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Wykorzystanie orkiszu (Triticum aestivum
ssp. spelta) do poprawy wiasciwosci
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Utilization of spelt wheat (Triticum aestivum ssp. spelta) for improving the
nutritional qualities of common wheat (Triticum aestivum ssp. vulgare)

Z uwagi na niskg zawarto$¢ pewnych sktadnikéw biochemicznych ziarna warto$¢ odzywcza
pszenicy jest gorsza w poréwnaniu z innymi gatunkami roslin uprawnych. Przyjeto zalozenie, iz te
cech¢ mozna poprawi¢ przenoszac geny kodujace biatka gliadynowe z Tr. spelta do Tr. vulgare.
Sposréd mieszancow orkiszu i odmiany Elena wyprowadzono linie bliskoizogeniczne rézniace si¢
niektorymi podjednostkami nalezacymi do grupy o-gliadyn. Dla uzyskanych linii okreslono:
procentowa zawartos$¢ biatka ogotem, liczbe sedymemntacji, sktad aminokwasoéw, zawarto$¢ kationow
cynku, zelaza i magnezu oraz wlasciwosci immunochemiczne na podstawie testu ELISA. Stwierdzono,
iz orkisz jest cennym zrdédtem genow odpowiedzialnych za warto$¢ odzywcza. Zwigzek o-gliadyn
orkiszu ze zmiennos$cig warto$ci odzywczej sugeruje, iz moga one byé wykorzystane jako markery
genow odpowiedzialnych za te cechg. Z drugiej strony, jezeli przyjmiemy wynik testu ELISA jako
wskaznik toksyczno$ci gliadyn w przypadku celiakii, to okazuje si¢, ze orkisz jest najbardziej
toksyczny w poréwnaniu do innych analizowanych form pszenicy. Badano tez make, z ktorej gliadyny
usuni¢to droga ekstrakcji izopropanolem. Obserwowano znaczne pogorszenie wlasciwosci
wypiekowych zmodyfikowanego materialu przy jednoczesnym obnizeniu jego wlasciwosci
alergennych.

Stlowa kluczowe: analiza elektroforetyczna, celiakia, toksyczno$¢ gliadyn, warto$¢ odzywcza,
wlasciwos$ci wypiekowe

Because of deficiencies in some important biochemical components the nutritional value of wheat
is lower than that of other important crops. Improvement of these traits could be achieved by

* Pracg wykonano w ramach projektu badawczego Nr 6 PO6 A 016 15 finansowanego przez Komitet Badan Naukowych
w latach 1998-2001.
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transferring genes coding specific storage proteins from some spelt to the common wheat. Some near
isogenic lines were derived from the cross combination between a spelt and the Elena wheat cultivar,
differing in individual o-gliadin subunits. For the these genotypes protein content, sedimentation value,
amino acid composition, zinc, iron and magnesium content as well as some immunochemical properties
of gliadins by the ELISA test were analyzed. Spelt wheat turned out to be a valuable source of traits
important from the nutritional standpoint. Moreover, the relationships between the spelt specific ®-
gliadins and variability of nutritional value suggests that the identified protein subunits could be used
as markers of genes responsible for this trait. On the other hand, if we take the results of ELISA test as
an indicator of gliadin toxicity for the afflicted with coeliac, it follows that spelt is the most toxic among
analyzed wheat forms. Chemically modified ,,nongliadin” wheat flour samples were also analyzed.
Decreasing of baking quality as well as allergenic properties was observed.

Key words: baking quality, coeliac, electrophoretic analysis, gliadin toxicity, nutritional value
WSTEP

