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Znaczenie skrobi

Jedna z wielu konsekwencji wciaz rosnacej liczby mieszkancow Ziemi jest pro-
blem zwiazany z dostarczaniem odpowiedniej dziennej dawki energii potrzebnej do
prawidtowego przebiegu metabolizmu. Wzrost zainteresowania mozliwosciami
praktycznego wykorzystania materiatléw zapasowych roslin, w tym skrobi, mozna
thumaczyé jako probe czgsciowego rozwiazania trudnej sytuacji zywieniowej zwlasz-
czaw rejonach Trzeciego Swiata, jak réwniez sprostaniu zadan stawianych przez kon-
Sumentow z krajow rozwinigtych. Ponad potowe sacharydéw spozywanych przez lu-
dzi stanowsi skrobia, ktéra znalazta swoje zastosowanie w wielu gateziach przemyshu:
Spozywezym, kosmetycznym, farmaceutycznym, papierniczym, tekstylnym, foto-
graficznym. Ostatnio mozna znalezé informacje dotyczace prowadzonych badan nad
Uzyciem tego polisacharydu do produkeji opakowar ulegajacych biodegradacji [36],
ktore moglyby stanowi¢ dobra alternatywe materiatéw produkowanych z polistyrenu.
Stosunek amylozy do amylopektyny, dwoch gléwnych polimeréw tworzacych zia-
renka skrobi, wptywa na wtasciwosci fizyczno-chemiczne skrobi. Biotechnologiczne
Manipulacje dotyczace metabolizmu skrobi moga prowadzi¢ do uzyskania najbar-
d;iej Optymalnej struktury opisywanego polisacharydu. Na przyklad skrobia o wyso-
l_“ej Zawartosci amylozy wykorzystywana jest do produkcji stodyczy (stodkie gumki
L 2elki) czy filmow fotograficznych, a skrobia o przewazajacej ilosci amylopektyny
Malazta zastosowanie w przemysle papierniczym i spozywczym, w tym Zywnosci
Mrozonej [14, 28].

Skrobia stanowi istotny produkt pochodzenia roslinnego. W wyniku fotosyntezy
WYtWarzanych jest okoto 2850 mln t skrobi rocznie [8]. Najwazniejszym zroédiem tego
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polisacharydu sg zboza (2050 mln t na rok), korzenie 1 bulwy roslin okopowych ( 679
mln t narok). W krajach rozwijajacych sie skrobia dostarcza okoto 35% kalorii dzien-
nie, jednak szacuje si¢, ze procent ten ulegnie zwigkszeniu. W wielu regionach $wiata
takich jak Afryka, czy Daleki Wschdd skrobia dostarcza ponad 80% spozywanych ka-
lorii na dobe [8].

Skrobia wyst¢puje w postaci nierozpuszczalnych ziarenek wytwarzanych w pla-
stydach nasion, bulw czy korzeni roslin [22]. W zaleznosci od rodzaju plastydu mozna
wyroznié¢ skrobig tranzytowq lub akumulacyjng [61]. Podziatu tego mozna dokona¢
na podstawie pewnych cech charakteryzujacych ziarenko, takich jak: wielkos¢,
ksztalt, budowa wewngtrzna. Ziarenka skrobi z organdéw spichrzowych maja wew-
netrzne semikrystaliczne pierscienie przyrostu w réznym stopniu podatne na atak en-
zymow 1 odczynnikéw chemicznych. Formowanie si¢ tych pier§cieni moze by¢ rezul-
tatem powtarzalnych zréznicowan w syntezie skrobi. Od tych czynnikow zalezy
w duzym stopniu proces powstawania struktury skrobi [59]. Ziarenka skrobi po-
chodzace z lisci (skrobia tranzytowa) sa mniejsze niz te, ktére pochodza z organow
spichrzowych (skrobia akumulacyjna), maja tez inng makrostrukturg. Uwaza sig, ze
ziarenka skrobi tranzytowej maja krystaliczny rdzen z amorficzng (zewngtrzna)
otoczka, w ktorej sktad wchodzi mniej rozgatezionych polimerow glikanow. Na taka
budowe ziaren ma wplyw cykl wytwarzania i wykorzystywania ziarenek skrobi:
dzien /noc [5, 52]. Inne réznice dotycza stosunku amylozy do amylopektyny. W sklad
skrobi tranzytowej wchodza gléwnie poliglikany o wysokim stopniu rozgatezienia,
podczas gdy skrobia akumulacyjna zawiera duza ilo$¢ poliglikanu liniowego, ktorego
udzial waha sie od 11 do 37% w zaleznosci od gatunku. U zb6z dokonano podziatu na
ziarenka skrobi typu A i B réznigce si¢ zar6wno rozmiarami, jak i ksztaltem. W wy-
padku przenicy, ziarenka typu A sa wigksze (ponad 10 pm) oraz maja ksztalt
wydluzony, w poréwnaniu z ziarenkami typu B, ktére maja ksztalt sferyczny (sa
mniejsze niz 10 pm) [13, 51]. Odpowiedni dobér ziarenek typu A lub B pozwala zop-
tymalizowac ich wykorzystanie do okreslonych celow.

