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Poréwnawcza analiza bialek pszenicy, zyta i dwoch odmian pszenzyta
Tyrs i Tage. 1. Podfrakeje gliadyn o réznych ciezarach czgsteczkowych

CpaBHMUTEJIbHLI aHaAu3 6GeJIKOB NUMEHMIbI, PXKM M ABYX COPTOB TPMUTHKAJe — Tgs
u Tggy I. ITopdpakumu ranafuHOB O PasHbIX MOJIEKYJAPHBIX Becax

A Comparative Analysis of the Proteins of Wheat, Rye and Two Kinds of Triticale
Tgrs and Ty I Subfrection of Gliadines of Various Molecular Weights

Gluten jest zlozonym kompleksem biatkowo-weglowodanowo-tiluszezowym i sta-
nowi gléwny skladnik maki. Wiasno$ci fizykochemiczne tego kompleksu decyduja
o jej wartodci wypiekowej. Wedlug rbéinych autoréw (18, 22), gluten w przeliczeniu
na suchg mase zawiera 72—90% biatka, w tym 40—50% stanowiag gliadyny i 35—40%
gluteniny. Frakcjonowaniem biatek glutenu zajmowalo sie¢ wielu badaczy, a miedzy
innymi Lee i wsp. (16) oraz inni (21, 24). Stosowano réine metody, postugujgc sig
modyfikowana celuloza (12, 16), elektroforezg w zelu skrobiowym (4, 7, 9, 10, 15),
Jones i wsp. (11—14) rozdzielili gliadyny na bloku skrobiowym, uzyskujgc cztery
podfrakcje. Podawane w piSmiennictwie ciezary czgsteczkowe frakcji gliadynowych
i gluteninowych ro6znig sie w zalezno$ci od zastosowanej metody ich oznaczania (1—2,
6, 25, 27).

Podjete badania poréwnawcze gliadyn oraz glutenin izolowanych z glutenu maki
pszenicy, zyta i dwoch odmian pszeniyta mialy na celu sprawdzenie, czy istnieje
zalezno$¢é miedzy rodzajem zboza a wiasno$ciami fizykochemicznymi zasadniczych
biatek glutenu.

MATERIAL: I METODY

Material doS$wiadczalny stanowily gliadyny izolowane z maki zyta Dankowskie
Zlote, pszenicy Grana i dwéch odmian pszenzyta: Ty i Teeq W oparciu o metodyke
podang przez Eltona i Ewarta (7). Biatko calkowite oznaczano metodg Folina
i Ciocafteau w modyfikacji Lowry (17). NoSnikiem chromatograficznym byt
Sephadex G-200 firmy Pharmacia Fine Chemicals Uppsala (Szwecja). Stosowano
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nastepujgce biatka wzorcowe: cytochrom C-BDH (Anglia), mioglobine — Calbio-
chem (Szwecja), albuming wolowg i hemoglobine ludzkg — firmy BDH (Anglia).
Ciezary molekularne podfrakcji gliadyn oznaczano metodg sgczenia molekularnego,
uzywajgc Sephadex G-200, wedlug Whitakera (23). Rozdziat chromatograficzny
biatek gliadyn wykonano wediug metodyki podanej przez Chena i Bushuka (3).

Izolowanie gliadyn

Make w iloSci 120 g przerabiano na ciasto i przemywano 0,1% roztworem chlorku
sodowego w celu pozbycia sie globulin, albumin oraz skrobi, Przemywanie prowa-
dzono az do calkowitego usuniecia skrobi — otrzymujac gluten. Mokry gluten za-
dano 120 g etanolu, co po uwzglednieniu zawartej w glutenie wody spowodowato,
ze stezenie uzytego do ekstrakeji etanolu wynosilo w przyblizeniu 70%. Celem lepszej
ekstrakcji gliadyn etanolem, gluten rozdrabniano przez intensywne mechaniczne
mieszanie w ciggu 30 sek. Rozdrobniony gluten, zawieszony w 70% etanolu, mieszano
powoli 4 godz. Nastepnie mieszanine odwirowano na ultrawiréwce przy 700 g w cig-
gu 40 min. Ekstrakt alkoholowy, zawierajacy frakcje gliadynowa, dializowano przez
3 doby, az do catkowitego usuniecia etanolu. Roztwér po dializie ultrawirowano
przy 45000 g przez 45 min. w celu usuniecia ewentualnych zanieczyszczenn w postaci
niewielkiej ilo§ci glutenin, ktdére moglyby sie wyekstrahowaé razem z gliadynami.
Roztw6ér po ultrawirowaniu zamrozono i liofilizowano, otrzymujgc biatko gliadyn.

Izolowanie glutenin

Pozostalo§é po ekstrakcji etanolem przemywano trzykrotnie 200 ml 70% etanolu
przez kilka godzin i ekstrakty alkoholowe odrzucano. Pozostato§¢ zadano 200 ml
0,05 N kwasu octowego, mieszano 1 godz. i wirowano przy 3000 obr./min. Otrzy-
many Kklarowny ekstrakt dializowano jak podano wyzej, zamrozono, a nastepnie
liofilizowano, otrzymujgc bialtko glutenin.

