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Znaczenie skrobi 
  

Jedną z wielu konsekwencji wciąż rosnącej liczby mieszkańców Ziemi jest pro- 
blem związany z dostarczaniem odpowiedniej dziennej dawki energii potrzebnej do 
prawidłowego przebiegu metabolizmu. Wzrost zainteresowania możliwościami 
praktycznego wykorzystania materiałów zapasowych roślin, w tym skrobi, można 
tłumaczyć jako próbę częściowego rozwiązania trudnej sytuacji żywieniowej zwłasz- 
cza w rejonach Trzeciego Świata, jak również sprostaniu żądań stawianych przez kon- 
sumentów z krajów rozwiniętych. Ponad połowę sacharydów spożywanych przez lu- 
dzi stanowi skrobia, która znalazła swoje zastosowanie w wielu gałęziach przemysłu: 
spożywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym, papierniczym, tekstylnym, foto- 
graficznym. Ostatnio można znaleźć informacje dotyczące prowadzonych badań nad 
użyciem tego polisacharydu do produkcji opakowań ulegających biodegradacji [36], 
które mogłyby stanowić dobrą alternatywę materiałów produkowanych z polistyrenu. 
Stosunek amylozy do amylopektyny, dwóch głównych polimerów tworzących zia- 
renka skrobi, wpływa na właściwości fizyczno-chemiczne skrobi. Biotechnologiczne 
Manipulacje dotyczące metabolizmu skrobi mogą prowadzić do uzyskania najbar- 
dziej optymalnej struktury opisywanego polisacharydu. Na przykład skrobia o wyso- 

kiej zawartości amylozy wykorzystywana jest do produkcji słodyczy (słodkie gumki 
żelki) czy filmów fotograficznych, a skrobia o przeważającej ilości amylopektyny 
znalazła zastosowanie w przemyśle papierniczym i spożywczym, w tym żywności 
Mrożonej [14, 28]. 

Skrobia stanowi istotny produkt pochodzenia roślinnego. W wyniku fotosyntezy 
Wytwarzanych jest około 2850 mln tskrobi rocznie [8]. Najważniejszym źródłem tego
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polisacharydu są zboża (2050 mln tna rok), korzenie i bulwy roślin okopowych (679 
mln tna rok). W krajach rozwijających się skrobia dostarcza około 35% kalorii dzien- 
nie, jednak szacuje się, że procent ten ulegnie zwiększeniu. W wielu regionach świata 

takich jak Afryka, czy Daleki Wschód skrobia dostarcza ponad 80% spożywanych ka- 

lorii na dobę [8]. 

Skrobia występuje w postaci nierozpuszczalnych ziarenek wytwarzanych w pla- 
stydach nasion, bulw czy korzeni roślin [22]. W zależności od rodzaju plastydu można 

wyróżnić skrobię tranzytową lub akumulacyjną [61]. Podziału tego można dokonać 
na podstawie pewnych cech charakteryzujących ziarenko, takich jak: wielkość, 

kształt, budowa wewnętrzna. Ziarenka skrobi z organów spichrzowych mają wew- 
nętrzne semikrystaliczne pierścienie przyrostu w różnym stopniu podatne na atak en- 

zymów i odczynników chemicznych. Formowanie się tych pierścieni może być rezul- 

tatem powtarzalnych zróżnicowań w syntezie skrobi. Od tych czynników zależy 
w dużym stopniu proces powstawania struktury skrobi [59]. Ziarenka skrobi po- 

chodzące z liści (skrobia tranzytowa) są mniejsze niż te, które pochodzą z organów 

spichrzowych (skrobia akumulacyjna), mają też inną makrostrukturę. Uważa się, że 

ziarenka skrobi tranzytowej mają krystaliczny rdzeń z amorficzną (zewnętrzną) 

otoczką, w której skład wchodzi mniej rozgałęzionych polimerów glikanów. Na taką 

budowę ziaren ma wpływ cykl wytwarzania i wykorzystywania ziarenek skrobi: 

dzień / noc [5, 52]. Inne różnice dotyczą stosunku amylozy do amylopektyny. W skład 

skrobi tranzytowej wchodzą głównie poliglikany o wysokim stopniu rozgałęzienia, 

podczas gdy skrobia akumulacyjna zawiera dużą ilość poliglikanu liniowego, którego 

