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CRESUNEN

Se detectd la presencié de un inhibidor de alfa--
amilasa en semillas de maiz. Este inhibidor se comporta co
mo una proteina y puede ser extraido con una solucidn de --
cloruro de sodio y precipitado con sulfato de amonio a 60%-
de saturacién. Sus propiedades difieren de aquellas repor-
tadas para otros inhibidores de alfa-amilasa también de na-
turaleza proteinica presente en otros vegetales. Asi, por-
ejemplo, es capaz de inhibir tanto las propias amilasas del-
grano producidas durante germinacidn, como alfa-amilasa de-
bacterias. El inhibidor es también activo frente a las ami

lasas de los insectos Tribolium.castaneum (escarabajo rojo-

de los granos), Sitophilus zeamais (gorgojo del maiz) y - -

Rhizoperthﬁ dominica (horadador menor de los granos), pero-

- es inactivo contra alfa-amilasa de saliva humana, alfa-ami-
lasa pancredtica de porcine, alfa-amilasa de Aspergillus --
oryzae, amilasas de trigo, cebada, centeno, triticale y sor-
go. E1 inhibidor de amilasas fue purificado hasta homoge--
ﬁeidad de maiz H-28 por filtracidn en Sephadex G-75 y G-150
Mostrd poseer un peso molecular aparente de 29 600 D y no -
contener ninglin componente de tipo carbohidrato. EIs esta—-
.ble cuando se le calienta a 96°C por 5 min. a pH 7.0. Para
obtener mixima inhibicidn se requieren cuando menos 10 min.
de preincubacién de la enzima con el inhibidor. Por elec--

troforesis en geles de poliacrilamida mostrd tres diferentes



bandas porteicas activas. $in embargo, cuando la electrofo
resis es llevada a cabo en presencia de SDS y mercaptoeta--—
nol, sdlo se obtiene unc banda pfoteica. Presenta inhibi--
cidn de tipo incompetitivo frente a alfa-amilasa del insec-

to Tribolium castaneum mostrando una Ki de 7.117 % 10-9M.




0BJETIVO

En investigaciones anﬁériormente realizadas en el
Laboratorio de Bioquimica de la Divisidn de Estudios Supe--
riores de la Facultad de Quimica de la U.N.A.M., se habla -
mostrado la presencia de factores antimiloliticos en algu--
nas variedades de maiz (Iturbe-Ch., F. A. 1976), esta acti-
vidad se mostrd frente a preparaciones amiloliticas bacte--
rianas y del propio granc en germinacidn. Estos resultados
sugirieron la posibilidad de atribuir a dichos factores an-
tienzimiticos papeles fisiolbégicos dentro del control del -
metabolismo del almidén en la propia planta, ademds de estu
diar su relacién con otras amilasas para definir la posibi-
lidad de involucrdrseles en mecanismos de defensa de la ---
planta frente a infestaciones principalmente de bacterias e
. insectos. Asi mismo parecio relevante estudiar su posible-
papel antinutricional para los animales y el hombre que lo- -

consumen.

El presente trabajo, tuvo comc objetivo la purifi
cacidn y caracterizacién bioquimica de la sustancia presen-
te en el maiz H-28, responsable de inhibir la actividad de-

Aalfa—amilasa, de tal manera que basdndose en sus propieda--
des, se pueden postular mecanismos de accidn en la regula--
cién del metabolismo de almiddn, tanto en el grano mismo cg

me en los organismos que lo consumen.



INTRODUCCTION

La presencia de inhibidéres enzimdticos en plan--
tas, principalmente en aquellas usadas como alimentos, ha -
sido el tema de numerosas investigaciones. Estos estudios-
se han enfocado desde diversos puntos de vista, asi, se les
han atribuido papeles fisiolbégicos en la regulacidn del me-
tabolismo interno de las plantas, o bien, un papel defensi-
" vo centra infestaciones por insectos, o como factor antinu-

tricional para el consumo por humanos y animales Utiles al-

- hombre.

DISTRIBUCION Y FUNCION DE LOS INHIBIDORES
DE ENZIMAS HIDROLITICAS

 Muchas Elantas contienen sustancias que inhiben -
la accibn enzimitica, estas sustancias son en su gran mayo-
ria inhibidores de enzimas hidroliticas. En la Tabla No, 1
se muestran algunos repovtes de inhibidores de proteasas, -
ribonucleasas, invertasas, poligalacturonasas, celulasas y-
alfa-amilasas obtenidos de plantas. Estos inhibidores son-
de dos tipos principales - aquellos que son proteinaz y son
especificos para enzimas particulares, y los no proteicos,-
usualmente de naturaleza polifendlica o taninos. Los inhi
bidores del @iltimo tipo son mucho menos especificos e inhi-

ben a un gran nlmero de diferentes enzimas.



Ios,ﬁﬁﬁbidores prétei¢os\dé enzimas proteoliticas -
han sido aisaldos de muchas plantas, y su quimica ha sido -
examinada en detalle. La estructura primaria de algunos --
inhibidores ya es conocida, se han postulado mecmismos de -
accidn probables, y la naturaleza de la interaccién proteasa
inhibidor se ha examinado por cristalografia de rayos b L
AGn no se han establecido en forma inequivoca los papeles -
de los inhibidores de proteasas; posiblemente participan en
.la regulacién de la actividad proteolitica de las plantas, -
la proteccién de las plantas coﬁtra el ataque de los micro-
organismos oila depredacibén por insectos, o bien tengan un-

papel como proteinas de reserva (Rayan, C. A. 1973).

Los inhibidores de otras enzimas hidroliticas han -
sido examinados en mucho menos detalle que los inhibidores-
de proteasas. Loslinhibidores de invertasas, los cuales --
son proteinas, probablemente sirven como reguladores de la-
‘hidrdlisis de sacarosa en la planta: esto podria asegurarse
debido a que ellos inhiben las invertasas correspondientes-
(Pressey, R. 1967). Se ha sugerido que los inhibidores de-
poligalacturonasas, que también son proteinas, estén involu-
crados en la proteccidén de la planta contra patbgenos, los-
cuales usualmente entran a la planta rompiendc las paredes-
celulares por aecibén de las enzimas pécticas (Fisher, M., L.
y colaboradores 1971). Los inhibidores de celulasas son, -

aparentemente sin excepcién, polifenocles y pueden jugar un-



'papél en la‘proteccian(del material estructural de las blaﬁ
tas conta la degradacidn de microorgaﬁismo celuloliticos. -
Es probable que también actien inhibiendo las enzimas celu-
loliticas de los microorganismos de los rumiantes, de tal -
manera que dichos inhibidores pueden tener un efecto inde--
seable en el crecimiento caracteristico de los animales que
se alimentan con materiales ricos en dichos inhibidores (Ma
dels, M. y Reese, E.T. 1985). Existe sblo un reporte de -
un inhibidor de ribonucleasas en plantas. Se ha sugerido -
que este inhibidor es proteico y su funcidn "in vive" se --

desconoce (Bernheimer, A.W. y Steele, J. M. 1955).

Los inhibidores de alfa-amilasa que se encuentran -
naturalmente en las plantas o son producidos por microorga-
nismés pueden ser compuestos de bajo peso molecular o ser -
- macromoléculas. .Los inhibidores de bajo peso molecular in-
cluyen &cide salicilico (Hemberg. T. y Larsson, I. 1961), -
dcido abscisico (Hemberg, T. 1975), un antibidtico denomina
do nojimicina (Niwa, T. y colaboradores 1370), oligo y po--
lisacéridos de peso molecular 500 a 8000 D producidos por -

ciertas lineas de Streptomyces, Ampullariella y Actinopla--

nes (Frommer, W. et al 1972).

Entre los inhibidores de alto peso molecular hay =--
inactivadors de enzimas asi como inhibidores porteicos alta

mente especificos. Los inhibidores de alfa-amilasa de natu



TABLA No, 1.- Inhibidores de enzimas hidroliticas.

ENZIMA FUENTE DEL INHIBIDOR NATURALEZA
Proteasas Varias plantas Proteina
Invertasas papa Pfoteina

Maiz

Petalos de Ipomoea
Poligalacturonasa  Hipocotilo de frijol Proteina
Brotes de tomate

Celulas de Sicomoro en cultivo

Celulasas ) Varias plantas ' Polifenol

Ribonucleasas Hojas de Lila . Posiblemen
te protei-
na.

Alfa-amilasas Varias plantas Proteina,

. otras molé
culas.



- raleza-proteica no sélo estan presentes en especies geneti-

camente rélacidnadasfbémd'fﬁigdE(Kneen, E. y Sandstedt, R.M

1943), cebada (Strumeyer, D. H. 1972), y avena (Elliot, B.B
y Leopold, A. C. 1953), sino en otras especies no realciona

das como frijel (Bowman, D.E. 1943), Colocasia esculenta --

(Rao, M.N. y colaboradores 1967) y platanos y mangos (Matto
A.K. y Modi, V.V. 1970).

Al igual que los inhibidores de proteasas, los inhi
bidores de alfa-amilasa parecen estar ampliamente distribui
dos en el reino vegetal, y debido a su capacidad de inacti-
var alfa-amilasa "in vivo", pueden tener una significancia-
nutricional cbnsiderable. Por esta razén, se ha dado mucha
atencidn a estos inhibidores., Su funcidn en las plantas no
es conocida con certeza, sin embargo, consideraciones sobre
la especificidad de los inhibidores ("vide infra") sugieren
que pueden servir como proteccidn de las semillas en las --
cuales se encuentran en contra de la depredacidn por insec-
tos y animales, debido a su capacidad de inhibir las enzi--
mas amiloliticas digestivas de los depredadores (Marshall, -

J.J. 1875c).

la relacidn entre las plantas y los insectos y en--
tre las plantas y los microorganismoses muy compleja y la -
multiplicidad de enzimas e inhibidores complica atn mds el-

panorama. En 1973 Rayan menciond que cuando un insecto ata



ca'@navhoiéﬂ@é;ﬁﬁafﬁléntggfse induce la.produccién de cier-
tos inhiBidofes'ehiimétiéOS'éﬁe se acumulan en toda la plan
ta, presentando un nuevo concepto de posible induccidn de -
inmunidad hacia pestes y posiblemente contra algunos micro--
organimso patégenos. Segiin parece, el papelhde los inhibi-

dores enzimdticos en plantas no es pasivo.

La presencia de inhibidores enzimlticos en plantas-
que los insectos utilizan como alimento, puede esperarse --
que tenga efectos significativos en la nutricidn de éstos -
81 estas plagas continuan ingiriendo los alimentos que con-
tienen al inhibidor, su organismo puede tener serios proble
mas. Por ejemplo, no podran degradar proteinas y utilizar-
los aminodcidos liberados.en la sintesis de proteinas, si -
se trata de inhibidores de proteasas; no tendrdn suficiente
energia a partir de almiddn, si se trata de inhibidores de-
amilasas; etc., el resultado seri un interferencia en el me
tabblismo normal que log lleve a un mal desarrollo e inclu-
so & la muerte, Desde este punto de vista, los inhibidores
enzimdticos pueden tener gran valor en los tejidos de las -
plantas como material de proteccidn de los componentes de -
la misma, principalmente de los materiales de reser&a.

DETECCION Y ENSAYO DE LOS INHIBIDORES
DE Alfa-AMILASA.

Comparando los progresos en el estudio de los inhi-



bidores de_proteééas‘gfios inhibidores de amildsas, Fosgsum,
K. y Whitaker, J. R. (1974) presentardn un trabajo en que -
describen un método simple para detectar los inhibidores de
amilasas, ya que consideran que los retrasos en la investi-
gacidén de estas sustancias, tanto nutricionalmente como bio-
guimicamente se debe en parte a la falta de métodos senci--
llos para detectar a estos inhibidores. Este método se ba-
sa en la &ifusidn de soluciones de amilasa y del inhibidor-
en placas de agar éonteniendo almiddén, y el revelado de las
zonas de digestidn amilolitica con yodo. Este método puede
ser semicuantitativo, cuando se miden las superficies de di
fusidn de la amilasa remanente después de interaccionar con
el extracto inhibidor estudiado, cuando se coloca la mezcla
en pequefios orificios en la placa de agar-almiddn, Cuando-
se-usa este método en forma cualitativa {inicamente, se pue-
de estudiar varios extractos inhibitorios y varias amilasas
al misme tiempo, ya que lo que se hace, es colocar en la -

placa de agar-almidén tiras de papel filtro embebidas del-

extracto por estudiar colocadas en forma paralela y después
de algln tiempo, se remueven y se colocan en forma perpendi
cular a las primeras varias tiras de papel filtro embebidos
esta vez con la solucidén de amilasas que se desea probar. -
de esta manera, se pueden observar, después de revelar con-
yodo, zonas en que el almidén fue digerido cuando la solu--

cién no'contiene inhibidor y zonas con el almidén integro o
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ligeramente digerido cuando'él'extrécto:éstudiado contenia-

inhibidor.

Preocupados por las grandes diferencias en la ex-
presidn de la actividad inhibitoria de los inhibidéres de -
amilasas encontrados principalmente en cereales y legumino-
sas, Marshall, J.J. y Lauda, C.M. (1975a), estudian la de--
pendencia de la actividad inhibitoria a la temperatura y el
tiempo de preincubacidn del inhibidor purificado de Phase--
olus vulgaris} al que denominan "Faseolamina', y la amilasa
pancredtica de porcino, encontrande que cuande la preincuba
cién se llevaba a cabo a 0°C la inhibicidn mostrada era me-
nor que cuando la preincubacién se llevaba a cabo a 25°C. -
En cuanto al tiempp de preincubacidn, recomiendan que, au--
nando a la cantidad de inhibidor, sea tal que no se inhiba -
mds del 50% de la actividad amilolitica inicial de 1a.prep§
racidn, ya que sdlo en estas condiciones la inhibicién es -
proporcional a la cantidad de inhibidor. También estudia--
ron el pH 6ptimo de preincubacidén como un factor importante
en la actividad inhibitoria observada y encontraron que pa-
ra su inhibidor (la faseolamina), ‘frente a amilasa pancred-
tica, el pH al que debe hacerse la preincubacidn debe ser de 5.5, que-

difiere grandemente con 6.9 que es el pH dptimo para la actividad enzi-



méticé.[ Eﬁ}é§terfbéﬁaj6,'basandoee en éu§ resultados, pro-
'ébhéhiﬁﬁ ﬁétddquépa‘medif la actividad inhibitoria frente-
a élf;-amilasa. Ellés recomiendan que la cantidad de enzi-
ma pof estudiar sea tal que la enzima sin inhibidor disminu
ya la tincién de yodo del sustrato en el intervalo en que -
es lineal con el tiempo (65% de decremento). la dantidad -
de inhibidor y la duracién del periodo de preincubacidn de-
ben ser tales que no se inhiba mis del 50% de la actividad-

amilolitica.

DISTRIBUCION DE LOS INHIBIDORES
DE Alfa-AMILASA EN LA PLANTA.

Hasta donde se sabe, los inhibidores de alfa-ami-
lasa de naturaleza proteica sblo han sido encontrados en la

planta asociados con el endospermo almidonoso.

