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1ZVLECEK

V delu je pregled problemov sinteze Skroba v rastlinah, pomen amilopektina in amiloze. Na
prehransko kakovost Skroba vpliva amiloza in moznost nastanka retrogradiranega Skroba.
Opisane so genetske osnove sinteze Skroba in mozni biotehnolo3ki posegi, ki lahko vplivajo
na spremembo koliine in kakovosti Skroba.

Kljuéne besede: Skrob, amiloza, amilopektin, encimi, geni, biotehnoloski posegi, kakovost,
rezistentni Skrob
GENETIC AND BIOTECHNOLOGICAL APPROACH TO STARCH QUALITY IN PLANT
PRODUCTS AND FOODS
ABSTRACT
Starch (amylose and amylopectin) synthesis in plants is reviewed. Nutritional importance of
retrograded starch is pointed out. Genetic and biotechnological approach of starch quality in

plant materials and products is discussed.

Key words: starch, amylose, amylopectin, enzymes, genes, biotechnology, quality, resistant
starch

1. UvoOD

Skrob je glavni rezervni polisaharid zelenih rastlin in v naravi poleg celuloze drugi
najbolj zastopan med ogljikovimi hidrati. Je izjemno koristen substrat, ki ga s
kemi¢nimi ali biokemi¢nimi tehnikami uspesno pretvorimo v najrazli¢nejse oblike.

Kemicno Skrob sestavljata dve strukturno razli¢ni komponenti: amiloza in amilopektin.
Njuno normalno razmerje v zitih znasa 1 : 3. S pomocjo genetskih manipulacij pa je
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razmerje pri pSenici, jeémenu, rizu, koruzi in krompirju lahko moc¢no spremenjeno v
korist ene ali druge komponente.

Tabela 1: Tipi¢na masna razmerja amiloza:amilopektin v Skrobu (Zobel in Stephen,

1995).
Vir s§kroba Amiloza Amilopektin
visoko amilozna koruza 50-85 15-50

koruza 26 74
voskasta koruza 1 99
pSenica 25 75
riz 17 83
kasava 17 83
tapioka 17 83
krompir 21 79

V nativnih Skrobih so molekule amiloze in amilopektina skupaj z omejeno koli¢ino
vode, beljakovin, lipidov, fosforja in mineralov organizirane v micelah znotraj
obstojnih, morfolosko prepoznavnih mikroskopskih struktur, imenovanih Skrobna zrna.
Zrna, ki jih najdemo v semenih, koreninah, gomoljih, steblih, listih, plodovih in celo
pelodu, so razli¢nih velikosti in oblik kot tudi kemic¢nih in fizikalnih lastnosti, ter
variirajo z njegovim izvorom. Specificnost je tako markantna, da sluzi kot parameter
pri identifikaciji nativnega Skroba.

Pri vecini Skrobov velja, da se zrno oblikuje v amiloplastu (na vsak amiloplast eno
Skrobno zrno). V nekaterih skrobih (npr. oves) pa ve¢ manjsih zrn premera 4-10 pm
tvori agregate vecjih velikosti (20-150 pwm) (Eliasson in Gudmundsson, 1996). V vsaki
vrsti rastline je biokemijsko formiranje zrna uravnavano genetsko in termodinamsko
preko vec stopenj: izbira sladkorne enote, hitrost in nacin njene vkljucéitve v Skrobni
polisaharid in proces urejanja v kristalinicno oziroma amorfno strukturo (Annison in
Topping, 1994; Galliard in Bowler, 1987).

2. UPORABNOST SKROBA

Biotehnologija z genskim inzeniringom uc¢inkovito posega v rastline in s "kmetovanjem
na molekulski ravni" povecuje pridelek ogljikovih hidratov, masc¢obnih kislin,
farmacevtskih polipeptidov, industrijskih encimov, biorazgradljivih materialov,
sekundarnih metabolitov idr. Rastlina v tem primeru sluzi kot bioreaktor za
proizvodnjo zivil, Zivalske krme, surovin v predelovalni industriji, ki v ekonomskem
smislu lahko tekmuje z zivalsko ali mikrobno proizvodnjo biomolekul.

