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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 68, 409—418 (1977)
Eingegangen 25. Mirz 1977. Angenommen 1. April 1977

Zum Wirkungsmechanismus des Saccharoseanstiegs
in bestrahlten Kartoffeln

I. Zusammenhang zwischen dem Anstieg des Saccharosegehaltes und der
Phosphorylaseaktivitit nach Gammabestrahlung

D. P. Becker und J. C. Somogyi

Institut fiir Erndhrungsforschung, Riischlikon-Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. J. C. Somogyi)

In einer fritheren Arbeit haben Somogyi, Kopp und Trautner (1) den Einfluf}
von ionisierenden Strahlen auf Keimung, Zuckergehalt und Verarbeitungsqualitit
von Kartoffeln untersucht. Dabei zeigte sich, dafl in den mit Gammastrahlen
oder energiereichen Elektronenstrahlen (3 MeV) behandelten Kartoffeln (Strah-
lendosis 8—15 krad) ein bemerkenswerter Anstieg des Saccharosegehaltes (3—15-
fach) gegeniiber den Kontrollen auftrat. Glucose und Fructose lieflen in den meisten
Fillen ebenfalls einen, jedoch im Vergleich zur Saccharose unbedeutenden An-
stieg erkennen. Die Hohe der Saccharosezunahme war bei diesen Versuchen un-
terschiedlich. Die Autoren (1) vermuteten, dafl hierbei die Differenzen im Zeit-
abstand zwischen Bestrahlung und Bestimmung eine wesentliche Rolle spielten.
Um dies nachzupriifen, sollten mit der vorliegenden Arbeit die friiheren Ver-
suche nochmals aufgegriffen und durch Messungen in kiirzeren Zeitabschnitten,
die einen detaillierten Einblick in den zeitlichen Verlauf des Saccharoseanstiegs —
insbesondere wihrend der Anfangsphase — erlauben, erginzt werden. Dabei
konnten wir uns auf Vorversuche in dieser Richtung stiitzen (2).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, zu versuchen, den Wirkungsmechanismus
des Saccharoseanstiegs durch enzymatische Untersuchungen einer Klirung ent-
gegenzufithren.

Als eine mogliche Erklarung fiir die Zunahme sowohl des Saccharosegehaltes
als auch der Respiration (3,4) nach Bestrahlung bietet sich die Steigerung des
enzymatischen Abbaus der Stirke als erster Reaktionsschritt an.

Da der Hauptabbauweg der Stirke in der Kartoffelknolle durch die Phos-
phorylase erfolgt (5), kommt diesem Enzym hier eine zentrale Bedeutung zu
(s. Diskussion). Schwimmer und Mitarbeiter (6) zeigten, dafl die Phosphorylase
in bestrahlten, bei 21°C gehaltenen Kartoffeln aktiviert war. Kodenchery und
Nair (7) fanden einen Anstieg der Phosphorylaseaktivitit von 25% zwei und
vierundzwanzig Stunden nach Gammabestrahlung mit 10 krad, wobei die Kar-
toffeln bei einer Temperatur von 25°C gehalten wurden. Eine Erh6hung der Be-
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strahlungsdosis auf 500 krad fithrte dagegen zu einer Abnahme der Enzym-
aktivitat um 5%o.

Es schien uns daher wichtig, die Phosporylase einer eingehenderen Untersu-
chung zu unterziehen, wobei uns besonders die Fragen interessierten, ob und
welches Ausmafl die Aktivitdtszunahme erreicht, wie der Anstieg zeitlich ver-
lauft und ob und gegebenenfalls in welcher Weise die Erhohung der Saccharose
und der Phosphorylaseaktivitit miteinander korreliert sind.

Material und Methoden

Zur Untersuchung gelangten Kartoffeln der Sorten Maritta, Bintje und Osta-
ra. Die Bestrahlung erfolgte mit Gammastrahlen (**Co-Quelle, Pool-Gammabe-
strahlungsanlage an der Eidg. Forschungsanstalt, Widenswil, mit 10 krad bei 20°C
(Dosisleistung: 110 krad/h).

