Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie

Katefina Riegelova

Enzymy podilejici se na metabolismu Skrobu

Enzymes which take part in the metabolism of starch

Bakalafska

prace

Vedouci zavérecné prace / Skolitel:

doc. RNDr. Helena Ryslava CSc.

Praha, 2012



Prohlaseni:

ProhlaSuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd cast

nebyla predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademickeho titulu.

V Praze, 28.5.2012

Podpis



Rada bych touto cestou pod€kovala své vedouci bakalarské prace doc. RNDr. Helené

Ryslavé CSc. za cenné rady a odborny dohled pii vykonavani prace. Dale bych chtéla

podékovat RNDr. Veronice Doubnerové Ph.D. Nemohu opomenout ani rodinu a pfatele,
kteti m¢ po celou dobu studia podporovali a byli mi oporou.



1.1

1.2

1.3

2

3

3.1
3.2

OBSAH

Seznam pouZitych ZKrateK......coveiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinicneenns 6
N 113 L 7
N 1] 1 T 8
0o T 9
Autotrofni a heterotrofni OrganiSmYy .........cooeeecvveecnssencssnisssancssssnesssassssssssssssssssssssssans 9
1.1.1 AUtotrofni OrganiSMY .....cooooiiiiii 9
1.1.2 Heterotrofni organisSmy ... 9
SACRATIAY cevvierruricirnncssanisssanssssanesssanssssnnssssnssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnssss 9
1.21 Syntéza sacharidl fotoSyntezZou...........oooviiiiiiiiiiiiiee e 10
1.2.2 Rozdéleni sacharidu podle poctu sacharidovych jednotek.................. 14
1.2.2.1  MONOSAChATIAY ...ccuveeiiieiieiieeieeeite ettt 14
1.2.2.2  OligoSacharidy ........cccceeevuieiiiieeiiie ettt e e e 15
1.2.2.3  PolySacharidy........ccocouiiiiiiiiiieeiiieeeeee e e 16
1.2.3 Rozdéleni sacharidl podle funkce ........coooeeeeeeeeiiiiiee 17
1.2.3.1  Transportni SAChAIIAY ........cc.eevuiiiiiiiiiiiiieiiee e 17
1.2.3.2  Strukturni SaCharidy.........ccccvueeeiiiieiiieeieeceeee e 19
1.2.3.3  Z&SObNi SAChATIAY .....eeveieiiiiiiieeiieeeeee e e 21
] 4 1) 23
1.3.1 VYZNAM SKIODU.....ceeiiiii e e eeeeeeeees 23
1.3.2  VIastnosti SKrobU ............oeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 23
L0 07 B N 1 1) 74 (01 TP 24
1.3.2.2 AMYIOPEKEIN ..coutiiiiiiiiiiiiecieeeeeeee et 25
1.3.3 MetabolisSmus SKrobu.............oooo 25
1.3.3.1  AnaboliSmus SKIODU ....c.c.coiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 26
1.3.3.2  Katabolismus SKIobU .......ccccueiiiiiiiiiiieeee e 28
1.3.3.3 Metabolismus asimilacniho SKIrobu ...........cccceceveeeiiiieciiecieeeee e 29
L 1 o - T - 31
Material @ metody ... ———— 32
ROStINNY AMUEETIAL ..c.cuueieviiiiiiniiiiiiiiiniinniiniissicssissaeississstesssissssssssssssssssssesssessssens 32
L0017 11111 TR 32



3.3 PUITY teveeeeeeeieeeieeeeetteeeeitteeesaeeeesaseessssteessssseessssseesssseessssseesssssessssen 32

R 2R SN 1 3 1] 3 1) IO 32
3.5 PFIPrava €NZYMU....ecceiiieiciiciseiossscssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 33
3.5.1 Stanoveni enzymoveé aktivity ...........ooiiiiiiiiii 33
3.5.1.1 Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na teploté..........ccccoeevveerciveennennns 34

3.5.1.2 Stanoveni mnozstvi produktu v zavislosti na €ase ..........ccceeeerviervercieeneenne 34

3.5.1.3  Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na pH.........cccoceeviiriiiniiniienen. 35

3.5.1.4 Stanoveni enzymové¢ aktivity v zavislosti na druhu pufru........c.ccccvveeneennn. 35

I VA = (=Y o 1/ 37
4.1 Zavislost aktivy a-amylasy a fosforylasy na pH ........cceieeivricivencnssencssencssnencsssnscses 38
4.1.1 Vliv pH na Stépeni Skrobu v citratfosfatovych pufrech......................... 38
4.1.2  Vliv pH na Stépeni Skrobu ve fosfore€nanovych pufrech..................... 39
4.1.3  Vliv pH na stépeni Skrobu v boratovych pufrech ............ccccveiiiee. 40

4.2  Zavislost Sté€peni SKrobu NA CASE.....ccovvierierrernsressaissnnsserssansssasssssessasssssssssssssssssasssases 41
4.3  VIiv teploty na St€peni SKroDU ......cceiceireiseicseisecseicsensenssecsensncssecsssssesssecsssssesssseseens 43
5  DiSKUSE...coiiiiieeeeeii it 44
B ZAVEK ... s 45



Seznam pouzitych zkratek

3-PGA 3-fosfoglyceraldehyd

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

DTT dithiothreitol

EDTA Ethylediamintetraoctova kyselina
NADP" Nikotinamidadenindinukleotid fosfat
PVP Polyvinypolypyrrolidon

UDP Uridindifosfat

UTP Uridintrifostat

Neni-li uvedeno jinak, jsou veskeré sacharidy v konfiguraci D.



ABSTRAKT

Skrob je ulozen v plastidech zasobnich organti rostlin nebo v chloroplastech
fotosyntetickych pletiv. Tento zasobni polysacharid miize byt degradovan hydrolyticky
a-amylasami (EC 3.2.1.1.) nebo fosforolyticky fosforylasami (EC 2.4.1.1.). Extrakt
piipraveny z listi tabaku (Nicotiana tabacum L.) §tépil barevny Skrobovy substrat. pH
optimum hydrolytického $tépeni bylo pH 8,0, pH optimum fosforolytického Stépeni pH 7.,4.
Rychlost Stépeni Skrobu byla nejvyssi pfi teploté 55 °C. Pro Sté€peni Skrobu v listech tabaku

ma veétsi vyznam a-amylasa neZ foforylasa.



ABSTRACT

Starch is stored in plastids of plant storage organs or in chloroplasts of photosynthetic
tissues. This storage polysacharide can be degraded hydrolytically by a-amylases (EC
3.2.1.1.) or phosphorolytically by phosphorylases (EC 2.4.1.1.). An extract prepared from
tobacco leaves (Nicotiana tabacum L.) was found to disintegrate the dye—labeled starch
substrate. The optimal pH of the hydrolytic cleavage was 8.0, while the optimal pH of the
phosphorolytic cleavage was 7.0. The highest starch cleavage rate was observed at 55 °C.

a-amylase is more important for cleavage of starch in tobacco leaves than phosphorylase.



1. Uvod

1.1 Autotrofni a heterotrofni organismy

Zakladnimi zplsoby metabolismu podle zdroje ptijimaného uhliku jsou heterotrofie a

autotrofie.

1.1.1 Autotrofni organismy

Autotrofni organismy ziskavaji energii bud’ oxidaci anorganickych latek (chemolitotrofni
bakterie) nebo zachycuji svételnou energii, kterou vyuzivaji k syntéze latek organickych
z latek anorganickych jako jsou CO,, dusi¢nan a siran. Celd rostlina je autotrofni jen u

vyvojové nejnizsich rostlin. [1]

1.1.2 Heterotrofni organismy

Heterotrofni organismy nebo bunky ziskavaji zdroj uhliku, ktery je nezbytny pro jejich
zivot, z organickych sloucenin, které vyradbé&ji zelené rostliny v procesu fotosyntetické
asimilace. Nejsou schopny syntetizovat organické latky zlatek anorganickych. Cast
organickych latek oxiduji na latky s nizkym obsahem energie (CO,, H,O) a ziskanou energii
vyuzivaji k zajiSténi Zivotnich déjh.

U rostlin maji heterotrofni zpiisob vyZivy jak nékteré nezelené rostliny, tak 1 mladé kli¢ni
rostlinky zelenych rostlin, nebot’ nemaji vyvinuté zelené asimilacni listy nebo zelené délohy. I
organy zelenych rostlin, které nemaji chlorofyl, se vyzivuji heterotrofné, napt. kofeny, kvéty,

plody a néktera pletiva.