Skrobia, w przeciwienstwie do bialek, nie ma ustalonej masy czasteczkowej, kto-
ra zalezy od aktualnego stanu metabolicznego komorki. Jednostki monomeryczne
moga by¢ dotaczane lub odlaczane od czasteczki polisacharydu w zaleznosci od ener-
getycznego zapotrzebowania organizmu roslinnego. Rozmiar i ksztalt ziarenek 54
charakterystyczne dla roéliny, z ktorej skrobie izolowano. W wigkszo$ci przypoml
najg one sferoidy, ale niektére moga by¢ ekstremalnie wydluzone — jak ma to miejsce
u rosliny Diffenbachia. Inne maja bardziej skomplikowana morfologi¢, np. granule
wystepujace w endospermie ziarniakow pszenicy czy jeczmienia [48].

Amyloza stanowi okoto 30% masy czastek skrobi. Warto$¢ ta nie jest stala, ponie-
waz waha sie w zaleznosci od gatunku roéliny (od 11-35% u 51 zbadanych gatun-
kow), odmiany (20-36% u 399 odmian kukurydzy), jak réwniez réznych organow (€l
samej rosliny, stadium rozwoju fizjologicznego, warunkow wzrostu i innych. Amyloza
sklada si¢ gléwnie z liniowych lancuchéw, w ktérych czasteczki glukozy potaczon® s
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wigzaniami a-1,4-glikozydowymi. Rozgalezienia wystgpuja na bardzo niskim pozio-
mie tzn. okoto 1 rozgatezienie na 1000 reszt glukozy [59]. Przyjmuje sie, ze amyloza
ma heliksowa konformacjg z szescioma czasteczkami a-D-glukozy przypadajacymi
najeden skret. Ten stosunkowo prosty i dtugi tancuch ma mase czasteczkowa od 4000
do 15000 Da. Pojedyncza heliksa jest stabilizowana przez lizofosfolipidy i kwasy
thuszczowe [48]. Amyloza nie jest konieczna do formowania semikrystalicznej struk-
tury ziarnek, gdyz skrobia wolna od amylozy réwniez ma pierscienie przyrostu. Sto-
pien ich krystalizacji jest taki sam albo nawet i wyzszy niz tych o przecigtnej zawar-
tosci amylozy [48].

