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Przez dluzszy czas uirzymywal sie poglad, ze gluten sklada si¢ z dwéch
typow biatek tj. gliadyny i gluteniny, ktére uwazano za bialka jedno-
rodne. Nie przydawano natomiast wigkszej roli bialkom rozpuszczalnym
typu albumin i globulin, a niektérzy autorzy uwazali je w glutenie za
zbedne.

Z drugiej strony przedmiotem dyskusyjnym pozostawaly wlasciwosci
fizyczne glutenu otrzymywanego z maki bliskich do siebie pod wzgledem
genetycznym odmian pszenicy lub z maki frakcjonowanej powietrzem.

Dopiero w ostatnich latach zastosowanie nowoczesnych metod w ba-
daniach bialek zbdz, jak np. réznego rodzaju elektroforezy, immuno-
elektroforezy, sgczenia molekularnego na zelu, analizy przy pomocy
ultrawiréwek itd. wniosto duzy wklad w poznanie bialek zbéz i skladu
glutenu.

Surowiec i metody badan

Do badan brano mgke z pszenicy twardej i mgke z pszenicy migkkiej.
Ekstrakcje bialek z maki przeprowadzano sukcesywnie przy pomocy na-
stepujacych rozpuszczalnikéw:

1) woda destylowana,

2) 0,2 m roztwo6r NaCl zbuforowany do pH 7,
3) 70% etanol,

4) 0,05 n roztwor kwasu octowego.

Ekstrakcje -przeprowadzano kazdym z wyzej -wymienionych rozpusz-
czalnikéw 3-krotnie w homogenizatorze. Stosunek maki do rozpuszczal-
nikéw wynosit za kazdym razem jak 20:150, czas ekstrakcji wynosit
5 min. Po ekstrakeji, ptyn wirowano 30 min przy obrotach 2000/MIN. Kla-
rowne roztwory liofilizowano lub zaggszczano przy pomocy Carbowaksu.
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Zawartos¢ azotu w ekstraktach oznaczano metodg Kjeldahla. Wspb6l-
czynnik przeliczeniowy uzywano 3,7.

Gluten otrzymywano dwojakiego rodzaju:

a) gluten normalny otrzymywano przez wymywanie recznie zarobio-
nego ciasta z 30 g maki wodg destylowang;

b) gluten zmodyfikowany otrzymywano z maki z ktoérej wyekstraho-
wano bialko rozpuszczalne w wodzie i bialka rozpuszczalne w roztworze
soli.

Gluten normalny i gluten zmodyfikowany rozpuszczano w rozcienczo-
nym kwasie octowym lub buforze mleczanu glinu o pH 3,2 i nominalnej
sile jonowej 0,05. Ten sam bufor uzywano réwniez do elektroforezy bia-
lek na zelu skrobiowym. ‘ |

Koncentracja biatka w roztworze uzywanym do elektroforezy wynosila
od 5 do 8%. |

Dla inaktywowania amylazy, do roztwordéw biatek dodawano okoto
10 mg thiomersalu (CoHy Hg S C¢H,COONa) lub inaktywowano przez
ogrzewanie w gotujgcej sie wodzie w czasie 10 sek.

Elektroforetyczny rozdzial bialek przeprowadzono wedlug metody
Smithiesa (20) w modyfikacji Elton, Ewart (5). Napiecie pragdu na zelu
wynosilo 140 V, czas elektroforezy wynosit 4—5 godz. Do wybarwiania
bialek na zelu uzywano 0,007% roztworu Nigrosiny w 2% kw. tréjchloro-
octowym. Z otrzymanych elektroforograméw robiono zdjecia i rysunki.
Przy sporzadzaniu rysunkow zachowywano te same odleglosci miedzy
frakcjami jak i na elektroforogramie. Filtracje bialek glutenowych, roz-
puszczanych w N/100 CH3COOH, przeprowadzano na zelu dekstranowym.
Do filtracji uzywano sephadex G-100 oraz nastepujgce rozpuszczalniki:
woda; N/50 CH3COOH; N/50 NH,OH. Gestos¢ optyczng zebranych frakeji
oznaczano na spektrofotometrze przy dlugosci fali 275 mu. Fizyczne wta-

Sciwosci glutenu, rozciggliwosé wlasciwg, badano wediug metody Kozmi-
nej (13).