Wartos$¢ odzywcza biatka ziarna pszenicy (Triticum aestivum sp. vulgare) jest nizsza w
porownaniu z biatkiem ziarna innych gatunkéw zbdz: jeczmienia, owsa, Zyta, ryzu,
wykorzystywanych do produkcji zywnosci. Jest to zwigzane z niskg zawarto$cig lizyny, a
takze innych aminokwaséw egzogennych (Rakowska i in., 1978). Srednia procentowa
zawarto$¢ biatka, mimo duzych wahan u r6znych odmian pszenicy w granicach od 8% do
15%, jest jednak wyzsza anizeli u wymienionych gatunkow zbo6z. Ziarno pszenicy, gtdéwnie
W jego czgéci bielmowej, jest materiatem ubogim pod wzgledem zawarto$ci
mikroelementow. Ponadto biatka zapasowe pszenicy — glownie gliadyny — maja
wlasciwosci toksyczne w przypadku oséb z nietolerancjg glutenu, czyli chorych na
celiakig. Dlatego wytworzenie genotypu pszenicy o poprawionej wartosci pokarmowe;j jest
problemem nie tylko interesujacym, lecz przede wszystkim waznym.

Z doniesien literatury wynika, iz jeden z podgatunkéw pszenicy heksaploidalnej] —
orkisz (Triticum aestivum ssp. spelta) — charakteryzuje si¢ korzystniejszym sktadem
biochemicznym ziarna w poréwnaniu do form uprawnych Tr. vulgare (Piergiovanni i in.,
1996; Ranhortra i in., 1995; Ranhortra i in., 1996; Campbell, 1997). Pojawialy si¢ nawet
opinie, ze pieczywo z orkiszu jest tolerowane przez osoby cierpigce na rozne rodzaje
alergii, w szczegélnosci alergic na produkty spozywcze pochodzenia pszennego
(Campbell, 1997). Dzigki tym wtasciwosciom orkisz mogltby sta¢ si¢ zrodtem cennych
gendéw dla hodowli odmian pszenicy o poprawionych wiasciwosciach odzywczych i
zdrowotnych.

Z drugiej strony orkisz charakteryzuje szereg cech typowych dla dzikich gatunkéw
pszenicy, takich jak: tamliwa osadka klosowa, staba wymtacalnos¢, czy tez znaczna
wysokos¢ roslin 1 dlatego jest on trudny do uprawy na szerokg skale (Campbell, 1997).
Trudnosci zwiazane z produkcja ziarna orkiszu, a nastepnie przerobu uzyskanego surowca
powoduja, ze jego rozpowszechnienie jest niewielkie, a cena z uwagi na wlasciwosci
odzywcze bardzo wysoka.

Stwierdzono, iz niekorzystne dziatanie gliadyn spowodowane jest obecno$cia
tetrapeptyddw repetytywnych (QQQP oraz PSQQ) w niektdrych regionach polipeptydu
(Kasarda i in., 1998). Modyfikacja sktadu biatek zapasowych polegajaca na eliminacji tych
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tetrapeptydow powinna znacznie ograniczy¢ ich alergenne dziatanie w przypadku osob
uczulonych na gluten.

W niniejszej pracy chcielisSmy stwierdzi¢, czy przeniesienie biatek gliadynowych z
orkiszu do form uprawnych Tr. vulgare moze wptyna¢ na poprawe wartosci odzywczej i
zdrowotnej ziarna pszenicy.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

Odmiany uprawne pszenicy 0zimej

Z kolekcji roboczej pszenicy ozimej wybrano cztery odmiany: Begra, Elena, Sakwa i
Zyta, ktdre wykorzystano w badaniach jako wzorce obrazu elektroforetycznego, a ponadto
jako surowiec niezbedny do uzyskania maki ,,bezgliadynowe;j”.

Mieszance pokolenia F»

Badano 217 pojedynkéw roslinnych pokolenia F, uzyskanych z kombinacji krzyzow-
kowej odmiany orkiszu Oberkummler Rotkorn i odmiany uprawnej Elena. Dla kazdego
osobnika wykonano oznaczenie procentowej zawarto$ci bialka ogdtem, liczby sedymen-
tacji, a takze okreslono masg tysigca ziaren.

Zestaw linii bliskoizogenicznych

Zestaw obejmowat 62 linie bliskoizogeniczne, w obrebie ktorych zidentyfikowano trzy
biotypy. Zostal on utworzony drogg selekcji podlinii z linii wywodzacej si¢ od jednego
mieszanca F3 (odmiany Elena z orkiszem). Biotypy réznily si¢ migedzy sobg budowa
fizykochemiczng biatek z grupy w-gliadyn, natomiast linie w obrebie biotypu byly jednolite
pod wzgledem tej cechy.