Amylopektyna stanowi czasteczke, ktérej wysoki stopien przestrzennej specy-
ficznosci warunkowany jest tylko jednym typem monomerycznych jednostek gluko-
zowych 1 dwomarodzajami wiazan [29]. Jest to polimer glukozy wysoce rozgaleziony
I nierozpuszczalny w wodzie. Stanowi przecigtnie okoto 70% skrobi [26]. Reszty
a-D-glukozy acza si¢ ze soba w tancuchu gtéwnym i w tancuchach bocznych wiaza-
niami a-1,4-glikozydowymi. Laricuchy boczne zawierajace 15-25, a nawet 30 reszt
glukozy sa powiazane z tancuchem gtéwnym wiazaniami a-(1-6)-glikozydowymi
W punktach rozgal¢zienia. Punkty te wystepuja co okoto12-25 reszt. W sktad struktu-
ryamylopektyny wchodza dwa typy tancuchéw poliglukanéw. Pierwszy typ stanowia
krotkie fragmenty reszt glukozy potaczone wigzaniami o-1,4-glikozydowymi tzw.
fancuchy A, ktére sa nierozgalezione (jedynie rozgalezienie wystepuje na ich koncu
redukujacym), potaczone z wielorozgalezionymi tancuchami typu B. Rozgalezienia
tetworzone sa w pozycji C-6 jednej lub wielu reszt glukozy. Okoto 5% takich reszt ma
oba typy wigzan. Tak zbudowana amylpektyna ma pojedynczy, redukujacy koniec.
Rozgatezienia taricucha B tworza odcinek dlugosci okoto 10 nm. Rozgatezienia te nie
%3 tworzone przypadkowo, lecz stanowig zorganizowane przedzialy. Parametry tej
molekuty wynosza; dtugos¢ — 200400 nm. (2040 zorganizowanych grup), szero-
kosé — okoto 15 nm [21, 45]. Masa czasteczkowa amylopektyny przekracza 500 kDa,
4moze osiagna¢ nawet warto$é 100000 kDa. Wzdhiz dhugiej osi symetrii molekuly
Mozna wyr6zni¢ powtarzajace sig odcinki dlugosci 9—10 nm zawierajace zgrupowa-
Nia tafncuchow sktadajacych si¢ z 12-20 jednostek reszt glukozy. Lancuch skiadajacy
Si¢z okoto 45 reszt glukozy faczy razem dwa takie powtarzajace si¢ odcinki, a fanicuch
0okoto 70 reszt glukozowych taczy razem trzy odcinki [48]. We frakcji amylopektyny
odkryto ufosforylowanie w pozycji zaréwno C-3 jak i C-6 reszt glukozowych.
W skrobi pochodzacej z bulw ziemniaka okoto 0,5% reszt glukozy jest ufosforylowa-
13, podczas gdy zboza maja znacznie mniej kowalencyjnie przytaczonego fosforu
(mniej niz 0,019%) [30, 54].
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Biosynteza skrobi

Wiadomosci ogdlne

W komoérkach czynnych fotosyntetycznie, w procesie fotosyntezy wytwarzana
jest m.in. sacharoza, ktéra moze by¢ transportowana do komorek magazynujacych
skrobi¢. W cytozolu zostaje ona przeksztalcona w glukozo-1-fosforan lub gluko-
zo-6-fosforan. Dalsze przemiany zachodza juz wewnatrz plastydu [48] (rys. 1). Za-
réwno amyloza, jak 1 amylopektyna sg syntezowane z ADP-glukozy, ktéra powstaje
z glukozo-1-fosforanu 1 ATP. Reakcje te katalizuje ADPGPaza, aktywowana w pla-
stydach w obecnosci substratow (gluozo-1-fosforan 1 ATP), w reakcji tej uwolniony
zostaje wolny pirofosforan. W chloroplastach substraty te wytwarzane sa 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-f05’
foran, PPi — pirofosforan, UDP — urydynodifosforan, UDPG — urydynodifosforanoglukOZa,
UTP - urydynotrifosforan, 1 — syntaza sacharozy, 2 — UGPaza, 3 — heksokinaza, 4 — f05-
foglukoizomeraza, 5 — fosfoglukomutaza, 6 — AGPaza cytozolowa, 7 — syntaza skrobiowd,
8 — AGPaza plastydowa
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tosyntezy, a w wypadku plastydow nieczynnych fotosyntetycznie, musza one by¢ do-
starczone z cytozolu [43]. Glukozo-1-fosforan moze pochodzi¢ ze szlaku pentozofos-
foranowego (chloroplasty), powtawaé w wyniku dziatalnosci fosfoglukoizomerazy
i fosfoglukomutazy [45]. Glukozo-6-fosforan moze przedostawac si¢ do amyloplastu
poprzez transportery znajdujace si¢ w btonie plastydu [43], jak ma to rowniez miejsce
w bulwach ziemniaka. We wnerzu plastydu glukozo-6-fosforan przeksztatcany jest do
glukozo-1-fosforanu, potem w wyniku dzialalnosci ADPGPazy powstaje ADP-glu-
koza, ktora stanowi substrat przy biosyntezie polimerow skrobi [48]. Droga pro-
wadzaca do syntezy ADP-glukozy w endospermie rozwijajacych si¢ ziaren zbéz rézni
si¢ od tej, ktora wystepuje w innych organach rosliny zdolnych do gromadzenia skro-
bi. W endospermie ADP-glukoza moze powstawac w cytozolu przy udziale cytozolo-
wej izoformy ADP-glukozo pyrofosforylazy 1 jak dowodza wyniki najnowszych ba-
dan, rdwniez syntazy sacharozy (EC 2.4.1.13) [3]. Wnika ona do wnetrza plastydu
przez transportery zlokalizowane w btonie. Uaktywniona czasteczka glukozy w po-
stact ADP-glukozy przylaczona zostaje do nieredukujacego konca istniejacego juz
fancucha skrobiowego [24].

