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Bialka roslinne stanowig coraz bardziej cenny, a przede wszystkim
tanszy od zwierzecych, surowiec w odzywianiu czlowieka i zwierzat. Ich
wartos$é¢ uzytkowa zalezy nie tylko od skladu aminokwasowego, ale i struk-
tury wplywajacej na dostepno$é¢ zawartych w nich wigzan peptydowych.
Roéznorodnos¢ bialek roslinnych jest ogromna, zaréwno z uwagi na zawar-
tos¢ aminokwasow egzogennych, jak i strukture wtorng. Z tg ostatnig
cechg wigze sie miedzy innymi réznorodnosé¢ funkeji fizjologicznych oraz
uzytkowych. Jednym z bardziej interesujacych zespoléw bialek o szcze-
gbélnych funkcjach strukturalnych jest kompleks wystepujacy w endo-
spermie pszenicy, zwany juz od dawna glutenem. Pod wzgledem fizjolo-
gicznym jest to bialko zapasowe, natomiast juz bardzo dawno zwrocono
uwage na jego cechy technologiczne, gdyz ma ono szczegélng elastycznos¢
i rozciagliwo$é, a w procesie wytwarzania ciasta tworzy (z udzialem in-
nych skladnikéw) plastyczng i elastyczng strukture, nadajgcag mu przy
pieczeniu porowato$é¢, dzieki zatrzymywaniu gazow wewnatrz tej struk-
tury.

Charakterystyka ukladu glutenowego

Wystepujace w ziarnie zb6z chlebowych bialka mozna zaliczy¢ ogélnie
do dwéch grup o wyraznie zarysowanych wlasciwosciach technologicz-
nych. Prolaminy i gluteliny, a takze tak zwane bialka nierozpuszczalne.
stanowigce razem grupe bialek glutenowych, cechuja sie szczegblng zdol-
noscig do agregacji w warunkach $rodowiska wodnego, ktorej rezultatem
jest osiggniecie stanu utozsamianego z cechami substancji glutenowej
(19, 49). Bialka te tworzg w tak uformowanych agregatach podstawowy
element konstrukeji matrycy glutenowej.

Zaliczane do drugiej grupy biatka albuminowe i globulinowe nie wy-
kazuja zdolnosci do samodzielnego tworzenia podobnych agregatow (19,
49). Nalezy jednak braé¢ pod uwage, ze wiele z nich jest obdarzonych
funkcjami enzymatycznymi, a dzieki duzej reaktywnosci oddzialujg
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one takze modyfikujaco na biatka typu glutenowego (9, 21). Wykazano
wiec, ze albuminy i globuliny pelnia, w pewnym stopniu, funkcje ,,le-
piszcza” ulatwiajgcego powstawanie agregatow z bialek prolaminowych
1 glutelinowych, ktéore ze wzgledu na swg wielko§¢ zatracjg juz zdol-
nos¢ dyspergowania w konwencjonalnych kwasnych roztworach slabych
elektrolitow (21, 24). Uczestniczac w interakcjach za posrednictwem swoich
grup sulfhydrolowych bialka albuminowe i globulinowe sg w stanie
zmienia¢ rozmieszczenie mostkow dwusiarczkowych w przestrzennej
strukturze matrycy glutenowej, zwlaszcza, jezeli poddaje sie ja réwno-

czesnym odksztalceniom mechanicznym podczas miesienia ciasta (9, 10,
13).
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Bialka zawarte w endospermie pszenicy daja sie rozfrakcjonowacé réz-
nymi metodami na albuminy i globuliny (bialka rozpuszczalne) oraz
niskoczgsteczkowe prolaminy (gliadyne) i wysokoczasteczkowg gluteline
(glutenine). Nalezy sadzi¢, ze dwie ostatnie grupy bialek (i byé moze
cze$¢ albumin i globulin) juz w procesie wymywania lub ekstrakcji pod-
legajg réznorodnym interakcjom, tworzac w stanie uwodnionym kompleks
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okreslany wlasnie jako gluten. Jedynie ten zespol biatkowy posiada
wspomniane szczegélne wlasciwosci strukturalne, a zatraca je po roz-

frakcjonowaniu.
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Rys. 2. Typowy rozdzial bialek glutenowych na kolumnie z Sefadeks G 100 w 0,0? M
buforze octanowym: 1 — glutenina, 2 — gliadyna, 3 — albuminy i globuhp_y,
4 — peptydy; o§ pozioma — objeto$é elucji w ml, o§ pionowa — ekstynkcia