Modyfikacje bialek zapasowych — chemiczna eliminacja gliadyn

Sktad biatek zapasowych modyfikowano eliminujac gliadyny 50% izopropanolem.
Make wybranych odmian traktowano roztworem izopropanolu w stosunku objetos§ciowym
5:1 (izopropanol: maka). Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 50° C dwukrotnie po
osiem godzin, a nastgpnie mieszaning wirowano przez 10 minut przy predkosci 5000 rpm
(wiréwka Eppendorf Centrifuge 5810). Make po ekstrakcji suszono w temperaturze 30° C
przez jedng dobg, kruszono i mielono w mtynku laboratoryjnym.

Analiza elektroforetyczna bialek zapasowych

Biatka zapasowe analizowano metodami rozdziatu elektroforetycznego na zelu polia-
krylamidowym. Gliadyny rozdzielano metoda kwasnej -elektroforezy mnatywnej
(A PAGE), a uzyskane obrazy elektroforetyczne interpretowano wedlug metody opraco-
wanej przez autora projektu (Bushuk i Zillman, 1978; Waga, 2000). Gluteniny analizowano
metoda elektroforezy w $rodowisku zasadowym z dodatkiem soli sodowej siarczanu
dodecylu (SDS PAGE) (Laemmli, 1972).
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Analiza jakosci technologicznej

Procentowa zawarto$¢ biatka ogdtem

Procentows zawarto$¢ biatka ogotem w ziarniakach okre§lano metoda NIR przy uzyciu
aparatu Infratec 1255 firmy Tecator, w ktorym warto$¢ badanej cechy jest funkcjg iloSci
pochlonietego promieniowania elektromagnetycznego w zakresie bliskiej podczerwieni.

Liczba sedymentacji

Wskaznik sedymentacji oznaczono testem Zeleny’ego z uzyciem kwasu mlekowego
oraz tym samym testem w mikroskali z dodatkiem soli sodowej siarczanu dodecylu (Zeleny
i in., 1960; Cygankiewicz, 1997).

Woypiek laboratoryjny

Wypieki laboratoryjne wykonywano w warunkach standardowych ze 100 g maki w
piecu laboratoryjnym firmy Labor-Mim. Wykonywano pomiar objetosci wypieku bada-
nych prob, a nastepnie okreslano porowato$¢ mickiszu wg tablic Dallmana.

Analiza wartoS$ci odzywczej

Ziarno uzyskane z 62 linii bliskoizogenicznych potgczono w obrgbie kazdego z trzech
biotypow. Otrzymane mieszaniny wraz z formami rodzicielskimi uzyto do oznaczenia
zawarto$ci wybranych mikroelementow oraz sktadu aminokwasow.

Oznaczenie mikroelementow

Oznaczenie zawartosci kationow trzech metali: Zelaza, magnezu oraz cynku wykonano
przy uzyciu spektrofotometru absorpcji atomowej Varian Spektr. AA-20B.

Oznaczenie sktadu aminokwasow

Sktad aminokwaséw oznaczono metodg chromatograficzng (Moore i Stein, 1963).
Chromatogramy rejestrowano i integrowano za pomocg integratora Hewlett Packard 3396.

Analiza wlasciwo$ci immunochemicznych gliadyn

Wiasciwosci immunochemiczne préb maki uzyskanej z mieszanek ziarna dwoch
sposérdd trzech biotypdéw mieszancowych oraz form rodzicielskich okre§lono na podstawie
testu ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). W analizie wykorzystywano
krolicze przeciwciata poliklonalne przeciwko gliadynie (Sigma Co., USA), a wynik reakcji
immunoenzymatycznej odczytywano przy pomocy czytnika Microelisa Reader (Organon
Teknika, Holandia) (Gregorek i in., 1994).