Die Lagerung der bestrahlten Kartoffeln wie auch der unbestrahlten Kon-
trollen erfolgte in Holzgestellen bei einer Temperatur von 9°C und 85% rela-
tiver Luftfeuchigkeit. Fiir jede Messung wurden jeweils zehn Kartoffeln heran-
gezogen. Fiir die Enzymbestimmungen wurde mit einem Korkbohrer ein Gewe-
bezylinder von 8 mm Durchmesser ausgestanzt. Die Restkartoffeln wurden wie
beschrieben fiir die Bestimmung der Saccharose sowie der reduzierenden Zucker
aufgearbeitet (1).

Die Gewebezylinder wurden auf eine Liange von 5 cm geschnitten und 30 ¢
davon in 50 ml Extraktionspuffer in einem PT 2000 Stabmixer 3mal 15 Sekun-
den im Eiswasserbad homogenisiert.

Der Extraktionspuffer enthielt:

0,05 M Citratpuffer, pH 6,1
0,001 M EDTA

0,003 M MgCl

0,02%  Merkaptoathanol

Der Zusatz von Merkaptodthanol diente dazu, die in Kartoffeln sehr hohe
Polyphenolaseaktivitit (Pollock and Rees (8)) zu hemmen.

Das Homogenat wurde anschlieffend durch 2 Lagen Tuch geprefit und 30 Mi-
nuten bei 15000 g in der Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Aus dem Ueberstand
wurden die Proteine mit festem Ammoniumsulfat ausgefillt. Die Fraktion mit
30—50%0 Sittigung, die nach Kennedy und Isherwood (9) den Hauptanteil der
Phosphorylaseaktivitit enthilt, wurde fiir die Phosphorylasebestimmung einge-
setzt.

Bestimmung der Phosphorylase (a-1,4 — glucan-orthophosphat-glucosyltransferase,
E(2.4.1.1)

Der Ansatz enthielt:

0,2 ml Citratpuffer (0,5 M, pH 6,1)

0,2 ml losliche Stiarke (5°0)
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0,1 ml NaF (0,05 M)
0,05 ml Enzymlosung (in 0,05 M Citratpuffer pH 6,1 aufgenommenes Ammo-
niumsulfat-Prizipitat, entspricht 0,5—1 p.g Protein).

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,05 ml Glucose-1-phosphat (G-1-P)
gestartet. Die Inkubationsdauer betrug 10 Minuten bei 37°C.

Die Reaktion wurde mit 1 ml Trichloressigsiure (10%0) gestoppt. Bei den
Kontrollen wurde das Substrat (G-1-P) erst nach dem Abstoppen zugegeben.
Das freigesetzte Phosphat wurde nach Fiske und Subbarow (10) und der Protein-
gehalt nach Lowry (11) bestimmt. Die Angabe der Enzymaktivitit erfolgte
in pmol freigesetztes Phosphat pro Minute und mg Protein.

Ergebnisse

Einfluff der Bestrahlung anf den Saccharosegehalt

Diese Befunde bestitigen unsere fritheren Ergebnisse (1, 2); wonach der Sac-
charosegehalt in den Kartoffeln nach Gammabestrahlung stark zunimmt. In den
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Abb. 1. Einflufl der Behandlung mit Gammastrahlen (10 krad) auf den Zuckergehalt
von Kartoffeln der Sorte Maritta (Messungen in kurzen Zeitabschnitten). Im unteren Teil
der Abbildung sind die Zuckergehalte der Kontrollen dargestellt.

Saccharose — — — —Glucose  ......... Fructose
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vorliegenden Versuchen konnte durch Messungen in kurzen Zeitabstinden (vier-
undzwanzigstiindige Intervalle) dieser Anstieg zeitlich gut verfolgt werden. Wie die
Abbildungen 1 und 2 zeigen, ist bereits zum Zeitpunkt der ersten Bestimmung
(vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlung) ein deutlicher Anstieg mef3bar,
der zwischen dem fiinften und zehnten Tag nach Bestrahlung seinen Hochstwert
erreicht, wie das auch unsere vorhergehenden Versuche zeigten (2). Danach fillt
die Saccharosekonzentration wieder innert 60—90 Tagen auf den Wert der unbe-
strahlten Kontrollen ab. Die maximal erreichten Saccharosegehalte (Saccharose-
gehalte der unbestrahlten Kontrollen = 100%) betrugen im Mittel aus 12 Ver-
suchen 661% (min. 132%, max. 1987%0). In diesen Versuchen konnte auch bei der
Sorte Maritta eine ausgeprigte Saccharosezunahme (489% und 1987%) nachge-
wiesen werden. Auf diesen Befund wird in der Diskussion noch niher einge-
gangen.