We frakcjach biatkowych gliadyn oraz glutenin pszenicy, zyta i dwéch odmian
pszenzyta oznaczano bialko catkowite metodg Folina i Ciocalteau w mo-
dyfikacji Lowry (17) — tab. 1.

Tab. 1. Zawarto$§é procentowa biatka w gliadynach i gluteninach
Per cent content of protein in gliadines and glutenines

Zboza Gliagyny Glut.ininy

Z 86,2 51,7
P 94,4 76,6
Tom 91,6 69,8
Tsoq 90,2 73,0

ROZDZIAL. CHROMATOGRAFICZNY BIALEK GLIADYN

Sephadex G-200 poddano pecznieniu w 1 M roztworze dwumetylofor-
mamidu w 0,05 M kwasie octowym w czasie 80 godz. Roztwér znad zelu
zlewano przez dekantacje w celu pozbycia sie pytu dekstranowego, na-
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stepnie przemywano pieciokrotnie oraz po odpowietrzeniu nanoszono na
kolumne. Po upakowaniu kolumny przepuszczano przez zel roztwér 1 M
dwumetyloformamidu w 0,05 M kwasie occtowym w iloci pieciokrotnie
wickszej od pojemnosci kolumny, ktérej wymiary wynosity 46X2,3 cm.
Biatko gliadyn poszczegblnych zb6z w ilosci 60 mg rozpuszezano w 5 ml
roztworu 2 M dwumetyloformamidu w 0,05 M kwasie octowym i nano-
szono na kolumne, a nastepnie eluowano 1 M dwumetyloformamidem
w 0,05 M kwasie octowym. Szybkos¢ wycieku z kolumny ustalono w ilosci
0,2 ml/min. i zbierano w probéwkach porcje 3 ml. Wyciek z kolumny
spektrofotometrowano przy 280 nm. W wyniku saczenia uzyskano 4 pod-
frakeje gliadyn. Procentowy udzial podfrakecji w gliadynach poszczegél-
nych zb6z okreslono na podstawie pomiaru powierzchni pikéw.

Oznaczono ciezary czgsteczkowe podfrakeji biatkowych gliadyn me-
toda saczenia na zelu Sephadex G-200. W metodzie tej wykorzystano za-
leznos¢ V./V, od lg M.cz., gdzie V, jest objetos$cia zerowa kolumny, a V,
— objetoscig elucyjng dla danego biatka. Na przygotowang kolumne
o wymiarach 46X2,3 cm, wypelniong zelem Sephadex G-200, nanoszono
roztwory bialek wzorcowych o stezeniu 15 mg/ml (tab. 2).

Znalezione objetosci elucyjne V. (1) pozwolily na okresSlenie krzywej
regresji i wyznaczenie wspolczynnikéw kierunkowych. Nastepnie uzyska-
ne na drodze sgczenia podfrakcje gliadyn pszenicy, zyta i obu odmian
pszenzyta nanoszono na kolumne i eluowano podobnie jak biatka wzor-
cowe roztworem 1 M dwumetyloformamidu w 0,05 M kwasie octowym.
Wyciek z kolumny w porcjach o objetosci 2 ml spektrofotometrowano
przy 280 nm. Znalezione objetosci elucyjne V(1) dla poszezegdlnych pod-
frakcji pozwolily w oparciu o wzér y=A+Bx (gdzie y=V. (1), a x=lg
M. cz., natomiast A i B wspélczynniki kierunkowe) okresli¢ ich ciezary
czgsteczkowe (tab. 3).

Tab. 2. Objetoci elucyjne V. dla bialek Tab. 3. Objeto$ci elucyjne oraz cie-
wzorcowych zary czasteczkowe podfrakeji gliadyn
Retention volumes V., for standard Retention volumes and molecular
proteins weights of subfractions of gliadines
Biatka Podfrakcje
Wzorcowe M Ve 1 gliadyn Ve @) M
Albumina I 0,047 90 000
wotowa 69 000 0,061 11 0,083 49 500
Hemoglobina 40 000 0,095 111 0,115 30 800
Mioglobina 17 000 0,147 v 0,146 17 600