1.2 Sacharidy

Sacharidy jsou zéakladni sloZzkou vSech zivych organismi. Spolu s bilkovinami a tuky se
fadi mezi hlavni ziviny. Zékladni stavebni jednotku sacharidu tvoii monosacharid.
Chemickym sloZenim patii mezi polyhydroxyaldehydy ¢i polyhydroxyketony, které maji
alespon tii alifatické uhliky.[2] Sacharidy slouZi jako zdroj energie a stavebni jednotky bunck

stejn¢ jako glykoproteiny, hormony, vitaminy. Sacharidy jsou ve znacné koncentraci
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v rostlinnych buiikach, v né€kterych rostlinnych organech jich je v susin€é az 90 %. Vyznam
sacharidl v pfirod¢ je obrovsky. Jako energeticky zdroj v metabolismu se sacharidy ukladaji

ve form¢ polysacharidii v organismech jako reservni latky, u rostlin v hlizach a kotenech.

1.2.1 Syntéza sacharidi fotosyntézou

Sacharidy vznikaji v autotrofnich organismech biochemickym procesem — fotosyntézou,
jejiz produktem je triosafosfat (=dihydroxyacetonfosfat, glyceraldehydfosfat). Fotosyntéza
pfedstavuje z fyzikalniho hlediska pfeménu energie ze slunecniho zafeni na chemickou
energii. Timto zpusobem rostliny vytvaii rtizné metabolity jako jsou sacharidy, lipidy,
nukleové kyseliny a proteiny. Pro vSechny tyto procesy je CO, pouzivan jako vychozi latka.
[3]

Zasadni organela pfi fotosyntéze je chloroplast (Obr.1 ). V jedné butice zeleného listu jich
byva 20 az 100. Kazdy chloroplast je ohrani¢eny dvojitou membranou, kterd ohranicuje
stroma. V ni je sit’ uzavienych membran ve tvaru stlacenych méchytkli, které se nazyvaji

thylakoidy. Thylakoidy maji vrstevnatou strukturu.

Stroma
lamellas
(site of PSI)

Intermembrana space

Thylakoid

—

-

Grana lamellaa< |
(stack of L
thylakoids and
site of P5II)

Thylakoid —— .
\ lcmen i o 4 f_'r _ | Stroma
I|'|r1n5-rI Cranum lamella
ervelope (stack of thylakoids)

Obr. 1.: Struktura chloroplastu [1]
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Na sebe naskladané thylakoidy tvoii grana, ktera jsou pro vysoky obsah chlorofylu intenzivné
zelend a proto jsou schopna absorbovat dopadajici svétlo.

Chemicky je fotosyntéza narocny proces, pii kterém se musi pfevést uhlik v podob& CO, v
oxidované formé na redukovanou formu uhliku - sacharidy.[4] Fotosyntéza je endergonicky
redukcni proces, ktery se skldda ze dvou na sebe navazujicich hlavnich casti. Prvni neboli
svételna faze je podminéna energii slunecniho zareni. Fotony dopadaji na chlorofyl v
chloroplastech rostlin. Energie fotontl §t&pi vodu na kyslik a vodik, ktery redukuje NADP" na
NADPH+H" na vnéj§i strané thylakoidi. Gradient protonii je vyuZit k syntéze ATP pies
komplex ATP-synthasy. Produkty svételné faze jsou spotiebovavany v druhé fazi k syntéze
sacharida z CO;. [1]

V thylakoidni membrané chloroplastu (obr.2)  jsou umistény pigment-proteinové
komplexy fotosystémii (fotosystém I a II - PSI a PSII) a jejich svétlosbérné komplexy (Light
Harvesting Complexes - LHC). Kazdy fotosystém ma své reakéni centrum. Reakéni centrum
ma nékolik molekul chlorofylu, vdzanych na bilkovinu. Mezi fotosystémy jsou umistény

elektronové prenaSece — plastochinony, cytochromové prenasece.

STROMA (low H*)

Electrochemical

potential
gradient
Oxidation
of watar
LUMEN {high H™)

Obr.2.: Schéma fotosyntézy v chloroplastu rostlin s prenosem vodikovych protonii a
tvorbou ATP. PS II — fotosystem II, PS I — fotosystéem I. Prenos vodikovych proteinu
znazornén modrou kiivkou. Vpravo enzym ATP-asa smérujici kulovitym utvarem do stromatu
a vyuzivajici energii uvolitovanou pri zpétném toku protonii po jejich spadu zpét do stromatu

pro tvorbu ATP. [1]
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Slunecni energie je zachycena svétlosbérnymi komplexy, pfeddna do reakcéniho centra
fotosystémi a zde dochdzi vlivem energie fotoni k excitaci molekul chlorofylu. Z
excitovanych molekul chlorofylu se uvoliiuji elektrony s vysokou energii a ty jsou predavany
pies plastochinony na komplex cytochromli be/f. Dale putuji pies plastocyanin do
fotosystému 1.

Pfeména energie je zalozena na transportu elektronti spolecné s transportem protont pies
membranu. Timto zplUsobem je energie excitovanych elektronti uchovavana jako
elektrochemicky vodikovy potencidl. Fotosyntetické reakéni centrum a hlavni komponenty
elektronového transportniho ftetézce jsou vzdy lokalizovany na thylakoidni membrané

(Obr.3). [1]

STROMA

Thylakoid

Il

LHCN PsSIl Cytochrome  PSI ATP synthase
trimer &J’:ﬁmw "

Obr.3.: Usporadani hlavnich casti fotosyntézy na membrane chloroplastu

Reakce umoznujici vznik triosafosfatu z CO,, ATP a NADPH byly diive nazyvany
temnostni fazi fotosyntézy, nebot’ tyto reakce jsou na svétle nezavislé, tudiz by teoreticky
mohly probihat v noci. Ve skutecnosti tyto reakce v noci v listech neprobihaji, protoZe n¢které
enzymy tohoto cyklu jsou diky regulacnim procestim aktivni pouze béhem svétla.[1] Celkoveé
se na fixaci jedné molekuly CO, spotiebuji 3 molekuly ATP a 2 molekuly redukovaného
NADPH+H".

Oxid uhli¢ity slouZzi jako zdroj uhliku pro buiiku, spolu se zdroji N a P a mineralnimi
ionty K, Mg*, Ca®", Na" je vyuzivan pro bun&eny rist a syntézy.[5] Fixace CO, probiha
Calvinovym cyklem. Calvintiv cyklus se sklada ze 3 fazi (Obr.4.): fixace CO; na ribulosa-
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1,5-bisfosfat vedouci ke vzniku 2 molekul 3-fosfoglyceratu, redukce 3-fosfoglyceratu na
triosafosfat a regenerace akceptoru CO, — ribulosa-1,5-bisfosfatu.[6] Klicovym enzymem
cyklu je ribulosabisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (dale jen RuBisCo, EC 4.1.1.39).
Oxygenasova aktivita katalyzuje vedlejsi reakci, kdy dochazi k reakci s O, za vzniku jedné
molekuly 3-fosfoglyceratu a jedné molekuly 2-fosfoglykolatu [1]. RuBisCo katalyzuje prvni
fazi Calvinova cyklu - karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu. RuBisCo se sklada z 8 velkych
(katalytickych) a 8 malych podjednotek tvoficich hexadekamer. RuBisCo je nejhojnéjSim

enzymem v pfirod¢ a zaroven jedinym enzymem, ktery umoziuje fixaci atmosférického CO;

pro vznik biomasy [1]

CQ,
\ Carboxytation
- .,
e .

Ribulosa 1,5-bisphosphate 3-Phosphoglycerate

ADP « 4 e ATP
X

AP —— l"l---_ = ADP

f Redudtion NADPH + H&

‘ ¢ T NADP® 4 P

\ Regeneration /
— /

\ Triose phosphate [_ WJ "
Fa
d Transport

. / | Tonspert |

- -
-
- -
-
CHLOROPLAST STROMA CYTOSOL

Obr.4.: Schématické znazorneni tri hlavnich fazi Calvinova cyklu — karboxylace, redukce a

regenerace.[1]

3-fosfoglycerat je fosforylovan fosfoglyceratkinasou (EC 2.7.2.3) na 1,3-
bisfosfoglycerat (Obr.5) V této reakci se spotfebuje jedna molekula ATP a NADPH+H".
Vysoky stupeti NADPH+H' v chloroplastech (50-60%, redukovany) dovoluje uéinnou
redukci 1,3-bisfosfoglycerat enzymem NADP-glyceraldehydfosfatdehydrogenasu (EC
1.2.1.13) na glyceraldehyd-3-fosfat. Triosafosfatisomerasa (EC 5.3.1.1) katalyzuje
izomerizaci glyceraldehyd-3-fosfatu na dihydroxyacetonfosfat. Tato pfeména aldosy v ketosu
probihd pies 1,2-enediol jako meziprodukt a v podstaté¢ je podobna reakci katalyzované
ribosafosfatisomerasami (EC 5.3.1.6). Rovnovaha reakce je ve prospéch ketonu.
Triosafosfatasy (celkové) tvofi 96% dihydroxyacetofosfatu a pouze 4% glyceraldehyd-3-

fosfatu. Fixace 3 molekul CO, Calvinovym cyklem je spojena se syntézou 6 molekul 3-
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fosfoglyceratu, které jsou preménény na 6 molekul triosafosfatu. Z téch je pouze 1 molekula
vyuzitelna pro rizné biosyntetické procesy bunky. Zbyvajicich 5 triosafosfati je nezbytnych

pro regeneraci 3 molekul ribulosa-1,5-bisfosfatu. [1]