Skrobia wykazuje duze podobienstwo budowy oraz spelnianych w organizmie
funkcji do glikogenu, dlatego sadzi sie, Ze proces inicjacji syntezy obu tych polime-
row rowniez moze by¢ zblizony. Biatkiem starterowym przy tworzeniu glikogenu jest
glikogenina [53]. Istniejg przypuszczenia dotyczace istnienia biatka pelnigcego po-
dobne funkcje uroslin, a dla takiej hipotetycznej molekuty juz zaproponowano nazwe
- amylogenina. Nadal prowadzone sg badania nad rozwigzaniem zagadki samego
poczatku tworzenia si¢ skrobi. Niektorzy autorzy zwracali uwage na aktywnos$¢ syn-
tazy skrobiowej, ktéra moze tworzy¢ potaczenia: biatko-glukoza lub biatko-poliglu-
koza mogace stanowié startery w biosyntezie. Inni sugerowali, ze UDP-glukoza jest
pewnego rodzaju prekursorem transglikozylacji akceptora biatkowego. Jednak po-
ziom UDP-glukozy jest zbyt niski w plastydach, co stawia pod znakiem zapytania wy-
2¢) przytoczone rozwazania na temat systemu starterowego [46].

~ Proces biosyntezy skrobi mozna podzieli¢ na syntez¢ molekut amylopektyny
lamylozy. Synteza i uorganizowanie strukturalne amylopektyny w forme ziarenka sa
Z¢ sobg $cisle powigzanymi i precyzyjnie regulowanymi procesami. Musi tu mieé
miejsce zaréwno tworzenie potaczen a-1,4-glikozydowych, jak i wigzan a-1,6-gliko-
Zydowych. Proces ten wymaga uczestnictwa wielu réznych enzymow takich jak np.
8S (syntaza skrobi) i SBE (enzymy rozgaleziajace). Amyloza wystepuje jako poje-
dyncza heliksa przenikajaca ziarenko skrobi, w ktérej synteze zaangazowany jest
glownie enzym GBSS (syntyza skrobi zwiazana z ziarenkiem).

U roslin procesy syntezy i degradacji skrobi podlegaja wielu czynnikom regu-
!qucym. Prowadzone badania nad biatkiem 14-3-3 pozwolily wykazaé potencjalng
Jegorole jako regulatora dzialajacego na zasadzie oddzialywania: bialko-biatko. Biatka
14-3-3 stanowia konserwatywna rodzine biatek o charakterze kwasowym (masa mole-
ku_lama wynosi 27-32 kDa) [47]. Na podstawie prowadzonych eksperymentow bioche-
Micznych oraz analiz struktury 14-3-3, sadzi si¢, Ze enzymem docelowym oddziatywan
blfﬂko-bialko jest syntaza skrobi III. Redukcja ilosci biatka 14-3-3 zwiazanego z po-
Wierzchnig ziarenka spowodowala znaczny wzrost akumulacji skrobi [42].
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Przeglad enzymdw bioracych udziat w syntezie skrobi

Roslinna ADPGPaza (AGPaza) (EC 2.7.7.27) to enzym o budowie tetramerycz-
nej sktadajacy sie zdwdoch mniejszych i dwdch wigkszych podjednostek kodowanych
przezrdzne geny. Pierwszy typ podjednostek ma masg czasteczkowa pomigdzy 51-55
kDa, drugi pomiedzy 54—60 kDa [9]. Enzym ten bierze udzial w szlaku biosyntezy
skrobi, katalizuje powstawanie ADP-Glc z ATP 1 Glc-1-P [33]. Jego aktywnosc¢ jest
regulowana allosterycznie przez odpowiedni poziom P11 3-PGA. Tego typu regulacje
obserwuje sie w wypadku ziemniaka [19] i kukurydzy [32], natomiast w endospermie
jeczmienia [31] i pszenicy [23] notuje si¢ bardzo niska (lub w ogdle jej brak) wrazli-
wos$¢ enzymu na P11 3-PGA.