Despuéé de su primera comunicacidn de 13943, Kneen,
E. y Sandstedt, R. M. (1964), se dedicaron a estudiar la --
distribucién y propiedades generales del inhibidor de amila
sa encontrando en trigo y centeno. Reportaron la presencia
del iphibidor de amilasa salival y pancredtica, localizado-
en el endospermo del trigo maduro, estudiando su presencia-

en diferentes estadios de la maduracién del grano, sin en--
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céntf@rlo‘en nihguﬁé“ée las étapas inmaduras, aparentemente
este.inhiﬁidof aparece ceprca del estadio que coincide con -
la obtenciéh del aspecto maduro, o muy cerca de &ste, pre--
sentandose 15 dias despu&s de la floracidn. Al determinar-
la presencia del inhibidor al hacer germinar al grano de --
trigeo, encontraron que cuando tenia retofios de 12°a 1% mm,-
alin se conservaba la actividad inhibitoria, llegando a inhi
bir el 78.5% de la actividad amilolitica. Estos autores -

propusieron entonces, que el hecho de que se mantenga la ac
tividad inhibitoria y no varie en concentracién durante la-

germinacidn parecia tener grandes Implicaciones metabdlicas.

PROPIEDADES DE LOS INHIBIDORES
DE Alfa- AMILASA,

APROPIEDADﬁs GENERALES.~ Los inhibidores de alfa--
amilasa han sido conocidos desde hace mucho tiempo (1938) -
Vpero comparados con los inhibidores de proteasas, se sabe-
muy poco de sus estructuras y mecanismos de accidn, su sig

nificancia nutricional, o su papel "in vivo".

Como se menciond anteriormente, se han descubierto

inhibidores de alfa-amilasa proteicos y no proteicos.

Con respecto a algunos inhibidores de los que se -

desconocen su naturaleza, tenemos que, el estudio de inhi-



1Yy

bidorésrde la-actividad amilolitica ha sido reportado desde
1938, én que los investigédores rusos I. E. Sukhorukov. y -
colaboradores (1938), encontraron que en lapapa existen in-
hibiaores de amilasas y su presencia estd relacionada con -
la resistencia de los tuberculos a ser infestados por Phy--

tophtora infestans, de tal manera que las variedades de papa

resistentes contienen mayor cantidad del inhibidor. Ademds
la presencia del inhibidor aparentemente impedia el desarro

llo de otros microorganismos.

En octubre de 1943, Bowman, D.E. reportd que duran-
te experimentos relacionados con la digestibilidad del fri-
jol observd que el aceite del frijol retardaba la digestidn
del almidén soluble por amilasa pancredtica. Al comparar-
este efecto con el de otras grasas, encontrd que la influen
cia retardante dei.aceite de frijol era mucho mayor que la-
que tenian la manteca, el aceite de Qliva y la mantequilla.
Este efecto inhibitoric era eliminado por tratamiento del -
aceite con levaduras o calentando la preparacidn a 100°C du
rante 30 min. asi mismo, el calentamiento de los frijoles -
con &cido diluido y la subsecuente neutralizacidn prevenia-

la incompleta digestidn del almidén. .

Por @ltimo, Stankovic, S.C. y Markovic, M.D. (1963)
reportan el estudio de inhibidores de amilasas presente en-

bellotas. Estos autores estudiarén la accidn de un inhibi-
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dor de amilasas de Quercus penculata sobre la hidrolisis en-

zimdtica de azucares y la fermentacidén alcoholica de mez---
clas de harina de trigo y extractos-de bellotas, comparando
la acecidén inhibitoria de los extractos de bellotas sobre la
aceidn diastdsica y la fermentacidn de preparaciones de ha-
rina de cebada. La fermentacién de harinas de cebada fue -
menos inhibida que la actividad diastasa, por lo que sugi--
rieron la existencia de factores protectores en la primera.
Estos autores encontrardén también, que estos extractos de -
bellotas inhibian mds fuertemente beta-amilasa que alfa-ami
lasa, y que él efecto sobre la fermentacién alcoholica era-
muy ligero, en tanto que en la hidrolisis de azucares el --

efecto era mayor.

De estos tres inhibidores se desconoce hasta el mo-
mento su naturaleza quimica y se propone que interfieran --
con la aceidn amilolitica por interaccidn directa con el --
sustrato mejor que con la enzima. Ninguna de estas sustan-
clas pueden entonces ser consideradas verdaderos inhibido--

res de amilasas.

Mﬁrao, S. y Ohyama, K. (1475), reportaron por prime
ra vez la existencia de un inhibidor de amilasas producida-
por un microorganismo, describiendo el procedimiento de pu-
rificacidn y algunas ce las propiedades. El miecroorganismo-

del cual aislan al inhibidor es Streptomyces diastaticus --
P Y




--var ‘amilostatieus.

el*pH'delvmedio;dé,_ 1 3.0 y absorbiendo al inhibidor

en.carbéﬁ adtiv%&é?}ﬁap@udeéﬁﬁés éluirlo con etanol al 60%-
Esta fraccidn crﬁda aél inhibidor la hicieron reaccionar -

con alfa-amilasa Bacteriana para formar un complejo que se-
pararon por cfomatografia de filtracién en Sephadex G-75, -
este complejo es precipitable con acetona al 66%, luego fue
redisuelto y al ajustar el pH a 1.8 logrardn disociarlo y -
desactivar a la amilasa, de esta manera, después de ajustar
el pH a 5.4 obitienen purificado al inhibidor que dencminan
S-Ai. La homogeneidad del inhibidor fue probada por cromato
grafia en capa fina con alumina. Estos autores examinaron-
el efecto de este inhibidor frente a varias hidrolasas glu=
cosidicas, encontrando que sblo es capaz de inhibir alfa---
amilasas y glucoamilasa, siendo incapaz de inhibir beta-ami
lasa, isoamilasas, alfa-glucosidasa, dextranasa, celulasa,-
laminalinasa y beta-~gluccsidasa. Ademds, encontraron que -
beta-amilasa era capaz de hidrolizar al inhibidor. Al ana-
lizar su composicidn, encontraron que el inhibidor es un --
oligosacarido con 80 - 85% de glucosa, en enlaces 1 - 4% y,=-
debido a la accidén de beta-amilasa sobre el, presenta cuan-
do menos cuatro enlaces glucosidicos en posicidén alfa. Es-
te inhibidor resultd ser una §ustancia muy estable que man-
tuvo el 100% de su actividad antiamilolitica ailln después de
ser calentado a 100°C por 30 min. en un intervalo de pH de-

3.0 a 10.5. Se le estimd un pesoc molecular de 1 500 D, se



gﬁh lbs,datbsﬂde filfrébiéﬁ_éh;gélés‘de Sephadex y Biogel.

Entré los ﬁltimos repoftes sobre los inhibidores—
de alfa-amilasa, se encﬁentfa unb de Ueda, 8. y colaborado-
res (1978) en que analizan la aceidn del inhibidor de amila
sas producido por Streptomyces sp., Sobre algunas carbohi--
drasas y fosforilasas. Estos autores encontraron cuatro ti
pos de inhibidores, los cuales mostraron pesos moleculares-
relativamente pequefiog (1 300 a 4 000 D), siendo todos glu-
coproteinas, La purificacidén la llevaron a cabo por croma-
tografia de intercambic idnico en columnas de Dowex. Los -
cuatro inhibidores encontrados mostraron diferentes activi-
dades frente a las enzimas estudiadas, inhibiendo principal
mente a las enzimas que tienen como sustrato al almidén y -
amilésa, ‘como son fosforilasa A de msculo, alfa-D-glucosi
dasa de levadura.y de Mucor y cicloamilosa glicosiltransfe-

rasa, ademis de alfa-amilasa de Rhizopus sp.

El iphibidor del sorgo ha sido el mejor caracteri
zado, entre los inhibidores no proteicos. Asi, Miller, B y
Kneen, E. en 1947, pepcrtardn la presencia de un inhibidor-
de amilasas en sorgo, encontrando algunas propiedades y su-
‘modo de acecildn., Reportaron la incidencia del inhibidor en-
varios sorgos y el procedimiento de purificacidn. Entre al
gunas de las propiedades encontraron que se precipita con -

soluciones bdsicas de acetona, alcchol etilico, alecohol iso



“pero, en todos los casos re-

Apropilicofy;éléﬁu?d déf;iiéig,;
msuifé,éefﬁéoiubié‘en{iaé~éoiuci6nes‘écidas. Resultd ser —-
tan‘gstable a la tempefaturq que permanecid activo después-
de sometérsele a autoclave durante 30 min a 15 libras de -
presidn, también fue estable en 4cido clorhidrico e hidroxi
do de sodio IN. Sin embargo, el inhibidor fue inactivado -
al calentarsele en presencia de sulfito de sodio, pero no -
se mostrd afectado cuando se le calentd con clorito de so--
dio. Esta sustancia inhibitoria fue capaz de atravezar mem
branas de dialisis comunes y podia ser recuperado después -
de la dialisis con agua destilada. En relacidn al modo de-
acecidn, encontraron que la inhibicidn era réversible, ésto
 parecia ser resultado de absorcidn fisica y no debido a --
reaccidn quimica, ya que el tratamiento con peptona y otras
sustancias biolégicas era capaz de inactivar al inhibidor.

El inhibidor parcialmente purificado did pruebas positivas-
para indoles y mostrd un contenido de 2.6% de nitrbgeno. -
Los autores coneluyen que este inhibidor presente un sorgo-
parece ser un dcldo orginico de peso melecular relativamen-
te alto que contiene al grupo indol y no tiene nitrdgeno --

amigeno.

Strumeyer, D.H. y Malin, M.J. (1969), reiniciidn -
después de 22 afios, el estudio del inhibidor de amilasas --
presente en sorgo reportando un procedimiento de aislamien-

to y la caracterizacidn, ademis de la interaccidn con otras
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eniimas,E,Lé¥§ﬁfi%ic50iéﬁ la llevan a cabo de la fraccidn -
‘corfespéndieﬁté al gérmen.de la semilla, la cual desgrasan-
y ekfféeﬁfé§ﬁfétgﬁol al 95%, con este procedimiento logra-
'foﬁ la total diéolucién del inhibidor sin solubilizar sus--
tancias que intefferian y contaminaban las preparaciones. -
La solucién etanolica era despuds concentrada y aplicada a-
una columna de Sephadex LH-20 en la que era retenida fuerte
mente la actividad inhibitoria, que fue eluida con acetona-
acuosa al 50%. Esta preparacidn fue después liofilizada y
asi obtuvieron un polvo pojoucéfé al que consideraron el --
inhibidor purificade. Probaron la actividad inhibitoria --
frente a alfa-amilasas pancreftica y bacteriana, asi como -
frente a una preparacidn altamente purificada de alfa-amila
sa de malta de cebada, mostrando en todos los casos, comple
ta inhibicidn a medida que se aumentaba la cantidad de inhi
bidor., .Cuando estudiaron la especificidad de la inhibicidn
observaron un comportamiento indiscriminado de este mate---
rial, ya gque fue capaz de inhibir enzimgs tan diferentes co
mo pectin-metil esterasa, poligalacturonasa y ribulosa di--
fosfato carboxilasa. Entre las propiedades quimicas que le
encuentran, estan la solubilidad en metanol, etanol, aceto-
na acuosa; dimetilformamida, &cido acético‘acuoso, hidroxi-
do de sodio 5M y agua, resultando completamente insoluible -
en acetona, é&ter, piridina y benceno. Ls sustancia aislada
no contenia ni azufre ni nitrégenc. En estudios espectros-

cbpicos, mostraron la presencia de grupos fendlices. Al --



sultando
,ffaéé iPdr"médid}de otfas purebas, demuestran la presencia
de éfupos cianidina que indicaban una naturaleza leucociani
dimglo‘que la hacia un antagonista natural de enzimas. Es--
tos autores concluyen que la sustancia presente en sorgo es

un desnaturalizante de proteinas, capaz de inactivar una ---

gran cantidad de enzimas.

las propiedades del inhibidor del sorgo contras--
tan con aquellas proteinas inhibidoras de amilasas, ya que-
estas son especificas para alfa-amilasas, no dializables y-
puedgn ser inactivadas con calentamienté, Los inhibidores-~
proteficos de alfa-amilasas si bien son suceptibles a inacti
vacidn con calor, generalmente son proteinas termoestables,
frecuentemente requieren prolongado"caientamiento a tempera
turas elevadas, e incluso, autoclave, para destruir su acti

vidad completamente .

De todos los‘inhibidores proteicos de alfa-amila-
_sa que hén sido aislados de plantas, el mejér conocido es -
el de trigo, primeramente estudiado por Xneen y colaborado-
res (Kneen, E, y Sandstedt, R.M. 1943, 19u46) en los 40's, -

sin embargo, el inhibidor de centeno (Kneen, E, y Sands---
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tedt, R. M. 1943 = 1946) 'y de frijoles (Bowman, D. E. 1945)
fuerdn_déteéfadéé pfiﬁefaﬁenté aproximadamente al mismo --—

tiempo.

Otros inhibidores de tipo proteinico, menos estu-
diados, son los encontrados por Rao, M.N. y colaboradores -

en 1967 en Colocasia esculenta (una raiz comestible) y Ma--—

ttoo, A. K. y Modi, V.V, en 1970 en mangos y platanos inma-—
duros. Con respecto al primero tenemos que cuando Rao y co
laboradores colocaron harina de la raiz con una preparacidn
de saliva humana, no obsrvaron la degradacidn de los granu-
los de almiddén. Al hacer un extracto acuoso de dicha hari-
na observaron él mismo efecto, por lo que concluyeron que la
sustancia inhibitoria es soluble en agua. Encontraron que—
este inhibidor fue estable a la temperatura de ebullicidn -
del agua y debido a esta caracteristica vy la termolabilidad
de las amilasas, pudieron eliminar la actividad amilolitica
de sus preparaciones, ya que observaron que esta actividad-
enzimdtica en general reducia la efectividad del inhibidor.
Al estudiar la selectividad del inhibidor frente a algunas-
preparaciones amiloliticas encontraron que los extractos de
Colocasia inhibian selectivamente la amilasa salival. ----
Otras de las propiedades que encontraron fueron la capaci--
dad de retenersz en membranas de dialisis y poder ser preci-
pitado por los compuestos usuales para precipitar protei--

nas.



mEnfégéﬂfbial;,nhibiqorféﬁﬁénfréao en planos y man
gos inmaduros, tenemos que en 1970, Mattoo, A. K. y Modi, -
V.V..réportaron la purificacién parcial y algunas propieda-
des de algunos inhibidores enzimdticos, entre l&s que se en
contraban el inhibidor de peroxidasa, de catalasa y el de -
amilasas. En cuanto a este Gltimo, lo lograron pﬁrificar -
100 veces cuando la fuente de obtencidén fueron mangos imna-
duros. Una caracteristica comln a los inhibidores estudia-
dos fue su termolabilidad, la incapacidad de cruzar membra-
nas para dialisis y su naturaleza proteica. La purifica-—-
cidn del inhibidor de amilasas la llevaron a cabo por croma
tografia de intercambio idnico. En el caso del inhibidor -
de amilasas de mango imnaduro cuando la determinacidén se --
realizo frente a la amilasa del mismo mango, encontraron --
que la inhibicidn, fue de tipo éompetitivo. Las caracteris-
ticas del inhibidor de amilasas y las enzimas precentes en-
los platanos imnaduros parecer ser similares a las de las -

encontradas en los mangos imnaduros.