przy 280 nm
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Jednakze wymienione frakcje nie sg jednorodne, gdyz kazda z nich
w elektroforezie lub przy pomocy innych metod daje wiele frakcji o roz-
nych wlasciwosciach. Glutenine i gliadyne, a takze bialka rozpuszczalne
uzyskﬁje sie obecnie najprosciej przez frakcjonowanie dyspersji gluteau
w kwasie octowym (lub wyciggu maki w kwasie octowym) (43) na Se-
tadeksie G 100 lub G 200 (35), co pozwala uzyska¢ odrebne frakcje wi-
doczne na rys. 2. Stosunek miedzy gliadyng i glutening nie jest staly i za-
lezy od stosowanych warunkow. Stad niektérzy badacze, a takze autorzy
uwazaja, ze obydwie frakcje pozostajg ze sobg w rownowadze, zwigzane]
z agregacja, wzglednie dezagregacjg okreslonych podjednostek. Miedzy
innymi nasze badania wykazaly, ze frakcja I poddana ponownemu roz-
dzielaniu na Sefadeksie G 100 dala obraz podobny do obserwowanego na
rys. 2, a wiec nastgpilo przywroécenie, w pewnym stopniu, rownowagi
miedzy frakcjami wysoko- i niskoczasteczkowymi. Jednakze elektrofore-
za gluteniny potraktowanej czynnikiem redukujacym, prowadzona na
zelu skrobiowym, lub poliakrylamidowym wykazala, ze obok jednostek
o identycznej ruchliwosci z jednostkami gliadyny, glutenina zawiera tez
zupelnie inne jednostki, a nawet niektére z tych o jednakowej ruchli-
wosci, posiadaja rozny sklad aminokwasowy (8, 17). Ponadto badania
widm ORD wykazaly, ze podjednostki gliadyny posiadaja przewage
struktur spiralnych, natomiast podjednostki gluteniny wykazujg znacznie
wiekszy procent struktur klebkowych, nieuporzadkowanych (56). Wresz-
cie sklad aminokwasowy wykazuje roznice, z ktérych najwigksze zna-
czenie ma, by¢ moze, stosunkowo wysoka w gluteninie zawartos¢ reszt
glutaminy, ktérej grupy amidowe s3 potencjalnymi zrodltami miedzy-
lancuchowych wigzan wodorowych (55). Dlatego tez podjednostki te wy-
kazuja znaczng tendencje do agregacji. Jest wigc mozliwe, ze rownowa-
ga wystepuje nie miedzy gliadyng i glutenina, ale miedzy agregatem glu-
teniny a jej podjednostkami, przy czym réwnowaga ta jest zalezna od
obecnosci podjednostek gliadyny.

Badania cienkich przekrojow niedojrzalej endospermy pszenicy w mi-
kroskopie elektronowym (16) wykazaly obecnos¢ tzw. ,,cialek bialkowych”
(protein bodies), przyczepionych do blony lipoproteinowe] obok ryboso-
mow, znajdujacych sie na powierzchni siateczki endoplazmatycznej. W
okresie ,nalewania ziarna’ twory te zawierajg niskoczasteczkowe bialka
typu gliadyny i sg zapewne miejscem ich biosyntezy. W ziarnie dojrza-
lym ,,protein bodies” nie byly juz obserwowane. Natomiast wysokoczg-
steczkowe bialka tworzace glutenine syntetyzowane sg w glownej mierze
(zwlaszcza te o wiekszych czasteczkach), przypuszczalnie poza ,protein
bodies” i w czasie calego okresu dojrzewania ziarna zarowno przed po-
jawieniem sie tych tworéw, jak i po ich zaniku (11). Tak wiec biosynte-
za obydwu wymienionych frakcji odbywa sig niezaleznie.
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Wedlug pogladéw Simmondsa, podjednostki tworzgce wysokoczgstecz-
kowe agregaty gluteniny pochodzg z lipoproteidow oraz produktéw de-
gradacji membran i struktur podkomorkowych (44), natomiast pocho-
dzenie podjednostek tworzgcych gliadyne nie jest wyjasnione. W dal-
szym ciggu ksztaltowania sie kompleksu, podjednostki o roznym charak-
terze laczg sie w wieksze agregaty z udzialem wigzan S-S, wodorowych
oraz hydrofobowych, ktorym ostatnio przypisuje sie coraz wieksze zna-
czenie.
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Rys. 3. Poréwnanie ciezaréw czasteczkowych gluteniny trzech od-
mian pszenicy przez sgczenie molekutarne na zelu agaro-
zowym (BioGel A 5M) w buforze tris + 3M mocznik,
pH 6,0. 1 — Red River 68 (pétkarlowa HRS), 2 — Ponca
(HRW), 3 — Brevor (SWW); o§ pozioma — objgtosé elucji
w ml, o§ pionowa — ekstynkcja przy 280 nm
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Bardzo waznym zagadnieniem jest wyjasnienie przyczyn genetycz-
nych lub innego rodzaju ksztaltujacych wlasnosci reologiczne i war-
tos¢ reologiczng glutenu i pszenicy. Niewgtpliwie struktura wtérna lub
obecnos¢ w kompleksie gluteniny niektérych z omawianych podjednos-
tek ma istotny udzial w ksztaltowaniu wartosci technologicznej maki
pszennej. Mianowicie wykazano, ze jako$¢ pszenicy jest wprost propor-
cjonalna do ilosci tzw. gluteniny resztkowej, czyli nierozpuszczalnej w
kwasie octowym (36), a inni badacze wykazali, ze wigze sie ona z cie-
zarem czgsteczkowym tej frakeji gluteniny (7), co obrazuje rys. 3.