Syntaza skrobi (SS) (EC 2.4.1.21). Wystepuja trzy rozpuszczalne izoformy: SS1,
SS II, SS 111, ktérych obecno$¢ mozna stwierdzi¢ w supernatancie oraz rézne izofor-
my GBSS (granule-bound-starch-synthase) zwigzane z ziarenkiem, ktorych nie po-
winno sie wykrywa¢ we frakcji zawierajacych bialka rozpuszczalne [11]. Izoformy:
SS I, SS 11, SS III katalizuja reakcje syntezy amylopektyny, a GBSS — amylozy. Ak-
tywno$¢ enzymatyczna GBSS I w trakcie tworzenia amylozy wynosi wigcej niz 85%
calkowitej aktywnosci syntaz zwiazanych z ziarenkiem [40]. Rola GBSSI w trakcie
syntezy skrobi zostala dobrze scharakteryzowana dzigki prowadzonym badaniom nad
mutantami wolnymi od amylozy (waxy), ktére wykazuja brak GBSSI o masie
czasteczkowej okolo 58—60 kDa. W ten sposob dowiedziono, ze GBSSI jest odpowie-
dzialny za tworzenie amylozy w ro$linnych organach spichrzowych [34, 45]. Istnieja
pewne przestanki sugerujace zaangazowanie tego enzymu przy wydluzaniu tancucha
poliglukozowego w amylopektynie [10]. Wyizolowano rowniez GBSSII, ktorej 1zo-
formy mozna stwierdzié¢ w obu frakcjach (enzymow uczestniczacych w metabolizmie
skrobi). Masa czasteczkowa tego enzymu wynosi 92 kDa [11]. Rozpuszczalne formy
syntaz skrobi odgrywaja roznarolg w trakcie syntezy amylopektyny, ktorej ostateczny
stopien dojrzatosci zalezy od ich aktywnosci [48]. Prowadzone badania nad roznymi
izoformami syntazy skrobiowej pozwolity uzyskaé odpowiednie informacje o ich ak-
tywnosci, a w szczegolnosci, co na t¢ aktywnos¢ wpltywa. Wiedza ta moze zostac wy-
korzystana do tworzenia okreslonych projektéw badawczych majacych na celu wy-
tworzenie ziarenek skrobi o nowych wlasciwosciach. Dodatkowo mozna tez probo-
waé wplynaé na specyficzno$¢ substratowa lub zmienia¢ spos6b przylaczania sig en-
zymu do powierzchni ziarenka skrobi, co pociagnie za soba zmiany fizyko-chemiczne
skrobi. Prowadzone badania nad SSII i GBSSI izolowanych z bulw ziemniaka dostar
czyly istotnych informacji dotyczacych istnienia réznic migdzy nimi polegaj acychna
powinowactwie do ADP-glukozy i substratow glikanow, aktywacji przez amlePe]f'
tyne, termowrazliwosci, zdolnosci wydtuzania faticuchéw poliglukozowych, wrazll-
wosci na cytrynian [12].

Enzymy rozgaleziajace (SBE — starch branching enzyme) (EC 2.4.1.18) katali-
zuja reakcje tworzenia rozgatezien tancucha cukrowego charakterystyczn€go dla
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a-amylopektyny (wiazania a-1,6-glikozydowe). Hydrolizuja one wiazania a-1 4-glik-
ozydowe w czasteczce skrobi. Odszczepiony fragment oligosacharydu przylaczany
jest do grupy hydroksylowej przy C-6 czasteczki glukozy w taiicuchu polisacharydo-
wym pomigdzy redukujacym koncem ,,odcinanego” fanicucha a kolejna reszta gluko-
zy. Rozgalgzienia te nie sa tworzone przypadkowo, lecz periodycznie co 20 reszt glu-
kozy [21, 45]. Enzymy rozgal¢ziajace wykazuja pewna specyficznosé¢ w stosunku do
dlugosci fancucha potaczonego wiazaniami a-1,4-glikozydowymi, traktowanego jako
substrat reakcji. Zidentyfikowano dwie klasy SBE: SBE A i SBE B, ktére roznig si¢
migdzy soba pewnymi wlasciwosciami. Klasa SBE A wykazuje mniejsze powinowac-
two do amylozy jako substratu niz klasa SBE B. Izoformy te rowniez wykazuja réznice
migdzy soba w stosunku co do preferencji dugosci przenoszonego taricucha poligluka-
nowego, klasa B przenosi dtuzsze fragmenty w poréwnaniu do klasy A [17, 44, 5 7].