udział waha się od 11 do 37% w zależności od gatunku. U zbóż dokonano podziału na 

ziarenka skrobi typu A i B różniące się zarówno rozmiarami, jak i kształtem. W wy- 

padku przenicy, ziarenka typu A są większe (ponad 10 um) oraz mają kształt 

wydłużony, w porównaniu z ziarenkami typu B, które mają kształt sferyczny (54 

mniejsze niż 10 um) [13, 51]. Odpowiedni dobór ziarenek typu A lub B pozwala zop- 

tymalizować ich wykorzystanie do określonych celów. 

Skrobia, w przeciwieństwie do białek, nie ma ustalonej masy cząsteczkowej, któ- 

ra zależy od aktualnego stanu metabolicznego komórki. Jednostki monomerycznć 

mogą być dołączane lub odłączane od cząsteczki polisacharydu w zależności od ener- 

getycznego zapotrzebowania organizmu roślinnego. Rozmiar i kształt ziarenek są 

charakterystyczne dla rośliny, z której skrobię izolowano. W większości przypomi 

nają one sferoidy, ale niektóre mogą być ekstremalnie wydłużone — jak ma to miejsce 

u rośliny Di/fenbachia. Inne mają bardziej skomplikowaną morfologię, np. granule 

występujące w endospermie ziarniaków pszenicy czy jęczmienia [48]. 

Amyloza stanowi około 30% masy cząstek skrobi. Wartość ta nie jest stała, ponie- 

waż waha się w zależności od gatunku rośliny (od 11-35% u 51 zbadanych gatun: 

ków), odmiany (20—36% u 399 odmian kukurydzy), jak również różnych organów tej 

samej rośliny, stadium rozwoju fizjologicznego, warunków wzrostu i innych. Amyloza 

skiada sie gl6wnie z liniowych lancuch6w, w ktérych czasteczki glukozy potaczone SĄ



Enzymy biorące udział w biosyntezie i rozkładzie skrobi... 59 

wiazaniami a.-1,4-glikozydowymi. Rozgatezienia wystepuja na bardzo niskim pozio- 

mie tzn. około 1 rozgałęzienie na 1000 reszt glukozy [59]. Przyjmuje się, że amyloza 

ma heliksową konformację z sześcioma cząsteczkami a-D-glukozy przypadającymi 
na jeden skręt. Ten stosunkowo prosty i długi łańcuch ma masę cząsteczkową od 4000 
do 15000 Da. Pojedyncza heliksa jest stabilizowana przez lizofosfolipidy i kwasy 
tłuszczowe [48]. Amyloza nie jest konieczna do formowania semikrystalicznej struk- 
tury ziarnek, gdyż skrobia wolna od amylozy również ma pierścienie przyrostu. Sto- 
pień ich krystalizacji jest taki sam albo nawet i wyższy niż tych o przeciętnej zawar- 
tości amylozy [48]. 

Amylopektyna stanowi cząsteczkę, której wysoki stopień przestrzennej specy- 
ficzności warunkowany jest tylko jednym typem monomerycznych jednostek gluko- 
zowych i dwoma rodzajami wiązań [29]. Jest to polimer glukozy wysoce rozgałęziony 
I nierozpuszczalny w wodzie. Stanowi przeciętnie około 70% skrobi [26]. Reszty 

a-D-glukozy łączą się ze sobą w łańcuchu głównym i w łańcuchach bocznych wiąza- 

niami a-1,4-glikozydowymi. Łańcuchy boczne zawierające 15—25, a nawet 30 reszt 

glukozy są powiązane z łańcuchem głównym wiązaniami a-(1-6)-glikozydowymi 
w punktach rozgałęzienia. Punkty te występują co około12—25 reszt. W skład struktu- 
ty amylopektyny wchodzą dwa typy łańcuchów poliglukanów. Pierwszy typ stanowią 

krótkie fragmenty reszt glukozy połączone wiązaniami a-1,4-glikozydowymi tzw. 
łańcuchy A, które są nierozgałęzione (jedynie rozgałęzienie występuje na ich końcu 
redukującym), połączone z wielorozgałęzionymi łańcuchami typu B. Rozgałęzienia 
tetworzone są w pozycji C-6 jednej lub wielu reszt glukozy. Około 5% takich reszt ma 
oba typy wiązań. Tak zbudowana amylpektyna ma pojedynczy, redukujący koniec. 
Rozgałęzienia łańcucha B tworzą odcinek długości około 10 nm. Rozgałęzienia te nie 