Einflufi der Bestrahlung auf die Aktivitit der Phosphorylase

Die Ergebnisse der Phosphorylaseuntersuchungen sind in Abbildung 3 zusam-
mengefafit. Wie aus dieser hervorgeht, fiihrte die Behandlung der Kartoffelknollen
mit Gammastrahlen nicht nur zu einer Zunahme des Saccharosegehaltes, sondern
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Abb.2. Einflul der Behandlung mit Gammastrahlen (10 krad) auf den Zuckergehalt
von Kartoffeln der Sorte Bintje (Messungen in kurzen Zeitabschnitten). Im unteren Teil
der Abbildung sind die Zuckergehalte der Kontrollen dargestellt.

Saccharose — = ——=Glucose . ......... Fructose

412



o wh
H e o 184 & w0 é
< SxL
S& =3
x5 k1200 T
SE & S
3 2 <
th % &
22001 i i 1100 &
w ‘ 2
= ; s g
— 22 L
q 1000 &
w e
T : E
f~ | oo
175 1 F: &
i | soo
& L | 700
4 7 [
: | soo
:
"i 2 - 400
% o
125 1 2
- 3 |
: i b 300
E;
‘_ L | 200
= = 100

100

Abb. 3. Maximaler Anstieg der Enzymaktivitit der Phosphorylase und maximaler Sac-
charosegehalt nach der Behandlung mit Gammastrahlen (10 krad) von Kartoffeln (versch.
Sorten) bezogen auf die unbestrahlten Kontrollen = 100%s.

I | Phosphorylase

Saccharose

auch zu einer Steigerung der Phosphorylaseaktivitit. Die hochsten Aktivitits-
steigerungen wurden einerseits bei der Sorte Maritta (148% und 212%) und an-
dererseits bei der Sorte Ostara (355%) ermittelt. Bei der Sorte Bintje betrug der
maximale Anstieg 147%. Das unterschiedliche Ausmafl der Aktivititszunahme bei
den untersuchten Sorten deutet auf eine sortenspezifische Wirkung hin. Diese
Frage soll aber unter Einbeziehung weiterer Sorten noch niher abgeklirt werden.
Bei der Sorte Bintje fillt die ausgeprigte Variationsbreite der maximal erreichten
Phosphorylaseaktivitat (107—147%) auf. Hierbei spielt sehr wahrscheinlich ne-
ben der natiirlichen biologischen Streuung auch das Alter der Kartoffeln und die
Art der Lagerung eine Rolle.

Bei allen 3 untersuchten Sorten bestand in den meisten Fillen ein ausgeprigter
zeitlicher Parallelanstieg der Phosphorylaseaktivitit und des Saccharosegehaltes.
Je ein typischer Versuch mit den Sorten Bintje, Maritta und Ostara ist in Ab-
bildung 4, 5 und 6 wiedergegeben.
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Abb. 6. Vergleich des zeitlichen Verlaufs des Anstiegs der Enzymaktivitit der Phos-
phorylase und der Zunahme des Saccharosegehaltes bei der Sorte Ostara, bezogen auf die
unbestrahlten Kontrollen = 100%b.
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Diskussion

Unsere Untersuchungen iiber den Saccharosegehalt an gammabestrahlten Kar-
toffeln bestitigten — wie bereits erwahnt — die Befunde einer fritheren Ar-
beit (1). Wihrend dort bei der Sorte Maritta in einigen Fillen scheinbar nur ein
geringer Anstieg festzustellen war, konnte in der vorliegenden Untersuchung auch
bei dieser Sorte ein ausgeprigter Saccharoseanstieg nach Gammabestrahlung nach-
gewiesen werden. Er lag in der gleichen Groflenordnung wie bei den iibrigen
untersuchten Sorten. Somogyi, Kopp und Trauntner (1) vermuteten, dafl auch bei
Maritta ein gleich grofler Anstieg erfolgte wie bei Bintje, der jedoch wegen des
zu groflen Zeitraumes zwischen der ersten Messung kurz nach der Bestrahlung
und der zweiten Bestimmung 2—4 Tage spdter nicht voll erfafit wurde. Die neue-
ren Messungen in kiirzeren Zeitabstinden haben somit diese Annahme experimen-
tell bestatigt.