Enzymy dysproporcjonowania (D-enzymy) (EC 2.4.1.25) katalizuja dyspro-
porcjonowanie dotaczonych maltooligosacharydéw poprzez wewnetrzna transgliko-
zylacj¢ ze stopniem polimeryzacji mieszczacym si¢ w granicach od 17 do kilku setek
[55]irazem z amylopektyna tworza cykliczne glikany o wysoko rozgatezionej struk-
turze [56]. D-enzymy moga wykorzystywaé skrobie o duzej masie molekularnej za-
rowno w roli donora, jak i akceptora. Katalizuja przenoszenie dlugich a-1,4-glikoz-
ydowych fanicuchéw, réwniez nawet wysoko rozgatezionych zgrupowan tworzacych
charakterystyczne jednostki amylopektyny. Sadzi sig, ze uczestnicza one zardwno
w biosyntezie, jak i degradacji ziarenka skrobi [29].

Enzymy odrozgaleziajgce (DBE — debranching enzyme) (EC 2.4.1.41) Kkatali-
zuja hydrolize wiazan a.-1 ,6-glikozydowych. W przesztosci uwazane byly gtéwnie za
thzymy zwigzane z degradacja ziarenek skrobi, lecz ostatnio poglady te ulegly zmia-
nie i wykazano réwniez ich udziat w tworzeniu prawidlowej struktury granuli.
Spetniaja wazna rolg przy biosyntezie ostatecznej formy amylopektyny. Izoformy
tego enzymu okreslane sa jako DBE typu izoamylazy (izoamylaza — EC 3.2.1.68)
i DBE typu pullulanazy (réwniez nazywane R-enzymami lub limit dekstrynazami,
pullulanaza — EC 3.2.1 .41). R6znice migdzy nimi dotycza preferencji w stosunku do
Substratu. Typ pullulanazy katalizuje hydroliz¢ wiazan a-1,6-glikozydowych w amy-
lopektynie oraz B-limit dekstryny (glikany powstajace w wyniku aktywnosci a-amyl-
3zy), lecz nie jest on w stanie hydrolizowaé glikogenu. Typ izoamylazy DBE przeja-
Wia SWojg aktywno$¢ w stosunku do glikogenu, amylopektyny i B-limit dekstryn, jest
niealk‘tywny przy hydrolizie pullulanéw [4, 20]. U ro$lin wyzszych typ 1zoamylazy po-
Slada Mmasg czasteczkowg okoto 340—-500 kDa. Obserwacje prowadzone nad mutanta-
mi kukurydzy — sugary! (sul) i ryzu umozliwly dostrzezenie roli DBE przy syntezie
amylopektyny. Obecnie przyjeto, ze typ izoamylazy DBE uczestniczy w procesie bio-
SYntezy skrobi [62].
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Rozklad skrobi