NADP- glyceraldehyd-

fosfoglyceratkinasa fosfatdehydrogenasa
ATP ADP NADPH + H® NADPY triosafosfatisomerasa
i \ 4 . \ d H
0. 0% \ /0. .0-poi® \ . 0. _H |
Ne ‘\\ / *‘tlz : \ f,-’ =g H—C—OH
H-C-OH T H—l:l_“,—DH » H-C-OH = - rlzzo
H-C-0—PD® H—Ell—D—PG;?‘a \ H-C-0—pP032°® H—(IS—D—PD§E'
H H P H H
3-fosfoglycerat 1.3-bisfosfoglycerat D-glyceraldehyd-3-fosfat dihydroxyacetofosfam
L — -
Triose phosphate

Obr.5.: Druha faze Calvinova cyklu — redukce 3-fosfoglyceratu na triosafosfat (upraveno z

[1])

1.2.2 Rozdéleni sacharidi podle poctu sacharidovych jednotek

Sacharidy se rozdéluji podle poctu sacharidovych jednotek do tii skupin na
monosacharidy s jednou sacharidovou jednotkou, oligosacharidy se 2-10 spojenymi

monosacharidy a na polosycharidy, které maji vice nez 10 jednotek.

1.2.2.1 Monosacharidy

Monosacharidy jsou nejjednodussi cukry, které nelze déale rozlozit. V rostlinné fisi jsou
soucasti veétSiny biochemickych procesi.

Né&které monosacharidy, které vznikaji béhem fotosyntézy byly zminény v kapitole 1.2.1.
Ovsem v Calvinové cyklu vznikaji dal$i monosacharidy jako meziprodukty. Enzym
transketolasa (EC 2.2.1.1) pfenasi cukerny 2-uhlikaty zbytek z fruktosa-6-fosfatu na
glyceraldehyd-3-fosfat za vzniku xylulosa-5-fosfatu (Obr.6.) a erythrosa-4-fosfatu (Obr.6.)
reverzibilni reakci. Xylulosa-5-fosfat je prekurzor ribulosy-5-fosfatu. Z erythrosa-4-fosfatu

vznika sedoheptulosa-1,7-bisfosfat (Obr.6.).
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—~CH

—O—I

IT‘ -;l.':i}

H -{l;- "OH H O HO-—E:-—H
=0 C H—C—OH

HO—C~H H-C-OH H-C-OH

H—?—OH H-C—0H H—? ~OH

I-I—-(ll—-O—{P) H-C-0-& H—?—O—@
H H H

Obr.6.: Xylulosa-5-fosfat Erythrosa-4-fosfat Sedoheptulosa-7-fostat

Monosocharidy jsou i dulezitou soucasti bunééné stény. Zastupci hexos jsou — B-D-
galaktosa, B-D-glukosa, B-D-mannosa. Pentosy jsou B-D-xylosa, B-L-arabinosa a a-D-apiosa.

Zastupci deoxymonosacharidli v bunécné sténé€ jsou a-L-rhamnosa a a-L-fukosa.[1]

1.2.2.2 Oligosacharidy

Dva monosacharidy mohou byt vazany O-glykosidovou vazbou, ¢imZ se mohou fetézit
monosacharidové jednotky do wvysSSich celkli. Oligosacharid vznikd vzdy z reaktivni
poloacetalové hydroxylové skupiny jedné molekuly monosacharidu s poloacetalovou nebo
jinou hydroxylovou skupinou druhého monosacharidu. Podle druhu glykosidické vazby se
disacharidy déli na redukujici - vyznacuji se pfitomnosti glykosidové vazby mezi atomem C1
jednoho monosacharidu a atomem C4 druhého monosacharidu (laktosa, maltosa) a
neredukujici - vyznacuji se pfitomnosti glykosidové vazby mezi atomem C1 jedné molekuly
monosacharidu a atomem C1 druhé aldosy nebo atomem C2 ketosy (trehalosa, sacharosa).
Kazda molekula oligosacharidu obsahuje 2-10 monosacharidovych jednotek.

Trehalosa (Obr.7 ) je oligosacharid skladajici se ze dvou molekul glukosy spojenych 1,1—
vazbou. Trehalosa a trehalosafosfat jsou dulezité signalni metabolity podilejici se na ucasti
regulace metabolismu u rostlin - v rostlinach stimuluji syntézu Skrobu, zvysuji odolnost viici
suchu a podileji se na ovliviiovani kveteni a maturace embryi. Mechanismy téchto reakci musi
byt jesté objasnény. Trehalosafosfat vznika syntézou glukosa-6-fosfatu a UDP-glukosy, diky
enzymu trehalosafosfatsynthasa (EC 2.4.1.15). Trehalosa vznika =z trehalosafosfat za
odstépeni UDP pomoci trehalosafosfatfosfatasy (EC 3.1.3.12). [1]
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Obr.7.: Molekula threhalosy

Dalsi zfady disacharidl je sacharosa (viz kapitola 1.2.4.), ktera se sklada zjedné
molekuly glukosy a jedné molekuly fruktosy. Sacharosa je bild krystalicka latka. Sacharosa
neboli fepny ¢i titinovy cukr je neredukujici disacharid, ktery se hojné vyskytuje v rostlinach.
Pouziva se v potravinaistvi jako nejbéznéjsi sladidlo (potravinaisky cukr).[7] Chemicky zapis
sacharosy je O-B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid. Obé oxoskupiny jsou skryté v
acetalové formé, kruhy se tedy nemohou otvirat, a proto je sacharosa neredukujici cukr [4].

Maltosa neboli sladovy cukr se uvoliuje pii kliceni je¢mene tzv. hydrolyzou Skrobu.
Patii mezi redukujici disacharidy. Spolu s isomaltosou se uvoliiuje pifi trdveni Skrobu a
glykogenu. Jeji molekula se sklad4 ze dvou molekul glukosy spojenych a(1—4) glykosidovou

vazbou.[2]

1.2.2.3 Polysacharidy

Polysacharidy jsou fazeny mezi vysokomolekularni latky, které se skladdaji z vice nez 10
monosacharidovych jednotek. Vznikaji kondenzaci cukernych jednotek; tvofi se tak rtzné
dlouhé¢ linearni nebo vétvené fetézce.[4] Nekteré polysacharidy jsou rozpustné ve vodé a tvori
koloidni roztoky nebo bobtnaji, jiné jsou zcela nerozpustné. VétSina sacharidii nalezenych v
pifirod¢ se vyskytuje jako polysacharidy o vysoké molekulové hmotnosti. Z polysacharidii
vznikaji kyselou ¢i enzymatickou hydrolyzou monosacharidy, nebo jejich jednoduché
derivaty.

Polysacharidy mutzeme dé¢lit na  homopolysacharidy, které jsou tvofeny
z monosacharidové jednotky jediného druhu, a heteropolysacharidy, které vznikaji kombinaci

riznych monosacharidi.[4]
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1.2.3 Rozdéleni sacharidi podle funkce

Sacharidy jsou jedny ze zakladnich rostlinnych pfirodnich latek, které mtizeme délit podle

jejich specifické funkce do tii skupin — transportni, strukturni, zasobni.