Las propiedades de los inhibidores de trigo, cen-

teno y frijol serdn descritas con mayor detalle en seccio-
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_nes posteriores.

E VESPECIFICIDAD DE LOS INHIBIDORES DE ALTA-AMILASA.
derlos inhibidores de alfa-amilasa de naturaleza proteica -
sblo se ha reportado uno gue fue capaz de inhibir enzimas -
diferentes a alfa-amilasa. Una preparacidn de frijol que -
inhibiatripsina (Bowman, D.E. 1945), pero esta actividad --
probablemente fue debida a contaminacidn con un inhibidor -
de tripsina especifico, también presente en los frijoles es
tudiados. Sin embaégo, ya que los inhibidores de tripsina-
en el trigo parecian representar un cierto porcentaje de --
las protefnas solubles en las que se encontraban los inhi-
bidores de alfa-amilasa Petrucci, T. y colaboradores en --
1974, compararon los inhibidores de alfa-amilasay los 'dé trip
sina'presehtes en trigo para investigar sus posibles corre-
. laciones. Estos,investigadores encontraron por filtracidn-
en gel 5 fracciones albuminoideas, de éstas, s&lo 3 fueron-
activas inhibiendo alfa-amilasa de insectos, s610 una inhi--
bio alfa=amilasas pancredtica y salival ademds. Dos de las
fracciones con actividad antiamilolitica también presenta--
ron actividad antitriptica, pero al ser sometidas a electro
foresis cada fraccién mostrd dos componentes diferentes. -

A pH 8.5 las proteinas cue inhibian alfa-amilasa migraron

hacia el &nodo, en tanto que las que inhibian tripsina lo -
nicieron hacia el cdtodo .(Petrucci, T, y colaboradores —--

1974).



Las alfa amllasas de dlferentes orlgenes muestran
‘diferencias en la susceptlbllldad a 1nh1b1010n por irnhibido
res. de alfa-amilasa especiflcos, ademds, estos Inhibidores-
no tienen todos la misma especificidad. Como se indico an--

teriormente, el inhibidor encontrado en Colobcasia esculenta

(Rao, M.N. y colaboradores 1967) inhibe selectivamente alfa
amilasa salival y es el que presenta la especificidad mds -
simple, Kneen, E, y Sandstedt, R.M. en 1543 reportaron que-
el inhibidor que encontraron'en trigoinhibia fuertemente 1la
alfa-amilasa salival, la pancreética y algunas amilasas bac
terianas, principlamente las de tipo sacarificante, en tan-
to que las amilasas bacterianas de tipo liquificante, las -
amilasas de algunos hongos y las de cereales malteados, re-

sultaron ser resistentes a la inhibicién.

En 1964 Applebaum, S.W. y en 1965 Applebaum, S.W.
y Konijn, A.M. estudiaron el efecto "in vivo" del inhibidor
de alfa- amilasas encontrado en el trigo, con larvas de los

insectos Tribolium castaneum y Tenebrio molitor encontrando

fuerte interferencia en el metabolismo del almidén de estos
insectos. Este hecho, aunado al trabajo "in viveo" de Ska--
inkin, R..y Birk, Y. en 1965 y 1970 demostraron qu el inhi-
bidor de alfa-amilasa presente en trigo también es capaz de

inhibir las amilasas de estos insectos.

Shainkin, R. y Birk, Y. (1965 y 1970) adem&s en--
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‘de inhibidor que detectan,-

amilasas de los insectos, en tan-

inhibiq;éh que-prqduéian las albuminas del trigo sobre ami-
lasqs,dé'diféreﬁfes origenes estudiando 17 extractos acuo--
sos con actividad amilolitica proveniente de insectos, 23 -
de especies marinag, 18 de aves y mamiferos, algunos cerea-
les y las propias amilasas del trigo en diferentes estadios
de maduracién, Determinaron la inhibicidén de las amilasas-
de estos extractes causada por tres fracciones albuminoide-
as presentes en trigo, las preparaciones: amiloliticas fue--
ron divididas en suceptibles, parcialmente suceptibles y re
_ sistentes de acuerdo con el nﬁméro de fracciones que eran -
capaces de inhibirlas. Asi, las amilasas suceptibles fue--
ron inhibidas por las tres fracciones, quedando dentro de -
éstas la mayoria de las amilasas de los insectos gque atacan
al trigo y las amilasas de algunas espécies marinas. Las -
amilasas parcialmente suceptibles, inhibidas por una o dos-
fracciones, fuercn las de algunas aves y mamiferos, inclu--
'yendo al hombre. Por (ltimo, las amilasas resistentes se -
encontraron ampliamente distribuidas en los cereales, aves-
y mamiferos, asi como el las de los insectos que no atacan-

dl trigo. En ninglin estadio del desarrollo del grano del -



creética‘pordina v sallval humana, en tanto que las amila--

sas de Bacillus subtilis reultaron poco afectadas y las ami

lasas de malta, soya y frijol no fueron afectadas. Por ---
- otre lado, Marshall, J.J. y Lauaa, C.M. (1975b) encontraron
que =21 inhibidor presente en frijol al que denominaron fa--
seolamina, resulto ser especifico para amilasas animales, -
no teniendo actividad frente a las amilasas bacterianas, --
fungicas y vegetales correspondientes. Por Gltimo, Powers,
J. R, y Whitaker,‘g. R. (1977a) encontraron que la especifi
cidad de la inhibiéién de la glucoproteina encontrada en --
frijol, se mostrd principalmente frente a las alfa-amilasas
pancredtica porcina, salival humana y del insecto Tenebrio-
molitor, y a pesar de que encuentran actividad inhibitoria-
frente a una preparacidén de alfa-amilasa de malta comercial
consideran que las alfa-amilasas de cebada, B. subtilis, As

pergillus 6rz§ae v beta-amilasa de' cebada no son afectadas.

Como @inico reporte en que el inhibidor de alfa--
amilasa . -es capaz de 1nh1b1r amilasas de origen vegetal, se

encuentra el de Warschalewski (1977a) y (1977b) en que el-



inhibidor de‘alféJamiiaé Aﬁuél3gféﬁoﬂdé trigo - -
(germinado o sin géfmihép)jinhibeﬂlaé‘émilésas del mismo --

grano a 6 dias de-germinacidn.

En todos los casos reportados, los niveles de ---
inhibicién de las diversas amilasas por el mismo inhibidor-
son diferentes, la razdn por la cual ésto sucede no esta --
claramente delucidada, sin embargo, la pesibilidad del estu
dio de interacciones enzima-inhibidor pueden eventaulmente-
ser de vaior al examinar la topbgrafia de la estructura y -

sitioc activo de las alfa-amilasas,

INHIBIDORES DE ALFA-AMILASAS DE TRIGO,- Como se-
comentd anteriormente, los inhibidores de alfa-amilasa de -

trigo son los que mis atencidn han recibido.

En 1943, Kneen, E, Y Sandstedt, R. M., reportaron-
por primera vez la existencia de inhibidores de alfa-amila-
sas en cereales, principalmente en trigo y centeno, también
lo detectarcn en algunos sorgoss, pero fueron incapaces de -
detectarlos en cebada, avena, maiz, arroz y otros sorgos, -
La actividad inhibitoria que encontraron fue determinada --
frente a amilasa salival. Esta sustancia fue soluble en --
agua, en soluciones diluidas dg sales y en soluciones de al
cohol, pero resultd ser insoluble en éter de petroleo. Es-

te factor inhibitorio era precipitado con grandes cantida--

s P 8t e f b d e o w4 resemmme o —r—— tn e e s mn m o
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'des‘ae sulfato de ambhib y altas concentraciones de alcochol)
C§n éter de petroleo y éter etilico, este precipitado al --
ser redisuelto en agua, resultaba ser nuevamente activo. -
La sustancia era retenida por membranas de dialisis, siende
altamente termoestable en soluciones acuosas, conservando -
su actividad después de ser calentada a temperaturas supe--
riores a 90°C, sin embargo, era inactivada completamente al
ser tratada en autocalve por 30 minutos a 15 1b de presidn-

(121°C), (Kneen, E, y Sandstedt, R, M. 1943 & 1946).

Militzer, W. y colaboradores (1346a) reportaron -
la preparacibn, purificacidn y propiedades del inhibidor de
amilasas encontrado en trigo. La preparacién fue realizada
por precipitacidn fraccionada con etanol, de un extracto --
acuoso de harina de trigo, este precipitado fue después ad-
.sorbido en dxido de aluminio a pH 5.0 y después eluido a pH
7.5. Estos autores probaron la inactivacidn con &c. nitro-
50, encontando completa inactivacibn en condiciones tales que
la temperatura y el pH por si sblos no tenian efecto. Al -
tratar al inhibidor con fisina (una proteasa), &ste fue des
truido. Estas pruebas, aunadas a la capacidad de no cruzar
membranas de dialisis y la-precipitacidn con solventes los-

condujeron a afirmar que el inhibidor era una proteina.

La dialisis de soluciones del inhibidor purifica-
do, al realizarse contra agua destilada daba como resultado

la completa inactivacidn, pero cuando ésta era realizada --



éontfé*%éﬁé?éé}ﬁigﬁt‘r e @i@ﬁﬁroide sodio © bu---
‘ ffermaéi}ésféééé; £ofoc&rr;a dlcﬁé inactivacién. Las prue-
bés de estabilidadalc&lbr”yiﬁﬁfindicaron que a pH alealino
la desnaturalizacidén del inhibidor se realizaba con mayor -
rapidez, asi, a pH 9.0 la desnaturalizacidn requeria una --
temperatura de 95°C mantenida sble 10 min., entanto que para

PH 5.3 la inactivacidn se realizaba sometiendo al inhibidor

a una temperatura de 97 - 98°C durante 60 min.

El inhibidor fue tratadoc con oxidantes y reducto-
res fuertes siendo la velocidad de destruccidn por oxidan--
tes mayor que la producida por los reductores.

En Otro reporte de Militzer, W. y colaboradores -
(1946b), eétudiaron el modo de accién del inhibidor de ami-
lasas encontrade en trige y concliuyeron que la efectividad-
del inhibidor se incrementaba al encontrarse en solucidn. -
Al estudiar su cinética, encontraron una inhibiecidn de ti-
Po no competitivo, asl mismo, vieron que la mdlécula de trip
~tofano es escencial para conservar la actividad del inhibi

dor.

En 1965, Shainkin, R. y Birk, Y, al presentarse -
en la XXXV Reunidn de la Sociedad Quimica Israecli su primer
ifnforme sobre la purificacién y algunas propiedades del ---

inhibidor de amilasas presente en trigo., La purificacién -



a'iOSLQﬁe de:

ron protein ;s@ielécfrico de 9.0 y 9.4 respectiva-

mente. Lés,aﬁfqﬁagvméstrafon la homogeneidad de las protel
nas por ultrééehtrifugacién, electroferesis en geles de po-
liacrilamida y en papel y por cromatografia de intercambio-
idnico. En cuanto al peso molecular, encontraron que é&stos

eran de 18 000 para Aml1 y 29 009 para Aml también encon-

2’
traron diferencias en la compcsicidn de aminodcidos. las -
mismas autoras reportaron en 1967 la dependencia que tiene-
el orden de adicién de los reactantes en el tipo de inhibi-
¢idn que observaban. El inhibidor podia combinarse tanto -
con la enzima como con el sustrato, ya que cuando la reac--
cidn enzimitica sevempezaba con la adiecidn de sustrato a la
mezcla de enzima-inhibidor, la constante de inhibieidn (K1) --

fue de 3 X 10 ~ ¥ M v la inhibici

6n fue de tipo no competi-
tivo, en tanto que cuando la reaccidn de iniciaba agregan-
do la enzima a la mezcla sustrato - inhibidor, la Ki fue de
1x10 "y y la inhibicién fue competitiva, ademis encon-
traron que para el primer caso, se- requiere media molécula-
de inhibidor por molé&cula de enzima para llevar a cabo 50%-
de inhibicidn, en tanto que para el segundo caso, requirie-
ron 500 veces mds inhibidor para alcanzar la misma inhibi--

cibdn. Al analizar sus gréificas encontraron que el inhibi--

dor podia combinarse con la enzima en mds de un sitio, sien
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do ‘la combinacidn con el sitio regulatorio la responsable -

de’la iﬁhibibiéﬁide‘ omPéﬁitivo, en tanto que la unidn

éon é;‘sitié}ééf. o rpéﬁéqalla inhibicién de tipo no -
comﬁefifi&b : Vot?as?caéasléambién encontraron que la-
intefaccién derié'énéima'con el inhibidor fue dependiente -
del pH, siendo la méyor afinidad de la enzima por el inhibi
dor a pH 7.0, que es ademds el Optimo para la reaceidn enzi
mitica, lograron demostrar la formacidn de los complejos E-
I; S-IyE-1I- 8 por ultracentrifugacidn, cromatografia
en Sephadex G - 100 en columna ¥ en capa fina, y por elec—-
troforesis en geles de poliacrilamida y acetato de celulosa
(Shainkin, R. y Birk, Y. 1967). Algunos afios después, las-
mismas autoras resumen sus hayazgos acerca del inhibidor de
alfa-amilasa de trigo adicionando un poco de informacidn, -
encontraron que el inhibidor Aml, resultd ser mis resisten-
. te a altas temperaturas que Aml, ambos inhibidores fueron -
destruidos por digestidn con pepsina y pronasa, pero no fue
von afectados por carboxipeptidasa o por tratamiento con --
HC1l 0.02M. E1 inhibidor Aml, perdid su actividad al ser so
metido a digestidn con tripsina o quimotripsina, en tanto que -—-
Aml, casl no fué afectado. "Ambos inhibidores fueron inactivados por re
duceidn con mercaptoestanol, pero no perdieron su actividad al ser tra-
" tados con urea 6.4 Molar, las modificaciones quimicas como esterifica—-
cibén y carboxilacidn selectiva causaron gran deterioro de la actividad-
inhibitoria de Aml, al tratar de inhibir las amilasas del insecto Tene-

brio molitor v la amilasas salival., Los tratamientos cortos con --

bromuro de cidnogeno produgeron una inactivaeidén identica -



toria de-anbas proteinas, que ademés-

ratamiento. con fluorodinitrobenceno

*fﬁéfon afectados por carbamida

;rk;,Y.”19705;

Séunders,rR.M. y Lang. J.A. (1973) preportaron la-
purificacidn y propiedades fisicoquimicas de los inhibido--
res presentes en trigo. ELl procedimiento de purificacidn -
fue escencialmente el mismo qu el reportado por Shainkin y-
Birk (1865, 1967 y 1370). Eh cuanto a las propiedades, re
portaron la presencia de una tercera fraccidn también con -
caracteristicas albuminoideas. Los tres inhibidores encon-
trados presentaron cinéticas de inhibicidn reversibles, 1li-
neales, no cometitivas frente a alfa-amilasa pancreidtica de
pollo,

Este trabajo, aunado al de Shainkin y Birk (1965-,
, 1967 y 1970) dan las primeras evidencias de que existen -
multiples formas de proteinas de trigo capaces de inhibir -

alfa-amilasa de mamiferos.