Wyniki badan

1. Zawartos¢ azotu w ekstraktach biatkowych. Nizej
przedstawione dane odnosnie zawartosci azotu i bialka w poszczegélnych
ekstraktach z maki o wyciggu 60% z pszenicy twardej (tabela 1).

Zawarto$¢ bialka w mgce wynosila 15,4%.

Ilo$¢é wyekstrahowanego bialtka przy pomocy 4 réznych rozpuszczalni-
kéw wynosila 13,36% co stanowi 86,7% od.biatka ogbélnego.

2. Analiza ekstraktéw biatkowych przy pomocy

elektroforezy na zelu skrobiowym. Wyniki przedstawiono
na rys. 1. V
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Tab. 1
Zawartos¢ azotu i bialka w poszczegblnych ekstraktach z maki pszenicy twardej
Zawartose
Ekstrakty wodne azotu % biatka %
Ekstrakt 1 : 0,31 1,77
Ekstrakt 2 0,12 0,68
Ekstrakt 3 0,08 0,46
suma 0,51 2,01

Ekstrakty roztworem soli (0,2 m NaCl)
Ekstrakt 1 0,15 0,85
Ekstrakt 2 0,10 0,57
Ekstrakt 3 0,07 0,39

0,32 1,81
Ekstrakty alkoholowe (70% etanol) o
Ekstrakt 1 0,805 4,59
Ekstrakt 2 0,142 0,81
Ekstrakt 3 0,071 0,41

1,018 5,81
Ekstrakty kwasowe (0,056 n kw. octowy)
Ekstrakt 1 0,284 1,62
Ekstrakt 2 0,213 1,21

0,497 2,83

Bialka rozpuszczalne w wodzie rozdzielono w polu elektrycznym na
zelu skrobiowym na 22 frakcje; biatka rozpuszczalne w roztworze soli
na 23 frakcje; biatka rozpuszczalne w 70% etanolu na 6 frakeji o wiek-
szym stezeniu, 4 frakcje o mniejszym stezeniu i $lady innych frakeji bia-
tek. Podobne frakcje otrzymano przy elektroforezie bialek rozpuszczal-
nych w 0,05n kw. octowym. Ekstrakty bialkowe jak wida¢ z elektroforo-
gramOw roéznig sie nie tylko iloscig frakcji lecz réwniez rozmieszczeniem
tych frakeji w polu elektrycznym.

3. Analiza biatek glutenowych przy pomocy elek-
troforezy na zelu skrobiowym. Wyniki analizy przedsta-
wiono na rys. 2.

Elektroforogramy 1 i 2 przedstawiajg frakcje biatek glutenowych
z maki pszenicy twardej: 1 — gluten normalny, 2 — gluten zmodyfiko-
wany tj. po ekstrakeji z mgki biatek rozpuszczalnych w wodzie i kwasie
octowym. Elektroforogramy 3 i 4 przedstawiajg frakcje bialek gluteno-
wych i pszenicy migkkiej: 3 — gluten normalny, 4 — gluten zmodyfi-

kowany. .
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Gluten normalny zawiera wszystkie frakcje odpowiadajace frakcjom
bialek rozpuszczalnych w alkoholu i kw. octowym oraz niektére frakcje
odpowiadajgce frakcjom bialek rozpuszczalnych w wodzie i w roztworach
soli. Gluten zmodyfikowany posiada wszystkie frakcje odpowiadajace
frakcjom rozpuszczalnym w alkoholu i roztworze kwasu octowego, nato-
miast zawiera mniej frakcji rozpuszczalnych w wodzie i roztworze soli.

1+

[

— s

Rys. 1. Frakcje bialek z magki pszenicy
twardej: 1 — f{rakcje rozpuszczalne
w wodzie, 2 — frakcje rozpuszczalne
w 0,2 m NaCl, 3 — frakcje rozpuszczal-
ne w 70% C,H,OH, 4 — frakcje roz-
puszczalne w 0,056 n CH;COOH

Rys. 2. Frakcje bialek glutenowych roz-
puszczalnych w buforze mleczanu gli-
nu: 1 — gluten normalny z pszenicy
twardej, 2 — gluten zmodyfikowany,
3 — gluten normalny z pszenicy migk-
kiej 4 — gluten zmodyfikowany

4. Analiza bialek glutenowych przy pomocy chro-
matografii molekularno-sitowej. Do analizy wzigto gluten
normalny i gluten zmodyfikowany. Gluten zmodyfikowany otrzymano
z tej samej maki lecz uprzednio wyekstrahowano z niej w homo-
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genizatorze bialka rozpuszczalne w wodzie i roztworach soli. Wyniki
analizy przedstawiono graficznie na rys. 3.