1.2.3.1 Transportni sacharidy

Hlavni transportni sacharid rostlin je sacharosa. Syntéza sacharosy (Obr.8 ) vychazi z Glu-
1-fosfatu a UTP, kdy vznika UDP-glukosa pomoci UDP-glukosapyrofosforylasy (EC 2.7.7.9).
Poté sacharosafosfatsyntasa (EC 2.4.1.14) pifenaSi glukosovy bytek z UDP-glukosy na
fruktosa-6-fosfat za vzniku sacharosa-6-fosfatu. Sacharosafosfatfosfatasa (EC 3.1.3.24)
hydrolyzuje sacharosa-6-fosfdt na sacharosu a tim odvadi produkt reakce katalyzované
sacharosafosfatsyntasou a vzdaluje ji tak dosazeni rovnovahy. Celkové je reakce syntézy
sacharosy irreverzibilnim procesem. Vedle sacharosafosfatsynthasy, rostliny obsahuji i
sacharosasynthasu (EC 2.4.2.13), katalyzujici reverzibilni pfeménu UDP-glukosy a fruktosy
na sacharosu a UDP. Tato reakce primarné neni soucasti syntézy sacharosy, ale slouzi pro
vznik UDP-glukosy a fruktosy z UDP a sacharosy. Sacharosasynthasa se nachazi predev§im v
nefotosyntetickych ¢astech rostlin. Je napf. soucasti rozkladu sacharosy v amyloplastech
zéasobnich tkéni, napt. hliz brambor, coz vede k podpofe syntézy Skrobu. Také se tcastni
syntézy celulosy a kalosy. Do bunék se sacharosa dostavd bud’ ptes sacharosovy pienasec,
nebo muze byt vné builky rozSt€pena extracelularni invertasou na fruktosu a glukosu, které
jsou do buiiky ptfeneseny pies hexosovy pienasec.[8] Sacharosa je syntetizovand v cytosolu
mezofylovych bunék.[9] V bunice je sacharosa Stépena invertasou (EC 3.2.1.26) na glukosu a
fruktosu nebo sacharosasynthasou na UDP-glukosu a fruktosu. Glukosa 1 fruktosa jsou
nasledné fosforylovany hexokinasami a glukosa-6-fosfat je prevedena na fruktosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfatisomerasou (EC 5.3.1.9). Dale jiz pokracuji klasické reakce glykolyzy.
Sacharosa muze ale byt i zasobni sacharid rostlin, a to v kofenech.

Dalsi transportni sacharidy jsou polyoly - cukerné alkoholy, které vedle sacharosy jsou
vytvareny jako primarni produkty fotosyntézy.[10] Ty pak mohou byt transportovany v
rostlinném téle na del§i vzdalenosti a maji mnoho rozmanitych funkci: od ptizplisobeni se
bunék osmotickému stresu az po zhasece volnych radikalt.[11]

Nejrozsitenéjsi polyolem je u rostlin mannitol. Jedna se o redukovanou formu mannosy se
Sesti uhliky v fetézci. Prekurzory pro jeho syntézu jsou, podobné jako u sacharosy,

triosafosfaty davajici vznik fruktosa-6-fosfatu, ktery je v dal§im kroku izomerovan na
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mannosa-6-fosfat. Ten je nasledn¢ NADPH-mannosa-6-fosfatreduktasou redukovan na

mannitol-1-fosfat, v poslednim kroku defosforylovaném na mannitol.[12]
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Obr.8.: Syntéza sacharosy [1]

Sorbitol je dalsi zastupce polyoli. Je syntetizovan ve fotosynteckych pletivech. O tomto
cukerném alkoholu je zndmo mén¢€ nez o mannitolu. Pfedevs§im je rozSifenym metabolitem u
jablonég, hrusky a merunky, dale také u jitrocele.[13] Jeho biosyntéza pfipominad syntézu
mannitolu. Sorbitol-6-fosfat vznikajici z glukosa-6-fosfatu ¢innosti NAD-dependentni aldosa-
6-fosfatreduktasy je v poslednim kroku defosforylovan fosfatasou na sorbitol.[14]

Dalsi rostliny, jako je napt. dyn€, n€které listnaté stromy (napf. citronovnik, liska, jilm a
olivovnik) sitkovicemi transportuji oligosacharidy rafinosové fady. V téchto oligosacharidech
je sacharosa spojena glykosidovou vazbou s jednou nebo vice molekulami galaktosy. Mezi

oligosacharidy rafinosové tady patii rafinosa s jednou molekulou galaktosy, stachyosa se
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dvéma molekulami a verbaskosa se tfemi molekulami glukosy. Tyto oligosacharidy také
slouzi jako zasobni latky a napt. v semenech hrachu, nebo fazole predstavuji 5-15% suSiny.
Clovék nema enzymy, které by katalyzovaly hydrolyzu a-galaktosidii, a proto nemiize
oligosacharidy rafinosové fady travit. K traveni téchto cukrit dochézi az jejich rozlozenim
anaerobnimi bakteriemi na konci stfeva, kde jsou tyto cukry metabolizovany za uvolnéni

travicich plynt.[1]

1.2.3.2 Strukturni sacharidy

Strukturni sacharidy jsou vétSinou nerozpustné ve vode¢, malo reaktivni z divodu
ptitomnosti intermolekularnich vodikovych mistku, které je zpeviiuji. V rostlinné isi to jsou
celulosa, hemicelulosa a pektin.

Nejrozsitengjsi strukturni sacharid je celulosa. Jedna se o linearni polysacharid, ktery vaze
vice nez polovinu uhliku pfitomného v atmosféte. Jednotky glukosy jsou vazané B(1—4)
glykosidovou vazbou, kterd umozniuje tvorbu dlouhych rovnych fetézci na rozdil od o-
glykosidové vazby. Jednotlivé glukosy jsou oproti predchéazejici otoceny o 180°, kyslik
pyranosového cyklu se tcastni vodikové vazby s hydroxylovou skupinou na C-3 nasledujiciho
monosacharidového zbytku.[9] Glukosové zbytky potiebné pro vznikajici fetézec celulosy
jsou dodavéany ve form¢ UDP-glukosy. Ta je bud’ uvolnéna z cytoplasmy, nebo se tvori
enzymem sacharosasynthasa. Celulosa je syntetizovdna enzymy nachdzejicimi se na
plazmatické membrané a nové vytvoreny fetézec celulosy je vylucovany do extracelularniho
prostoru, kde tvofi buné¢nou sténu. Kazdy fetézec celulosy obsahuje 2000-25000 molekul
glukosy (Obr.9 ). Celulosa nikdy nema podobu jednoho fetézce, ale vZdy okolo 36 fetézch
tvoticich mikrofibrilu, kterd je odolnd vaéi vodé€, chemickym a biologickym vlivim.
Predpoklada se, Ze diky mnoha sousedicim celulosasynthasam v membrané jsou vSechny
B(1—4) glukanové fetézce syntetizovany soucasné a do mikrofibrily se skladaji
samovolné.[1,4] V celulose rozliSujeme krystalické a amorfni oblasti. V krystalickych
oblastech jsou fetézce navzdjem vazany sekundarnimi vazbami, jedna se hlavné o vodikové
mustky. V amorfnich oblastech celulosovych vldken dochazi k absorpci vody. Molekuly vody
se v prvni fazi vazi na volné hydroxylové skupiny pomoci vodikovych mustkd. Dalsi

molekuly vody vytvareji vodikové mustky s jiz vdzanymi molekulami vody.
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Obr.9.: Mikrofibrilové viakno celulosy [1]

Hemicelulosa tvoii dilezitou slozkou bunééné stény. Radi se mezi polysacharidy, které
tvofi proktizeni mezi vlakny celulosy (Obr.10.). Zékladni slozkou je stejné jako u celulosy
glukosa, na kterou se miize vazbou a(1—6) vazat xylosa (Obr.11.), na kterou pak ddle mohou
byt navazany dalSi molekuly sacharidi napt. galaktosa a fukosa. Vazbou 1—2 mize byt
glukosa spojena se zbytky rliznych hexos a pentos (napf. arabinosa).[1] Rizné zemédélské

rostliny jako je kukufice, pSeni¢né a ryzové stonky obsahuji 20-40 % hemicelulosy.[15]

microfibril

Rhamnogalacturonan |
Hemicelluloses< Pactins (a pectin)
Cellulose / |
>

pratein

Obr.10.: Schématické znazornéni a pravdépodobné usporadani hlavnich strukturnich
komponent primdrni bunécné steny. Mikrofibrily celulosy (svétlezelené valecky) jsou obaleny

hemicelulosami (tmavezelené). Pektiny (Cerné) jsou dalsi spojovaci prvek. [1]
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Obr.11.: Vldkno hemicelulosy s navazanymi molekulami galaktosy, fukosy a
arabinosy [1]

Pektin (Obr.12.) je dal$i vyznamna slozka bunécné stény. Jedna se o smés polymert
kyselin odvozenych od sacharidi, jako D-galaktouronova kyselina, ktera je spojena o(1—4)
glykosidickymi vazbami. Nékteré karboxylové skupiny jsou esterifikované methylovymi
skupinami. Volné karboxylové skupiny postrannich fetézci mohou vazat Mg®™ a Ca*" ionty,
jejichz pritomnost odpovidd za vlastnosti podobné lepidlu reverzibiln€ spojujici sousedni
buiiky dohromady. Pokud tyto ionty chybi, stdva se pektin rozpustnou latkou. Pektiny se

kromé bunécné stény vyskytuji také v bunécné §tave vakuol.[1]

g L

o o- CHs;

Obr.12.: Chemicka struktura pektinu spojeného a(1—4) glykosidickymi vazbami[33]

1.2.3.3 Zasobni sacharidy

Rezervni polysacharidy tvoii zdsobu chemické energie, které se v pfipadé potieby muize
uvolnit jejich odbouravanim. Ve vod¢ jsou rozpustné, coz je zptisobeno mensim mnozstvim
vodikovych mustkd.