Badania genetyczne wykazaly, ze za jako3¢ technologiczng ma byc¢
odpowiedzialny gen zawarty w chromosomie 1D heksaploidalnej pszeni-
cy Triticum aestivum, gdyz genom D nie wystepuje w T. durum, ktora
nie tworzy glutenu o wlasciwej strukturze (30, 55). Jednakze genowi te-
mu mozna przypisywac kontrole wytwarzania szeregu roznych frakcji
biatka gluteniny, gdyz T. durum nie zawiera szeregu frakcji, wystepujg-
cych w normalnej pszenicy. Na przyklad przy poréwnywaniu obrazow
elektroforetycznych roznych odmian i klas pszznicy wykazano, ze T. du-
rum nie zawiera powolnej frakcji, ktéora w T. aestivum wykazywala na-
silenie skorelowane z wartoscig technologiczng Jest wiec rowniez mozli-
we, ze wlasnie ta frakcja gluteniny jest kontrolowana przez gen zawarty
w chromosomie 1D oraz odpowiedzialna za jakc$¢ pszenicy.

Istotne znaczenie majg tez badania nad wlasnos$ciami poszczegélnych
frakeji bialek kompleksu glutenowego i nad proébami ich skorelowania
z warto$cig technologiczng magki. W badaniach tych wiele uwagi poswigca
si¢ wigzaniom dwusiarczkowym (i grupom -SH) oraz wigzaniom wodo-
rowym. Poniewaz zawarto$¢ cysteiny w glutenie wykazuje niewielkie
rozbieznoSci i nie jest skorelowana z jego jako$cig, nalezy sadzi¢, ze
w gléwnej mierze nie ilos¢ wigzan S-S, a ich rozmieszczenie w komplek-
sie ma istotny wplyw na wartos¢ technologiczng maki (9). Ewart (14)
stwierdzil, ze w glutenie ponad polowa wigzan S-S wystepuje pomiedzy
lancuchami polipeptydowymi i sg one okres§lane jako powierzchniowe.
Kaczkowski ze wsp. (5) wykazal, ze procentova zawarto§¢ miedzylancu-
chowych wigzan S-S w glutenie jest czynnikiem zasadniczym dla ksztal-
towania jako$ci maki, natomiast szybkos¢ wymiany grup SH i wigzan
S-S w glutenie zdyspergowanym nie wykazuje bezposredniego powigza-
nia Z jako$cig.

Uklad wigzan wodorowych w glutenie z ktérym zwigzana jest za-
warto§¢ czgsteczek bialkowych, zgodnie z sugestiami Wakara (50) ma
istotny wplyw na cechy reologiczne glutenu i ciasta. Jednakze bardzie]j
szczegblowe badania wlasno$ci hydrodynamicznych glutenu (29) oraz glu-
tenu i gluteniny (1), wystepujacych w postaci dyspersji w salicylanie
sodowym tylko w czeSci potwierdzily ten poglad, gdyz wykazaly, ze je-
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dynie znaczne réznice w wartosci technologicznej maki zwigzane sg z roz-
nicami w wlasciwosciach hydrodynamicznych. Autorzy sadza wiec, ze
przypuszczalnie uklad strukturalny jakiejs okreslonej frakcji glutenino-
wej moze mie¢ istotny wplyw na jakos¢ maki, a oznaczane wartosci wy-
padkowe zespolu bialek maskujg wlasnosci tej zasadniczej frakeji.

Obecnie coraz wiekszg uwage zwraca sie¢ na oddzialywania hydrofo-
bowe pomiedzy rodnikami niepolarnymi lancuchéw polipeptydowych, ja-
ko na wazny czynnik ksztaltujgcy wlasciwosci reologiczne ciasta, jed-
nakze brak opracowanej metodyki badawczej nie pozwala na wniknigcie
w istote tego zagadnienia. Tak wiec uklad roznych wigzan i ich ilosci
wystepujgce w poszezegolnych czasteczkach kompleksu glutenowego, jak
i pomiedzy nimi oraz innymi skladnikami niebialkowymi, ma niewgtpli-
wy wplyw na warto$¢ technologiczna maki, ale wymaga jeszcze bardzic]
wnikliwych badan powigzanych z uzyskaniem mozliwie czystych frakeji
o zachowanej strukturze naturalnej.

Rola i znaczenie struktury molekularnej bialek zbozowych w technologti

Uklad bialkowy magki jest glownym skladnikiem umozliwiajgcym na-
danie ciastu optymalnych cechreologicznych (10, 19, 32, 39). Postep
osiggniety w badaniach tego ukladu pozwolil na wprowadzenie cigglych
metod produkecji pieczywa, a nawet na czesciowg automatyzacje procesu
technologicznego (32, 39).