\ tworzone przypadkowo, lecz stanowią zorganizowane przedziały. Parametry tej 
molekuły wynoszą: długość — 200-400 nm. (2040 zorganizowanych grup), szero- 

kość — około 15 nm [21,45]. Masa cząsteczkowa amylopektyny przekracza 500 kDa, 
4 może osiągnąć nawet wartość 100000 kDa. Wzdłuż długiej osi symetrii molekuły 
możną wyróżnić powtarzające się odcinki długości 9-10 nm zawierające zgrupowa- 
nia łańcuchów składających się z 12—20 jednostek reszt glukozy. Łańcuch składający 

sięz około 45 reszt glukozy łączy razem dwa takie powtarzające się odcinki, ałańcuch 
00koło 70 reszt glukozowych łączy razem trzy odcinki [48]. We frakcji amylopektyny 

odkryto ufosforylowanie w pozycji zarówno C-3 jak i C-6 reszt glukozowych. 
W skrobi pochodzącej z bulw ziemniaka około 0,5% reszt glukozy jest ufosforylowa- 

la, podczas gdy zboża mają znacznie mniej kowalencyjnie przyłączonego fosforu 

mniej niż 0,01%) [30, 54].
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Biosynteza skrobi 
  

Wiadomości ogólne 

W komórkach czynnych fotosyntetycznie, w procesie fotosyntezy wytwarzana 
jest m.in. sacharoza, która może być transportowana do komórek magazynujących 
skrobię. W cytozolu zostaje ona przekształcona w glukozo-1-fosforan lub gluko- 
zo-6-fosforan. Dalsze przemiany zachodzą już wewnątrz plastydu [48] (rys. 1). Za- 
równo amyloza, jak i amylopektyna są syntezowane z ADP-glukozy, która powstaje 
z glukozo-1-fosforanu i ATP. Reakcję tę katalizuje ADPGPaza, aktywowana w pla- 
stydach w obecności substratów (gluozo-1-fosforan i ATP), w reakcji tej uwolniony 
zostaje wolny pirofosforan. W chloroplastach substraty te wytwarzane są w trakcie fo- 
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Rysunek 1. Synteza skrobi z sacharozy. Powstawanie rozpuszczalnego substratu do syntezy 

skrobi; ADP — adenozynodifosforan, ADPG — adenozynodifosforanoglukoza, ATP — adeno- 

zynotrifosforan, F6P — fruktozo-6-fosforan, G1P — glukozo-1-fosforan, G6P — glukozo-6-fos- 
foran, PPi — pirofosforan, UDP — urydynodifosforan, UDPG — urydynodifosforanoglukoza, 

UTP — urydynotrifosforan, | — syntaza sacharozy, 2 — UGPaza, 3 — heksokinaza, 4 — fos 
foglukoizomeraza, 5 — fosfoglukomutaza, 6 — AGPaza cytozolowa, 7 — syntaza skrobiowa, 

8 — AGPaza plastydowa
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tosyntezy, a w wypadku plastydów nieczynnych fotosyntetycznie, muszą one być do- 
starczone z cytozolu [43]. Glukozo-1-fosforan może pochodzić ze szlaku pentozofos- 
foranowego (chloroplasty), powtawać w wyniku działalności fosfoglukoizomerazy 
i fosfoglukomutazy [45]. Glukozo-6-fosforan może przedostawać się do amyloplastu 
poprzez transportery znajdujące się w błonie plastydu [43], jak ma to również miejsce 
w bulwach ziemniaka. We wnęrzu plastydu glukozo-6-fosforan przekształcany jest do 
glukozo-1-fosforanu, potem w wyniku działalności ADPGPazy powstaje ADP-glu- 
koza, która stanowi substrat przy biosyntezie polimerów skrobi [48]. Droga pro- 
wadząca do syntezy ADP-glukozy w endospermie rozwijających się ziaren zbóż różni 
się od tej, która występuje w innych organach rośliny zdolnych do gromadzenia skro- 
bi. W endospermie ADP-glukoza może powstawać w cytozolu przy udziale cytozolo- 
wej izoformy ADP-glukozo pyrofosforylazy i jak dowodzą wyniki najnowszych ba- 
dań, również syntazy sacharozy (EC 2.4.1.13) [3]. Wnika ona do wnetrza plastydu 
przez transportery zlokalizowane w błonie. Uaktywniona cząsteczka glukozy w po- 
staci ADP-glukozy przyłączona zostaje do nieredukującego końca istniejącego już 
łańcucha skrobiowego [24]. 