U rostlin mohou byt zasobni polysacharidy fruktany - rozpustné polyfruktosy. (Obr.13.).
Jejich syntéza probiha ve vakuole, kde jsou i skladovany. Fruktany jsou také ¢asto skladovany

v listech a stoncich mnoha obilovin mirného pasu, napt. jeCmene a pSenice. Fruktany rovnéz
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piedstavuji hlavni sacharid cibule a podobné jako rafinosové cukry jsou 1 fruktany pro
cloveka nestravitelné. Zéakladni struktura trisacharidu fruktanu je sacharosa spojena s dalsi
molekulou fruktosy, a ta se nazyva kestosa. Jsou zname 3 typy fruktanii. V prvnim typu je
fruktosovy zbytek glykosidicky vazan (6—2) vazbami. To jsou fruktany 6-kestosového typu.
Retézce o riizné délce (10-200 jednotek fruktosy) jsou prodluzovany dal§imi zbytky fruktosy.

B-Kesinse typa  CHyOH CH,OH CH,OH CH,OH
/J_-—D g, D 0
; > a-"“‘x.__j ~ sLr ".J
. —r}—<1 /CHstO= SCHA0=" ‘CH,OH
N— o Y
Sucrose Fr-(6—23)-Fru
HyOH
L ¥ _‘ CHaOH
| Fru-{1—=23)-Fru
1-Kastose type 1CH, o
b
J— ICH0H
! |- = n
CHaOH CH,

0
e
Lo\ CHaOH

Obr.13.: Vzorec fruktanu 6-kestosového typu a 1-kestosového typu.[1]

Tyto fruktany se také nazyvaji fruktany levanového typu a Casto se nachéazeji v travinach. V
druhém typu jsou jednotky fruktosy ve jsou spojeny s molekulou sacharosy (1—28)
glykosidovymi vazbami neboli fruktany 1-kestosového typu. Tyto fruktany také nazyvame
fruktany inulinového typu a skladaji se aZz z 50-ti molekul fruktosy. Treti typ jsou
neokestesové fruktany, kde jsou 2 polyfruktanové fetézce vazany k fruktosové molekule
sacharosy, a to jeden pomoci (1—2B) glykosidové vazby a druhy (6—2p) glykosidovou
vazbou se zbytkem glukosy molekuly sacharosy. Fruktany neokestosového typu jsou sloZeny
pouze z 5-10 fruktosovych jednotek.

Skrob je rostlinny zasobni polysacharid. Jednotlivé molekuly glukosy spolu interaguji za
vzniku Skrobu (viz kap.1.3.5.), jelikoz glukosa neni vhodnd jako zasobni sacharid
k uskladiiovani z divodu samovolné oxidace aldehydové skupiny na karboxylou. Navic skrob

nezvysuje osmoticky tlak jako jednotlivé molekuly glukosy.
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1.3 Skrob

diilezitymi vlastnostmi. Skrob je homopolysacharid slozen vyhradné z glukosylovych zbytka,
které jsou spojeny pouze dvéma typy vazeb a(1—4) a a(1—6) vazbou.[3] Sklada se ze dvou
hlavnich casti — amylosy a amylopektinu. Béhem dne se shromazd’uje v listech, kde probiha
fotosyntéza a v noci se vyuziva k podpote bunééného dychani a rastu.[14] Skrob vznika jako
hlavni metabolicky produkt v plastidech listh zelenych rostlin. V neautotrofnich ¢astech

rostlin (kofeny, n¢kterd semena) slouzi jako zasobni material.

1.3.1 Vyznam Skrobu

v

Skrob ma i ekonomicky vyznam, nebot je druhy nejhojnéjsi biopolymer na Zemi hned
Jako dostupny zdroj energie ho vyuziva S§iroké spektrum organismi (vyS$i rostliny,
zivoCichové a mikroorganismy). Mezi rostliny s nejvét§im procentudlnim zastoupenim Skrobu

patfi brambory, obiloviny, banény.

1.3.2 Vlastnosti Skrobu

Skrob je bily az nazloutly prasek bez chuti a zapachu, ve studené vodé nerozpustny.
Po chemické strance je Skrob makromolekularni latka s obecnym chemickym vzorcem
(CeH19Os)n. Zakladni stavebni slozkou je glukosa, kterd je primarné spojena a(l—4)
glykosidovymi vazbami.[1] glukosa se opakuje tisickrat az desettisickrat. Kromé glukosy
Skrob obsahuje jesté malé mnozstvi lipidl, proteinti a piiblizné 10-20 % vody. Nachazi se
piedev§im jako zasobni materidl v rostlindich v podobé nerozpustnych micel nazyvanych
Skrobova zrna (Obr.14) ulozenych v plastidech bunck semen, kotenti, hliz a listh. Kazda
rostlina mé charakteristickd Skrobova zrna, kterd se liSi velikosti (1 pm-100 pum), tvarem
(kulovy, ovalny, protadhly, ledvinovy tvar aj.), pomérem amylosy k amylopektinu,

architekturou a dal$imi rysy. [17]
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Obr.14.: Asimilacni Skrob v chloroplastu mezofylové bunky v listu tabdku na konci

dne. Skrobové zrno se v chloroplastu jevi jako velkd bila plocha.[1]

Skrobova zrna listd jsou obrovskd na konci dne a vétSinou jsou z velké &asti
degradovana v pribchu nésledujici noci, kdy je Skrob pfeménén na maltodextrin pomoci
nékolika enzym@ jako lineariza¢ni enzymy, glukan-H,O dikinasa a fosfoglukan-H,O
dikinasa.[18] Takovy Skrob se nazyva asimilac¢ni Skrob. Naproti tomu skrob zasobnich organt

(napf. semen nebo hliz) je ulozen po delsi Casové obdobi, a proto se nazyva zasobni Skrob. [1]

1.3.2.1 Amylosa

Amylosa (Obr.15) je linearni fetézec obsahujici jednotky a-D-glukosy navzdjem vazané
vazbou a(1—4) a proto je vlastné¢ polymerem disacharidu maltosy, pficemz tento polymer ma
strukturu levotocivé Sroubovice, do jejihoz nitra 1ze vazat az 20 % jodu. [19] Toho se vyuziva
v analytické chemii pii dikazech jodu [20]. V omezené mife dochéazi k vétveni asi na deseti
mistech molekuly. Amylosa je ¢astecné esterifikovana kyselinou fosfore€nou (pSeni¢ny Skrob
obsahuje 0,055 % fosforu, bramborovy 0,07 — 0,09 %), u obilnych Skrobu tvoii komplexy s
lipidy. Relativni molekulovd hmotnost amylosy je v rozmezi od 40 000 do 150 000 kDa [21].
V ptirodé se nevyskytuje v Cisté formé, ale je vzdy doprovazena alespoit malym mnozstvim
amylopektinu. Jeji zastoupeni ve Skrobech je vétSinou 20-30 %. Hrach, ktery pouzival G.
Mendel na kiizeni hrachu, obsahoval dokonce 80 % amylosy. Kyselou hydrolyzou se $tépi

amylosa na glukosu.[1,22]
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Obr.15.: Chemicky vzorec amylosy

1.3.2.2 Amylopektin

Amylopektin (Obrl6) stejn¢ jako amylosa ma jednotlivé molekuly glukosy véazané
vazbami a(1—4), ale na rozdil od amylosy netvoii line4rni fetézec, ale je naopak ptiblizn¢ na
kazdé 20-25 molekule glukosy vétveny vazbou a(l—6), kdy stavebni jednotkou je
isomaltosa. Vyjimecné se mohou vyskytovat vazby a(l1—3), kdy stavebni jednotkou je
laminaribiosa. Asi na 400 glukosovych zbytkl ptipada jeden zbytek esterifikovany kyselinou
fosfore¢nou.[2] Rozvétvené ¢asti se mohou dale vétvit. Jeho relativni molekulova hmotnost je
tadové v&tsi nez u amylosy. Tvoii jej okolo 10° molekul glukosy, coz ho fadi mezi nejvétsi

makromolekuly v ptirodé€.[23] Jeho zastoupeni ve Skrobech je vétSinou 70-80 %. [1]
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Obr.16.: Chemicky vzorec amylopektinu

1.3.3 Metabolismus $krobu

Syntéza Skrobu z uhliku vzniklého b&hem fotosyntézy spotiebovava vétSinu metabolické
aktivity rostlin.[24]