En 1973, Silano, V. y colaboradores analizaron =--
.los niveles de inhibidores encontrados anteriormente por --
Shainkin, R..Y Birk Y. (1965, 1967 y 1970) y Saunders, R.M.
y Lang, J.A. (1973), encontrando fuertes diferencias entre-

las tres formas.
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;ﬁhiiﬁ]ﬁj;éétrucci, T. y colaboradores se dedica--
Ton a caréé£éfii£f1a'una prot;éna de trigo denominada 0.19-
- por Sodini y Colaboradores (1970), estudiada como inhibidor
de Vamilasas por Silano,. V. y colaboradores en 1973, En--
tre las pfopiedades encontraron que la acciényinhibitoria -
contra amilasa salival es dependiente del orden en que se -
adicionan los reactantes, previniendose cuande el inhibidor
es Incubado con el sustrato y siendo méxima cuando la enzi-
ma y el inhibidor son preincubados juntos, También encon--
traron que la adicidn de .altosa revertia la accidn inhibi-
toria cuando ésta era determinada frente a alfa-amilasa sa-
lival. Dicha actividad inhibitoria resulto ser resistente-
a los tratamiéntos con tripsina y temperatura, pero fue ---
fuertemente reducida por tratamientos con pepsina v reduc--
cién de uniones disulfuro, Cuando trataron al inhibidor --
con bromuro de cianbégeno, la actividad contra amilasas de -
mamiferos se vid fuertemente afectada, mientras que la ac--

¢idn contra amilasas de insectos se mantuvo inalterada.

En trabajos consecutivos, Warshalewski, J.R, --
(1977a y 1977b) reportd el aislamiento y pprificacién de --
" inhibidores de alfa-amilasa, tanto en trigo sin germinar co
mo en el trigo malteado, de la misma variedad. En estos --
trabajos cstableéié un esquema de purificacién que utilizb-
para los dos tipos de muestra, consistente en tratamientos

con temperatura, fraccionacidédn con acetona y cromatografia—
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de iﬁtef¢éﬁbio i6hié§;:fﬁndamentalmente. ‘Cuando la muestra
utilizada‘fue tfigo sin gérminar, encontrd después de la --
cfomatografia, cinco fracciones activas contra las amilasas
del propio grano a seis dias de germinacidn, Este es el --
primer reporte en que un inhibidor de amilasas es capaz de-
inhibir las propias amilasas del grano del que se extrae, y
en general, de inhibir amilasas de origen vegetal, sin em--
bargo, el autor no es capaz de medir la inhibicidn de ex---
tractos crudos de trigo frente a la amilasa de trigo, en --
tanto que la actividad contra élfa—amilasa flingica y bacte-
.riana puedo ser perfectamente medible. Las cinco fraccio-
nes activas de la cromatografia presentaron diferentes espe
cificidad frente a las diferentes amilasas, asl, las cinco-
fueron activas frente a las amilasas del grano germinade, -
sbdlo dos lo fueron frente a alfa-amilasa bacteriana y cua--

tro de ellas iInhibieron alfa-amilasa de Aspergillus oryzae.

Sélo la primera fraccidn que eluyo de la columna fue capaz-
de inhibir las tres diferentes amilasas, inhibiendo con ma-
yor fuerza la amilasa filngica. Las fracciones tercera y --
quinta, inhibieron fuertemente las amilasas del grano, en -
tanto que las fracciones II y IV presentaron mayor capaci--

dad para inhibir amilasa fingica.:

Cuando los inhibidores de amilasa fueron extraidos de tri-
go malteado, este autor encontro que la localizacidn de las fracciones-
eluidas de la misma columna de intercambio idnico, asi como los procen-

tajes de inhibicidn de la amilasanativa, se asemedan a las fraceio
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nes 'IT, IITy V-  del trigo sin germinar, S®lo encontrd es-
tos tres picqs, sugiriendo que son remanentes de los encon-
trados en el grano sin germinar y que 1os picos que falta--
rian fueron destruidos por protedlisis durante la germina--
cibén. Al analizar sus resultados, encontrd que van de acu-
erdo con algunos reportes en los que se indica que la acti-
vidad protedlitica incrementa grandemente la velocidad de -

hidrolisis del almiddn.

Granum, P.E. y Whitaker, J.R., (1977) reportaron-
la purificacidn y caracterizacidn de inhibidores de alfa-—-
amilasa presentes en trigo, sin aportar amyores conocimien-
tos que la presencia de un inhibidor con peso molecular de-
30 000 D y la comparacifn de sus propiedades con los otros-
encontrados anteriormente por otros investigadores (0.19 y-

0.28 de Silano y colaboradores 1873; y Aml1 y Aml, de Shain

2
kin, R. y Birk, Y. 1970). Ademas de haber encontrado los -
mismos inhibidores antes indicados, encontraron un tercer -
inhibidor con movilidad electroforética relativa de 0.55, -
con peso molecular de 30 060 D, pI 4.2, composicidn de ami-
nodcidos semejantes al inhibider o.19, con pequefias diferen
cias en el contenido de arginina e histidina. Otra diferencia
de este inhibidor con 0.19 fue la incapacidad de inhibir al
fa-amilasa pancreitica de porcino, inhibiendo unicamente al

fa-amilasa salival humana. En cuanto a lag caracteristicas fi--

sicoquimicas en comparacidn con otros investigadores no en-
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contraron-grandes- diferencias.

En 1977, Buonocore, V. y colaboradores, propusie-
ron un esquema de las interacciones conocidas y las posibi-
lidades que se desperendian de las caracteristicas fisico--
quimicas de los inhibidores de alfa-amilasa encontrados en-
trigo, estudiados hasta esa fecha, por los demds investiga-
dores. En cuanto a la naturaleza proteica de los inhibido-
res encontrados, decidieron dividirlos en dos grandes gru--
pos, los de naturaleza albuminoidea y los gliadinicos, de--
jando una incognita acerca de las implicaciones relaciona--

das con esta naturaleca proteica.

INHIBIDORES DE ALFA-AMILASA DE Phaseolus vulgaris

A pesar de que los inhibidores de alfa-amilasa presentes en
frijol fueron detectados desde 1%45 (Bowman, D.E. 1945), no
fue sino hasta 1968 cuando se empezaron a estudiar sus pro-
piedades. Jaffé, W.G. y Vega-Lette, C.L. (1968) al estu-—-
diar lapresencia de algunos factores termolabiles presentes-
en algunos tipos de frijoles, indicaron que el inhibidor de
'amilasas observado por Bowman no habia side atractivo para-
su investigacidn ya que no se le habia dado el valor antinu

tricional que le correspondia.

Hernindez, A. y Jaffé, W.G. (1968) estudiaron al-

inhibidor de alfa-amilasa presente en frijol, "in vivo" e -
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"inrvitro", éncontrandoyéue las ratas alimentadas a base de
frijoles execretaban una gfén cantidad de almidén no digeri-
do, "ademis de que extractos acuosos de dichos frijoles eran
capaces de inhibir la actividad de amilasa pancredtica "in-
vitro". En este trabajo describieron algunas caracteristi-
cas fisicoquimicas y cinéticas de este inhibidor. La puri-
ficacidn parcial la llevaron & cabo bajando al pH de la so-
lucidn y calentando. Con este procedimiento ayudan a purfi
ficar al inhibidor al mismo tiempo que eliminan la activi--
dad amilolitica intrinseca de las preparaciones. Al anali-
zar la dependencia del tiempo de preincubacidn del inhibi--
dor con alfa-amilasa pancredtica encontraron: que se reque--
rian dos horas como minimo para obtener el 100% de inhibi--
e¢ibén., El tipo  de inhibicidn que encontraron fue incompe-
titivo, frente a la misma amilasa. En otros experimentos -
demostraron que 1a\actividad inhibitoria desaparecid por --
completo al calentar el extracto durante 15 min. a 100°C, -
este inhibidor fue incapaz de cruzar membranas para diali--
sis, y no fue retenido en columnas de Shephadex G-75, con -
lo que concluyeron que el inhibidor poseia un peso molecu--
lar mayor de 50 000 D y podia ser una proteina.

Jaffé, W.G. y colaboradores, (1973) estudiaron la
presencia del inhibidor de amilasas en varias legumbres, en
contrando que de 85 cultivos eétudiados, sélo 1% no presen-

taron actividad inhibitoria detectable, al medirla frente a



- amilasa-pancredtic fffadtov mds activos fueron los-

’ de~Phaseoiu vulgarls; ‘en tanto que los de lentejas y dos-

eSpeéiesl,

c lcharos (Cuux1ar1ent1um y Vigna sinensis) mos

traron los menores nlveles de inhibicidn.

En un trabajo semejante, Marshall, J.J. (1975¢),~
midid la actividad antiamilolitica de extractos de diferen-
tes legumbres frente a alfa-amilasas pancreltica y salival,
encontrando que al igual de los observado por Jaffé, y cola
boradores en 1973, todas las variedades de Phaseolus vulga-
ris probadas contenian altos niveles de actividad inhibito-
ria, con pocas diférencias entre las variedades. La activi
dad inhibitoria fue nula o muy baja en las legumbres de ---
otras especies, como garbanzo, lentejas, soya y algunos chi
charos. En los casos de inhibicidn, &sta fue similar para-
- las amilasas.pencreética y salival, de tal manera que se --
pueden usar cualquiera de estas dos preparaciones amiloliti
cas para la deteccidn del inhibidor, al menos para los ex--

tractos de Phaseolus vulgaris.

En un trabajo més scbre el inhibidor de amilasas-
presente en frijol. Marshall, J.J. y Lauda, C.M. (1975b) re
portaron la purificacidn y algunas propiedades del inhibi--

dor dencminado "Faseolamina", presente en Phaseolus vulgaris

Este inhibidor fue purificado por los métodos convenciona--
les para proteinas, incluyendo tratamientos con calor, dia-

lisis y cromatografia de intercambio ibnico y filtracidn en
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gel. En cuanto a las propiedades, reportaron un pH de 5.5-
como dptimo para la preincubacidn del inhibidor con alfa---
amilasa pancreitica, asi como uné temperatura de 37°C como-
la adecuada para dicha preincubacién. Indicaron también --
que la adicidn de sustratec a la enzima antes del inhibidor-
previene la inhibicidn. Al medir la estequiometria de la -
inhbicidn encontraron la formacidn de un complejo 1:1 entre
el inhibidor y alfa-amilasa pancreidtica. El1 complejo fue -
disociado facilmente en pH acido, aparentemente por destruc
cién de la enzima, sin embargo, dicho complejo no pudo ser-
disociado en otras condicicnes que resultaron ser desfavora
bles para la inhibicidn, como baja temperatura y alto pH. -
La inhibicidn mostrada fue del tipo no - competitivo frente

a alfa-amilasa pancreftica de poreino.

En dos trabajos seguidos, Powers J. R. y Whitaker
J.R. (1977a y 1977b), purificaron y caracterizaron fisico--
quimicamente al inhibidor de alfa-amilasa presente en fri--

jol (Phaseolus vulgaris), estudiando adem&s el efecto de al

gunos pardmetros experimentales en la combinacidn de este -
inhibidor con alfa-amilasa pancreitica de porcino. Para la
purificacidn, primeramente estudian el contenido de inhibi-
dor en diferentes legumbres, encontrando qu el frijol rojo-
(light red Kindney bean) contenia la mayor cantidad de ---
inhbidor, en comparacidn con las otras especies estudiadas,

razbn por la cual utilizan esta semilla como fuente de ob--



ifenéién del inhibidor. »fLé pufificaéiénf1a,réélizaron'por—
tratamiénfo con téﬁpéfatﬁré, fraccionémiento'con étanol y -
cromatografia de intercambio iénico, obteniendo preparacio-
nes homogeneas por electroforesis en poliacrilamida tifiien-
do para proteinas y carbohidratos. En el anilisis de amino
dcidos encontraron que era vico en icidos aspartico y glu-
tédmico, serina, treonina y valina, con bajo contenido de --
amilodcidos azufrades y sin prolina. Esta ausencia de pro-
lina difiere grandemente con lo encontrado por Shainkin, R.
Birk, Y (1970) en trigo, en que encuentran un alto conteni-
do de dicho amino&cido, Encontraron también un contenido -
de 8.6% de carbohidratos en el peso del inhibidor, unidos -
por medio de un enlace con asperagina. El peso molecular -
aparente de este inhibidor fue de 49 000 D formado por 4 --
subﬁnidadés posiblemente diferentes. Reportan un plI de --
- 4,65 y lograron demostrar la formacidn del complejo inhibi-
dor - enzima con alfa-amilasa pancredtica porcina, por fil-
tracidn en gel, este complejo mostrd un peso molecular equi
valente a la formacidén del complejo 1:1 entre la enzima y -
el inhibidor, con esto demuestran ademds que la inhibicidn-
de alfa-amilasa no es debida a protedlisis de la enzima ni-
a la quelacidn del calcio necesario para la actividad amilo
.litica. En cuanto al efecto de diversos pardmetros en la-
combinacidn del inhibidor con la enzima, encontraron que re
quiere de un pl de 5.0 para que la velocidad de formacidn -

del compjeo sea mixima, ademis la formacidén de este comple-
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jo ‘se Qe”fuertemenfe afectada por la fuerza idnica siendo -
mis rdpida en solugiones con fuerza idnica alta. Al oxidar
la porcidrn.de carbohidrato de 1a‘molécula de inhibidor ob--
servaron que la actividad inhibitoria se perdia completamen
te, con lo que indicaron que posiblemente la parte de carbo
hidrato sea importante para la actividad antiamilolitica, -
debdio a la afinidad de las amilasas por los carbohidratos.
Para localizar el sitio de unidén de la enzima con el inhibi
dor, trataron a la enzima con tripsina para obtener una por
cidn capaz de unirse a SahphadeX (un pseudosustrato) y por-
lo tanto representaria el sitio activo, encontrando que el-
inhibidor no reconcce a esta molécula modificada, en tanto-
que el Sephadex se sigue uniendo en forma normal. Por otro
lado, al tratar al complejo enzima - inhibidor con maltosa-
(inhiﬁiddr competitivo de alfa-amilasa), &sta es capaz de --
- unirse tanto a la enzima sola como al complejo, lo que les-
de una idea de que la enzima se une al inhibidor por un --

sitio diferente al sitio activo.

EFECTOS FISIOLOGICOS Y SIGNIFICANCIA
NUTRICIONAL DE LOS INHIBIDORES DE-
ALFA-AMILASA.

La presencia de altos niveles de inhibidores de-
alfa-amilasa en alimentos vegetales comunes, particularmen

te legumbres y cereales, suscita la pregunta de que si es-



“t6s ‘inhibidores pueden tener algfin’ efecto sobre:la:alfa-ami-~
“lasa "in vivo" y, si asi es, si esto puede resultar en-impe

dir la digéstién de almiddn.

