

proteazy serynowe mikroorganizmow.

Inhibitory enzymoéw proteolitycznych wystepujace w bulwach ziem-
niaka mogg wystepowa¢ jako grupy izoinhibitoréw i ich rozdzial lgcznie
z rozdzialem calego kompleksu bialek stanowi ceche charakterystyczng
dla danej odmiany. Te wlasciwo$¢ wykorzystat Kaiser i in. (13) do iden-
tyfikacji odmian ziemniaka. Zastosowal! on metode elektrofokusowania
w zelu poliakrylamidowym, uzyskujgc 42 frakcje bialtkowe i 21 frakcji
inhibitorowych w 12 odmianach ziemniaka, przy czym kazda z odmian
posiadala swoisty obraz inhibitoréw trypsyny i chymotrypsyny.

Rola inhibitoré6w enzymoéw proteololitycznych w roslinie nie jest jesz-
cze wyjasniona. Stwierdzono akumulacje inhibitoréw w lisciach ziemnia-
ka pod wplywem uszkodzenia przez owady lub okaleczenia mechaniczne-
go (28). Senser, Belitz i in. (32) stwierdzili, Zze pod wplywem inhibitoréw
zawartych w bulwach ziemniaka nastepuje zahamowanie aktywnosci pro-
teolitycznej 108 szczepoéw drobnoustrojow patogennych i saprofitycznych
wyizolowanych z nadgnitych bulw. Fakty te sugeruja, ze inhibitory pro-
teaz mogg stuzy¢ jako czynnik obrony przed infekcjg. Réwniez Worowski
(35) ttlumaczy role inhibitoréw roslinnych w zabezpieczeniu biatka przed
hydrolizag enzymatyczng oraz przed ataklem bakterii i plesni w czasie
przechowywania roslin.
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Spadek stezenia inhibitoréw proteaz w starszych roslinach (1, 27) zdaje
sie wskazywaé¢ tez na ich role w przemianach biatkowych.

Inhibitory enzyméw proteolitycznych majg szczegélnie duze znaczenie
ze wzgledu na swo6j wplyw na warto§¢ odzywcza biatka i jego przyswa-
jalno$é przez organizmy — ludzki i zwierzecy. Juz w 1917 r. Osborne
i Mendel (23) stwierdzili hamowanie wzrostu szczuréw karmionych suro-
wymi nasionami soi, stanowigcymi bogate zrédio bialka. Natomiast nasio-
na poddane obrébce termicznej nie dawaly tego efektu. Badania wielu
autoréw (14, 15) wykazaly, ze zaburzenia w przyswajalnosci biatka u zwie-
rzat sg wynikiem obecnosci inhibitoréw trypsyny w paszy. W doswiad-
czeniach przeprowadzonych na szczurach poréwnywano dziatanie natural-
nego inhibitora trypsyny z nasion fasoli z syntetycznym inhibitorem
p-aminobenzamidynag (7, 8). Obie te substancje wykazywaly taki sam
efekt dzialania — zahamowanie wzrostu zwierzat, hypertrofie trzustki
1 wzmozone wydzielanie enzyméw trzustkowych. Pociggalo to za sobg
utrate przez organizm pewnej ilosci aminokwaséw, zwlaszcza siarkowych
pochodzenia tkankowego, zuzytkowywanych na pokrycie zapotrzebowa-
nia zwigzanego ze wzmozong syntezg wydzielanych enzymoéw, ktore w
efekcie byly wydalane z kalem.