Otrzymano 4 stozki zaréwno dla jednego jak i dla drugiego glutenu.
Pierwsze dwa stozki odpowiadajg bialtku rozpuszczalnemu w wodzie,
trzeci w kwasie octowym i czwarty w amoniaku.

Stozki te réznig sie jak wida¢ wysokoscia, tj. zawartoscig bialka, w po-
szczegblnych frakcjach, zwlaszcza w frakeji pierwszej.
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Rys. 3. Filtracja bialek glutenowych na Zzelu ,,Sephadex G-100"” rozpuszczalnych
w 0,01 n kwasie octowym: gluten normalny, — — — gluten zmodyfikowany

5. Fizyczne wlasciwosci glutenu. Gluten otrzymany
normalnym sposobem, tj. bez poprzedzajacej ekstrakcji bialek roz-
puszczalnych w wodzie i roztworach soli, charakteryzuje sie dobrymi
wlasciwosciami fizycznymi, tj. posiada dobrag elastycznos$é, sprezystosé
i odpowiednig rozciggliwosé. Te wlasciwosci fizyczne glutenu zalezg od
typu pszenicy, odmiany i szeregu innych czynnikéw.

W zasadzie mocny gluten otrzymuje sie z pszenic twardych i szkli-
stych. Staby gluten z pszenic miekkich. Z jednej i tej samej maki
mozna otrzymaé rowniez gluten o rézinych fizycznych wlasciwosciach
jezeli mgka ta zostanie rozfrakcjonowana powietrzem na frakcje o réz-
‘nej wielkosci czastek. Na rys. 4 przedstawiono graficznie rozciggliwos¢
glutenu z maki frakcjonowanej powietrzem. Najmniejszg rozciggliwosé
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mial gluten z frakcji maki bogatej w biatko, ktérej czastki bylty w gra-
nicach 0—7 p. Najwiekszg rozciggliwo$¢ mial gluten z frakeji maki
czastki ktorej byly w granicach 35—65 u.

Fizyczne wlasciwosci glutenu zalezg réwniez od stopnia rozdrobnienia
maki. W miare wzrostu stopnia rozdrobnienia maki zmniejsza sie ilose
wymywalnego glutenu oraz zmniejsza sig jego rozciggliwose (12). Otrzy-
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Rys. 4. Rozciggliwosé glutenu z frakcjonowanej maki powietrzem. Frakcja czagsteic
maki w w: J1) 0—T7; 2) 7—15; 3) 15—25; 4) 25—35; 9) 35—65; 6) 65—83; 7) 83—100;
M — maka wyjsciowa

many elektroforogram bialek glutenowych z maki silnie rozdrobnionej
jest podobny do elektroforogramu biatek glutenowych z maki w ktorej
wyekstrahowano bialka rozpuszczalne w wodzie i bialka rozpuszczalne
w roztworze soli.

Gluten zmodyfikowany tj. gluten otrzymany z maki z ktorej uprzednio:
wyekstrahowano biatka rozpuszczalne w wodzie i roztworach soli przede—
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wszystkim zle sie formuje, wydajno$é jego jest niska, 30—50% od wy-
dajnosci glutenu normalnego. Gluten taki jest kruchy, malo rozciggliwy
i szary. Pod wzgledem technologicznym gluten taki nie przedstawia
duzej wartosci.

6. Dyskusja. Wiekszo$é badaczy w pracach nad fizyeznymi wla-
Sciwosciami glutenu nie przydawali wiekszego znaczenia biatkom typu
albumin i globulin, chociaz zawartos¢ tych bialek w glutenie jest sto-
sunkowo znaczna.

Tak np. wedlug Pence i wspélpracownikéw (18) okolo 50% albumin
i okoto 90% globulin, od ogdlnej ich zawartosci w mace, znajduje sieg
w glutenie. R6zng zawarto$é bialek typu albumin i globulin posiadaja
réowniez rézne odmiany i gatunki pszenic.