Cytochrom C 12 000 0,167 v 0,167 12 100
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wyglad zewnetrzny i wlasnosci fizyczne oczyszczonych, zliofilizowa-
nych bialek gliadyn i glutenin byly zréznicowane. Gluteniny wystepo-
waly w postaci biatego, silnie elektryzujacego sie proszku, gliadyny na-
tomiast przypominaly bialg, ciggliwg pajeczyne. W przeliczeniu na suchg
mase gliadyny wykazywaly wyiszg zawartos¢ biatka niz gluteniny. Dla
gliadyn wynosila ona w zaleznosci od zboza 86,2—94,4%; a dla glutenin
— 57,7—16,6%. Uzyskane wyniki odbiegajg nieco od danych z pi$mien-
nictwa. Pence (19) podaje, ze zawartos¢ bialka w gliadynach réznych
zb6z waha sie w granicach 90,2—95,4%, a w gluteninach — 67,6—75,4%.
Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze najwieksza zawar-
tos¢ bialka charakteryzowala gluteniny pszenicy, za$ najnizsza — glu-
teniny Zyta, natomiast obie odmiany pszenzyta posiadaty zawarto§¢ bial-
ka zblizong do glutenin pszenicy. Gliadyny pszenicy posiadaly réwniez
najwyzszg zawartos¢ biatka, a zyta — najnizszg. Jesli chodzi o zawar-
tos¢ bialka, to gliadyny obu odmian pszenzyta wykazywaly posrednie war-
tosci, mieszczace sie pomiedzy wartosciami dla zyta i pszenicy.

Gliadyny analizowanych zb6éz rozdzielane na zelu Sephadex G-200
dawaly pie¢ podfrakeji o réznych ciezarach czgsteczkowych: I — 90 000,
IT — 50000, III — 30000, IV — 18000, V — 12000 (tab. 4). Bietz
i Wall (1) podali odmienne ciezary molekularne dla podfrakeji gliadyn,
ktére wedlug cytowanych autoréw zawieraly sie w granicach 11 400—
42 200. Analogiczne podfrakcje wykazano w gliadynach pszenicy i jednej
z odmian pszenzyta, Tay. Natomiast gliadyny zyta posiadaly analogiczne
podfrakcje z drugg odmiang pszenzyta, Tay. Gliadyny pszenicy i zyta roz-

Tab. 4. Procentowy udzial podfrakcji o okreSlonych ciezarach czgsteczkowych
w gliadynach
Per cent content of subfractions with given molecular weights in gliadine proteins

. I II II1 v v
Zboza % % % %
Z 30 — 50 13 i
P 40 9 38 13 —
Tozs 16 — 60 18 6
Ta0s 18 52 21 9 —

nity podfrakcje. Gliadyny pszenicy posiadaly podfrakcje o cigzarze 50 000,
ktéra nie wystepowala w gliadynach zyta, gliadyny zyta natomiast po-
siadaly podfrakcje o ciezarze 12 000, ktérej nie znaleziono w gliadynach
pszenicy. Poza tym nalezy podkresli¢, ze w gliadynach réznych zbdz wy-
stepowala inna procentowa zawartos¢ podfrakeji o tych samych cieza-
rach czgsteczkowych. Moze to wskazywa¢ na réznice gliadyn izolowanych
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z glutenu badanych trzech rodzajéw zboz. Na podstawie przeprowadzo-
nych badah wydaje sie, ze gliadyny pszenzyta Ty, wykazujg wieksze po-
dobienstwo chemiczne do gliadyn pszenicy niz do gliadyn zyta. Natomiast
gliadyny pszenzyta Ty ze wzgledu na budowe chemiczng sg bardziej zbli-
zone do gliadyn zyta. Oznaczony $redni ciezar czasteczkowy gliadyn me-
todg sgczenia molekularnego wynosi ok. 42 000, co jest zgodne z wyni-
kami uzyskanymi przez Jonesa i wsp. (11—13). Cole (6) podaje
44 000 jako $redni ciezar molekularny dla gliadyn, natomiast Bietz
i Wall (1) — 43 000,
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PE3IOME

B mnpexacraBienHoi pabore ob6HapyKeHBI (DM3MKO-XMMUYECKHE Pa3HMUBI MEXAY
rIMaguHaMy OTAEJBbHBIX COPTOB XJe60B. Pa3uumib! BbICTYNIMJM TaKXKe MEXAY I~
TEeHMHaMy MIUEeHMIBI, PKMU U JIBYX COPTOB NuIeHzkuta. IIponeHTHOE COfepIKaHue Nox-
thparumit ranaguHa mueH:kuTa Ty, Obl0 60see CONMMKEHHBIM K TIMAJMHY PKKU He-
Xeayu K rauaguiy muenuubl. Lamaauu muenkura Ters BbIKasaja Ooabluee CcXOA-
CTBO ¢ IaMaamHOM mueHunsl. Copepxanne abconroTHOro 6enka B TIIIOTEHMHAX IMIIEH-
KuTa 66110 GoJlee CXOAHBIM C IJIIOTEHMHOM NHIEHMILI HEXKEJIU DPHEKU.

SUMMARY

This paper presents the physical and chemical differences between gliadins of
particular corn varieties. The differences were also visible between glutenins of
wheat, rye and Triticale varieties. The percentage content of gliadin subfractions
of Triticale Ty; was more similar to rye gliadin rather than to wheat gliadins.
However, gliadins of Triticale Ty showed greater similarity to Triticale gliadins.
The content of the whole protein in glutenines of Triticale was closer to wheat
glutenins rather than to rye glutenins,