Wiadomosci ogdlne

Wiekszo$¢ roslin syntetyzuje 1 degraduje skrobi¢ w zaleznosci od wielu czynni-
kéw wewnetrznych 1 zewngetrznych, a takze m.in. od okresu ich rozwoju. Ma to zna-
czenie w wypadku organdéw spichrzowych, takich jak bulwy czy korzenie. Proces de-
gradacjinie jest jednakowy we wszystkich organach danej ro$liny. Réznice mozna za-
obserwowa¢ w wypadku endospermu ziarniakdw, ktory traktowany jest jako torba ze
skrobig, do wnetrza ktérej uwalniane sa enzymy hydrolizujace. Uwalniana glukoza
pobierana jest przez zarodek przez caly czas jego rozwoju. W zasadzie nie mozna tu
zaobserwowac¢ zadnego mechanizmu kontrolujacego ta dystrybucj¢ [49]. W wypadku
innych roslin rowniez malo poznano proces regulacji degradacji skrobi. Dla wigk-
szos$ci enzymoOw rozktadajacych skrobie¢ mozna wyréznié rozng lokalizacje ich form,
co oznacza, ze istnieje kilka szlakow ich degradacji [37]. Rozk}ad skrobi zachodzi
z udzialem dwéch gtéwnych enzymow: a- i B-amylazy. Obydwa enzymy hydrolizuja
rozpad wiazan a-1,4-glikozydowych, przy czym a-amylaza (endo-amylaza) dziafa
w przypadkowych miejscach, a B-amylaza ,,atakuje” wylacznie wigzania najbardzie]
zewnetrzne (miedzy drugim a trzecim wiazaniem a-1,4-glikozydowym) i odcina ko-
lejne czasteczki dwucukru maltozy od konca polimeru. Degradacja ziarenek skrobi
jest inicjowana poprzez ,,atak’ a-amylaz [2].

W wyniku oddziatywania amylaz na nierozgaleziony polimer —amyloze powstaje
mieszanina glukozy i maltozy. W wypadku substratu, jakim jest amylopektyna, dodat-
kowym produktem sa matoczasteczkowe oligosacharydy zawierajace wigzania
a-1,6-glikozydowe. Ostateczny rozktad maltozy do glukozy katalizowany jest przez
a-glukozydaze. W chloroplastach wystepuje inny zestaw enzyméw rozkladajacych
skrobie. W procesie tym bierze udziat endoamylaza, hydrolizujaca wiazania o.-1,4-gli-
kozydowe pomiedzy punktami rozgalezien w amylopektynie. Wystepuje tu rowniez
bardzo aktywna fosforylaza (Phol), ktéra w obecnosci jondw ortofosforanowych
rozklada te krétkie tancuchy z wydzieleniem glukozo-1-fosforanu [24].

Niedawno zidentyfikowany enzym: wodna dikinaza a-glikanéw (dawniej -
biatko R1) réwniez bierze udziat w degradacji skrobi [37]. Innymi enzymami uczest-
niczacymi w rozkladzie skrobi sa m.in. DBE oraz D-enzymy, ktére w zaleznosc od
organizmu ro$linnego sa aktywne przy biosyntezie lub degradacji [62].

Przeglad enzyméw bioracych udziat w rozktadzie skrobi

Alfa-amylaza (EC 3.2.1.1) nalezy do endoamylaz, taczy si¢ z ziarenkiem Skﬂ?bi
1 katalizuje rozpad wigzan a-1,4-glikozydowych [24]. Ma masg CZQ‘StCCZkOVYac mig”
dzy 47 a 56 kDa [1]. Zaangazowana jest w indukowang chtodem degradacje¢ ziarenek



Enzymy biorqce udzial w biosyntezie i rozkladzie skrobi... 65

skrobi (cold-induceed sweetening) bulw ziemniakéw [41]. Alfa-amylaza odgrywa
glowng rol¢ w procesie mobilizacji skrobi. Optimum pH dla a-amylazy wynosi
5,5-6,5 [6].

Beta-amylaza (EC 3.2.1.2) rozklada amyloz¢ do B-maltozy, ,,atakuje” réwniez
amylopektyng, ale ,,zatrzymuje” si¢ na wigzaniach a-1,6-glikozydowych, ktérych nie
jest w stanie hydrolizowa¢ [3]. Beta-amylaza nalezy do egzo-amylaz i katalizuje
uwolnienie -maltozy od konca nieredukujacego poliglikanu [59]. Masa czasteczko-
watego enzymu wynosi okolo 60 kDa. Przylaczenie jej do powierzchni ziarenka zale-
zy od metabolicznego stanu tkanki rosliny [35]. Uwaza sig, ze nie wszystkie roslinne
B-amylazy sq zaangazowane w rozktad glikanéw polaczonych wiazaniami a-1,4-gli-
kozydowymi. Wnioski te oparte s3 o wyniki badan wykazujacych obecno$¢ p-amyl-
azy w tkankach pozbawionych skrobi. Dodatkowo, wyniki eksperymentéw prowa-
dzonych nad wsobna linig ryzu pozbawiona B-amylaz, wykazaty, ze kietkowala ona
normalnie [39]. Optimum pH dla tego enzymu wynosi 6,5 (ziemniak) [60] i 5,0 (jecz-
mien) [63], natomiast temperatura optymalna to 40°C (ziemniak) [60] i 55°C (jecz-
mien) [63].