Podstawowg trudnos$é dla technologii stanowi wytworzenie, w przy-
jetych warunkach procesu technologicznego, takiej struktury molekular-
nej matrycy glutenowej ciasta, ktora bylaby jednakowa w przypadku
wykorzystywania surowca o réznej wyjsciowe] charakterystyce ukladu
biatkowego (21). Zadanie technologa polega na takim modelowaniu te]j
matrycy, aby stanowila ona siatke dostatecznie sprezystg 1 elastyczna,
zdolng utrzymaé w cieécie maksymalng ilos¢ gazow fermentacyjnych, przy
réwnoczesnym réwnomiernym ich rozmieszczeniu. W zaleznosci od jakos-
ci surowca technolog musi podejmowaé roznokierunkowe dzialania. Za-
chodzié moze np. koniecznos$¢ ochrony pierwotnych wlasciwosci kom-
pleksu glutenowego przed modyfikujacym dzialaniem enzymow proteoli-
tycznych, skutkami oddzialywania mechanicznego i interakcjami z sub-
stancjami wprowadzanymi do systemu. Zaznaczy¢ trzeba, ze wigkszos¢
dodatkéw stosowanych w nowoczesnym piekarstwie, takich jak mleko,
ttuszcze, cukry i syropy, izolaty lub koncentraty bialkowe roslinne i inne,
zawierajg skladniki wykazujace duza reaktywno$¢ w stosunku do bialgk
zbozowych. Czesciej jednak staje sig¢ przed konieczno$cig indukowania
odpowiednich zmian strukturowych tej matrycy. W przypadku postugi-
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wania si¢ probami pszenicy o malej zawartosci bialek glutenowych, ce-
chujacych sie tworzeniem matrycy o niskim stopniu usieciowania prze-
strzennego 1 niewielkiej odpornosci na odksztalcenia mechaniczne, dgzy
si¢ do korekty tych wlasciwosci, miedzy innymi przez czesciowa dena-
turacje bialek i obnizenie aktywnosci proteolitycznej w $rodowisku (12,
29). Jezeli natomiast uklad bialkowy maki okazuje sie zbyt ,,mocny”,
osigga si¢ optymalng strukture matrycy glutenowej, stwarzajac korzystne
warunki dla wzmozonej proteolizy (32), wzglednie na drodze stopnio-
wego uszkodzenia mechanicznego kompleksu (32, 39) lub przez stosowa-
nie dodatkow powodujacych jego czeSciowsg dezagregacje (32, 39). Pod-
stawg modelowania reologicznych wlasciwosci ciasta jest wiec wlasciwe
operowanie procesami agregacji, wzglednie dezagregacji bialek wchodza-
cych w sklad systemu.

Przedsatwione w czesci I wlasciwosci bialek ziarna zbéz chlebowych
1 wyrozniajgca sie labilnosé¢ struktury glutenowej zalezne od warun-
kow 1 skladu systemu nakazuja rozpatrywanie glutenu jako swoistego
stanu, przyjmowanego przez odpowiednie bialka w okreslonych warun-
kach (19, 49). Wykazano np., ze stan taki nie jest wlasciwy wylgcznie
dla bialek ziarna zbo6z chlebowych, ale mozna osiggngé go réwniez w spo-
sob konwencjonalny, wymywajac bialka z maki sporzadzonej z nasion
niektérych roslin tropikalnych.

W praktyce technologicznej struktura matrycy glutenowej w ciescie
jest znacznie bardziej zlozona, niz wynikaloby to z kombinacji, jakie
daje wzajemne oddzialywanie na siebie poszczegélnych grup biatek za-
wartych w mace. Dlatego tez istnieje potrzeba uwzgledniania w prowa-
dzonych badaniach nad systemem, praktycznie wszystkich tych inter-
akcji, do jakich zdolne sg substancje bialkowe (19). Sadzi sie nawet, ze
zagadnienie interakecji bialek z réznymi substancjami niebialkowymi wy-
stgpujacymi w naturalnym surowcu zbozowym, lub wprowadzonymi do
maki w postaci okre§lonych dodatkéw technologicznych, nabiera charak-
teru wezlowego w badaniach nad rolg bialek w ksztaltowaniu wartosci
wypiekowej zbdz chlebowych (19).

Badania interakcji bialek zbozowych koncentrujg sie¢ aktualnie na kil-
ku zagadnieniach.

Stosunkowo zaawansowane sg prace nad interakcjami bialek zbozo-
wych z innymi bialkami roslinnymi, np. soi i innych nasion strgczko-
wych jadalnych, stosowanymi przy produkecji chleba wzbogacanego o pod-
wyzszone] wartosci biologicznej (32, 39). Obejmuje sie takze badaniami
analogiczne interakcje z bialkami mleka (20, 39), ktére w coraz wiekszym
stopniu sg wykorzystywane w piekarstwie. Bierze si¢ pod uwage zaréw-
no bialka kazeinowe, jak i laktoglobuliny i albuminy. Kappa-kazeina ze
wzgledu na swa szczegbélng reaktywnos¢ oraz S-laktoglobulina stanowig
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bardzo interesujgce uklady modelowe (20). Zmiany wlasciwosci glutenu
wywolywane przez te bialka sg nieproporcjonalnie duze w stosunku do
ilosci stosowanych dodatkow.