Skrobia wykazuje duże podobieństwo budowy oraz spełnianych w organizmie 
funkcji do glikogenu, dlatego sądzi się, że proces inicjacji syntezy obu tych polime- 
rów również może być zbliżony. Białkiem starterowym przy tworzeniu glikogenu jest 
glikogenina [53]. Istnieją przypuszczenia dotyczące istnienia białka pełniącego po- 
dobne funkcje u roślin, a dla takiej hipotetycznej molekuły już zaproponowano nazwę 
- amylogenina. Nadal prowadzone są badania nad rozwiązaniem zagadki samego 
początku tworzenia się skrobi. Niektórzy autorzy zwracali uwagę na aktywność syn- 
tazy skrobiowej, która może tworzyć połączenia: białko-glukoza lub białko-poliglu- 
koza mogące stanowić startery w biosyntezie. Inni sugerowali, że UDP-glukoza jest 
pewnego rodzaju prekursorem transglikozylacji akceptora białkowego. Jednak po- 
ziom UDP-glukozy jest zbyt niski w plastydach, co stawia pod znakiem zapytania wy- 

żej przytoczone rozważania na temat systemu starterowego [46]. 

. Proces biosyntezy skrobi można podzielić na syntezę molekuł amylopektyny 
iamylozy. Synteza i uorganizowanie strukturalne amylopektyny w formę ziarenka są 
ze sobą ściśle powiązanymi i precyzyjnie regulowanymi procesami. Musi tu mieć 

miejsce zarówno tworzenie połączen a.-1,4-glikozydowych, jak i wiązan a-1,6-gliko- 

zydowych. Proces ten wymaga uczestnictwa wielu różnych enzymów takich jak np. 
SS (syntaza skrobi) i SBE (enzymy rozgaleziajace). Amyloza wystepuje jako poje- 
dyncza heliksa przenikająca ziarenko skrobi, w której synteze zaangażowany jest 
głownie enzym GBSS (syntyza skrobi zwiazana z ziarenkiem). 

„ U roślin procesy syntezy i degradacji skrobi podlegają wielu czynnikom regu- 
lującym. Prowadzone badania nad białkiem 14-3-3 pozwoliły wykazać potencjalną 
Jego rolę jako regulatora działającego na zasadzie oddziaływania: białko-białko. Białka 
14-3-3 stanowią konserwatywną rodzine białek o charakterze kwasowym (masa mole- 
kulama wynosi 27—32 kDa) [47]. Na podstawie prowadzonych eksperymentów bioche- 
micznych oraz analiz struktury 14-3-3, sądzi się, że enzymem docelowym oddziaływań 

białko-białko jest syntaza skrobi III. Redukcja ilości białka 14-3-3 związanego z po- 
wierzchnią ziarenka spowodowała znaczny wzrost akumulacji skrobi [42].
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Przeglad enzymow bioracych udziat w syntezie skrobi 

Roślinna ADPGPaza (AGPaza) (EC 2.7.7.27) to enzym o budowie tetramerycz- 

nej składający się z dwóch mniejszych i dwóch większych podjednostek kodowanych 

przez różne geny. Pierwszy typ podjednostek ma masę cząsteczkową pomiędzy 51-55 

kDa, drugi pomiędzy 54—60 kDa [9]. Enzym ten bierze udział w szlaku biosyntezy 

skrobi, katalizuje powstawanie ADP-Glc z ATP i Glc-1-P [33]. Jego aktywność jest 
regulowana allosterycznie przez odpowiedni poziom Pi i 3-PGA. Tego typu regulacje 
obserwuje się w wypadku ziemniaka [19] i kukurydzy [32], natomiast w endospermie 

jęczmienia [31] i pszenicy [23] notuje się bardzo niską (lub w ogóle jej brak) wrażli- 

wość enzymu na Pi i 3-PGA. 