WYNIKI

Na obrazie elektroforetycznym w strefie biatek w-gliadynowych zidentyfikowano kilka
podjednostek specyficznych dla orkiszu, ktére oznaczono symbolami O1, 02, O3 O4 (rys.
1). Prazkoéw tych nie obserwowano u odmian uprawnych pszenicy zwyczajnej. W jednej z
wczesniejszych prac wykazano, iz frakcje O1, O3 1 O4 w potaczeniu z frakcja OS5 (nalezaca
do grupy grupy y-gliadyn) sa kodowane chromosomem 1B i tworzg blok biatkowy o
symbolu Gli B1-6. Jest on allelicznym wariantem bloku Gli B1-1 (typowego dla odmiany
Elena), ktory sktada si¢ z prazkéw oznaczonych symbolami: E1, E2, E3 i E4 (Waga, 2002,
w druku).
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Rys. 1. Poréwnanie bialek o-gliadynowych orkiszu i odmiany Elena
Fig. 1. Comparison of e-gliadin subunits in spelt and the cultivar Elena

Okreslenie zwigzku specyficznych m-gliadyn orkiszu ze zmiennoscia wybranych cech

uzytkowych

Charakterystyka genetyczna w-gliadyn specyficznych dla orkiszu umozliwita okresle-
nie zwigzku genetycznego tych frakcji biatkowych ze zmienno$cig wybranych cech
uzytkowych: procentowej zawartosci biatka ogdtem, liczby sedymentacji oraz masy
tysigca ziaren. Analizowano zaré6wno pojedynki roslinne pokolenia F», jak i zestaw linii
bliskoizogenicznych, pochodzacych z kombinacji krzyzéwkowej odmian Oberkummler
Rotkorn i Elena.

Genotypy mieszancowe roznigce si¢ pojedynczymi wariantami biatkowymi poréwny-
wano parami. Analizowano zmienno$c¢ srednich warto$ci badanych cech kazdego genotypu
z poréwnywanej pary. Genotypy zawierajace blok Gli B1-6 poréwnywano z genotypami
zawierajacymi blok Gli B1-1, natomiast genotypy u ktorych obserwowano prazek E2
porownywano z genotypami zawierajacymi prazek O2. Nastepnie rozpatrywano
kombinacje dwoch allelicznych wariantow biatkowych kodowanych przez loci Gli B1 z
prazkami O2 i E2 (Gli B1-6/02, Gli B1-6/E2, Gli B1-1/02, Gli B1-1/E2) (rys. 2). W
pokoleniu F, rozpatrywano sze$¢, a wsrdd linii izogenicznych trzy kombinacje par
badanych genotypow. Istotnos¢ zrdéznicowania Srednich wartosci cech pomiedzy grupami
0szacowano ha podstawie testu t Studenta (tab. 1).



Tabela 1

Zwigzek o-gliadyn orkiszu ze zmiennoS$cia procentowej zawartoSci bialka ogétem, liczby sedymentacji oraz masy tysiaca ziaren
Relationships between spelt specific o-gliadin subunits and variability of protein content, sedimentation value and thousand kernels mass

Podjednostki Pokolenie F2 Linie bliskoizogeniczne

biatek Generation F2 Near-isogenic lines
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% biatka — procentowa zawartos¢ biatka ogotem

% protein content

LS — Liczba sedymentacji
LS — Sedimentation value
MTZ — Masa tysiaca ziaren
MTZ — Thousand kernels mass

N — Liczebno$¢ genotypow
N — Number of forms within genotypes
X — Srednia wartos¢ badanej cechy
X — Mean value of trait
t — Wartos¢ obliczona testu t
t — Student test value
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Procentowa zawarto$¢ biatka ogotem jest wskaznikiem o szczegdlnym znaczeniu w
badaniach mieszancéw Tr. spelta i Tr. vulgare z uwagi na szczego6lnie wysokg wartos¢ tej
cechy u orkiszu (ok. 18%). Test t liczony dla mieszancow F» wskazat istotnie (dlap =0,01)
wyzszy poziom biatka w liniach zawierajacych podjednostke O2 w poréwnaniu z liniami
zawierajacymi prazek E2 typowy dla Eleny. Analiza linii bliskoizogenicznych potwierdzita
te zalezno$¢, wskazujagc dodatkowo na istotnie wyzszg zawarto$¢ biatka w liniach
zawierajgcych blok Gli B1-6. Ponadto istotne zwiekszenie zawarto$ci biatka obserwowano
u mieszancow, w ktorych obie rozpatrywane frakcje gliadyn (Gli B1-6 oraz O2)
wystepowaty tacznie.