Podobnie wazne okazaly sie rezultaty badan interakcji bialek zbozo-
wych z substancjami tluszczowymi. Lipoproteidowe modele struktury
glutenowe] okazujg sie¢ bardzo uzyteczne przy wyjasnianiu wielu cech
technologicznych ciasta (19). Zaawansowanie prac nad tymi interakcja-
mi pozwala wykorzystywaé optymalnie bogatg game emulgatoréow i tlusz-
czow piekarskich, a takze znacznie je udoskonalaé¢ (32, 39).

W ostatnim okresie zwraca sie coraz wiekszg uwage na zagadnienie
interakcji bialek zbozowych ze skladnikami maki o charakterze cukrow-
cOw. Szczegoélnie istotne wydajg sie interakcje z pentozanami i substan-
cjami sluzowymi (22). Znany jest powszechnie fakt, ze wymycie glu-
tenu z ciasta zytniego jest mozliwe dopiero po obnizeniu naturalnej za-
wartosci substancji $luzowych w probie (15, 32). Wystepujace w nad-
miarze (jak w ziarnie zyta) uwodnione czgsteczki tych substancji unie-
mozliwiaja, jak sie wydaje, dostateczne zblizenie sie do siebie podjed-
nostek biatkowych, aby mogly wytworzy¢ sie wigzania wodorowe stabi-
lizujgce powstajacy kompleks. Inacze] przedstawia sie sytuacja, jezeli
substancje s$luzowe wystepujg w mace w iloSciach mniejszych od pro-
gowej. Wowcezas uczestniczg one w procesie powstawania agregatow bial-
kowych, co sprzyja tworzeniu sie bardzo duzych czasteczek stojacych na
granicy agregatow gluteninowych i bialek nierozpuszczalnych (22). Zbyt
szczuply jest jeszcze material wynikowy, aby mozna bylo snu¢ bardziej
rozwiniete rozwazania na ten temat. Nie ulega jednak juz dzisiaj watpli-
wosci, ze prace takie bedg musialy wejs¢ na dluzszy okres do planu ba-
dan krajowych osrodkow zajmujgcych sie chemia biatek zbozowych, cho-
cilazby z tej przyczyny, iz podstawowym rodzajem chleba produkowane-
go w Polsce jest chleb pszenno-zytni. Model, jaki stanowi ciasto pszen-
no-zytnie, jest znacznie bardziej skomplikowany niz w przypadku ciasta
pszennego. Kryje on w sobie wiele niewiadomych, a brak opracowan te-
oretycznych staje sie jednym z hamulcéw postepu technicznego krajowego
piekarstwa.

W interakcjach wymienionych typow, prowadzacych do powstawania
agregatow Dbiatkowych, istotne znaczenie maja zmiany réwnowagi po-
miedzy poszczegélnymi rodzajami sil strukturowych. Tak wigc nalezy
traktowaé¢ obecne w biatkach reaktywne grupy sulfhydrylowe jako po-
tencjalne miejsca, w ktéorych przy zastosowaniu lagodnego utleniania
moga powstaé¢ silne kowalencyjne wigzania dwusiarczkowe o podstawo-
wym znaczeniu dla tworzenia stabilnych agregatéw (9). Duza energia
tych wigzan, przy réwnoczesnej duzej latwosci przemieszczania sig ich
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wewngtrz kompleksu pod wplywem kontrolowanego odksztalcania me-
chanicznego, nadaje im wysoka range jako mozliwosci oddzialywania
technologicznego. Odpowiednie przesuwanie réwnowagi, a wiec zwieksza-
nie lub obnizanie liczby wigzan dwusiarczkowych w systemie pozwala
korygowac¢ jego wlasciwosci reologiczne w bardzo szerokich granicach.

Znacznie slabsze od wigzan dwusiarczkowych wigzania wodorowe,
wystepujgce jednak w ogromnej iloSci w matrycy glutenowej, pelnig, jak
sgdzi sie, role pierwszoplanowa w wytwarzaniu stanu glutenowego (23,
33, 48). Regulacja stosunkéw ilosciowych w obrebie tych wigzan, w przy-
padku uformowanego juz kompleksu glutenowego, daje jednak mniej-
sze mozliwosci korekty wlasciwosci technologicznych systemu, niz przy
wigzaniach dwusiarczkowych.

Sposrod pozostalych sit strukturowych duze znaczenie wykazujg takze
wigzania hydrofobowe. Wystepuja one w pewnej ilosci w naturalnej ma-
trycy glutenowej. IloS¢ ta zwieksza sie wydatnie po wprowadzeniu do
ciasta emulgatorow i preparatéw tluszczowych, pozwalajgc indukowacé
bardzo subtelne zmiany wlasciwosei reologicznych systemu, prowadzgce
do doskonalych efektéw technologicznych (32, 39).