Syntaza skrobi (SS) (EC 2.4.1.21). Występują trzy rozpuszczalne izoformy: SSI, 

SS II, SS III, których obecność można stwierdzić w supernatancie oraz różne izofor- 

my GBSS (granule-bound-starch-synthase) związane z ziarenkiem, których nie po- 

winno się wykrywać we frakcji zawierających białka rozpuszczalne [11]. Izoformy: 

SS I, SS II, SS III katalizują reakcje syntezy amylopektyny, a GBSS — amylozy. Ak- 

tywność enzymatyczna GBSS I w trakcie tworzenia amylozy wynosi więcej niż 85% 

całkowitej aktywności syntaz związanych z ziarenkiem [40]. Rola GBSSI w trakcie 

syntezy skrobi została dobrze scharakteryzowana dzięki prowadzonym badaniom nad 

mutantami wolnymi od amylozy (waxy), które wykazują brak GBSSI o masie 

cząsteczkowej około 58—60 kDa. W ten sposób dowiedziono, że GBSSI jest odpowie- 

dzialny za tworzenie amylozy w roślinnych organach spichrzowych [34, 45]. Istnieją 

pewne przesłanki sugerujące zaangażowanie tego enzymu przy wydłużaniu łancucha 

poliglukozowego w amylopektynie [10]. Wyizolowano również GBSSII, której izo- 

formy można stwierdzić w obu frakcjach (enzymów uczestniczących w metabolizmie 

skrobi). Masa cząsteczkowa tego enzymu wynosi 92 kDa [11]. Rozpuszczalne formy 

syntaz skrobi odgrywają różną rolę w trakcie syntezy amylopektyny, której ostateczny 

stopień dojrzałości zależy od ich aktywności [48]. Prowadzone badania nad różnymi 

izoformami syntazy skrobiowej pozwoliły uzyskać odpowiednie informacje o ich ak- 

tywności, a w szczególności, co na tę aktywność wpływa. Wiedza ta może zostać Wy- 

korzystana do tworzenia określonych projektów badawczych mających na celu wy: 

tworzenie ziarenek skrobi o nowych właściwościach. Dodatkowo można też próbo- 

wać wpłynąć na specyficzność substratową lub zmieniać sposób przyłączania sig en- 

zymu do powierzchni ziarenka skrobi, co pociągnie za sobą zmiany fizyko-chemiczne 

skrobi. Prowadzone badania nad SSII i GBSSI izolowanych z bulw ziemniaka dostar- 

czyły istotnych informacji dotyczących istnienia różnic między nimi polegaj ących na: 

powinowactwie do ADP-glukozy i substratów glikanów, aktywacji przez amylopek- 

tyne, termowrażliwości, zdolności wydłużania łańcuchów poliglukozowych, wrażli- 

wości na cytrynian [12]. 

Enzymy rozgałęziające (SBE — starch branching enzyme) (EC 2.4.1.18) katali- 

zują reakcję tworzenia rozgałęzień łańcucha cukrowego charakterystycznego dla
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a-amylopektyny (wiązania a:-1,6-glikozydowe). Hydrolizują one wiązania a-1 ,4-glik- 
ozydowe w cząsteczce skrobi. Odszczepiony fragment oligosacharydu przyłączany 
jest do grupy hydroksylowej przy C-6 cząsteczki glukozy w łańcuchu polisacharydo- 
wym pomiędzy redukującym końcem „odcinanego” łańcucha a kolejną resztą gluko- 
zy. Rozgałęzienia te nie są tworzone przypadkowo, lecz periodycznie co 20 reszt glu- 
kozy [21, 45]. Enzymy rozgałęziające wykazują pewną specyficzność w stosunku do 
długości łańcucha połączonego wiązaniami a-1,4-glikozydowymi, traktowanego jako 
substrat reakcji. Zidentyfikowano dwie klasy SBE: SBE A i SBE B, które różnią się 
między sobą pewnymi właściwościami. Klasa SBE A wykazuje mniejsze powinowac- 
two do amylozy jako substratu niż klasa SBE B. Izoformy te również wykazują różnice 
między sobą w stosunku co do preferencji długości przenoszonego łańcucha poligluka- 
nowego, klasa B przenosi dłuższe fragmenty w porównaniu do klasy A [17, 44, 5 7]. 