En- 1964 Applebaum, J.W. estudid el efecto "in vi-
vo" del inhibidor de amilasa encontrado en trigo, analizan-
do la digestidn del almidén por la larva del insecto Tene--
brio molitor L. que ataca normalmente al trigo y sus produc
tos. Baséndose en su accidn sobre amilopectina, glicogeno-
y dextrina beta-limite, se dine'que las amilasas de este in
secto son de'tipo alfa. En su estudio, Apnplebaum utilizH -
tres dietas hésicas para medir el desarrollo del insecto, -
la primera dieta tomada ccmo control, contenia almidén de -
arroz, glutén, levadura seca y colesterol. La segunda con-
tenfia ademés, al %nhibidor de alfa-amilasa de trigo y la -
tercera ténia los éomponentes bédsicos y un extracto de tri-
go conteniendo las amilasas propias del grano y al inhibi--
dor. La segunda dieta, que contenia al inhibidor purifica
do provoecd la mortalidad de los insectos, ademis, los que -
sobrevivian tenian un peso que equivalia a la mitad del que
presentaron las larvas control. Por otro lado, resultaron
sep éiete'veces m&s pequeflas que -las larvas sometidas a la-
tercera dieta. El desarrollo incompleto de las larvas ali-
mentadas con la segunda dieta no pudo atribuirsele a un im=
pedimento, ya que todos los facotres presentes en esta die-

ta también lo estaban en la tercera dieta. Las larvas fue-



“yon capaces de'utilizar,susiprépios bomponentes enzimldticos
en la digestidn amilolitiéa'de las dietas artificiales al -
estar libres de la actividad inhibitoria (primera dieta). -
El gran incremento en le‘desarrollo.de las larvas en presen
cia de las amilasas del grano pudo deberse a que la diges--

tidén del almiddn por las larvas solas no es muy eficiente.

Applebaum, S.W. y Konijn, A.M. (1965), estudiaron
la utilizacidn del amiddn por la larva de otro insecto que-

también ataca al trigo: Tribolium castaneum,. HNuevamente -

caracterizan‘a las amilasas del insecto como del tipo alfa-
por sus propiedades frente a varios activadores e inhibido-
res de la actividad amiloitica y encontraron.que el creci--
miento del insecto es mucho menor en dietas conteniendo al-
inhibidor de amilasa encontrado en trigo que en las dietas-
control, ademids al hacer el estudio "in vitro" observaron -
que solubiones muy diluidas del inhibidorA(O.QS%) son capa-
ces de inhibir fuertemente la actividad amilolitica inicial

de la larva (hasta 93%).

Strumeyer, D.H. (1972) involucrd al inhibidor de-
amilasas encontrado en trigo y centeno como la causa de una
enfermedaa denominada "celiae", que se caracteriza por el -
metabolismo incompleto de almidén y la absorcidn de grasa.-
Este autor purifica al inhibidor de centeno y trigo, compa-
randolos primeramente en sus caracteristicas fisicoquimi---

cas. Encontrd que ambos son del tipo de proteinas gliadi--
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niéas, que es uno de los principales componentes ‘del glutén
ademis comprueba que preparaciones comerciales de gliadina-
de trigo tienen el mismo efecto ihibiorio scbre amilasas sa
lival v pancredtica, por lo que considerd que este inhibi--
dor puede estar involucrado en la , enteropatia inducida --
por el glutén de trigo y centeno, o sea, los sindromes de -
malabsorcidén intestinal caracteristicos de la enfermedad ce

liac, muy comln en grupos pedidtrices.

Contrariamente a lo expresado por Knenn, E. y - -
Sandstedt, R. M. en 1946, y Shainkin, R. y Birk, Y. en ---
1970 acerca de la-ﬁoea o nula significancia que pudieran te
ner los inhibidores dé‘amilasas presentes en trigo en la fi
siologia humana debido a su suceptibilidad a proteolisis, -
Marsﬁall, J.J. (1975¢) muestra evidencias de que los inhibi
- dores proteicos de amilasas pueden jugar un pepel importan-
te en modular la digestibén de almiddn "in vivo" como lo de-
muestra en un trabajo con ratas alimentadas con dietas arti
ficiales adicionadas del inhibidor aislado de trigo, en for
ma activa o inactivado por autoclave, en que observd un in-
cremento en el crecimiento de las ratas alimentadas con el-

inhibidor inactivo.

Estas evidencias aunadas a las encontradas por --
Lang, J.A. y colaboradores (1974) que en su trabajo con el-

titulo "Interferencia del metabolismo de almidén por inhibi



:dofes‘de,éifa—;milasa" estudiaron el efecto "in vivo" de --
los inhibidqres de amilasa encontrados en trigo, al alimen-
tar a rafas con dietas conteniendo almidén o inhibidor acti
vo o inactivado y‘utilizando como control dietas conh sacaro
sa como fuente de carbohidratos, nos hacen concluir que la-
actividad bioldgica del inhibidor es una interferencia espe
cifica en el metabolismo del almidén y no debido a una toxi
na general, ya que los animales alimentados con el inhibi--
dor activo presentaban poco crecimiento y presencia de almi
dén sin digerir en las heces, en tanto que cuando el inhibi
dor fue inactivado, el crecimiento fue normal y similar al-

de los animales alimentados con las dietas control.

En cuanto a los inhibidores de amilasas encontrados en fri-
jol,.teneﬁos que Jaffé, W. G, y Vega - Lette, C. L. (1968)-
estudiando la presencia de algunos factores termolabiles --
presentes en algunos tipos de frijol capaces de inhibir el --
crecimiento de ratas, observaron que al alimentar ratas --
con frijoles conteniendo al inhibidor de amilasas se mostra
ban algunos desordenes, como la presencia de almiddn en las
haces de estos animales. Las ratas alimentadas con glucosa
en lugar de almiddn, no presentaron este problema. El papel
Adel inhibidor de amilasas como factof importante podia ex--

plicar el efecto antinutricional que estos autores encontra

TON en sus experimentos.
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“*ffiHepnénqé;>wA.,vaaffé5 W. G. (1968), basandose en
losfresﬁlé&dbé'ahtgrioréé; publicaron un trabajc con experi

-~ mentacidn_Min vivo™ con ratas alimentadas con frijoles ri--

"§§ééén ‘h;bidbffdé amilasas, Estos autores dan una implica
»iciéﬁ”hﬁfriCibnal a la presencia de este tipo.de sustancias-
:'en;iAS ieguminosas que se ha encontrado poseen bajo valor -
ﬁutritivo cuando se consumen crudas, proponiendo estudios -
acerca de los efectos que pudieran tener a: ingerir al inhi
bidor pufificado. También especulan sobre el posible papel
regulador del inhibidor sobre las amilasas de la propia se-

milla.

Jaffé, W.6. y colaboradores (1973) discuten acer-
ca de la implicacidn nutricional que pudiera tener la pre--
sencia del inhibidor de amilasas en las semillas que son con
sunidas crudas, tantc por animales como por humanos, dando
a estas sustancias un importante papel como causantes del -

pobre valor nutricional de estos alimentos.

Al analizar el hecho de que el inhibidor es inca
paz de afectar la actividad amilolitica de la propia semi--
‘lla, excluyen la funcidn reguladora que pﬁdieran tener es--
tos factores en el metabolismo de las plantas de las cuales

se derivan.

Siguiendo con el estudio de los inhibidores de --
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‘amllasas de frl]OlEa, Jaffe,' ’G Sy Flores, M. E (1975) re-

portaron'el efecto de 1a ac01on en 1ferenres cond1c30nes,

L esiudlo fue reallzado "1n v1vo" e("ln vitro".

“deicoccidn; colocando como controles la alimentacidn con -

7;ga$1né;¢bmb cbntrol positivo y la alimentacién con frijoles-
<'_éﬁ@déé'é0mo control negativo, Sus resultados mostraron que
fodos los frijoles estudiados, cuando se consumian crudos,-
mostraron baja digestibilidad, después de coceldn en auto-
clave, la digestibilidad aumento, la pureba de hemaglutina-
cién resultd debilmente positiva en algunos frijoles y fuer
te en otros, la actividad antiproteolitica desaparecid, en
tanto que la actividad antiamiloiftica sdlo disminuyd, sin-
desaparecer. Al analizar sus resultados, no puediercn en—-
contrar correleacidn entre las actividades antiproteoliti--
cas y antiamilolitica de los frijoles tratados con su valor
nutricional, por lo que concluyeron que la actividad de --
los inhibidores enzimdticos no es indice Util para determi-
nar la eficiencia de los tratamientos térmicos de los frijo
les para mejorar el valor nutricional.

En un trabajo sobre el efecto de un inhibidor de-
alfa-amilasa aislado de {rijel, en el crecimiento de ratas-

Savaiano, D.A. y colatoradores (1977) alimentaron a arimales



"de experimentacidn con dieta e almidén y contenien

.do’éimidéﬁgéupléﬁéﬁ¥adgéTth phibi@dﬁ;de'élfé;amilasa 1i--
‘Bre dgaaéciéﬁ”aﬁtithiﬁfigﬁ;y:héﬁglﬁfinahte. Sus resultados
rmcstparon §ue lé-présencia'del inhibidor no afectd el creci
-miehfo aevlas rétas cuando es adicionado a dietas libres de
almidén, demostrando que el inhibidor no es toxico "per se"

por otro lado, tampoco encuentran efecto del inhibidor en
dietas con almidén, con lo que demuesiran que el inhibidor-
no afecta la disponibilidad de energia en esta dieta. En -
este trabajo, los autores eliminan la posibilidad de que el
inhibidor de amilas de frijol noudiera interferir en la di-
gestidn del almiddn, en ratas en crecimiento, y al analizar
los resultados de otros autores indicaron que estos se de--
ben a que no contreolaron la cantidad de almiddn que adminis
traron a los animales, ademds de no‘permitir que los anima-
les satisfagan sus requerimientos energéticos.

Basandose en los resultados obtenidos al alimen--
tar a animales de experimentacidn y observar a pacientes -
humanos que han ingerido alimentos con eclevada actividad an
tiamilolitica, Buonocore, V. y colaboradores (1977) en una-

" revisidn, concluyeron que en vista de la ﬁosiblc accién --
"in vivo" de estas sustancias, cuando se requiere el mdximo
valor nutricicnal, la presencia de inhibidores de amilasas-
en los alimentos debe ser considerada indeseable y debe te-
nerse especial atencidn en destruirlo durante los procesos-

de prepracién. En particular la oportunidad de prevenir la
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. thmiqﬁ; D; y Plus, W. (1971) baséndose en la ca-

pacidad delCiﬁhibidof de trigc para inhibir las amilasas --
pancreéticas y salival, humanas, presentaron una patente en
que indican el procedimiento de purificacidn del inhibidor-
para ser udeo en productos farmaceliticos como agente anti-
hipergludémico, 'Estelinhibidor es usado entonces cémo re--

‘tardante o inhibidor de la digestidn de almiddn o glucbgeno

Con.la misam idea de aplicaciones terapeliticas, -
Marshall, J.J. (1875c) sugirid el posible uso de los iphibi
dores de amilasas como un nueve agente dietético, para usar
se en la terapia 4e obesidad en‘sujetos que tengan dificul--
tad para eiiminar completamente los almidones de su dieta.-
Otra aplicacidn podria encontrarse en la administracidn del
inhibidor a individuos diab&tijcos para que puedan consumir-

moderadas cantidades de almidén.

Recientemente, Yeter, M.A. y colaboradores (1979)
presentaron un trabajo en que dan a los inhibidores de amila-
sas de trigo una significancia como posibles factores de re
sistencia del trigo a la infestacidn post-cosecha. Este --

trabajo lo abordaron midiendo la capacidad de inhibicidn de
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las amllasao de varlos 1nsectos por dlferentes extractos de

;trlgo, ‘asi’ ‘como observando a la progenle resultante de ha--

cer.crecer eéstos ‘insectos en,los mismos trigos. Estudia-

ron 50 muestr os 1nsectos. Después de anali
zar sus resultados concluyeron que los niveles de inhibi---
'c10n de las amilasas pueden -ser una media vadlida de la re--

sistencia del trigo a la ;nfestac1on post-cosecha producida

por insectos.

Por Gltimo, Warchalewski, J.R. (1877a y 1977b), -
discutid acerca de la presencia de inhibidores de amilasas-
en los granos de trigo sin germinar o malteados, y les da -
una importante funcién fisiolégica, consistente en contro--
lar la actividad alfa-amilolitica de las enzimas intercelu-
lareé. Este autor sugiere que existen tres facotres funda-
- mentales que intervienen en la activacidn de las alfa-amila
sas enddgenas de los cereales: a) la acdtividad del agua en-
los granos: b) el incremento de acidez en las semillas; y -
c) la accidn de las proteasas activas, siendo este dtlimo -
factor el responsable de eliminar los inhibidores de amilasas -
unidos en las enzimas preformadas. Este autor sugiere un mg
canismo de activacidn de las amilasas presentes en el grano,
'de la siguiente manera: las enzimas (alfa-amilasa y protea-
sas) estan unidas a sus inhibidores, lo que puede demostrarse sé
lo cuando los complejos son disociados, y debido a cambios-

fisicoquimicos como cambio de pH, se puden disociar, la ~-



incremento del conténido de agua durante la fase-

déVimﬁibic;oh7yalosu;nﬁibidOPéS de alfa-amilasa pudeden ser
parcialﬁenfe digeridos por las proteasas liberadas y/o di--
fundidos hacia las capas externas de la semilla, en donde -
son absorbidos en la celulosa de la cubierta de la semilla-
como ha sido sugerido para los inhibidores de tripsina que-
se encuentran en el centeno. Finalmente, este autor anali-
26 el efecto del 4cido giberélico en algunas enzimas y pro-
teinas para apoyar su hipotesis, indicando que cuando las -
semillas son colocadas con cido giberélico se cobserva un-
decremento del pH, al mismo tiempo de incrementos en las -
actividades de alfa-amilasas y proteasas. Con estos resul-
tados y sus observaciones indica la necesidad de reevalua--
cidén de los estudios de sintesis "de novo" de alfa-amilasas
durante el proceso de malteado, sin embargo, el presente es
tado en el conocimiento concerniente a las isoenzimas de al
fa-amilasa y sus inhibidores nativos en cereales no puede -
excluir completamente la sintesis '"de novo" de alfa-amilasa
durante la germinacidn, al menos para parte de las isocenzi- .

mas encontradas en el trigo malteado.

]

CEHTRO pE IHFORY ACION
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FOsGuAGO
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MATERIALES Y METCDOS
MATERTALES
Maiz hibrido H-28, Hibrido tolerante a sequias, -
obtenido del Instituto Nacional de Investigaciones Agrondmi

cas (INIA) de Chapingo.

Semillas de Trigo, Centeno, Cebada, Triticale y --

Sorgo. Del Colegio de Postgraduados de Chapingo.

Insectos adultos. Tribolium castaneum ( Host.); -

Sitophilus zeamaiz (L); v Rhizopertha dominica (L.) Obteni--

dos del INIA.

Alfa-amilasa de Bacillus subtilis., ICN Pharmaceu-

tical Inc.Cat. 100447, Lot. 0897. Parcialmente purificada;

Alfa-amilasa de Aspergillus oryzae. Sigma. Cat., --

A-6630, Lot. 65C-0220. Tipo IV-A Cruda.

Alfa-amilasa pancredtica de porcino. Fluka A.G. -=

Cat. 10080, Lot. 163812-85, pancreatina.