Tak jednoznacznych wynikéw nie uzyskano w przypadku liczby sedymentacji. Test t
wskazal wprawdzie podwyzszong jej warto$¢ u osobnikow pokolenia F, zawierajacych
blok Gli B1-6. Jednakze analiza statystyczna dla linii bliskoizogenicznych nie potwierdzita
tego wyniku.

Analiza zmienno$ci masy tysigca ziaren w pokoleniu F, nie wykazata istotnego
zréznicowania tej cechy wsrdd osobnikow rézniagcych si¢ sktadem biatek gliadynowych.
Jednakze w grupie linii bliskoizogenicznych wystapily zaleznosci ksztattujace si¢ iden-
tycznie, jak w przypadku procentowej zawarto$ci biatka ogodtem. Istotnie wyzszymi
wartosciami MTZ charakteryzowalty si¢ genotypy zawierajace gliadyny pochodzace z
orkiszu, a wigc blok Gli B1-6 i prazek O2 zar6wno, gdy pojawiaty sie one indywidualnie,
jak 1 w potaczeniu ze soba.

Zawarto$¢ mikroelementow i charakterystyka skladu aminokwasowego badanych

materialow

W kolejnym etapie analizowano warto$¢ odzywczg badanych materiatdéw. Okreslono
zawarto$¢ trzech mikroelementow: kationdw zelaza, magnezu i cynku, a takze sktad
aminokwasow u odmiany orkiszu Oberkummler Rotkorn, Eleny oraz w mieszancowych
liniach bliskoizogenicznych rozniacych sie pojedynczymi wariantami ®-gliadyn. Ozna-
czenie zawartos$ci kationdw trzech metali w badanym materiale wykonano zarowno dla
maki jak i dla otrab.

Porownujac formy rodzicielskie mozna stwierdzié, ze orkisz zawiera znacznie wigcej
analizowanych mikroelementow niz odmiana uprawna pszenicy (tab. 2). To stwierdzenie
dotyczy zarowno maki jak i w otrgb. U orkiszu obserwowano okoto 50% wigcej magnezu
oraz o okoto 100% wigcej zelaza i cynku w porownaniu do odmiany Elena. Analizujac
formy mieszancowe odnotowano, iz w mace uzyskanej z genotypdéw zawierajacych
wszystkie podjednostki o-gliadyn specyficzne dla orkiszu (Gli B1-6/02) zawarto$¢ zelaza
ksztattuje si¢ na poziomie orkiszu. Zalezno$ci takiej nie zaobserwowano w przypadku
mieszanca zawierajgcego blok Gli B1-6 w potaczeniu w prazkiem E2 Eleny, ani w
przypadku mieszanca zawierajacego wszystkie w-gliadyny typowe dla Eleny. Uzyskany
wynik sugeruje, ze specyficzna dla orkiszu podjednostka O2 moze pozostawaé w
genetycznym zwigzku z zawarto$cia zelaza. Gdyby te obserwacje udato sie potwierdzi¢ w
kolejnych latach na materiale rozmnazanym w ro6znych §rodowiskach, bytby to dowdd, ze
frakcja O2 jest markerem genu (gendéw) decydujacych o podwyzszonej zawartosci zelaza
W ziarnie pszenicy.
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Tabela 2

Oznaczenie zawartosci magnezu, zelaza i cynku w genotypach mieszancowych orkiszu i Eleny oraz

formach rodzicielskich

The microelements (zinc, iron and magnesium) content in parental forms and in hybrid genotypes