DBE - hydrolizuja wiazania o-1,6-glikozydowe. W procesie degradacji skrobi
uczestniczy typ pullulanazy DBE [62].

Wodna dikinaza o-glikanéw (GWD - glucan, water dikinase), dawniej na-
zwana biatkiem 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-
1 AMP. GWD wykazuje wysokie powinowactwo do ATP jako substratu
(Km 0,23 pM) [38]. Enzym ten posiada masg czasteczkowa 157 kDa i jest zaliczany
do enzymow zwiazanych z ziarenkiem skrobi [25]. Antysensowna represja R1
U ziemniaka powodowala wysoka redukcje catkowitej ilosci fosforu zwigzanego ze
skrobig. Wptynela ona réwniez hamujaco na proces powodujacy powstawanie stod-
kosci bulw ziemniaka pod wplywem przechowywania w niskich temperaturach
(cold-sweetening), hamujac go [24]. Ostatnio zbadano optimum pH i temperatury dla
'¢go enzymu i wynosza one odpowiednio: pH - 7,0 [38] oraz 35°C [27].

Fosforylaza — SP (starch phosphorylase) (EC2.4.1.1) Katalizuje odwracalna fos-
forolizg or-glikanéw, produkujac powstawanie glukozo-1-fosforandéw jako jednych
“ produktéw reakeji [18]. W wypadku kierunku syntezy reakcji — jednosta glukozy
trfmsportowana jest z Glc-1-P do nieredukujacego konca poliglikanu z uwolnieniem
licorganicznego fosforu. Mozna wyréznié dwie podstawowe 1zoformy: Phol i Pho2
Plastydowa forma — Pho2 o masie czasteczkowe)j ponad 100 kDa i cytozolowa —
Phol-masa czasteczkowa okoto 90 kDa) [2, 16, 58]. U ziemniaka zsekwencjonowano
dwa typy Phol. Oba biatka (nazwane Phola i Pholb) wykazuja wysoka homologie
¥ sekwencji aminokwasow (81-84%) [13, 50].

..
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Alfa-glukozydaza (AGL) (EC 3.2.1.20) Enzym przeprowadzajacy egzohydroli-

ze wiazan o-1,4-glikozydowych od konca nieredukujacego lancucha poliglikanéw
zuwolnieniem a-D-glukozy. Masa czasteczkowa tego enzymu wynosi 97 kDa [15].

Podsumowanie

Celem pracy bylo zebranie i przedstawienie najwazniejszych enzymow (réwniez
i innych bialek) bioracych udzial w przemianach oraz regulacji tworzenia i rozkfadu
skrobi u roslin. Mozna zaobserwowa¢ wzrastajaca ilo§¢ informacji dotyczacych tego
polisacharydu, nadal jednak pozostaje tajemnicg proces inicjacji tworzenia tancu-
chow jednostek glukozy potaczonych wiazaniami a-1,4-glikozydowymi. Catly czas
trwaja badania nad hipotetyczna amylogenina. Istnieje cala sie¢ powiazan migdzy
wspoldzialajacymi enzymami dwoch podstawowych szlakéw przemian skrobi. Rola,
jaka spelnia cze$¢ tych enzymow w czasie biosyntezy i degradacji réwniez nie jest do
konca wyjasniona. Stwarza to mozliwo$¢ prowadzenia nowych badan, tworzenia mu-
tantéw o pozadanych cechach. Uzyskane informacje pozwola ingerowac w proces
syntezy i rozkiadu, co wptynie na ilo$¢ i jako$¢ pozyskiwane;j skrobi.
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Enzymes involved in biosynthesis
and degradation of starch in the plants
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Summary

Starch is an insoluble carbohydrate reserve stored in plastids, consisting of two
homopoliglucans —amylose and amylopectin. It is the 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 aresult 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.