V minulosti byl metabolismus $krobu intensivné studovan. To vedlo k bohatym znalostem
o metabolickych drahdch a enzymech podilejicich se na metabolismu Skrobu. Je vSak stéle

mnoho otevienych otdzek tykajicich se signdli a mechanismi regulace metabolismus
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Skrobu.[16] Syntéza a degradace Skrobu vyzaduje u€ast mnoha enzymi, vyskytujici se jak ve
fotosyntetickych tak nefotosyntetickych pletivech. [25] Biochemie Skrobu zahrnuje kooperaci
40 (iso)enzymu.[3]

1.3.3.1 Anabolismus Skrobu

Syntéza zasobniho Skrobu je souhrnny proces, ktery se odehravd v bunécéné organele
zvané amyloplast (asimila¢ni Skrob je syntetizovan v chloroplastu, viz kap. 3.5.3.), kde z
glukosy dochazi, k vytvofeni Skrobovych polymerti amylosy a amylopektinu. Biosyntéza
Skrobu vychazi z Calvinova cyklu, kdy jeho meziprodukt - fruktosa-6-fosfat se pomoci
enzymu hexosafosfatisomery (EC 5.3.1.9) pfeménéni na Glu-6-fosfat. Meziproduktem reakce
je cis-enediol. (Obr.17). Poté enzym fosfoglukomutasa (EC 2.7.5.1) ptenasi fosfatovy zbytek

glukosy z pozice Sest na pozici jedna, ¢imz vznikne glukosa-1-fosfat. [25]
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Obr.17.: Preména fruktosa-6-fosfatu vzniklého v Calvinové cyklu na glukosa-1-fosfat.[1]

Dalsi krok zahrnuje konverzi glukosa-1-fosfatu s ATP, které vznika fotofosforylaci na
thylakoidni membrané, (Obr.18) na ADP-glukosu a anorganicky pyrofosfat, katalyzovanou
ADP-glukosapyrofosforylasou (EC 2.7.7.27), ktera se vyhradné nachazi v plastidech. Tato
reakce je reverzibilni. AvSak diky vysoké aktivité¢ pyrofosfatasy ve stroma chloroplastt je ve
vysledku vznik ADP-glukosy irreverzibilni proces, protoze vznikajici pyrofosfat je okamzité
hydrolyzovan na fosfat, ¢imz se oddali rovnovazny stav. Vzhledem k ireverzibilité je krok

vzniku ADP-glukosy vhodny pro regulaci syntézy Skrobu.[16]
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Avsak v posledni dobé¢ byl tento krok hodné diskutovan. Bylo navrzeno, ze ADP-
glukosa je v listech syntetizovana v cytosolu sacharosasynthasou, kdy jako substrat slouzi
ADP a sacharosa, a poté je importovana do chloroplastu pro syntézu Skrobu.[16,26] ADP-
glukosapyrofosforylasa (EC 2.7.7.27) je kliCovy regulacni enzym v biosyntéze Skrobu, ktery
katalyzuje prvni krok.[27] Je inhibovana anorganickym fosfaitem a aktivovédna 3-
fosfoglyceratem.[28] ADP-glukosa je pfenesena synthasou Skrobu (EC 2.4.1.21) na OH-
skupinu koncové molekuly glukosy v pozici ¢tyfi. VEtve jsou tvofeny vétvicimi enzymy. V
priabéhu syntézy Skrobu mohou byt vétve opét odstépeny linearizacnimi enzymy (viz
katabolismus Skrobu). Pfedpoklada se, Ze aktivita vétvicich a linearizacnich enzymu urcuji
stupenl vétveni Skrobu. Vysoky obsah amylosy ve svrastélych semenech hrachu je vysledkem
poklesu aktivity vétvicich enzymii v rostlindch, ktery vede k celkovému sniZeni obsahu

Skrobu.[1]
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1.3.3.2 Katabolismus Skrobu

Rostlina mtze §tépit Skrob pomoci dvou odlisnych enzymi —amylasy (EC 3.2.1.1.) a
fosforylasy (EC 2.4.1.1.), kterymi uvoliiuje molekuly glukosy ze Skrobu.
o—glukan fosforylasa celym nézvem a-1—4-D-glukan glukanofosforylasa je klicovy
enzym glukanového katabolismu u Zivoc€ichi, hub a prokaryot.[30] Zaroveil mize odbouravat
Skrob u rostlin, kde fosforolyticky $tépi a(1—4) vazby z neredukujicich koncii skrobového
fetézce za vzniku produktu glukosa-1-fosfatu (Obr.19).[29, 30]
Energie glykosidové vazby je uchovana ve fosfoesterové vazbé. Bylo dokazano, ze
degradace Skrobu je zajiSténa pfedevsim a-amylasami.
a-amylasy, jejichz systematicky nazev je a-1—4-D-glukan glukanohydrolasa, délime
na f-amylasy a a-mylasy. f-amylasa (EC 3.2.1.2.) hydrolyzuje $krob od neredukujiciho konce
na molekuly maltosy — disacharid skladajici se ze dvou molekul glukosy spojenymi a(1—4)
vazbou. JelikoZ —OH skupina na pozici jedna je v konfiguraci beta, je proto tak pojmenovan 1
hydrolyzujici enzym. a-amalysa (EC 3.2.1.1.), ktera $tépi Skrob od stfedu fetézce a(l1—4)

glykosidové vazby na oligosacharidy skladajici se z 6-8 monomernich jednotek.[1,4]
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Obr.19.: Odbouravani Skrobu pomoci amylasy a fosforylasy
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V rostlinnych pletivech byla objevena a-glukan-H,O dikinasa (EC 2.7.9.4.), kterou
jsou glukosové jednotky molekul Skrobu fosforylovany v pozici C6 pomoci ATP. Fosforylace
je typickou dikinasovou reakci, kterou se 3 substraty a-polyglukan, ATP a vody pfeménuji na
3 produkty a-polyglukan-fosfat, AMP a fosfat. Skrob fosforylovany na C6 je dale
fosforylovan a-glukan-H,O kinasou na C3, k ¢emuz také dochazi pii syntéze Skrobu.[1]

a-glukan-H,O dikinasa se ucastni uz syntézy skrobu a je nezbytna pfi jeho degradaci.[31]

1.3.3.3 Metabolismus asimila¢niho §krobu

Pomér koncentraci fosfatu a 3-PGA reguluje ADP-Glupyrofosforylasa, ktera katalyzuje
pieménu sacharidi na Skrob. 3-PGA je hlavnim metabolitem ve stroma chloroplasti. Diky
rovnovaznému stavu reakce katalyzované fosfoglyceratkinasou a reakce katalyzované
glyceraldehydfosfatdehydrogenasou (EC 1.2.1.12), je koncentrace 3-PGA ve stroma mnohem
vy$§i neZ koncentrace triosafosfatu. Celkové mnozstvi fosfatu a fosforylovanych
meziprodukti Calvinova cyklu je ve stroma chloroplastu v podstaté konstantni diky
protismérné vymeéné triosafosfat-fosfatovym prenaseCem. Koncentrace fosfadtu poklesne
pokud se koncentrace 3-PGA zvysi, z toho vyplyva Ze pomé&r koncentraci 3-PGA a fosfatu je
dobrym ukazatelem stavu metabolismu. Kdyz poklesne syntéza sacharosy, snizi se
uvoliovani fosfatu v cytosolu a chloroplasty mohou byt vystaveny nedostatku fosfatu, coz
omezuje fotosyntézu v chloroplastech. Ackoliv v takovychto podminkéch stoupa koeficient 3-
PGA a fosfatu, a to umoZzni syntézu Skrobu a tim i1 uvoltiovani fosfath dovolujicich ve
fotosyntéze pokracovat. V tomto piipadé ma Skrob funkci vyrovnavaci latky a tudiz
fotosyntéza neni omezena. Asimilaty, které nejsou vyuzity pro syntézu sacharosy, nebo
dalSich metabolitll jsou do¢asné uloZeny v chloroplastech jako asimilac¢ni Skrob, kterého musi
byt dostatek pro nadchazejici noc.[1]

Hydrolytické odbouravani Skrobu vede k odstépeni maltosy a glukosy, které jsou
transportovany do cytosolu specifickymi translokatory. Maltosa je v cytosolu S$tépena
transglykosidasou (EC 2.4.1.24) na dvé molekuly glukosy. Jedna molekula glukosy je
pfenesena na o-glukan, ktery je odbouravan cytosolovou fosforylasou. Z druhé molekuly
glukosy vznikéd glukosa-6-fosfat diky fosforylaci hexokinasy (EC 2.7.1.1). glukosa-6-fosfat
spolecné s glukosou-1-fosfat, kterd vznikd fosforolytickym Sté€penim Skrobu, se preménuji
hexosafosfatisomerasou na fruktosa-6-fosfat. Jedna se o opacnou drdhou syntézy Skrobu.
Enzym fruktosa-6-fosfatkinasa (EC 2.7.1.11) pfeméni fruktosa-6-fosfat, kterd je soucasti
Calvinova cyklu, a jednu molekuly ATP za vzniku fruktosa-1,6-bisfosfat. Z jedné molekuly
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fruktosa-1,6-bisfosfat pomoci enzymu aldolasy (EC 4.2.1.13) vznikaji dvé molekuly
triosafosfatu, které jsou bud’ pfeneseny z chloroplastu pies triosafosfat-fosfatovy translokator
do cytosolu, nebo jsou v chloroplastu oxidovany na 3-fosfoglycerat, ktery je nasledné pies
stejny translokator pfenesen do cytosolu. Tento translokator a translokator glukosy se tak

ucastni mobilizace chloroplastového asimila¢niho Skrobu.[1]
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Obr.20.: Syntéza asimilacniho skrobu [1]
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2 Cil prace

1) Shromézdit informace o metabolismu Skrobu v rostlinach.