Der enzymatische Stirkeabbau kann in Pflanzen grundsitzlich auf zwei ver-
schiedenen Wegen erfolgen, nimlich erstens durch die Amylasen und zweitens
durch die Phosphorylase. In Kartoffelknollen konnte bisher lediglich geringe
Amylaseaktivitit nachgewiesen werden. Sie wurde auf nur 1% von derjenigen
von Siiflkartoffeln und Gerstenmalz — die beide hohe Aktivitidten an diesen En-
zymen aufweisen — geschidtzt (12). Die Hauptrolle beim Starkeabbau in der
Kartoffelknolle spielt demnach die Phosphorylase. Diesem Abbau liegt folgendes
Reaktionsschema zugrunde:

Gip iy | Pigspromlaset @it B

<

In vivo verlauft die Reaktion ausschlieffilich von rechts nach links, also in
Richtung des Abbaus der Stirke unter Freisetzung von Glucose-1-phosphat.

Unsere Befunde {iber einen Anstieg der Phosphorylaseaktivitit nach Gamma-
bestrahlung stehen grundsitzlich im Einklang mit den Ergebnissen der bereits zi-
tierten Autoren (6, 7). Wihrend aber Kodenchery und Nair (7) den Anstieg ledig-
lich bis zu 24 Stunden nach der Bestrahlung verfolgen, geht aus den vorliegenden
Untersuchungen hervor, dafl der Anstieg noch tiber diesen Zeitpunkt hinaus an-
hilt und am 6.—10. Tag ein Maximum erreicht. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dafl der Anstieg der Enzymaktivitit in den meisten Fillen parallel mit der Sac-
charosezunahme erfolgt. Demnach ist es sehr wahrscheinlich, daff die Bausteine
fiir die Saccharosesynthese primir von der Phosphorylase bereitgestellt werden.

Ueber den Mechanismus der Saccharosesynthese selbst aus diesen Bausteinen
kann aufgrund der vorliegenden Befunde noch keine Aussage gemacht werden.
Untersuchungen der an der Saccharosesynthese unmittelbar beteiligten Enzyme,
namlich Saccharosesynthetase und Saccharosephosphatsynthetase, befinden sich
im Gange. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dafl auch diese Enzyme durch die
Gammabestrahlung aktiviert werden.

Eine moglichst umfassende Kenntnis des Mechanismus der Saccharosebildung
nach Gammabestrahlung scheint besonders wiinschenswert, weil die Behandlung
der Kartoffeln mit ionisierenden Strahlen zur Keimhemmung in der nichsten
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Zukunft eine weitere Verbreitung erfahren diirfte. Dies um so mehr, da ein ge-
meinsames Komitee der WHO, FAO und IAEO aufgrund der vorliegenden
experimentellen Befunde an ihrer Sitzung vom September 1976 in Genf zur An-
sicht gelangte, dafl sich die auf {ibliche Weise bestrahlten Kartoffeln (Dosis:
8—12 krad) ohne Einschriankung fiir den menschlichen Konsum eignen. Auch die
Tatsache, daf8 die Bestrahlung von Kartoffeln heute bereits in 13 Lindern zu-
gelassen wurde, weist auf die steigende Bedeutung dieses Verfahrens hin. Ander-
erseits wird — wie bekannt — ein beachtlicher Teil der fiir den menschlichen
Konsum bestimmten Kartoffeln industriell verarbeitet, wobei die Qualitit, be-
sonders die Farbe, bestimmter Fertigprodukte, wie beispielsweise Pommes chips,
Pommes frites u. a., durch den Zuckergehalt der Rohware wesentlich beeinflufit
wird. Auch aus dieser Sicht scheint uns wichtig, den Mechanismus der Zucker-

bildung weiter aufzukliren. Solche biochemischen Untersuchungen befinden sich
im Gange.