Moznosti uporabe nativnega Skroba so v zivilski industriji omejene, zato si raziskovalci
prizadevajo razsiriti uporabno obmocje z modifikacijo Skrobov s fizikalnimi, kemijskimi
ali biokemijskimi metodami, oziroma s posegi v sam metabolizem sinteze skroba v
rastlini (in planta), s katerimi naj bi pridelali Skrob ustrezne kakovosti ter se s tem



SKRABANJA, V.: Genetske in biotehnologke osnove kakovosti $kroba v rastlinskih ... 421

izognili stroSkom in problemom odpadnih produktov, ki spremljajo klasicne
modifikacije skroba.

Regulacija sinteze Skroba v rezervnih tkivih rastlin je kompleksna in §e ne povsem
jasna. Sami detajli metabolizma Skroba so si pogosto nasprotujoci, dejavniki, ki
vplivajo na hitrost sinteze ali strukturo Skroba, pa premalo znani.

Izkoris¢anje polne biosintetske kapacitete rastlin oz. polj$¢in potrebuje temeljito
predznanje o metabolizmu rastline in o regulacijskih mehanizmih, vkljucenih v
rastlinsko biokemijo. Kadar namre¢ z genetskim inZeniringom posezemo Vv poti
rastlinskega metabolizma, moramo upostevati celo vrsto omejitev, preden dosezemo
ustrezen pridelek. Ena od osnovnih omejitev je ze ta, da mora imeti novo vpeljani
encim zadostno afiniteto do svojega substrata/substratov, ¢e hoce tekmovati z
endogenimi encimi.

3. SINTEZA SKROBA

Kadar je hitrost fotosinteze hitrejSa od hitrosti transporta asimilatov (saharoze), se ti
zadrzijo v kloroplastu in se konvertirajo v Skrob. Skladis¢enje Skroba je tu le zacasno
in sluzi za uravnavanje fotosintetske kapacitete.

V nasprotju s situacijo v kloroplastih poteka akumulacija Skroba v rezervnih tkivih
bistveno pocasneje, vcasih tudi nekaj mesecev. Ob ustreznih razmerah lahko $krob tu
ostane nespremenjen do naslednje sezone. V tkivih (gomolji, semena) je skrob v obliki
v vodi netopnih zrn znotraj amiloplastov oz. struktur, obdanih z dvojno membrano, ki
omejuje dostop metabolitov do zrna. Privzem spojin, ki so donorji ogljika za sintezo
Skroba, je iz citoplazme mozen le ob prisotnosti transportnega sistema.

V rezervnih tkivih je glavni vir ogljika za sintezo Skroba obicajno saharoza, ki se iz
tkivnih virov prenaSa preko floema. Preden se znotraj plastida konvertira v skrob, se
mora v citoplazmi pretvoriti v obliko, ki je kompatibilna z znacilnostmi substrata
transportnega sistema. Tako se mora saharoza najprej razgraditi do dihidroksiaceton-
fosfata (DHAP), ki lahko potuje preko membrane amiloplasta, kjer se dalje pretvori do
ADP-glukoze s pomocjo encimov glukoneogeneze in ADP-glukoze pirofosforilaze
(AGP). Amiloplasti pa lahko heksoza-fosfate privzamejo tudi direktno. Studije z
amiloplasti koruze so pokazale, da so ti sposobni sintetizirati $krob iz glukoze-6-P, pri
eksperimentih z izoliranimi pSeni¢nimi amiloplasti pa so zasledili obilno sintezo Skroba
iz glukoze-1-P (Smith, 1993).

Za sintezo Skroba so pomembne tri reakcije, v katerih sodelujejo naslednji encimi:
1. ADP-glukoza pirofosforilaza; AGP katalizira naslednjo reakcijo:
o-glukoza-1-P + ATP <> ADP-glukoza + PP;

2. Skrob sintaza katalizira prenos ADP-glukoze na o-1,4 glukozni "primer"
(=zacetna veriga, nosilec) in podaljsa a-1,4 glukozno verigo.