Genotypy Mg (%) Fe (mg%) Zn (mg%)
Genotypes maka | otreby | maka | otrgby | maka | otrgby
flour bran flour bran flour bran
Komponenty rodzicielskie Orkisz (spelt) (Gli B1-6/02) 0,043 0,320 0,700 6,800 2,900 12,800
Parental forms Elena (bread wheat) (Gli B1-1/E2) 0,030 0,212 0400 3500 1,300 6,900
Genotypy mieszaficowe GI! B1-6/02 0,030 0,262 0,700 4,500 1,200 8,000
Hybrid genotypes GI! B1-6/E2 0,028 0,255 0,300 4,300 1,200 7,600
Gli B1-1/E2 0,027 0,294 0400 4500 1,200 8,200

Analiza sktadu aminokwasowego wykazala podwyzszong zawarto$¢ wszystkich
aminokwasow (z wyjatkiem argininy) w ziarnie orkiszu w poréwnaniu z ziarnem odmiany

Elena o okoto 20-60% (tab. 3).

Zawarto§¢ aminokwaséw w formach rodzicielskich oraz w genotypach mieszancowych

Tabela 3

(w g/100g ziarna). Symbole Gli B1-6/02 oraz Gli B1-1/E2 oznaczaja linie zawierajace biatka gliadynowe
typowe dla orkiszu i odmiany Elena

Amino acid content in parental forms and in hybrid genotypes (g/100g kernels). The Gli B1-6/02
and Gli B1-1/E2 lines contain spelt type or bread wheat type gliadins, respectively

Aminokwasy Orkisz Elena " - - o

Amino acid (spelt) (bread wheat) % CliB1-6/02  Gli B1-1/E2 %
Cysteina (Cys) 0,33 0,27 122,2 0,32 0,27 118,5
Asparagina (Asp) 0,74 0,55 1345 0,60 0,58 1034
Metionina (Met) 0,26 0,19 136,8 0,22 0,19 1158
Treonina (Thr) 0,44 0,31 1419 0,34 0,32 106,3
Seryna (Ser) 0,87 0,56 1554 0,70 0,55 127,3
Glicyna (Gly) 0,59 0,45 1311 0,51 0,38 134,2
Alanina (Ala) 0,52 0,36 1444 0,47 0,33 1424
Walina (Val) 0,86 0,67 1284 0,62 0,63 98,4
Izoleucyna (lle) 0,61 0,40 152,5 0,52 0,42 1238
Leucyna (Leu) 1,27 0,83 153,0 1,10 0,85 1294
Tyrozyna (Tyr) 0,49 0,31 158,1 0,45 0,34 1324
Fenyloalanina (Phe) 0,89 0,62 143,5 0,74 0,61 121,3
Histydyna (His) 0,39 0,26 150,0 0,31 0,26 119,2
Lizyna (Lys) 0,54 0,42 128,6 0,51 0,42 1214
Arginina (Arg) 0,51 0,54 94,4 0,50 0,41 1219
Glutamina (Glu) 5,83 3,63 160,6 4,70 3,66 1284
Prolina (Pro) 2,59 1,64 157,9 1,91 1,67 1144

* — Procentowy udziat zawarto$ci aminokwasow w orkiszu w stosunku do Eleny

* — Percent of amino acid content in spelt in relation to Elena
* — Procentowy udzial zawartos$ci aminokwasow w liniach zawierajacych gliadyny typowe do orkiszu w stosunku
do linii zawierajacych gliadyny typowe dla odmiany Elena

*

** — Percent of amino acid content in lines containing spelt gliadin type in relations to lines containing bread wheat

gliadin type

Dotyczy to zwlaszcza glutaminy, proliny, seryny oraz tyrozyny. Godny odnotowania
jest rowniez fakt podwyzszonej zawartosci niektorych aminokwaséw egzogennych,
gtéwnie lizyny, leucyny, oraz izoleucyny. R6znice pomi¢dzy genotypami mieszancowymi,
z ktdrych jeden zawierat w-gliadyny typowe dla orkiszu (Gli B1-6/02), a drugi dla odmiany
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Elena (Gli B1-1/E2) sa podobne do réznic migdzy orkiszem a Elena. W pierwszym
przypadku zawarto$¢ wszystkich aminokwaséw (z wyjatkiem waliny) byla wyzsza niz w
drugim z tym jednak, iz przewaga nie byla tak znaczna jak u form rodzicielskich (od 3 do
40%). Wartosci procentowe podane w tabeli 3 informuja, w jakim stopniu obserwowane
roznice moga by¢ thumaczone zmiennos$cia podjednostek
w-gliadyn.