2) Zjistit, zda a v jakych podminkéch §tépi extrakt z listii tabaku Skrob.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny amterial

Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana, SR1, poskytnuty doc. RNDr. Helenou Ryslavou CSc.

3.2 Chemikalie

Nerozpustny $krobovy substrat — AMS 50 — Lachema, CR
Na,HPOj - Penta, CR

NaH,PO4 - Penta, CR

Kyselina citronové - Lachema, CR

Kyselina borita - Lachema, CR

Polyvinylpolypyrrolidon - Sigma, USA

3.3 Pufry

Citratfostatovy pufr - pH 3,0 — 8,3

Boratovy pufr - pH 7,6 — 9,2

Fosfore¢nanovy pufr - pH 7,0 — 8,0

Pufr A - pH 7,8 (slozeni ImM DTT, ImM EDTA a 5 mM Mg*")

3.4 Pristroje

Inkubator se suchou lazni Ellite - Schoeller instruments, Velka Britanie
Analytické vahy 100A - Denver Instrument Company, USA

pH metr UB - 10 - Denver Instrument Company, USA

Centrifuga Universal 32 R - Hettich, Némecko

Spektrofotometr Ultrospec 2100 - Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie
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3.5 Priprava enzymu

Na analytickych vahéach jsem navazila potfebné mnozstvi listu tabaku — cca 1,0-3,0 g.
Danou navazku jsem rozettela ve tfeci misce a piidala jsem dvojnadsobné mnozstvi navazky
listu tabaku pufru A v ml. Poté jsem pfidala malé mnozstvi PVP, které je schopné vasat
fenolické latky.

Homogenat jsem pievedla do plastovych mikrozkumavek a centrifugovala 15 minut

pii 3000 x g pii 4 °C. Ziskany supernatant jsem pouZzivala jako roztok enzymu.

3.5.1 Stanoveni enzymové aktivity

Enzymy o-amylasa a fosforylasa katalyzuji hydrolyzu o-(1—4)-D-glukosidové vazby
Skrobu za vzniku maltosy. K tomuto stanoveni byl pouzit nerozpustny modry Skrobovy
substrat, jehoz hydrolyzou vznika modré ve vodé rozpustné barvivo. Skrobovy substrat byl
pfipraven rozpusténim 0,15 g v 5 ml destilované vody. Mnozstvi uvolnéného barviva je ptimo
umérné aktivité¢ enzymu.

Nejprve jsem pipetovala 0,3 ml Skrobového substratu a 0,5 ml citratfosfatovych pufr
o pH 5,8 — 8,3. Vzorky byly termostatovany po dobu 5 minut pfi teplotach 22 °C, 37 °C, 45 °C
a 60 °C.

Poté jsem do kazdé mikrozkumavky s reakéni smési pipetovala 0,2 ml roztoku enzymu.
Reakci jsem nechala probihat 15 minut a po skonceni jsem pfidala 1 ml srazeciho roztoku. Po
15 minutach jsem vzorky centrifugovala 15 min pii 3 000 x g pii 4 °C.

Poté jsem spektrofotometricky zméfila absorbanci pii vinové délce 590 nm. Vzorky byly
meétfeny vzhledem ke slepému pokusu, ktery misto roztoku enzymu obsahoval destilovanou
vodu. Do vysledkii jsem pomoci tabulky poskytované vyrobcem Skrobového substratu

pfevedla absorbanci na aktivitu enzymu (obr.21.)

-33 -



0,35 ~
0,3 A
0,25 - *

0,2

A590
<

0,15 ~ *
0,1

0,05 *

0 T T T T T

a[un

0 50 100 150 200 250 300

Obr.21.: Zavislost absorbance na aktivité enzymu

3.5.1.1 Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na teploté

Rychlost enzymové reakce zavisi na teploté, pii které probiha. S rostouci teplotou
roste 1 aktivita enzymu. Pro zjisténi teplotniho optima jsem v termostatované lazni inkubovala
vzorky pfi teplotach 25 - 60 °C. Reak¢ni smés obsahovala 0,1 M fosfore¢nanového pufru, 0,3
ml Skrobového substratu a 0,2 ml roztoku enzymu.

Reakce byla ukonena po 15 minutidch pfidavkem 1 ml srazeciho roztoku - 0,02 M
kyselina sulfosalicylova v 1,85 M MgSOy4 s 1,3 mM chelatonem 3. Po dalSich 15 minutach
jsem vzorky centrifugovala 5 min pii 3 000 x g pi1 4 °C. Nasledné jsem spektrofotometricky
zm¢éfila absorbanci pfi vilnové délce 590 nm. Vzorky byly méfeny vzhledem ke slepému

pokusu, ktery misto roztoku enzymu obsahoval destilovanou vodu.

3.5.1.2 Stanoveni mnoZstvi produktu v zavislosti na case

Pii méfeni zavislosti mnozstvi produktu na Case jsem do reakéni smési (0,3 ml
Skrobového substratu a 0,5 ml pufru — 0,1 M fosfore¢nanovy o pH 7.4, 0,1 M boratovy o pH
8,0, a 0,2 M citratfosfatovy o pH 7,4 a 8,0) pridala roztok enzymu a nechala termostatovat po
dobu 15, 30, 45 a 60 minut. Po téchto casovych intervalech byla reakce vzdy ukoncéena

pridanim 1 ml srazeciho roztoku.
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Po 15 minutich jsem vzorky centrifugovala 5 min pfi 3 000 x g pifi 4 °C. Poté jsem
spektrofotometricky zmeétila absorbanci pii vlnové délce 590 nm. Vzorky byly méfeny
vzhledem ke slepému pokusu, ktery misto roztoku enzymu obsahoval destilovanou vodu.

Do grafu jsem vynesla zavislost mnozstvi produktu na case.

3.5.1.3 Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na pH

Pro zjiSténi pH optima jsem pouzila tfi rGzné pufry - citratfosfatovy o pH 5,8 — 8.3,
fosforec¢nanovy o pH 7,0 - 8,0 a boratovy o pH 7,6 — 9,0. Jelikoz na hydrolyze Skrobu se
podileji dva enzymy — a-amylasa a fosforylasa, zjiStovala jsem proto 1 dvé rizna pH optima.
Reakéni smés obsahovala 0,5 ml pufru a 0,3 ml Skrobového substratu a nechala jsem ji
termostatovat pii teploté¢ 37 °C. Po 5 minutach jsem do plastovych mikrozkumavek s reakéni
smési pfidala 0,2 ml roztoku enzymu a nechala v termostatované lazni 15 minut, kdy jsem
reakci ukoncila 1 ml srdZeciho roztoku. Po 15 minutach jsem vzorky centrifugovala 5 min pti
3 000 x g pti 4 °C. Poté jsem spektrofotometricky zméfila absorbanci pii vinové délce 590
nm. Vzorky byly méfeny vzhledem ke slepému pokusy, ktery misto roztoku enzymu

obsahoval destilovanou vodu. Do vysledkli jsem absorbanci pfevedla na aktivitu enzymu
(obr.21.).

3.5.1.4 Stanoveni enzymové aktivity v zavislosti na druhu pufru

Dilezitou roli v aktivité enzymu hraje pouzity pufr a pH. To jsem zjistovala za pouziti
dvou rozdilnych pufrt pfi stejném pH.

Nejprve jsem sledovala rozdil aktivit a-amylasy a fosforylasy pii pH 7,4, kdy do jedné
reakéni smési jsem pipetovala 0,2 M citratfosfatového pufru a do druhé 0,1 M
fosfore¢nanového pufru. Fosfore¢nanovy pufr jsem zvolila z divodu ovlivnéni aktivity
enzymu v piitomnosti fosfore¢nanu. Aktivitu a-amylasy jsem zjistovala pii pH 8,0 u 0,2 M
citratfosfatovém pufru a 0,1 M boratového pufru. Bordtovy pufr jsem pouzila z divodu
nepiitomnosti fosfore¢nanu.