Dank

Die Arbeit wurde mit der Unterstiitzung der Eidg. Fachkommission fiir Lebensmittel-
bestrahlung und des Eidg. Gesundheitsamtes durchgefithrt, wofiir wir unseren besten
Dank aussprechen.

Herrn Direktor Prof. Dr. R. Fritzsche und Herrn Dipl. Ing.-Agr. ETH H. J. Zehnder,
Eidg. Forschungsanstalt, Wadenswil, mochten wir fiir die angenehme Zusammenarbeit
und fiir die Durchfithrung der Bestrahlungen bestens danken.

Fir die Ueberlassung einiger Enzympridparate mochten wir der Firma Boehringer,
Mannheim, bestens danken.

Zusammenfassung

Unsere fritheren Befunde iiber die Erhohung des Saccharosegehaltes in Kartoffeln
nach Gammabestrahlung (Dosis: 10 krad) wurden bestitigt.

Durch Messungen des Saccharosegehaltes in kiirzeren Zeitabstinden, alle 24 Stunden
wahrend den ersten 20 Tagen nach der Bestrahlung, konnte der Anstieg genau verfolgt
werden. Das Maximum der Saccharosezunahme fand je nach Sorte zwischen dem fiinften
und zehnten Tag statt.

Die Behandlung der Kartoffelknollen mit Gammastrahlen hatte auch eine Steigerung
der Phosphorylaseaktivitit zur Folge. Die hochste Aktivititssteigerung wurde bei den
Sorten Ostara (355%0) und Maritta (148%0—212%0) ermittelt. Bei der Sorte Bintje betrug
der maximale Aktivititsanstieg 147%. Das unterschiedliche Ausmafl der Aktivititszu-
nahme deutet auf eine sortenspezifische Wirkung hin.

In den meisten Fillen bestand bei allen drei untersuchten Kartoffelsorten ein zeitlich
deutlicher Zusammenhang zwischen Anstieg der Phosphorylaseaktivitit und des Saccha-
rosegehaltes.

Die Bedeutung dieser Befunde fiir die Abklirung des Mechanismus der Saccharose-
synthese in Kartoffeln wird diskutiert.
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Résumé

Les précédents résultats des auteurs concernant I'augmentation de la teneur en saccha-
rose des pommes de terre apres irradiation (dose: 10 krad) sont confirmés.

[’augmentation a pu étre suivie exactement en effectuant des dosages du saccharose
toutes les 24 heures durant les 20 premiers jours suivant irradiation. Selon la variété
de pommes de terre, 'augmentation maximum se situe entre le cinquieme et le dixiéme
jour.

Le traitement des pommes de terre par les rayons gamma a également pour consé-
quence une augmentation de l'activité de la phosphorylase. La plus forte augmentation de
Pactivité a été décelée pour les variétés Ostara (355%0) et Maritta (148—212%0). Pour
la variété Bintje 'augmentation maximale de Dactivité a atteint 147%. La différence
d’augmentation de ’activité semble aussi reposer sur une action spécifique a la variété
de pommes de terre.

Dans la majorité des cas il existait pour chacune des 3 variétés de pommes de terre
examinées une corrélation marquée entre ’augmentation de l'activité de la phosphory-
lase et de la teneur en saccharose.

La signification de ces résultats en vue d’expliquer le mécanisme de la synthése du
saccharose dans des pommes de terre est discutée.

Summary

Our previous findings on the rise of sucrose in potatoes after irradiations with gamma
rays have been confirmed. By measuring the sucrose content in short intervals every
24 hours during 20 days after irradiation, its increase could be followed more exactly.
The rise in sucrose reaches its maximum 5—10 days after irradiation depending on the
variety.

The treatment of potatoes with gamma rays caused also a rise in the phosphorylase-
activity. The highest increase was observed at the variety Ostara (355%) and Maritta
(148%/0—212%0). The highest increase of the phosphorylase-activity in Bintje was 147%o.
These observed differences might indicate that this effect depends also on the variety
used.

A time dependent relationship between the rise of sucrose content and phosphory-
lase activity seems to exist in all three potato varieties.

Finally the significance of these findings for the clarification of the mechanism of
the sucrose synthesis in potatoes is discussed.
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