Byloby niewskazanym uproszczeniem rozpatrywaé modelowanie ma-
trycy glutenowej z pominieciem roli aparatu enzymatycznego (27, 28, 34,
40, 53). Uformowana matryca glutenowa ciasta ulega w procesie techno-
logicznym powaznym zmianom pod wplywem enzymoéw proteolitycznych,
dla dzialalnoéci ktoérych Srodowisko ciasta okazuje sie bardzo korzystne
(32, 39).

Enzymy proteolityczne ziarna zboz

Badania nad ukladem enzyméw proteolitycznych ziarna zbéz oraz
ich naturalnymi inhibitorami i aktywatorami majg istotne znaczenie za-
rowno w aspekcie teoretyczno-poznawczym oraz praktycznym.

Te dwie grupy biologicznie czynnych substancji, sg zwigzane S$cisle
z ukladem bialkowym i w stanie naturalnym wspéldzialajg ze sobg. Isto-
ta badan teoretycznych nad ukladem peptydaz i inhibitoréw ziarna
zb6z (np. pszenicy) wigze sie ponadto SciSle z faktem, ze zboze stanowi
bardzo dogodny material badawczy, majacy wszelkie cechy ukladu mo-
delowego. Uzytkowe znaczenie badan nad peptydazami zbozowymi i ich
naturalnymi inhibitorami (regulatorami aktywnos$ci proteolitycznej) jest
SciSle skorelowane z wlasciwymi dla celow technologicznych cechami re-
ologicznymi ziarna i maki, np. poprzez mechanizm modyfikujgcy uklad
biatlkowy. Mimo licznych pub'ikacji na temat enzyméw proteolitycznych
ziarna zbdz, a w szczegdlnosci pszenicy (34, 54), ich aktywacji i hamowa-
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nia, brak jest do chwili obecnej jednoznacznych ustalen empiryecznych,
dotyczacych charakteru tych enzymoéw, pochodzenia, struktury, lokali-
zacji centrow aktywnych itp.

Badania nad peptydazami ziarna zbo6z rozwijane byly na przestrzeni
lat w zwigzku z zastosowaniem w technologii piekarstwa tzw. ulepsza-
czy maki (flour improvers), czyli zwigzkéw o charakterze utleniajgcym,
jak np. bromianéw, jodanéw itp. Préby interpretacji mechanizmow ich
dzialania na strukture ukladu bialkowego pszenicy oparte zostaly na
dwoch niezaleznych hipotezach: 1) hipotezie bezposredniego wplywu tych
zwigzkéw na strukture bialek ziarna pszenicy, a glownie glutenu, 2) hi-
potezie Jorgensena (26) oraz Ballsa i Halle (2, 3) zakladajacej posredni
wplyw zwigzkow utleniajgeych i redukujgcych oraz specyficznie bloku-
jacych grupy sulfhydrylowe na kompleks glutenowy poprzez procesy
aktywacji i hamowania enzymoéw proteolitycznych ziarna.
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Wedlug Jorgensena wszystkie peptydazy ziarna pszenicy nalezg do
grupy papainy, czego jednak do chwili obecnej nie udokumentowano.
Obecnie wiadomo, ze rola substancji redukujacych w procesie proteolizy
glutenu polega nie tylko na aktywacji enzymow proteolitycznych, lecz
rowniez na modyfikacji substratu, m. in. w wyniku redukcji jego wigzan
dwusiarczkowych, czyli na zmianach w strukturze wtornej ukladu biatko-
wego.

Badania Skupina i wsp. (54) nad wspoélzaleznoscig miedzy aktywnoscia
proteolityczng i amylolityczng ziarna pszenicy, a poziomem grup sulfhy-
drylowych doprowadzily do wyizolowania dwoch peptydaz (A i B), réz-
nigcych sie zaré6wno zachowaniem w warunkach chromatografii na zelu
SE-Sefadeks C 50, jak tez ruchliwoscig elektroforetyczng i skladem ami-
nokwasowym (46, 47). Peptydaza A jest dominujgcym enzymem we frak-
cji peptydohydrolaz, wyodrebnionych z ziarna pszenicy. Zaréwno pepty-
daza A, jak i B wykazywaly aktywnosé¢ wobec glutenu, jako naturalnego
substratu, natomiast specyficzno$¢ substratowa tych peptydaz jest nadal
sprawg otwartg.