Enzymy dysproporcjonowania (D-enzymy) (EC 2.4.1.25) katalizują dyspro- 
porcjonowanie dołączonych maltooligosacharydów poprzez wewnętrzną transgliko- 
zylację ze stopniem polimeryzacji mieszczącym się w granicach od 17 do kilku setek 
[55] i razem z amylopektyną tworzą cykliczne glikany o wysoko rozgałęzionej struk- 
turze [56]. D-enzymy mogą wykorzystywać skrobię o dużej masie molekularnej za- 
równo w roli donora, jak i akceptora. Katalizują przenoszenie długich a-1,4-glikoz- 
ydowych łańcuchów, również nawet wysoko rozgałęzionych zgrupowań tworzących 
charakterystyczne jednostki amylopektyny. Sądzi się, że uczestniczą one zarówno 
w biosyntezie, jak i degradacji ziarenka skrobi [29]. 

Enzymy odrozgałęziające (DBE — debranching enzyme) (EC 2.4.1.41) katali- 
zują hydrolizę wiązań a-1 „6-glikozydowych. W przeszłości uważane były głównie za 
ćnzymy związane z degradacją ziarenek skrobi, lecz ostatnio poglądy te uległy zmia- 
nie i wykazano również ich udział w tworzeniu prawidłowej struktury granuli. 
Spełniają ważną rolę przy biosyntezie ostatecznej formy amylopektyny. Izoformy 
tego enzymu określane są jako DBE typu izoamylazy (izoamylaza — EC 3.2.1.68) 
i DBE typu pullulanazy (również nazywane R-enzymami lub limit dekstrynazami, 
pullulanaza — EC 3.2.1 41). Różnice między nimi dotyczą preferencji w stosunku do 
substratu. Typ pullulanazy katalizuje hydrolizę wiązań a.-1,6-glikozydowych w amy- 
lopektynie oraz B-limit dekstryny (glikany powstające w wyniku aktywności a-amyl- 
zy), lecz nie jest on w stanie hydrolizować glikogenu. Typ izoamylazy DBE przeja- 

wia swoją aktywność w stosunku do glikogenu, amylopektyny i B-limit dekstryn, jest 
nieaktywny przy hydrolizie pullulanów [4, 20]. U roślin wyższych typ izoamylazy po- 
siada masę cząsteczkową około 340—500 kDa. Obserwacje prowadzone nad mutanta- 
mi kukurydzy — sugary! (sul) i ryżu umożliwły dostrzeżenie roli DBE przy syntezie 
mylopektyny. Obecnie przyjęto, że typ izoamylazy DBE uczestniczy w procesie bio- 
Yntezy skrobi [62].
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Rozktad skrobi 
  

Wiadomości ogólne 

Większość roślin syntetyzuje i degraduje skrobię w zależności od wielu czynni- 
ków wewnętrznych i zewnętrznych, a także m.in. od okresu ich rozwoju. Ma to zna- 
czenie w wypadku organów spichrzowych, takich jak bulwy czy korzenie. Proces de- 

gradacji nie jest jednakowy we wszystkich organach danej rośliny. Różnice można za- 
obserwować w wypadku endospermu ziarniaków, który traktowany jest jako torba ze 

skrobią, do wnętrza której uwalniane są enzymy hydrolizujące. Uwalniana glukoza 

pobierana jest przez zarodek przez cały czas jego rozwoju. W zasadzie nie można tu 

zaobserwować żadnego mechanizmu kontrolującego tą dystrybucję [49]. W wypadku 

innych roślin również mało poznano proces regulacji degradacji skrobi. Dla więk- 

szości enzymów rozkładających skrobię można wyróżnić rożną lokalizację ich form, 

co oznacza, że istnieje kilka szlaków ich degradacji [37]. Rozkład skrobi zachodzi 

z udziałem dwóch głównych enzymów: a.- i p-amylazy. Obydwa enzymy hydrolizują 

rozpad wiązań a-1,4-glikozydowych, przy czym a-amylaza (endo-amylaza) działa 

w przypadkowych miejscach, a -amylaza „atakuje” wyłącznie wiązania najbardziej 

zewnętrzne (miedzy drugim a trzecim wiazaniem a-1,4-glikozydowym) i odcina ko- 
lejne cząsteczki dwucukru maltozy od końca polimeru. Degradacja ziarenek skrobi 

jest inicjowana poprzez „atak” a-amylaz [2]. 