Beta-amilasa de ccbada. Sigma. Cat. A-7130, Lot. --

93C-8070 Tipo IIB,
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Citoecromo C. Sigma. Cat, C-2506, Lot. 67-72u40. Ti-
po III. Lysozyma. Sigma. Cat. L-6876, Lot. 74C-8040, Grado-

I 3X,Inhibidor de tripsina. Sigma. Cat. T-9128, Lot. 34C- -
8180 Tipo II-S.

Ribonucleasa. Calbiochem. Cat. £5674, Lot, 701342-

Grado A, 5X.

Celulasa. Sigma. Cat. C7377, Lot. 78C-84u40, Tipo I

Pepsina. Worthinton Bichemical Corp. Cat. PM71A. 2X.

Tripsina. ICN Pharmaceuticals Inc. Cat. 103140, --

Lot. 4663 12X.

Albumina bovina sérica. Calbiochem. Cat, 12657, ~--

Lor. 53-055 Grado A Electroforeticamente pura.

Pronasa. Sigma. Cat. P5130, Lot. 58C-8080. Tipo VI
Hide Power Azure, Sustrato para proteasas. Calbiochem. Cat.
37716, Lot. 570026. Grado B.

Glucdgeno (+) puriss. Fluka A.G. Cat. A54268,

Sephadex G-75 y G-150 y Azul de Dextran 2000. de -

Pharmacia Chemical Co.
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Acrilamida y Bisacrilamida de Merk. Fuerdn recris-

talizadas. La acrilamida se recristalizd en cloroformo -~

(70 g/1) y la bisacrilamida en acetona (V0 g/l).

Todas las otras sustancias fueron grado reactivo -

y se usd agua desionizada.
METODOS.
PURIFICACION DEL INHIBIDOR DE AMILASAS.

Las semillas de maiz fueron molidas hasta obtener-
harina, empleando un molino Superline-S tipo SC-ES 200W 4P-

Mitsubisini Electric Co. Japan.

. La harinaxfue.extraida por agitacidn magnética con
NaCl0,1M en una relacidn 1:5 p/v por 2 hs a k° ¢, El‘liqui
do decantadoe y filtrado a través de 8 capas de gasa fue cen
trifugado a 3 000 g durante 60 min. a 4° ¢, El precipitado
fue descartado y el sobrenadante . liquido con pH 7.0 fue --
dializado contra agua desionizada durante 24 hs a 4° g,

La solucidn fue centrifugada a 5000 g durante --
60 min a 4° ¢, y el precipitado inactivo fue desechado. E1
sobrenadante fue llevado a 60% de saturacidn con sulfato de

. P , . o . . .
amonio s6lido y mantenido a 4 C con agltaclan magnétlca’ -
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después de 24 hs, la mezecla fue centrifugada 60 min a -
11 000 g. El precipitado activo fue resuspendido en la mi-
nima cantidad de agua desionizada, dializado a 4°C, contra-
agua desionizada y centrifugado a 25 000 g durante 60 min.-

El sobrenadante activo fue liofilizado.

El material liofilizado se disolvif en NaCl 0.05 M
y se dializd toda la noche contra la misma solucién. EI -
producto obtenido fue aplicado a una columna de Sephadex -
G-75 (1.9 x 50 cm) previamente equilibrada con la misma so-
lucidn. La elusidn se realizd con la misma solucién colec-
tando fracciones de 5 ml. El flujo de la columna fue de -

20 ml/hr.

Las frécciones de la cromatograffa con actividad -
- inhibitoria, fueron colectadas y dializadas contra agua des
ionizada. La solucién dializada fue liofilizada y redisuel
ta en la minima cantidad de NaCl 0.05 M y aplicada a una co
lumna de Sephadex G-150 (1.9 x 50 cm) previamente equilibra
da con la misma solucidén. Las fracciones activas fueron -

juntadas, dializadas contra agua desionizada y liofilizadas.
ACTIVIDAD INHIBITORIA

La actividad del inhibidor de alfa-amilaca de malz

H-28 se determind midiendo la disminucidn de la actividad -
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amllolltlca, 1a cual se determ:no por los metodos de yodo -

Metodo de yodo (Hopkins, R.H y Bird, R. 185u).

Una mezcla de solucidn enzimitica (0.1 ml), solu-
cidn de inhibidor (0 a 0.1 ml) y solucidn de extraccidn, --
(llevadas a un vollmen total dé 0.2 ml) fue preincubada por
20 min a 25° ¢. La reaccibén se inicid al agregar 1.0ml de-
solucién de sustrato., Después del tiempo de reaccidn desea
do (usualmente 8-10 min) la reaccidn fue parada per la adi-
cién de 5.0 ml del reactivo de yodo (1.0 ml de solucidn de-
yodo 0.04M en 250 ml de HCI 0.1N). Se leyd la absorbancia-
a 620 nm contra un-blanco preparade de la misma manera sin-
almiddn. Se prepard un control sin enzima para obtener el

valor del almidén integro.

Las unidades de actividad se definieron como la di
ferencia en la absorcién del almiddn digerido y el no dige-
rido por unidad de tiempo:

U = Abs - Abs'

t

act



lmidén integro,
Abs'flafébsbfb ] 1gerid y,tfégfél ﬁiémpo'—'

de reaccibn. ‘..

Método de cobre (Nelson, N. 1944)

Una mezcla de enzima (0.5 ml), solucidn de inhibidor
(0.0 a 0.5 ml) y solucidn de extraccidn (completande un vo-
lumen total de 1.0 ml) se incubaron por 20 min a 25°C. La
solucidn de sustrato (1;0 ml de almidén soluble a pH 5.0) -
se adiciond parva iniciar la reaceidn. Después del tiempo -
de reaccidn deseado (5, 10 y 20 min) se *omd una alicuota -
'de 0.2 ml que se adicionaron a 0.2 ml del reactivo D (1.0 -
LLl) de CusOu 0.6M en 25 ml de tartrato doble de sodio y po-
tasio 0.1 M, carbonato de sodio 0.23 M, bicarbonato de so--
dio 0.23 M y sulfato de sodio 1.4 M) para detener la reac--
cidn. La mezcla se calentd 20 min en bafio de agua hirbien-
do e inmediatamente se enfriaron en agua corriente. Se adi
cionaron 0.2 ml del reactivo C (molibdato de amonic 0.4 M,
HQSOM 0.8 M y arsenato de sodio 0.02M), agitando vigoroza--
mente para eliminar el CO,. Se dejd reaccionar por 10 min,
se agregaron 5.0 ml de agua desionizada y se midid la absor
bancia a 520 nm contra un blanco preparado de la misma mane
ra pero sin enzima. Se prepard Q&é curva estandard usando-

maltosa (50 a 500 ug/mi).

Las unidades de actividad se definleron como la can-

tidad de maltosa liberada por unidad de tiempo, por mg de -
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proteina. - -

Las unidades de inhibicidn se definieron para ambos
casos, como la cantidad de unidades de actividad inhibidas-

por gramo de maiz o por mg de inhibidor,
DETERMINACION DE PROTEINAS. IR

La concentracién de proteinas de las preparaciones=-
fue deterﬁinada usando el método de Bearden, J.C.Jdr. (1978)
con azul de Coomasie G-250 (0.1% en Acido fosfdrico 17%) --
usando Citocrqmo ¢ y AlbGmina bovina sérica como estanda---

res.

La solucidén de proteinas por estudiar se mezcla con
un volmen igual del reactive colorante y se transfiere a -
una cubeta del espactrofotdmetro (se recomienda utilizar --
cubetas de vidrio o plastico, debido a la tendencia del com
plejo proteina-colorante de unirse al cuarzo). Se lee la -

absorcidn del complejo a 595 nm.
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS
Se utilizé el método de fenol-ac sulffirico (Dubois,-

M, y colaboradores 1956) con la sigulente adaptacién; 0.5 ml

de la solucidn del inhibidor purificado se mezclaron con ==
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0.3 ml de una solucién de fenol acuéso al 5%, se adiciona--
ron-1.8 ml de dc.sulfirico concentrado, se mezcld vigoroza-
‘mente y se dejd emfriar a temperatura ambiente, leyendose -
la absorbancia a 480 % 490 nm contra un blanqo preparado --

sustituyendo la muestra por agua.

Se usaron como estandares glucosa, xilosa, almiddn
para diastasa, Ac. ribonuclefco, peroxidasa, hexoquinosa y-

pepsina .
DETERMINACION DE PESO MOLECULAR.

El peso molecular del inhibidor de amilasas de --
maiz H-28 fue determinado por cromatografia en filtracidn -
en geles, en una columna de Sephadex G-75 (1.9 X 50 cm) elu

yendo con NaCl 0.05M.

La columna fue estandarizada con alblmina sérica -
bovina, celulasa, pepsina, tripsina, inhibidor de tripsina,
lisozima y ribonucleasa. El volGmen muerto fue determinado

con azul de dextran 2000.

El peso molecular se confirmd con dos métodos elec
troforéticos -(Weber, K. y Osborn, M. 1969 a pH 7.6 y Davis,
B.J. 1964 a pH 8.8). Los cuales consisten en la prepara---

cidén de geles de disco con poliacrilamida al 10%, contenien



do S:D.S al 0i4 . " La muestra aplica--

da en los geles se trata co _012% en presencia de --

beta—merbapfoetéﬁolrél
ELECTROFORESIS EN GELES.

Se 1levé a cabo la determinacién electroforética -
del inhibidor usando geles de poliacrilamida al 10% corri--
dos a pH 8.8 sin SDS usando azul de bromofencl como marca--
dor. Las muestras contenian de 50 a 100 ug de proteina y -
se corrieron a temperatura ambiente. Los geles fueron saca
dos de los tubos y tefiidos con azul de coomasie R-250 0.05%

con TCA al 50%.

Genels paralelos sin tefiir se cortaron en seccio--
nes de 3 mm y se aluyeron con el buffer de actividad duran-

te 2% hs a 4°C. midiendo después la actividad inhibidoria.

Se corrid una electroforesis preparativa en gel de
poliacrilamida al 10% a pH 8.8 sin SDS en un aparato ISCO--
Colora Ultraphor Mod. 1650 colectando 200.fracciones de -
3.0 ml cada una (12 veces el volumen de gel), determinando-

la actividad inhibitoria de cada fraccibn.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA.

4 Se determind actividad proteolitica del inhibidor,
por el método de Rinderknechk,H, y colaboradores, (1968) --
usando Hide Powder Azure como sustrato, que al hidrolizarse
libera un compuesto colorido, Para ello, 10 mg de'sustrato
se suspenden en 1.2 ml de buffer Tris-HCL 50 mM pH 7.8 con-

teniendo la muestra y se incuban a 30° ¢ o 37° C.

La reaccidn se detiene colocando los tubos en hie-
loy agregandb 2.0 ml de metanol al 10%. El producto se -~
filtra y el filtrado se lee a 595 nm contra un blanco prepa

rado sin muestra.
DIGESTION CON PROIEASAS.

La digestidn con proteasas se llevd a cabo por --

dos métodos.

Digestidn con pronasa. .(Hotta, Y. y Bassel, A, --
1965) que consta de la disolucién de la muestra en buffer -
Tris 0.u4M bH 8.5, adicionando la 'decima parte de EDTA sali-
no (EDTA 0.1M con 0.15M de NaCl a pH 8.5) y la quinta par--
te de una solueidn CSC (buffer citrato 0,15M con NaCl 1.5M-
api 7.0) y un volfimen igual a la muestra de solucidn de --

pronasa (4 mg/ ml) incubando por 18 hs a 37° C, despuds de-
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de-los . cuales se aumenta la temperatura a 53° C durante --

4 hs para que la pronasa se autodigiera.

Al mismo tiempo se coloca un control en las mismas
condiciones, pero usando solucidn de extmaccién en lugar de-

solucién de pronasa.

Digestidn con pepsina, (Saunders, R. M. y Lang, --
J.A. 1973}, 100 microlitros del inhibidor disuelto en agua-
se preincuban con 1.1 mg de peﬁsina en HCl 0.02M en un vo--
lGmen de 0.3 ml durante 15 min. Se coloca un control sin -
pepsina. La solucidn se\heutraliza con 0.3 ml de bicarbona

to de sodio 0.1 M y se lleva a cabo el método normal para -

medicidn de actividad inhibitoria.
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RESULTADOS

A pesar de que en estudios previos se indicaba la
ausencia de inhibidores de amilasa en granos de maiz (Kneen,
E. y Sandstedt, R.M. 1946) en el presente trébajo fue posi-
ble demostrar la presencia de dicho inhibidor en semillas -
del maiz H-28, lo cual reportamos previamente en un trabajo
de tesis (Iturbe-CH, F.A. 1976). De ahi que se decidiera -
seguir el estudio de este factor inhibitorio encontrado en-
diferentes variedades de maiz, enfocando el estudio al maiz

H-28.

A fin de estudiar la localizacidn de este inhibi-
dor en la semilla de miiz se procedid a disectarla, separan
do el embrids y el escutelo del endospermo y la capa de aleu
rona, y a su vez, la capa de aleurona del endospermo. Al -
determinar la actividad inhibitoria en cada una de las frac
ciones obtenidas, se encontrd que toda la actividad inhibi-
toria se localizaba asociada a la fraccidén del endospermo -
de la semilla, lo que resultd ser semejante a lo encontrado
por Buonocore, J. y colaboradores. (1977).para los inhibido

res de amilasa presentes en trigo.

Con este antecedente y considerando que el 80% de
la semilla del maiz H-28 esta constituida por el endecspermo,

se procedid a estudiar las condiciones en las cuales se pu-



icar el inhibidor-de amilasat a partir de harina

obtenida del grano completo.

PURIFIC

7 :xUﬁ; §réparaci6n fresca de harina del maiz H-28 se
extrajb.con“solucién 0.1 M de cloruro de sodio en una rela-
éiénrlls p/v debido a que se encontrd que con esta solu---
¢idn se extraia mayor actividad inhibitoria (Tabla 2), por-
otro lado, haciendo una analogia con los inhibidores encon-
trados en trigo, centeno y frijol, €stos son proteinas del-
tipo albuminoideo-o gliadinico, las cuales son muy solubles
en séluciones salinas diluidas, por lo que se podria espe--

rar que en el caso del maiz también lo fueran.

El extracto cbtenido de la centrifugacidn de la -
suspensidn de cloruro de sodio fue dializado, tratado con -
sulfato de amonio hasta obtener una saturacién del 60% con-
el objeto de precipitar la actividad inhibitoria. Como pue
de observarse en la Tabla 3 y la Figura 1, la actividad in-
hibitoria se precipita éqmpletamente a una saturacidén de -
60% con sulfato de amonio. Inicialmente se intentd reali-;
.zap una precipitacidn fraccionada del inhibidor del maiz -
H-28, llevando la saturacidn hasta 20% y después de 20 a -
60%, pero se presentaban una serie de problemas en esta me-

todologia. En la solucibén de 20-60% de saturacidn con sul-
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TABLA No., 2.- Solubilidad del inhibidor de amilasas presen-

te en el maiz H-28.