Wedlug badann Mc Donalda i Chena (34) wigkszo§é bialek aktywnych
proteolitycznie mozna wyekstrahowa¢ z maki pszennej woda przy pH 8,0,
wzglednie buforem octanowym przy pH 3,8. Optymalng aktywnosé¢ ek-
strahowanych peptydaz wobec hemoglobiny jako substratu uzyskuje sie
wedlug tych autoréw przy pH 4,4. Badania wymienionych autoréw (34,
47, 54) jednoznacznie wskazuja, ze tylko cze$¢ enzyméw proteolitycznych
obecnych w mace, posiada charakter papainy. Liczne inhibitory trypsyny
i chymotrypsyny nie wplywaly na aktywno$é peptydaz maki. Ponadto
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Rys. 5. Rozdzial preparatywny na DEAE-celulozie szczytu B albu-
miny kaszy jeczmiennej po sgczeniu molekularnym na Se-
fadeksie G 75. Wysokg aktywno$é antytrypsynowsg zlokali-
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na uwage zasluguja niezalezne stwierdzenia Redmana (40), Kaminskiego
(27, 28) oraz Skupina i wsp. (46), ze kompleks glutenowy zawiera spe-
cyficzne peptydazy wplywajace na jego wlasnosci reologiczne. Jest oczv-
wiste, ze ziarna pszenicy zawieraja réwniez szereg innych enzymoéw pro-
teolitycznych, np. typu aminopeptydaz i karboksypeptydaz, ktére moga
rzutowaé¢ na wlasno$ci uzytkowe ziarna i maki.

Badacze finscy (31) wyizolowali z ziarna jeczmienia aminopeptydaze,
trzy rézne karboksypeptydazy oraz dwie peptydylopeptydazy. Stwierdzo-
no efektywno$¢ tych enzyméw w procesie autolizy stodu, ktéra prowa-
dzila do wolnych aminokwaséw, co wplywa korzystnie na wlasciwosci
piwa.

Dotychczasowy stan wiedzy nad peptydazami pszenicy wytycza za-
sadnicze kierunki badawcze, istotne z uzytkowego punktu widzenia.

1. Badania nad przynaleznos$cig klasyfikacyjng enzyméw proteolitycz-
nych ziarna.

2. Ustalenie specyficznosci substratowej tych enzymoéw (okreslenie
ich wplywu na poszczegélne bialka ziarna, a gléwnie na uklad gluteno-
wy).

3. Ustalenie udzialu aktywnosci proteolitycznej mikroflory wglebnej
i powierzchniowej ziarna w ogélnej aktywno$ci peptydaz zbozowych.

4. Ujednolicenie metod okreslania aktywnosci proteolityczne].

5. Badania nad izoenzymami peptydaz z genetycznego punktu widze-
nia.

Naturalne inhibitory peptydaz ziarna zb6z

Z problematyksa badawcza peptydaz ziarna zbdz wiaze sie Scisle za-
gadnienie roli i funkeji ich naturalnych inhibitoréw. Od czasu, gdy Osborn
i Mendel wykazali korzystny wplyw podwyzszonej temperatury na war-
to§é odzyweza soi, podejmowano liczne badania nad identyfikacjg czyn-
nikéw, ktére maja szkodliwy wplyw i opé6zniajg wzrost zwierzat karmio-
rvch surows paszg roélinng. Obok badan nad biatkami soi, wykazuja-
cymi gléwnie funkcje antytrypsynows, liczni badacze poszukiwali ana-
logicznych bialek, szczegélnie waznych w roélinach o duzym znacze-
niu z zywieniowego punktu widzenia (18, 41). Stwierdzono wystepowa-
nie takich substancji w fasoli zwyklej, zlotej, limenskiej, bobie, grochu
golebim oraz zbozach, ziemniakach, lucernie siewnej i w innych rosli-
nach. Substancje te majg charakter peptydowy, pelnig role naturalnyc’l?
regulatoréw aktywnoS$ci proteolitycznej oraz mogg wplywaé¢ na wartosc

odzywecza produktéw i ich wlasciwosci technologiczne.
Z charakteru i funkcji dotychczas poznanych inhibitorow peptydaz
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wynika, Ze substancje te mozna réwniez zaliczy¢ do grupy czynnikow
okreslajacych warto$¢ uzytkowa ziarna zboz i rozpatrywaé w Scistej ko-
relacji z jego naturalnym skladem enzymatycznym.

Zadania badawcze zwigzane z naturalnymi inhibitorami peptydohy-
drolaz pochodzenia ro$linnego, zwierzecego lub mikrobiologicznego sa
skomplikowane z uwagi przede wszystkim na labilng strukutre tych
substancji, jak rowniez ze wzgledu na fakt, ze w warunkach naturalnych
mogg one wystgpowa¢ w formie komplekséw ze specyficznymi pepty-
dazami.

Sposrod  inhibitoréow naturalnych pochodzenia roslinnego, inhibitory
peptydohydrolaz ziarna pszenicy byly do niedawna poznane w mini-
malnym stopniu. W 1964 r. Shyamala i Lyman (42) donie$li po raz pierw-
szy o wyizolowaniu z ziarna pszenicy inhibitora termolabilnego i o nis-
kiej aktywno$ci antytrypsynowej. Uzyskany inhibitor byl prawie jedno-
rodny i zawieral jedynie 1% zanieczyszczen, prawdopodobnie o charak-
terze cukrowcow.