W wyniku oddziaływania amylaz na nierozgałęziony polimer — amylozę powstaje 

mieszanina glukozy i maltozy. W wypadku substratu, jakim jest amylopektyna, dodat- 

kowym produktem są małocząsteczkowe oligosacharydy zawierające wiązania 

a-1,6-glikozydowe. Ostateczny rozkład maltozy do glukozy katalizowany jest przez 

a.-glukozydazę. W chloroplastach występuje inny zestaw enzymów rozkładających 

skrobię. W procesie tym bierze udział endoamylaza, hydrolizująca wiązania a-1,4-gli- 

kozydowe pomiędzy punktami rozgałęzień w amylopektynie. Występuje tu również 

bardzo aktywna fosforylaza (Phol), która w obecności jonów ortofosforanowych 

rozkłada te krótkie łańcuchy z wydzieleniem glukozo-1-fosforanu [24]. 

Niedawno zidentyfikowany enzym: wodna dikinaza a-glikanéw (dawniej - 

białko R1) również bierze udział w degradacji skrobi [37]. Innymi enzymami uczest- 

niczącymi w rozkładzie skrobi są m.in. DBE oraz D-enzymy, które w zależności od 

organizmu roślinnego są aktywne przy biosyntezie lub degradacji [62]. 

Przegląd enzymów biorących udział w rozkładzie skrobi 

Alfa-amylaza (EC 3.2.1.1) należy do endoamylaz, łączy się z ziarenkiem skrobi 

1 katalizuje rozpad wiązań a-1,4-glikozydowych [24]. Ma masę cząsteczkową mię” 

dzy 47 a 56 kDa [1]. Zaangażowana jest w indukowaną chłodem degradację ziarenek
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skrobi (cold-induceed sweetening) bulw ziemniaków [41]. Alfa-amylaza odgrywa 
główną rolę w procesie mobilizacji skrobi. Optimum pH dla a-amylazy wynosi 
5,5-6,5 [6]. 

Beta-amylaza (EC 3.2.1.2) rozkłada amyloze do B-maltozy, ,,atakuje” również 
amylopektynę, ale „zatrzymuje” się na wiązaniach a-1,6-glikozydowych, których nie 
jest w stanie hydrolizować [3]. Beta-amylaza należy do egzo-amylaz i katalizuje 
uwolnienie P-maltozy od końca nieredukującego poliglikanu [59]. Masa cząsteczko- 
watego enzymu wynosi około 60 kDa. Przyłączenie jej do powierzchni ziarenka zale- 
ży od metabolicznego stanu tkanki rośliny [35]. Uważa się, że nie wszystkie roślinne 
pP-amylazy są zaangażowane w rozkład glikanów połączonych wiązaniami a-1,4-gli- 
kozydowymi. Wnioski te oparte są o wyniki badań wykazujących obecność B-amyl- 
azy w tkankach pozbawionych skrobi. Dodatkowo, wyniki eksperymentów prowa- 
dzonych nad wsobną linią ryżu pozbawioną B-amylaz, wykazały, że kiełkowała ona 
normalnie [39]. Optimum pH dla tego enzymu wynosi 6,5 (ziemniak) [60] i 5,0 (jęcz- 
mien) [63], natomiast temperatura optymalna to 40?C (ziemniak) [60] i 55°C (jecz- 
mień) [63]. 

DBE — hydrolizują wiązania a-1,6-glikozydowe. W procesie degradacji skrobi 
uczestniczy typ pullulanazy DBE [62]. 