Zawarto$é tych bialek w pszenicy miekkiej i twardej wedilug Pence
przedstawia sie nastepujgco (18):

9 azotu od azotu ogbélnego maki

albuminy globuliny
pszenica miekka 10,9 7,6
pszenica twarda 91 51
Durum 6,8 7,2

Bialka te majg duzy wplyw na fizyczne wlasciwosci glutenu i ciasta
(18, 17, 16, 8, 10). Réwniez w mgce frakcjonowanej powietrzem i otrzy-
manym z tej maki glutenie zawartosé tych biatek jest rézna (12, 9). We
frakeji drobnej, bogatej w biatko zawarto$¢ bialek rozpuszczalnych w sto-
sunku do bialka ogélnego jest okolo 3-krotnie mniejsza niz we frakcji
o grubszych czgstkach, tj. frakcji o niskiej zawartosci biatka (9).

Nie ulega chyba watpliwosci, ze biatka typu albumin i globulin tworza
jeden uklad helikoidalny z bialkami typu gliadyny i gluteniny, tworzac
w ten sposéb biatko glutenowe. Gléwnymi zwojami w ukladzie heli-
koidalnym bez watpienia sg bialka typu gliadyny i gluteniny.

Bialka typu albumin i globulin trudno jest wyekstrahowa¢ cialkowicie
przy pomocy wody i roztworéw soli. Gluten otrzymany z maki po
wyekstrahowaniu z niej tych bialek posiada $lady biatek rozpuszczalnych
w wodzie i znaczne ilosci biatek rozpuszczalnych w roztworze soli (rys. 2,
chromatogram 2 i 4). :

Podobne wnioski przedstawili francuscy badacze Mossé i Baudet (1, 15).
Autorzy ci stosujac sukcesywna ekstrakcje bialek z maki przy pomocy
wody po 8-krotnej ekstrakeji otrzymali wigcej niz 1/3 bialek rozpuszczal-
nych w wodzie w stosunku do bialka ogblnego. Mniemanie niektérych
autoréw jakoby gluten skladal sie jedynie z bialek typu gliadyny i glu-
teniny wydaje sie niestuszne (18, 19). Potwierdzaja to zreszta badania
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elektroforetyczne. Elton i Ewart (5) wykazali w glutenie ponad 20 frak-
cji. Podobng ilos¢ frakeji wykazali i inni auterzy (3, 11).

Dane niektorych autorow (19, 22) iz gluten zawiera 8—9 elektro-
foretycznych frakcji nie odpowiadajg rzeczywistosci. Frakcje te nalezgy
jedynie do gliadyny. Bourdet i wspoétpracownicy (2) analizujgc wyciagi
alkoholowe z réznych typoéw pszenicy na zelu skrobiowym wykazali
cd 14 do 16 frakcji biatek. Elton i Ewart w prolaminach wykazali 18—20
frakeji, w tym 13—14 frakcji wolno wedrujgcych (6).

Gluteniny czyli bialka nierozpuszczalne w 70% alkoholu w normal-
nych warunkach nie ulegajg rozdzialowi w polu elektrycznym na zelu.
Biatka te majg bardzo wysoki cigzar czgsteczkowy, ktéry wynosi ponad
milion. Jezeli natomiast czgsteczka gluteniny zostanie rozbita, przez
redukcje wigzan dwusiarczkowych, tworzg sie woéwczas drobiny biatka
0 mniejszym cigzarze wilasciwym okolo 20 000. Bialka te przemieszczaja
sie. w polu elektrycznym na zelu skrobiowym, a ilo$¢ otrzymanych
frakeji zalezy od iloéci wigzan SS (4). Wigzania SS i SH odgrywaja bar-
dzo duzg role w lgczeniu poszczegblnych grup lancuchéw biatkowych
w jedng calos¢ jakim jest biatko glutenowe (8, 16, 17, 14, 18, 21).

Biatko glutenowe jak wykazal Grosskreutz (7) przy pomocy dyfrakcji
promieniami X i mikroskopu elektronowego zlozone sg ze spiralnych
tancuchéw polipeptydowych i konfiguracji alfa helikoidalnej, ktérych
srednica zwojéw wynosi 70 angstreméw.

Autor wyraza serdeczne podziekowanie: dr. G. A. H. Eltonowi, dr. T. Moranowi,
dr. C. R. Jonesowi, dr. P. Haltonowi, dr. L. Petitowi oraz panom J. A. D. Ewartowi

i B. Godonowi za umozliwienie odbycia praktyki w ich pracowniach i wykonanie
tam niekt6rych prac.
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