Badania prowadzone kompleksowo przez Skupina nad ukladem pep-
tydaz z inhibitorami ziarna pszenicy doprowadzily do wyizolowania w
postaci jednorodnej dwoéch naturalnych inhibitorow (45). Opracowane
dwa rozne warianty metodyczne preparatyki inhibitoréw prowadzily do
uzyskania identycznych substancji. Inhibitory te charakteryzowaly sie réz-
ng ruchliwoscig elektroforetyczna, réoznym sktadem aminokwasowym oraz
ciezarem czasteczkowym.

Dotychczasowe badania nad inhibitorami peptydaz ziarna pszenicy
wskazujg na polipeptydowy charakter tych substancji, ich niskg aktyw-
no$¢ antyproteolityczng, zdolno§¢ do tworzenia komplekséw z trypsyna
(lecz nie w 100%) oraz zdolno§¢ do hamowania autoproteolizy glutenu.

Celem udokumentowania specyficzno$ci wyizolowanych inhibitoréw
przebadano szereg preparatéw enzymatycznych w charakterze ukladow
odniesienia. Z badan wynika, ze inhibitory te nie wykazywaly Zzadnej
aktywno$ci w stosunku do a-chymotrypsyny i papainy, a niewielka ak-
tywnos¢ w stosunku do ficyny i preparatu ,,Pronaza” ze Streptomyces
griseus, natomiast najwyzszg w przypadku trypsyny. Stwierdzono -tez,
ze aktywnos¢ proteolityczna surowych preparatéow peptydohydrolaz ziar-
na pszenicy jest tylko w ok. 50% hamowana przez te inhibitory. To em-
piryczne stwierdzenie sugeruje, ze ziarna pszenicy zawierajg oprécz en-
zyméw podobnych do papainy, rowniez peptydazy typu trypsyny, a przy-
puszczalnie réwniez enzymy o jeszcze innym charakterze. Z uwagi na
stwierdzony termolabilny charakter omawianych inhibitoréw oraz bardzo
niski poziom ich wystepowania w ziarnie pszenicy, mozna pokusié sie
o stwierdzenie, ze substancje te nie ograniczajg wartoSci odzyweczej ziar-
na pszenicy i jego przetworéow, moga natomiast odgrywaé pewng role
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w technologii piekarstwa. Dotychczasowe badania wskazujg jednak na
obecno$¢ w ziarnie pszenicy wiekszej liczby substancji hamujacych na-
turalne peptydazy. Nadal jest wiec otwarty problem ich identyfikacii,
mechanizmu dzialania, funkcji, jak rowniez roli produktow termicznej
fragmentacji tych inhibitorow. Niskg aktywno$¢ antyproteolityczna
stwierdza sie rowniez w ziarnie jeczmienia. Prowadzone przez Warchalew-
skiego (51, 52) badania nad charakterem inhibitoréw ziarna jeczmienia
pozwolily zlokalizowaé aktywnos¢ antyproteolityczng w albuminach i glo-
bulinach. Aktywnos¢ ta zanikala w miare wydluzajgcego sie okresu prze-
chowywania ziarna. Zdolno$¢ hamowania rodzimych peptydaz przez te
inhibitory moze wskazywa¢ na ich role fizjologiczna w sterowaniu ak-
tywnos$cig proteolityczng na poziomie wewnatrzkomorkowym, a tym sa-
mym na ich wplyw na wlasnosci fizykochemiczne bialek magazynowa-
nego ziarna czy jego przetworow.

Zakonczenie

Przedstawiony w artykule uklad bialkowo-proteolityczny wraz z to-
warzyszacymi substancjami regulujgcymi aktywnos¢ peptydaz, wystepu-
jacy w ziarnie zbéz chlebowych, stanowi bardzo zlozony zespé! czynni-
kéw, ktéore majg istotne znaczenie w technologii piekarstwa. Charakter
bialek tworzacych podstawowsa matryce glutenowa, a wiec ich wzajemne
stosunki i strukutra posiada istotne znaczenie w technologii i moze by¢
w sposob §wiadomy modyfikowany przy pomocy zabiegéw chemicznych
i mechanicznych. Ale réwnoczesnie nie nalezy zapominac¢, ze Wraz z bia}-
kiem jest wprowadzany do ciasta caly zestaw enzymow proteolitycznych,
wplywajacych rozluzniajaco na biatka glutenowe, jak rowniez uklad spe-
cyficznych inhibitoréw znoszacych ten wplyw. Znajomos$¢ udzialu tych
wszystkich czynnikéw w ksztaltowaniu matrycy glutenowej ciasta, a wiec
i struktury pieczywa, winna byé podstaws $wiadomego dzialania techno-
logéw przemystu piekarskiego.

Material zawarty w tym artykule stanowil tre§¢ referatu sympozjalnegq, yvygloszo-
nego w ramach Sympozjum ,,Biochemia w naukach rolniczth’_’ na X1 Zjezdzie Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w Bialymstoku we wrzes$niu 1973 r.
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