422 Acta agriculturae Slovenica, 85 - 2, november 2005

3. Encim, ki je odgovoren za prenos podaljsanih a-1,4 verig in tvorbo a-1,6
razvejitvenih mest v amilopektinu (delno tudi v amilozi) (angl. branching enzyme;
BE).

Kljucni encim, "pacemaker" v sintezi Skroba tako v fotosintetskih kot nefotosintetskih
tkivih je AGP. Podobno ta encim uravnava hitrost sinteze glikogena tudi v bakterijah,
medtem ko je ugotovljeno, da pri kvasovkah in sesalcih vlogo kljuénega encima
prevzema glikogen sintaza (Stark s sod., 1992).

Skrob sintaza in BE obstajata v ve& oblikah (izoencimi); izo- oblike $krob sintaze so
lahko topne ali trdno vezane na Skrobna zrna (Smith s sod., 1995).

4, BIOTEHNOLOSKI POSEGI V KOLICINO IN STRUKTURO SKROBA
IN NJIHOV POMEN V AGRONOMUJI IN ZIVILSTVU

Kljub temu, da prednostno vlogo v sintezi Skroba pripisujejo AGP, je koli¢ina in
struktura skroba odvisna od kataliticnih sposobnosti vseh treh encimov, njihova vloga
pa se spreminja glede na organ rastline, z razmerami v okolju in s stopnjo razvoja
rastline.

Tako so z mutacijami na lokusih, ki kodirajo zapis za mali in veliki podenoti encima
AGP, pri endospermu koruze, embrijih graha in gomoljih krompirja zasledili nizjo
aktivnost encima in s tem nizji pridelek skroba. V embrijih graha pa so mutacije na
lokusu, ki kodira zapis za BE, prav tako zavrle sintezo Skroba. Brez kvantitativnih
analiz razmerij med aktivnostmi AGP in BE torej ni mozno ugotoviti, kateri od obeh
encimov je pomembnejsi za hitrost sinteze Skroba.

Ugotovljen je tudi izrazito nizji pridelek Skroba v organih rastlin, izpostavljenih vis§jim
temperaturam. Domnevno je ta pojav mozno pripisati nizji aktivnosti skrob sintaze
zaradi visjih temperatur (Smith s sod., 1995).

Razmerje med amilozo in amilopektinom je eden izmed dejavnikov, ki mo¢no vpliva na
prebavljivost toplotno obdelanega Skroba. Znanstveniki npr. zniZujejo koli¢ino amiloze
pri razli¢nih virih z namenom pridobivanja Skroba, primernejSega za zivila, ki jih
obdelujemo z mikrovalovnim segrevanjem, saj dajejo lepSo in stabilnejSo strukturo
(Goddijn in Pen, 1995). Na drugi strani pa so visoko amilozne vrste skroba v prehrani
posebej pomembne, saj kompleksi z lipidi, proteini, polifenoli, ki se tvorijo med
retrogradacijo Skroba, predstavljajo prebavnim encimom tezje dostopen ali celo
nedostopen skrob (imenovan rezistentni). Njegova prednost je ta, da kaze podobne
prehranske ucinke kot dietna vlaknina: uravnava nivo glukoze oziroma inzulina (vpliva
na glikemicni indeks zivil) ter raven holesterola v krvi, znizuje pa tudi ucinek
dejavnikov tveganja za nastanek raka v debelem crevesju (Tovar, 1992; Annison in
Topping, 1994; Skrabanja in Kreft, 1998; Skrabanja s sod., 2001a; Skrabanja s sod.,
2001b; Kreft in Skrabanja, 2002; Hoover in Zhou, 2003; Gonzales-Soto s sod., 2004;
Aparicio-Saguilan s sod., 2005; Englyst in Englyst, 2005; Yamada s sod., 2005; Chen s
sod., 2005).
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V nadaljevanju je navedeno Se nekaj primerov, kjer so v rastlinah z genetiko oz.
biotehnologijo spremenili potek sinteze Skroba.