Solvente Actividad Inhibitoria (a)

extraida. (Uinh/g maiz)

Agua desionizada 3.91 + 0.15
Solucidén de NaCl 0.01 M 3.84 + 0.30
Solucidn de NaCl 0.10 M h.61 + 0.13

Solucidn de NaCl 0.20 M con

CaCl 0.02 M h.52

|+
o
[N
[ee)

2 .
Solucidén de NaCl 0.50 M 4.32 + 0.20

’

(a)

Promedios de 9 determinaciones.



TABLA No. 3.- Precipitaciénidel'inhibidor de amilasas pre-

_sente en elkmaié'H—ZB con Sulfato de Amonio,

% Sulfato de Amenio Actividad Inhibitoria(Uinh/g maiz)?
Sobrenadante Precipitado
0 o 4.62 + 0.35 0
20 4,95 + 0.22 0
40 1.29 + 0.32 : 3.65 + 0.23
60 0 5.13 + 0.43
80 0 4.85 + 0,29
100 0 : 4.97 + 0.23
a

Resultado de 6 determinaciones.



Fig.1.~ Precipitacién con sulfato de --

amonio.

Extractos acuosos de harina del maiz H-
28 (1 g/10 ml) fueron tratados con sul-
fato de amonioc sdlido a 4°C durante 2u-
hs, después se centrifugarén a 11 000g-
60 min y se determind actividad inhibi-
toria frente a amilasa de Tribolium ---
.castaneum én el sobrenadante dializado-
v el precipitado resuspendido en agua.

v

A Sobrenadante
o

Precipitado
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fato de amonio se encontraba actividad inhibitoria, al -
igual que en el precipitado obtenido en esa misma concentra
cidn, la suma de las actividades de precipitado y sobrena--
dante, no resultaba en la actividad de la solucidén de 0-20%
sino que era cerca del 10%. En tanto que al precipitar di-
rectamente a 60% de saturacibn, se mantenia en el precipita

do cerca del 100% de la actividad.

Al aplicar el precipitado obtenido con sulfato ae
amonio de 0-60% de saturacidn en una columa de Serhadex G-75
se obtienen 3 picos de proteinas, el inhibidor en el pico -
homogeneo intermedio, con el miximo en la regidn de peso mo

lecular 30 000 D (Fig. 2 y 3).

La cromatografia del inhibidor en Sephadex G-150-
sblo elimina un contaminante pequefio en poca cantidad (Fig.

4.

En la Fig. 5 se muestra un esquema de la purifica

cién del inhibidor de amilasas presente en el maiz H-28.

La Tabla 4 resume los resultados de la purifica--
cibn, mostrando la respectiva recuperacidn de la actividad,
asi como los incrementos en actividad especifica obtenidos-

después de cada procedimiento realizado.



Fig. 2.- Cromatografia en Sephadex G-75.
El producto precipitade con 60% de sulfa
to de amonio fue redisuelto y dializado-
contra agua desionizada y después liofi-
lizado. E1 producto (20.36 mg de prote-
inas) fue redisuelto en NaCl 0.05M y —--
aplicado a una columna de Sephadex G-75-
(1.9 % 50 cm ) equilibrada con la misma
éolucién, colectando fracciones de 5 ml.
( Flujo 20 ml/h ) La actividad inhibito-
ria se determino frente a amilasa de —---

Tribolium castaneum.

( o) Absorcidn a 280 nm

[

( o) Actividad Inhibitoria.
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Fig. 3.~ Peso molecular en Sephadex G-75.

Preparaciones del inhibidor de maiz H-28
se aplicardn a una columna de Sephadex -
G-75 ( 1.9 % 50 em ) equilibrada con ---
NaCl 0.05 M.

a) Celulasa

b) Pepsina

¢) Tripsina

d) Inhibidor de tripsina
e) Ribonuecleasa

f) Lisozima
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FIG.3.—PESO MOLECULAR EN SEPHADEX G-75
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Fig. 4.-Cromatografia en Sephadex G-150,
Las fracciones activas de la cromatogra-
ffa en Sebhadex G-75 se dializaron con--
tra agua desionizada y se liofilizarons-
El productec (8.50 mg de proteinas) fue -
redisuelto en NaCl 0.05M y aplicado a --
una columna de Sephadex G-150 (1.9 x 50-
cm) equilibrada con la misma solucidn.--
Se colectardn fracciones de 5 ml. (flujo
15 ml/h ) la actividad inhibitoria se --

determino frente aiamilasa.de Tribolium -
castaneun,

(o) Absorcidn a 280 nm

( ») Actividad Inhibitoria.
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FIG. 5.- PURIFICACION DEL INHIBIDOR DE AMILASAS PRESENTE EN LA MAIZ . H-28

Harina de Maiz + NaCl 0.1 M

Extracidn 1) filtracibdn en gasa

2) centrifugacién

— |

precipitado sobrenadante
1) dialisis
12) centrifugacidn

1. Precipitacién con

sulfato de amonio !
precipitado . sobrenadante
1) sulfato de amonio
60%
2) centrifugacidn
I !
precipitado sobrenadante
2. Cromatografia de 1) dialisis
Exclusidn
lz) centrifugacidn
[ !
precipitado sobrenadante
Columna Sephadex G-75
3. Electroforesis en 1) dialisis

geles de Poliacrilamida
2) liofilizacibn

Electroforesis
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Por didlisis de la muestra, se Obtiene) un incre--
mento de 1.8 veces en la actividad especifica. La precipi-
_tacién con sulfatc de amonio aumenta la actividad especifi-
ca en 7.71 veces mds. Una segunda didlisis del precpitado
activo incrementa la actividad especifica en 9.37 veces. lLa
cromatografia sucesiva en Sephadex G-75 y G-150 da como re-
sultado un incremento en la actividad especifica de 18 ve--
ces mas, obteniendo finalmente una purificacién de 36.9 ve-

ces la actividad especifica original.
P g

El inhibidor asi purificado presenta las siguien-

tes caracteristicas:
NATURALEZA PROTEICA.

La naturaleza protéica del inhibidor se determind
realizando pruebas generales de proteinas, como precipita--
eidn con decido triclorcacético y sulfato de amonio, siendo-

ambas pruebas positivas para el caso.

El inhibidor no fue dializable alin después de u48-
hrs. usando agua desionizada como solucién de didlisis, a -
4oC, por otro lado la actividad inhibitoria resultd ser es-

table a este tratamiento.

Por calentamiento mostrd ser sensible a la tempe-



TABLA N°,

4,- PURIFICACION DEL INHIBIDOR DE AMILASAS

PASO VOLUMEN PROTEINA U, , TOTALES  ACT. ESP. RECUP.  PURIF.
(m1) (mg)’ inh U (%)
g ' inh/mg

1.- Extraccidn 200 956.2 470,14 0,492
2.- Didlisis 200 2552 - 229.0 0.896 48,7 1.82
3.- (NH,),S50, ’ |

60% 10 ug.3n 2263 4,697 8.1 9,53
4.- Didlisis 10 120.9 19%. 9 9.299 41.4  18.90
5.- Sephadex G-75 57 8.5 133.1 15.850 28.3 32,20
6.~ Sephadex '

G-150 55 5.8 106.2 18.17 22.6  36.90

8L
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ratura de ebullicidn del agua (92°C durante 15 min.).

Finalmente, el inhibidor de amilasas fue digerido

,‘por enzimas protecliticas, perdiendo el 46% de su actividad

cuando fue tratado con pronasa y el 55% al ser digerido con

pepsina.
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS

Ya que las amilasas son enzimas que utilizan car-
bohidratos como sustratos se podria esperar que una molécu-

la que las inhibiera tubiera esa naturaleza.

Al tratar de determinar el contenido de carbohi--

dratos del inhibidor de amilasas encontrade en maiz, por el

-método de Dubois,, M y colaboradores (1956), usando fenol-&c,

sulflrico, no se logrd detectar ningln componente de tipo -

carbohidrato.

PESG MOLECULAR.

Como se indicd anteriormente, las fracciones acti

vas eluidas de la columna de Sephadex G-75 pregentan su -

maximo en la regidn que corresponde a las proteinas de peso-
molecular 30 000 D (Fig. 3). Este peso molecular fue con--

firmado por dos métodos electroforéticos, encontrando que -



cuando.-laselectroforesisiis€ realiza en geles de poliacrila-

midéiéifIO%:eﬂzpéésenclawb¢:Sﬁ87y mercaptoetanol a pH 7.6 -
‘(Webef;rK,fyldsbéfh;?&;}iésg), el peso molecular observado-
es'dé 28 860.D,‘y:cuaﬁdo la electroforesis se lleva a cabo-
a pH 8.8 en poliacrilamida al 10% con SDS y mecraptoetancl-

(Davis, D. 1964), el peso molecular es de 29 510 D (Fig. 6)

En ambos casos la electroforesis es llevada a ca-
bo en sistemas conreniendo dodecil zulfato de sodio (SDS) y
beta-mercaptoetanol, que disocian los complejos proteini--

cos dando origen a cadenas polipeptidicas sencillas.

De los datos anteriores se puede decir que el pe-
so molecular de la fraccidn inhibitoria de amilasas del -

majz H-28 es de 29 456 D.
ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA

Anteriormente se indicd que al someter al inhibi-
dor purificado a electroforesis en geles de poliacrilamida-
con SDS y mercaptoetanol, se obtienen s6lo una banda que se
tifie con azul de coomasie, con un: peso molecular de aproxi

madamente 30 000 D.

Cuando la misma preparacién de inhibidor purifica

do es aplicada a un gel de peliacrilamida al 10% cn ausen--



81

Fig. 6.- Peso molecular por electrofore-
sis en poliacrilamida con SDS.

Preparaciones del inhibidor purificado -
se tratardn con beta-mercaptoetanol (2%)
y SDS (0.2%) v se aplicardn a geles de -
poliacrilamida en disco y placa (10%) --
conteniendo SDS (0.1%) utilizando 2 sis-

temas diferentes.

( ¢) Weber, K. y Osborn, M.(1968) a pH 7.8
( o) Davis, B.J. (1964) a pH 8.8

a) Albdmina Serica Bovina

b) Pepsina

¢) Lisozima

d) Citocromo C.

% Inhibidor de amilasas de mafz H-28
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cia ﬁe sustancias desnaturalizantes (SDS o mercaptoetanol),
se obtienen tres bandas proteicas, bien definidas, que al -
ser eluidas de geles paralelos, presentan actividad inhibi-

“toria de alfa-amilasa (Fig. 7), no encontrdndose bandas pro

telcas inactivas.

Se llevd a cabo una electroforesis preparativa -
del inhibidor purificado por las columnas de Sephadex encon
trando, despu&s de eluir 12 veces el volumen del gel, sdlo-
dos componentes activos (Fig. 8). Al aplicar estos dos com
ponentes en una placa de poliacrilamida al 10% -para reali--
zar una electroforesis analitica, se encontrd que el compo-
nente que eluyo primero (Componente 1) mostrd sélo una ban-
da éue se tifi6 con azul de coomasie, en tanto que el segun-
do componente mostrd dos bandas, una de las cuales corres--
. pondid a la banda mostrada por el componente 1. Estos re--
sultados aunados a los encontrados en la electroforesis con
SDS y mercaptoetanol parecen indicar la posibilidad de for-
macidn de agregados, lo que estaria de acuerdo a lo encon--
trado para el inhibidor de amilasas de trigo (Bucnocore, J.

y colaboradores. 1977).
'EFECTO DE LA TEMPERATURA

Este inhibidor de alfa-amilasa presente en maiz -

es estable al calentamiento, ya que puede ser calentado a -
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Fig. 7.~ Electroforesis en poliacrilamida y elu--
sidén de la actividad.

El inhibidor purificado (100 ug de proteina) se -
aplicd a geles de poliacrilamida en disco (10%) se
gln Davis, B.J. (1964) a pH 8.8 Después de la co-
rrida, los geles se separaron en dos lotes, uno --
fue tefiido para proteinas con azil de Comasie (ilus
tracidn inferior) y el resto fueron rebanados en --
secciones de 3 mm de los que se eluyerdn las protel
nas con 0.5 ml de Buffer succinatos 0.01 M con - -
CaCl2 0.01 M y NaCl 0.1 M y después de 24 hrs se de
termino la actividad inhibitoria frente a amilasa -

de Tribilium castaneum (Gréfica superior).
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Fig. é.- Electroforesis preparativa en poliacrila
mida. ,

El inhibidor purificado de la columna de Sephadex
G-150 (5.85 mg de proteina) se aplicaron a una --
placa de poliacrilamida al 10% (15 x 9 x 0.7 cm)-
a pH 8.8 segln Davis, B.J. (1964) en un aparato -
de electroforesis preparativa ISCO-Colora Ultra--
phor Mod. 1650 colectando fracciones de 3 ml., Se
colectaron 12 vecés el vollmen del gel. La acti-
vidad inhibitoria se determino frente a amilasa -

de Tribolium castaneum,
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92°C durante 5 min y mantiene toda su actividad, (Tabla 5 -
y Fig., 9)., Sin embargo, cuando es calentado por 15 min a -~

92°C, pierde el 85% de su actividad,

Es importante notar que cuando el inhibidor es ca
lentado a 70°C o temperaturas superiores hasta 96°C durante
5 min, se observa un incremento en la actividad inhibito---
ria. (Fig. 9). Este hecho habia sido previamente descrito
por Warchalewski, J.R. (1977 a) para el inhibidor encontra-
do en trigo y en el trabajo de %esis antecedente del presen

‘te (Iturbe-CH, F.A. 1976).
REQUIRIMIENTOS DE PREINCUBACION.
En un experimentoc en que los tiempos de equili---

brio entre la enzima y el inhibidor fueron de 1 a 30 min, -

la inhibicidén de la amilasa de Tribolium castaneum varid de

60 a 100%, permaneciendo constante en 100% después de 10 -

min (Tabla 6 y Fig. 10).

También se encontrd que la inhibicidn es depen---
diente dei orden de adicidn de losg reactivos. Cﬁando la so
lucidn enzimdtica es adicionada a una mezcla de inhibidor -
sustrato, la inhibieién es s6lo el 33.8% de la obtenida -
cuando el sustrato es el que se adiciona a la mezcla enzima

-inhibidor.
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TABLA No. 5.~ Efecto del pretratamiento térmico del inhibi
dor de alfa-amilasa aislado del maiz H-28 so

bre su actividad.

Temperatura Tiempo U. . /g maiz % act. inh,
inh °
op min respecto a 25°C
4 5 4.83 + 0.21° 105 + 4.6
25 5 4,60 + 0.19 -100 + 4.1
50 5 5.17 + 0.82 112 + 17.8
70 5 8.75 + 0.63 190 + 13.7
82 5 7.92 + 0.71 172 + 15.4
92 15 0.74 + 0,08 16 + 1.7
a

Cada promedio es el resultado de 6 experimentos.
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Fig. 9.~ Efecto de la temperatura.

Extractos acuosos de harina del maiz H-28 (1g/10 ml)
Fueron tratados a diferentes temperaturaé durante
5 min. después de los cuales se enfriaron en hie-
lo y centrifugaron a 3 000 g durante 30 min. a --
4°C y se determino su actividad inhibitoria fren-

te a amilasa de Tribolium castaneum.
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TABLA No. 6,- Efecto de la preincubacidén de alfa-amilasa -

de Tribolium castaneum con el inhibidor. de -

amilasas presente en el maiz H-28.