Wodna dikinaza a-glikanów (GWD — glucan, water dikinase), dawniej na- 
zwana białkiem R1 (EC 2.7.9.4 ). Katalizuje transfer B-fosforanu z czasteczki ATP do 

reszty glukozy poliglikanu w pozycji C-6 lub C-3 . W'tej reakcji y-fosforan z ATP jest 
przenoszony do wody w celu wytworzenia steichiometrycznej ilosci wolnego fosfora- 
nu i AMP. GWD wykazuje wysokie powinowactwo do ATP jako substratu 
(Km 0,23 uM) [38]. Enzym ten posiada masę cząsteczkową 157 kDa i jest zaliczany 
do enzymow zwiazanych z ziarenkiem skrobi [25]. Antysensowna represja R1 
u ziemniaka powodowała wysoką redukcję całkowitej ilości fosforu związanego ze 
skrobią. Wpłynęła ona również hamująco na proces powodujący powstawanie słod- 
kości bulw ziemniaka pod wpływem przechowywania w niskich temperaturach 
(cold-sweetening), hamując go [24]. Ostatnio zbadano optimum pH i temperatury dla 
lego enzymu i wynosza one odpowiednio: pH — 7,0 [38] oraz 35°C [27]. 

Fosforylaza—SP (starch phosphorylase) ( EC 2.4.1.1) Katalizuje odwracalną fos- 
torolizę a-glikanów, produkując powstawanie glukozo-1-fosforanów jako jednych 
ś produktów reakcji [18]. W wypadku kierunku syntezy reakcji — jednosta glukozy 
tansportowana jest z Glc-1-P do nieredukujacego konca poliglikanu z uwolnieniem 
tieorganicznego fosforu. Można wyróżnić dwie podstawowe izoformy: Phol i Pho2 
(Plastydowa forma — Pho2 o masie cząsteczkowej ponad 100 kDa i cytozolowa — 
Phol-masa cząsteczkowa około 90 kDa) [2, 16, 58]. U ziemniaka zsekwencjonowano 

dwa typy Phol. Oba białka (nazwane Phola i Pholb) wykazują wysoką homologię 
v sekwencji aminokwasów (81-84%) [13, 50]. 

Su 
Postępy nauk 

"|
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Alfa-glukozydaza (AGL) (EC 3.2.1.20) Enzym przeprowadzajacy egzohydroli- 

zę wiązań Qa-1,4-glikozydowych od końca nieredukującego łańcucha poliglikanów 

zuwolnieniem a-D-glukozy. Masa cząsteczkowa tego enzymu wynosi 97 kDa [15]. 

Podsumowanie 
  

Celem pracy było zebranie i przedstawienie najważniejszych enzymów (również 

i innych białek) biorących udział w przemianach oraz regulacji tworzenia i rozkładu 

skrobi u roślin. Można zaobserwować wzrastającą ilość informacji dotyczących tego 

polisacharydu, nadal jednak pozostaje tajemnicą proces inicjacji tworzenia łancu- 

chów jednostek glukozy połączonych wiązaniami a-1,4-glikozydowymi. Cały czas 

trwają badania nad hipotetyczną amylogeniną. Istnieje cała sieć powiązań między 

współdziałajacymi enzymami dwóch podstawowych szlaków przemian skrobi. Rola, 

jaką spełnia część tych enzymów w czasie biosyntezy i degradacji również nie jest do 

końca wyjaśniona. Stwarza to możliwość prowadzenia nowych badań, tworzenia mu- 

tantów o pożądanych cechach. Uzyskane informacje pozwolą ingerować w proces 

syntezy i rozkładu, co wpłynie na ilość i jakość pozyskiwanej skrobi. 
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Summary 

Starch is an insoluble carbohydrate reserve stored in plastids, consisting of two 

homopoliglucans — amylose and amylopectin. It isthe major source of glucose units in 

plants, moreover plays an important role in the human and animal diets. There is an in- 

creasing number of possibilities for nonfood industry of using starch as a natural raw 

material. For this reasons, understanding of starch biosythesis and mobilization beco- 

mes more needed. As a result of different studies carried out on this subject, nowadays 

it is known that many proteins, mostly enzymes, are involved in formation and degra- 

dation of starch. Some of them are bounded to the starch granula, some occur in close 

to the surface. The aim of this work was to present the most important proteins that are 

involved in starch metabolism.