Reak¢ni smés obsahovala 0,3 ml nerozpustného skrobového substratu a 0,5 ml pufru a
nechala jsem ji termostatovat pfi teploté 37 °C. Po 5 minutach jsem pfidala k reakéni smési
0,2 ml roztoku enzymu a nechala v termostatované l4zni po dobu 15 minut, kdy jsem reakci

ukoncila pfidanim 1 ml sraZeciho roztoku. Po 15 minutich jsem vzorky centrifugovala 5 min
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pii 3 000 x g pii 4 °C. Nasledné jsem spektrofotometricky zméfila absorbanci pii vinové délce
590 nm. Vzorky byly méfeny vzhledem ke slepému pokusu, ktery misto roztoku enzymu

obsahoval destilovanou vodu. Do vysledkli jsem absorbanci pfevedla na aktivitu enzymu
(obr.21.)
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4 Vysledky

V ramci predlozené bakalatské prace jsem zjistovala optimalni podminky pro Stépeni
Skrobu a-amylasou a fosforylasou. Sledovala jsem vliv teploty, pH a slozeni pufru na rychlost
enzymové reakce. V disledku Stépeni vazby v molekule

Jako substrat jsem vyuZzivala barevny Skrob, po Stépeni glykosidové vazby je uvolnéno

modré barvivo, které 1ze kvantifikovat méfenim absorbance.
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4.1 Zavislost aktivy a-amylasy a fosforylasy na pH

4.1.1 Vliv pH na §tépeni Skrobu v citratfosfatovych pufrech

Mg¢ftila jsem vliv pH na aktivitu a-amylasy a fosforylasy v citratfosfatovych pufrech o pH
5,5 — 8,3. Postupovala jsem podle pracovniho postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.3.

Na Obr.22 je vidét, Zze enzymova aktivita pii teplotach 22 °C, 45 °C a 60 °C postupné¢ roste
az k pH 7,6, kde dosahuje svého maxima a nasledné opét klesa. U teploty 37 °C je enzymova

Po srovnani jednotlivych hodnot pH pfi rozdilnych teplotach je vidét, Ze aktivita enzymi
s rostouci teplotou roste do urCité teploty — teplotni optimum. Pii vyssi teploté dojde
k denaturaci enzymu a jeho aktivita klesne. Na obr.22 jsou hodnoty aktivity u teploty 60 °C
nizsi nez u teploty 45 °C. Z toho vyplyva, Ze mezi hodnotou 45 °C a 60 °C se nachazi teplotni

optimum.
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Obr. ¢.:22 Aktivita a-amylasy a fosforylasy v citratfosfatovém pufru v zavislosti na pH pufru a
teploté. Modré body predstavuji teplotu 22 °C, rizové teplotu 37 °C, zluté teplotu 45 °C a
svetle modreé krizky teplotu 60 °C.
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4.1.2 Vliv pH na §tépeni Skrobu ve fosforecnanovych pufrech

Zavislost aktivity a-amylasy a fosforylasy na pH byla studovana podrobné&ji mezi pH 7,0 a
8,0. Postupovala jsem podle pracovniho postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.3. Aktivita
enzymu byla zji§tovana pii dvou riznych teplotach : 37 °C a 45 °C.

Z nize uvedeného Obr.23. vyplyva, ze aktivita a-amylasy a fosforylasy postupné nartsta
az k hodnoté 7,4, kde dosahuje svého maxima, a poté opét zacne klesat. Aktivita se od pH 7,8
op¢t zvySuje k dalSimu vrcholu pti pH 8,0.

Pti srovnani teplot u pH optima je patrna vyssi aktivita enzymu opét u vyssi teploty.
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Obr.c.23 : Aktivita a-amylasy a fosforylasy ve fosforecnanovém pufru v zavislosti na pH
pufru a teploté. Modré body jsou pro teplotu 37 °C a riizové pro teplotu 45 °C.
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4.1.3 Vliv pH na $tépeni Skrobu v boratovych pufrech

Z ptedchoziho experimentu bylo patrné, Ze aktivita enzyma od hodnoty pH 7,7 zacala
opét rust. Jelikoz fosforecnanovy pufr ma maximalni hodnotu pH 8,0, byl dale pouzit
boratovy pufr vrozmezi pH 7,8 az 9,0. Dalsi divod pouziti boratového pufru je, ze
neobsahuje fosfat, a proto lze mcfit aktivitu pouze a-amylasy. Postupovala jsem podle
pracovniho postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.3.

Aktivita enzymu byla porovnavana pii dvou riiznych teplotach: 37°C a 45 °C. Nasledujici
obrazek ¢.24 ukazuje, ze pH optimum pro a-amylasu je 8,0, a to opé€t pii obou teplotach. Pti

srovnani teplot u pH optima je patrna vyssi aktivita enzymu opét u vyssi teploty.

45
40 | u
35 - ]

25 - . [}
20 | * N

15 - .
10 -

a[u]
.

0 T T T T T 1
7,8 8,0 8,2 8,4 8,6 8,8 9,0

pH

Obr.c.24 : Aktivita a-amylasy v boratovém pufru v zavislosti na pH pufru a teplote. Modré

body jsou pro teplotu 37 °C a riizové pro teplotu 45 °C.
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4.2 Zavislost Stépeni Skrobu na ¢ase

Stépeni $krobu  o-amylasou a fosforylasou méfené pii pH optimu fosforylasy
dokumentuje obr.25. Stépeni probihalo rychleji ve fosfore¢nanovém pufru neZ

v citratfosfatovém pufru.
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Obr.c.25 : Zavislost mnozstvi produktu reakce katalyzované a-amylasou a fosforylasou
ve fosforecnanovém a citratfosfatovéem pufru pri pH optimu 7,4 v zavislosti na case po 15
minutovych intervalech. Modré body jsou pro fosforecnanovy pufr a ruzové pro

citratfosfatovy pufr.

Casovou zavislost hydrolyzy $krobu jsem sledovala také pii pH optimu a-amylasy, pH 8,0
v boratovém a citratfosfatovém pufru. Postupovala jsem podle pracovniho postupu uvedeném
v kapitole 3.5.1.2.

Obr.26 ukazuje postupny rist mnozstvi produktu v zavislosti na délce enzymové reakce.
Pti srovnani mnoZstvi vzniklého produktu mezi boratovym a citratfosfaitovym pufrem je

patrné, Ze aktivita enzymu je v&tsi v ptipadé boratového pufru.
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Obr.c.26: Zavislost mnozstvi produktu reakce katalyzované o-amylasou v bordtovém a
citratfosfatovém pufiru pri pH optimum 8,0 v zavislosti na case po 15 minutovych intervalech.

Modré body jsou pro boratovy pufr a riuZové pro citratfosfatovy pufr.
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4.3 Vliv teploty na §tépeni Skrobu

Meéfila jsem vliv teploty na aktivitu a-amylasy a fosforylasy ve fosfore¢cnanovém pufru pii
pH 7.,4. Postupovala jsem podle pracovniho postupu uvedeném v kapitole 3.5.1.1. Obr.27
ukazuje prubéh aktivity v zavislosti na teploté. Aktivita a-amylasy a fosforylasy pribézné

roste az do teploty 55 °C a nésledné prudce klesne v diisledku pravdépodobné denaturace

enzymu.
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Obr. ¢.27. :Zavislost aktivity enzymu a-amylasy a fosforylasy pri pH 7,4 ve fosforecnanovém

pufru na teplote.
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5 Diskuse

Skrob se uklada jednak v plastidech zasobnich organt rostlin, jednak v chloroplastech
fotosyntetickych pletiv. Tento Skrob je syntetizovan ve dne, kdy probiha fotosyntéza, a $t€pen
v noci, kdy zajist'uje energii a metabolity.

Skrob je $tépen dvéma zpusoby. Hydrolytické §tépeni je katalyzovano a-amylasami,
fosforolytické Stépeni fosforylasami.

Vysledky uvedené v této bakaldiské praci dokumentuji, Ze v extraktu z listi tabaku jsou
v alkalické oblasti, pH 8,0. Toto pH optimum je vyrazné vyssi nez pH optimum lidské
a-amylasy, jejiz hodnota je pH 6,7. pH optimum fosforolytického §tépeni bylo nalezeno pfi

pH 7,4, tedy v pfiblizné fyziologickém pH v buiice.
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6 Zavér
1. Byl pfipraven extrakt z listi tabaku, ktery $tépil Skrob hydrolyticky i fosforoliticky.
2. pH optimum fosforylasy bylo 7,4, pH optimum amylasy 8,0

vvvvv
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