V je¢menu (Hordeum vulgare) cDNA kodira zapis za encim AGP, katere aktivnost je
neodvisna od in vivo koncentracij 3-fosfoglicerata in/ali anorganskega fosfata oziroma
je ne stimulira fruktoza-1,6-biP in/ali inhibira AMP. Transgene rastline krompirja s
cDNA je¢mena so dale vecji pridelek Skroba. Krompir z visoko vsebnostjo skroba med
pripravo vpije manj mascobe in je uporabnejsi v zivilski industriji (Villand s sod.,
1995).

Pri jeCmenu je bilo tudi ugotovljeno, da gen za visoko vsebnost lizina v zrnju
pleiotropno vpliva tudi na sintezo Skroba (Kreft s sod., 1985; Kreft, 1987). Persson in
sod. (1996) so ugotovili, bi na vsebnost amiloze oziroma amilopektina v zrnju jemena
poleg genov z neposrednim vplivom lahko vplivalo tudi vsakokratno gensko ozadje
ostalih genov.

Posledica uspeSnega vnosa gena, ki kodira glikogen sintazo pri E. coli, se je v
amiloplastih krompirja izrazila v nizji vsebnosti skroba v gomoljih, manjsih Skrobnih
zrnih, vsebnosti amiloze in razdalji med razvejitvenimi mesti v amilopektinu (Krohn s
sod., 1994). Obratno je Kishore (cit. v Willmitzer s sod., 1993) z vnosom mutirane
oblike encima AGP iz E. coli v amiloplast transgenega krompirja uspel "skreirati"
rastlino z vi§jo vsebnostjo Skroba in suSine (suha snov je bila v povprecju visja kar za
24 % glede na kontrolni vzorec).

S tehniko rekombinantne DNA je mogoce upocasniti kaljenje pri krompirju z
znizevanjem koncentracije saharoze, ki inducira kaljenje. To dosezemo z inhibicijo
encimov, ki razgrajujejo Skrob, in/ali razgradnjo saharoze, ki se je ze formirala (Potato
transgenic, 1994).

Na ta nacin je v zivilstvu resljiv tudi problem, ki ga predstavlja akumulacija
reducirajocih sladkorjev glukoze in fruktoze med skladis¢enjem krompirja pri nizkih
temperaturah. Ti sladkorji v Maillardovi reakciji reagirajo z aminokislinami in med
cvrenjem krompirja povzroc¢ajo temno obarvanje in nezelen vonj ¢ipsa ali pomfrita. Z
zlahtnjenjem je moc¢ doseCi pocasnejSo razgradnjo Skroba in akumulacijo heksoz pri
nizkih temperaturah skladiScenja (Machray s sod., 1994).

Izmed vzorcev genske banke riza (Oryza sativa L.) so japonski znanstveniki izbrali
tistega z najvi§jo vsebnostjo amilopektina in sekvenco z zapisom za njegovo sintezo
preko plazmida E. coli klonirali v rastlinah riza s sekvenco za nizjo vsebnost
amilopektina. Tako so namesto s klasi¢nim zlahtnjenjem uspeli z genskim inzeniringom
spremeniti vsebnost amilopektina v rizu in s tem izboljSati njegov okus (Rice, 1994).

Stabilna vkljucitev vsaj enega gena razlicnih donorjev (npr. plesni, bakterije, Zivalske
ali rastlinske celice, npr. koruze) v genom rastline (paradiznik (Lycopersicon
esculentum), koruza (Zea mays)) je metoda za pridelavo Skroba pri visjih ali nizjih
temperaturah, ali Skroba s spremenjeno strukturo. Donor je obicajno gen za skrob
sintazo, BE in/ali glikogen sintazo (New transgenic, 1994).



424 Acta agriculturae Slovenica, 85 - 2, november 2005

Pri grahu so bili ugotovljeni mutanti na ve¢ lokusih, ki vplivajo na potek sinteze
Skroba, na razmerje amiloza/amilopektin ter na vsebnost prostih sladkorjev (Wang in
Hedley, 1993; Lloyd s sod., 1996). Mutacije na posameznih lokusih razlicno posegajo
v sintezo Skroba, kombinacije mutiranih genov tako omogocajo Siroko izbiro lastnosti
zivil.