Worowski (36) stwierdzil, ze inhibitory enzyméw proteolitycznych, wy-
stepujace w bulwach ziemniaka, sg odporne na dzialanie wysokiej tempe-
ratury. Wysoka ich termostabilnos¢ powoduje to, ze nie ulegajg one inak-
tywacji w czasie przygotowania ziemniaka do spozycia przy zastosowaniu
obrébki cieplnej. Ponadto inhibitory te nie sg degradowane i inaktywo-
wane przez pepsyne. Wskutek tego zachowujg one swojg aktywnos¢ anty-
proteolityczng w przewodzie pokarmowym. Zawarte w bulwach ziemniaka
inhibitory proteaz wraz ze spozytym pokarmem przedostajg sie do jelita
cienkiego i dwunastnicy, gdzie mogg hamowa¢é¢ procesy proteolizy bialek,
powodujgc gorsze ich trawienie, obnizajagc tym samym ich warto$¢ bio-
logiczng. Badania Worowskiego (36) na szczurach nie potwierdzity wpraw-
dzie tego przypuszczenia, gdyz iloSci wydalanego z kalem azotu przez
zwierzeta, w przypadku dodawania do ich paszy inhibitoréw ziemnia-
czanych, zwiekszaly sie tylko nieznacznie. R6wnocze$nie jednak stwier-
dzono w tych do$wiadeczeniach pobudzenie czynnosci wydzielniczych
trzustki, co moze powodowaé¢ zaburzenia opisane przez uprzednio cyto-
wanych autorow (7, 8, 14, 15).

Jak dotad, nie badano wplywu czynnikéw $srodowiskowych i warun-
kow uprawy ziemniaka na ilo$¢ i aktywno$¢ inhibitoréw proteaz w bul-
wach. Ryan i in. (27) wykazal wplyw stanu fizjologicznego rosliny, jej
wieku i warunkéw Srodowiskowych na poziom aktywnos$ci inhibitora.
Stwierdzil réwniez réznice w poziomie tej aktywnosci w réznych tkan-
kach ziemniaka, przy czym calkowity jej brak wykazat w kwiatach, na-
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sionach i w ksylemie. Worowski i Szmitkowski (34) stwierdzili rowniez
roznice w ilosci inhibitoréw w bulwach w zaleznosci od odmiany ziemnia-
ka. Ryan (28) stwierdzit wzrost aktywnosci inhibitora chymotrypsyny
w liSciach ziemniaka sztucznie uszkadzanych. Lipsic i in. (16), fakt od-
miennych wlasciwosci bialek wyizolowanych z bulw ro$lin zawirusowa-
nych i roslin zdrowych tlumaczy mozliwosciag zwiekszenia aktywnoSci
inhibitor6w proteaz w bulwach pod wplywem infekcji wirusowej.

Na podstawie stwierdzonego wptywu fungicydéw na aktywnos$¢ wy-
stepujgcego w bulwach ziemniaka bialkowego inhibitora tyrozynazy (22),
mozna przypuszczaé¢ o istnieniu ich wplywu réwniez na inhibitory enzy-
méw proteolitycznych. Wydaje sie tez prawdopodobnym, ze herbicydy
powodujgce zaburzenia w metabolizmie zwigzkéw azotowych w bulwie,
poprzez dzialanie na enzymy cyklu przemian azotowych (37) mogg wy-
woltywaé¢ zmiany w ilosci i aktywnosci inhibitoréw proteaz zawartych w
bulwach ziemniaka. Nie jest wykluczone, ze i inne zabiegi, np. nawozenie
zwlaszcza azotowe, czy spos6b przechowywania oddzialywuja na inhibi-
tory proteaz ziemniaka. Ponadto sposéb przetworzenia ziemniaka na pro-
dukty spozywcze oraz paszowe réwniez moze wpltywaé na aktywnos¢ in-
hibitoréw proteaz. W technologii produkcji wyrobéw spozywczych z bulw
ziemniaka dazy sie do skrdocenia dzialania na nie wysokg temperaturs.
Ma to miedzy innymi na celu obnizenie strat witaminy C, jakie powstaja
w czasie obrobki termicznej. Nie wykluczone, ze wskutek takiego poste-
powania, zawarte w bulwach termostabilne inhibitory enzymoéw proteoli-
tycznych pozostaja nie zinaktywowane w gotowym produkcie i moga
przejawia¢ szkodliwe dzialanie w procesach trawiennych.

Wynika z tego potrzeba dalszych badan nad wlasciwosciami inhibito-
row proteaz wystepujacych w bulwach ziemniaka oraz nad wplywem roéz-
nych czynnikéw na zawartos¢ i aktywnos¢ tych inhibitoréw, w celu unik-
nigcia ujemnych skutkéw wywotanych ich dziataniem.
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