Tiempo de preincubacidn % de inhibicidn®
1 min 63.08 + 3,93
5 min 91.58 + 3.13
10 min . - 100.80 + 1.88
15 min ‘ 97.66 + 1.58
20 min . 100.55 + 1.64
30 min 102.80 + 8.50

a
Cada promedio representa 6 experimentos.
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Fig. 10.- Preincubacidn del inhibidor del mafiz --
H-28 con amilasa de Insecto.

Preparaciones puras del inhibidor de maiz H-28 --
(1.5 ug) obtenidos de la cromatografia en Sephadex
G-150 se pusieron en contacto con preparaciones -
de amilasa de Tribolium castaneum por diferentes-

tiempos a 25°C. Para empezar la reaccidn se adi-

ciono el sustrato.
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Estos pesgltédos:iﬁdican que la enzima y el inhibi
~dor requiefen tiempo péra "rééonocerse“.a fin de que se lle
ve a cabo la completa inhibiecién de la enzima. En el caso-
de la preincubacidn del inhibidor con el sustrato, probable
mente se forma una unidn del sustrato con el inhibidor, lo-
cual protegeria a la enzima de la inhibicién. Shainkin, R.-
y Birk, Y. (1970), encontraron una situacidén semejante para
el inhibidor de alfa-amilasa reportado en :rigo, el cual es

capaz de unirse al almiddn formando un complejo estable.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Para-eliminar la posibilidad de que el inhibidor -
fuese en realidad una enzima proteolitica que causara inhi-
bicidén inespecifica de la amilasa, se decidié medir activi-
dad proteolitica por el método de Rinderknexhk, H. y colabo
radores (1968). Este consiste en una reaccidn interfase, -
entre un sustrato proteico sintético insoluble, al que esta
unido un colorante. Al realizarse la protedlisis el colo--
rante es liberado con las pequefias cadenas de oligopepti--—-—
dos, quedando ahora en solucidn y pudiendo determinarse es-
pectrofotométricamente a 595 nm. La cantidad de color libe
rado es directamente proporcional a la actividad proteoliti

ca presente.

Despuds de 30 min a 37°C y a pH (s) 7.8 & 5.5 no -

se logrd detectar actividad proteolitica del inhibidor de -



96

ngilasas déi méiziH-ZB.f'

“TIPO DE INHIBICION

Para determinar el tipo de inhibicidn, se llevaron

a cabo experimentos con la enzima de Tribslium casteneum pu

rificada por el método de Loyter, A. y Scharamm, M. (1962).

La actividad amilolitica se determind por el méto-
do de Nelson, M. (1944), utilizando almidén soluble como -

sustrato a pH 5.0.

La grédfica de Lineweaver-Burk de los resultados ob
tenidos con dos concentraciones de inhibidor, muestran una-
inhibicién de tipo incompetitivo, caracterizada por la ob--
tencidn de lineas faralelas, al graficar los reciprocos de-
la velocidad de reaccién en funcidn del reciproco de la con
centracién de sustrato. Al graficar los interceptos como -
funcidén de la concentracidn de inhibidor se observa que son

lineales.

ELl valor de K; se determiné utilizande las siguien

tes ecuaciones:

. ' I ‘ ’ 1
AERE (1+ °) y 1<=1<'(1+ O)

Ki Ki
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en que los valores V' y K' se refieren a la velocidad maxi-
ma y constante de Michaelis (Km) en presencia del inhibidor
maspecz'tivamen’ce,K:.L es la constante de afinidad por el inhi-

bidor e I, es la concentracidn del inhibidor.

Otra forma de calcular el valor de Ki es utilizan-
do la regrafica de los interceptos como funcidn de la con--
centracidn de inhibidor, en donde la absisa al origen, nos-
da el valor de -K .

Sy, -

El valor de X. encontrado fue de 7.117 x 10
Este valor da idea de una alta afinidad del inhibidor hacia
la enzima estﬁdiada. Es importante el hecho de que Ki sea-
pequefia si se piensa en un posible papel fisioldgico del in

hibidor, ya que el inhibidor estd presente en muy baja con-

centracién en la semilla.

La Fig. 11, 12 y 13 muestran las grificas obteni--
das para determinar el tipo de inhibicidn del inhibidor de
alfa-amilasa presente en el malz H-28 frente a la amilasa -

del insecto Tribolium castaneum.

..~ ERPECIFICIDAD DEL INHIBIDOR

- Quizds la mds importante caracteristica del inhibi

dor de alfa-amilasa del maiz H-28 sea su especificidad.



98 -

Fig. 11.- Efecto del inhibidor de maiz sobre la -

actividad de amilasa de Tribolium -castaneum.

Preparaciones de amilasa de Tribolium castaneum -

se colocaron con solucicnes de inhibidor cuya con
centracidn no produce 100% de inhibicidn, sze pre-
incubaron 15 min a 25°C y se adiciond 1 ml de so-
lueidn dc almiddn soluble a diferentes concentra-
ciones. Se determind la actividad enzimdtica por
el método de Nelson, N. (19u4).

(®) Sin dinhibidor

® M de inhibidor (25% de

(=) 5.067 x 10~
inhibicidn)
(%) 2.53 x 107
inhibicién)

M de inhibidor (50% de -
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Fig. 12.- Representacidén de Lineweaver-Burk del -
efecto del inhibidor de maiz sobre amilasa de in-
secto.:

Utilizando los reciprocos del efecto del inhibi--
dor de maiz H-28 sobre la actividad de la amilasa

del insecto Tribolium castaneum se construye la -

gréfica de Lineweaver-Burk. Se observa una inhi-
bicidn de tipo Incompetitivo caracterizada por 1i
neas paralelas. cen respecto a la grédfica sin ---

inhibider.

(¢) Sin inhibidor
() 5.067 x 10”2 Mde inhibidor
(%) 2.53x 10"% M de inhibidor



FIG.12— REPRESINTACION DE LINEWEAVER-éURK DEL EFECTO DEL INHIBIDOR DE MAIZ SOBRE AMILASA DE
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Fig. 13.- Regrafica del efecto del iInhibidor de -
maiz sobre amilasa de insecto.

Con los datos de interceptos de la representacidn
de Lineweaver-Burk se construye la grafica de los
interceptos como funcién de la concentracién del-
inhibidor y se puede obtener la K; como la absisa

al origén. s
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Cémé‘ééﬂﬁuestra en;la;iébia 7, el inhibidor es ac-

tivo frente .a’su propia amilasa, ‘esto es, la amilasa extrai

da de'iaiéémiLi' germ éda;dﬁfinfe cinco dias.

Este inhibidor también fue activo frente a alfa---

amilasa bacteriana, de Bacillus subtilis. Sin embargo, re-

sultd ser inactivo frente a las amilasas salival humana y -
pancredtica de porcino. Esto es de particular importancia-
ya que en previas investigaciones acerca de la presencia de
inhibidores de amilasa en maiz, se habian llevado a cabo -
usando alfa-amilasa salival (Kneen, E. y Sandstedt, R.M. -
1946). Esto puede explicar el hecho de que ellos hayan fa-
llado en detegtar cualquier actividad inhibitoria en maiz.-
Por otra parte, resulta interesante el due la amilasa huma-
na no se vea afectada ya que la inactivacién de esa amilasa

podria tener congecuencias de tipo antinutricional.

Este inhibidor también resultd ser activo frente a
las alfa-amilasas de tres diferentes ingectos que atacan a-

los cereales en almacenamiento, Tribelium castaneum (escara

bajo rojo de los granos), Sitophilus gzeamais {(gorgojo del -

maiz) y Rhizopertha dominiea (horadador menor de los gra---

nos).

Al analizar la susceptibilidad de las amilasas que

son afectadas por el inhibidor encontrado en el maiz H-28,-



e g e e
midiendo la inhibicidn de soluciones que digieren cantida--
des semejantes de almiddn, se determind la inhibicidn rela-
tiva, encontrando que la alfa-amilasa del insecto Tribolium
castaneum fue la mis sensible, asignindosele el 100% de in-
hibicibn relativa, en seguida, con una inhibicidn relativa-

del 40% se encontrd la alfa-amilasa de Bacillus subtilis, -

y por {iltimo, las amilasas del maiz H-28 con cerca del 20%.

(Fig. 14).

Cuando el inhibidor fue probado frente a las amila
sas extralidas de otros granos en germinacidn, distintos al-
maiz, no se encontrd actividad. Asi fud inactive frente -
las amilasas de trigo, cebada, centeno, triticale, o sorgo.

Alfa-amilasa de Aspergillus oryzae y beta-amilasa de cebada

tampoco fueron inhibidas.

1
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TABLA_NQ,'?,; _Eépecificidad de la inhibicién de diferentes

-amilasas por el maiz H-28.

AMILASAS INHIBIDAS

AMILASAS NO INHIBIDAS

amilasa bacteriana
(Bacillus subtilis)

amilasas de maices
a 5 dias de germi-
nacisn ‘

- Cristalino

- Bofo

- Apachito

- F-2 .

- Pal-tol

- Conico

- Dulce '
- Chapalote

- H-28

- Gordo

amilasas de insec-
tos que atacan a
cereales en alma-
cenamiento

- Tribolium casta-
neum
Ryzopertha domi-
~ nica
- Sitophilus zeamais

- amilasa salival (humana)

- amilasa pancréatica (por-

cino)

- amilasa fungica (Aspergi-

lius niger).

- amilasas totales

de trigo

- alfa amilasa de trigo

- amilasas totales

de centeno

- alfa amilasa de centeno

- amilasas totales
- alfa amilasas de
- amilasas totales
- alfa amilasas de
- amilasas totales
- alfa amilasas de

de cebada
cebada

de triticale
triticale
de sorgo
sorgo

- beta amilasa de cebada
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Fig. 14.- Inhibicién relativa de las amilasas sen
sibles.

Soluciones amiloliticas de diferentes origenes ca
paces de degradar cantidades semejantes de almi--
dén, se colocaron frente a la misma cantidad de -
inhibidor purificade, determinando la disminucidn
degradativa del almiddén. A la mayor disminucidn-
se le did el valor de 100% y con respecto a este-

se calcularon los valores restantes.

H-28A - Amilasas del maiz H-28 a § dias
de germinacidén calentado 10 min
a 70°c,

H-28 - Amilasas del maiz H-28 a 5 dias
de germinacién.

Alfa-amilasa
Bacteriana - alfa-amilasa de Bacillus subtilis

Tribolium
Castaneum- Amilasas del insecto Triboluim

castaneum adulto.
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DISCUSION

El papel fisiolégico‘dél inhibidor de amilasas ha
bia—sid6 anteriormente relacionado a un mecanismo de defen-
sa principalmente contra insectos, y debido a que no se ha-
bia encontrado inhibicidn frente a las mismas amilasas pro-
ducidas por la planta de que se obtiene, no se habia consi-
derado ningin papel fisioldgico de control en el metabolis-
mo del almiddn en la planta. La tnica excepcidn habia sido
reportada por Warchalewski, J.R. (1977b) quién mostrd activi
dad inhibitoria del inhibidor de amilasas presente en trigo,
frente a las amilasas del mismo trigo. Sin embargo, pre---
vios reportes tambidn con trigo, por Kneen, E. y Sanstedt.-
R. M. (1943, 1946). Shainkin, R. y Birk, Y.{1970) resultan-
contfadicforios, ya que ellos no encontraron actividad inhi

bitoria frente a,alfa-amilasa de trigo.

El hecho de que el inhibidor de amilasas presente
en maiz sea capaz de inhibir sus propias amilasas provee --
una nueva posibilidad de atribuirle un papel fisioldgico al-
inhibidor durante la germinacidn, interviniendo asi como -
un fino control secundario de la actividad amilolitica del-

-grano, ya que la presencla o ausencia de la enzima puede --
ser controlada por otros métodos como sintesis y degrada---
cién, mientras que los inhibidores pueden ser utilizados --

primeramente como un control secundario en los tejidos en -



toriaﬂpped

actividad’ enzi

una regulacidn secundaria muy pequeifia.

'En afios recientes se han reportado varios inhibi-
dores o inactivadores especificos de enzimas. Algunos de -
ellos son proteasas especificas (Wallace, W 1973, 1974) y -
sdlo unos cuantos son reversibles (Brewin, N.S. y Northcote
D.A. 1973). Este es un punto importante, ya que las rapi--
das fluctuaciones en la actividad enzimitica sélo pueden -
ser reguladas por inhibidores si el proceso de inhibicidén -

es reversible.

La regulacién de la actividad enzimdtica por inhi
bidores especificos de enzimas presenta ventajas tebricas -
en organismos multicelulares diferenciados en los cuales --
las velocidades de sintesis y degradacién de proteinas son-
relativameﬂte bajas. Schimke, R.T. (1973) ha reportado que
sélo cuando una enzima se intercambia répidamente puede cam
biar la relacidn de sintesis /o degradacidn, resultando en
fluctuaciones répidas de la actividad enzimdtica. Asi, si
las fluctuaciones rafidas en las actividades de importan--
tes enzimas ﬁegulatorias puede sdlo ser contreolada por velo
cidades alteradas de sintesis de enzima, éstas necesitan -

recambiarse rdpidamente. En el contexto de una célula vege



este rdpido intercambio puede ser un gasto de -

: tal~maaara

éﬁe?gia‘inﬁtil' y,:enjcuyo”caéo, seria mids econdmico mante-
‘népiafias:m&iééhiééféhziméticas én un estado inactivo por -
lé aécién'dé inhibidores especificos que puedan ser separa
dos, modificados ¢ degradados en respuesta a cambios metabd-

licos o del medio ambiente..

Por otro lado, Kruger, J. E. (1976) ha mostradc que
la presencia de actividad amilolitica puede producir serios
problemas en granos de trigo, Asi como en la obtencidn de-
productos de éstos, ya que produce cambios significativos -
en sus propiedades fisicas. En paﬁticular, es posible que
los eventos bioquimicos de la hidrélisis del almiddn, asocia
dos con el fenbmeno de brotamiento o germinacidén prematura-
en lés ceﬁeales, pueda tambi&n ser prevenida total o al me-
nos parcialmente.por la presencia de estos inhibidores de-

amilasas.

Es ae esperarse que Los presentes resultados, pue-
dan abrir nuevas posibilidades para que los programas de -
los fitomejoradores, en su intento por obtener nuevas varie
dades de semillas con mejor resistencia a la germinacidn -
.prematura, asi como al ataque de pestes o quizid con mejo--
res caracteristicas relacionadas con la germinacidn o el -
almacenamiento de granos, pueden valorarse con este tipo -

de parametros bioquimicos en la evaluacién de sus resulta-



dos, promoviendo de esta forma. una mejor interrelacidn en--
tre los diversos programas cientificos relacionados con la

agricultura.

Finalmente, es nuestra hipdtesis que dnicamente con
un mejor conocimiento de nuestros materiales agrondmicos --
mds importantes, se podri lograr un mejor aprovechamiento -
de éstos, asi como la colaboracidn en programas de mejora--
miento més especificos en la dificil tarea de mejorar la --
produccidn de alimentos para poder satisfacer las necesida-

des alimentarias cada vez mas crecientes.
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