Vecina $tudij, ki obravnavajo prebavljivost skroba pri stro¢nicah, se nanasa na vpliv
termiCnega postopka, skladiS¢enja ali botani¢ne integritete vzorca. Glede na dostopno
literaturo je vpliv razmerja amiloza/amilopektin precej raziskan pri zitih. Pri grahu pa
se s podobno problematiko raziskovalci niso ukvarjali. Da bi ugotovili dejanski vpliv
oz. kombinacijo naStetih dejavnikov na izkoristljivost Skroba, smo uporabili razlicne
genotipe graha s 23, 33 in 65 % amiloze in ustreznim delezem amilopektina. Po
termi¢ni obdelavi (kuhanje ali avtoklaviranje) celih ali zmletih zrn graha smo analizirali
vsebnost izkoristljivega in rezistentnega skroba ter z in vitro metodo spremljali hitrost
hidrolize $kroba in izracunali hidrolizni indeks. NajmanjSo vsebnost rezistentnega
Skroba (6,2 % glede na skupni skrob) smo dolo¢ili v genotipu graha z najmanjSo
vsebnostjo amiloze, s Sirjenjem razmerja amiloza/amilopektin se veca tudi vsebnost
rezistentnega Skroba. Tako se je pri enako pripravljenem pireju genotipa s 33 %
amiloze formiralo 11 % pri genotipu s 65 % amiloze pa 32 % rezistentnega Skroba
glede na skupni Skrob. Za hitrost hidrolize je bila ugotovljena negativna korelacija z
delezem amiloze v $krobu oz. z vsebnostjo nastalega rezistentnega $kroba (Skrabanja s
sod., 1999).

5. INDUSTRIJSKA PREDELAVA SKROBA

Ciklodekstrini so cikli¢ni oligosaharidi, zgrajeni iz 6 (o), 7 () ali 8 (y) glukoznih enot.
ki so z a-1,4 glikozidnimi vezmi povezane v obro¢. Njihova zunanjost je hidrofilna,
zaradi hidrofobne notranjosti pa zlahka tvorijo komplekse z drugimi hidrofobnimi
substancami, primernih oblik in velikosti (vitamini, mascobne kisline, arome).
Sposobnost tvorbe inkluzijskih kompleksov (t.i. molekularno enkapsulacijo) ze
izkori$¢ajo farmacevtska, kemi¢na, Zivilska in kozmeti¢na industrija.

V zivilstvu je najve¢ja moznost uporabe ciklodekstrinov je na podrocju arom, saj z
enkapsulacijo hlapnih komponent povecajo njihov ucinek. S svojimi lastnostmi
stabilizirajo emulzije mascob in olj, SCitijo pred oksidacijo, vplivom svetlobe,
razgradnje, razgrenijo sokove citrusov. S pomocjo 3 ciklodekstrina je iz kazeinskih
hidrolizatov mozno selektivno odstraniti aminokislini fenilalanin in tirozin, kar je
posebej pomembno pri pripravi dietetiCnih Zzivil za bolnike s fenilketonurijo,
patentiranih pa je tudi ve¢ postopkov za odstranitev holesterola iz jajc (Sidhu in

Oakenfull, 1992) ali kofeina iz kave (Guzman-Maldonado s sod., 1995).

Oakes s sod. (1991) predstavlja novo moznost proizvodnje ciklodekstrinov in planta
(v rastlinah transgenega krompirja). Z ekspresijo CGT gena iz Klebsiella pneumoniae
v amiloplastih krompirja so dosegli sintezo o in 3 ciklodekstrinov v koli¢ini 0,001-0,01
% glede na skupno vsebnost Skroba (Goddijn in Pen, 1995). Isti znanstveniki
napovedujejo, da naj bi v prihodnosti raven ciklodekstrinov v krompirju dosegla 1-10
% skupnega Skroba in da bo v rastlini mozno katalizirati sintezo ciklodekstrina
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dolocenega tipa (o, B, y) ali celo takega z ve¢ kot 8 glukoznimi enotami v obrocu
(Guzman-Maldonado s sod., 1995).

Rastlinski pridelki vsebujejo Skrob, ki ga lahko na najrazli¢nejse nacine oplemenitimo in
uporabimo v zivilstvu in prehrani.
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