Modyfikacje skladu bialek zapasowych badanych materialéw

Opracowano metod¢ chemicznej eliminacji gliadyn z wykorzystaniem izopropanolu. W
wyniku dwukrotnej ekstrakcji usunigto wigkszos$¢ frakeji gliadynowych pozostawiajac
frakcje gluteninowe. Skuteczno$¢ wykonanej modyfikacji oceniono na podstawie analizy
elektroforetycznej (rys. 2).

Jawa Sakwa  Salowa - gld Orlasz Orkasz -gld

Jawa - gld STH 48 ETH4S -gld

*
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Rys. 2. Obraz elektroforetyczny gliadyn w prébach maki ,,bezgliadynowej” na tle obrazéw prob nie
poddanych modyfikacji
Fig. 2. Electrophoregrams of gliadins in ,,nongliadin flour samples in comparison with the unmodified
patterns

Obrazy elektroforetyczne uzyskane metoda A PAGE pozwalaty obserwowaé jedynie
sladowe ilosci gliadyn w centralnej strefie rozdzialu prob poddanych modyfikacji, na tle
pelnego zestawu podjednostek gliadynowych w probach nie modyfikowanych. Jedno-
czes$nie obraz elektroforetyczny uzyskany metoda SDS PAGE przedstawia biatka gluteni-
nowe w probach maki poddanych i nie poddanych modyfikacji (rys. 3).
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Liria Linia

Oitkisz Oitkisz Elena Elena Liria @l BI-6i02 Liria 3 BI-1/E2
d -gld G Bl-6f02 - gld 3k BI-1/E2 - gld
g g | P ST | gl

Rys. 3. Obraz elektroforetyczny glutenin w prébach maki ,,bezgliadynowej” na tle obrazéw préb nie
poddanych modyfikacji
Fig. 3. Electrophoregrams of glutenins in ,,nongliadin” flour samples in comparison with unmodified
patterns

Jawa Jawa - Gld Zyta Zyta- Gld

Rys. 4. Wlasciwosci wypiekowe prob maki ,,bezgliadynowej” w por6wnaniu z maka nie poddana
modyfikacji
Fig. 4. Baking quality of ,,nongliadin” flour samples in comparison with the unmodified flour
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Ich rozdzialy byly identyczne, co dowodzi, ze maka pozbawiona gliadyn zawiera pelny
zestaw podjednostek gluteninowych.

Maka ,,bezgliadynowa” z uwagi na brak jednego z podstawowych sktadnikow glutenu
jest materiatem nietypowym, a przez to trudnym do oceny jakosci technologicznej. W
pierwszej kolejnosci wykonano szereg doswiadczen majacych na celu okreslenie
optymalnych warunkow wypieku dla tego typu materiatdw. W ocenie wykorzystano ziarno
dwoch odmian pszenicy ozimej: Jawy oraz Zyty, ktére uzyskano od hodowcow w ilosci
umozliwiajgcej przygotowanie duzych prob maki zmodyfikowanej (okoto 2 kg). Pozwolito
to na wykonanie kilku powtorzen analiz technologicznych.

Produkty mikrowypieku laboratoryjnego uzyskane z maki poddanej modyfikacji
charakteryzowaly si¢ znacznie mniejszg objetoscia w poréwnaniu z bochenkami wzorco-
wymi. Istotny natomiast byt fakt, iz maka pozbawiona gliadyny, a tym samym pozbawiona
mozliwosci tworzenia glutenu, moze by¢ wykorzystywana do produkcji pieczywa (rys. 4).
Zaobserwowano, iz stopniowe zwickszanie objetosci wody dodawanej do maki
,bezgliadynowej” wplywalo na zwigkszenie objetosci oraz poprawe ksztaltu uzyskanego
pieczywa, osiagajac (w przypadku odmiany Zyta) wysoko$¢, takg jak w przypadku
bochenkdéw z maki niemodyfikowanej (zawierajacej gliadyng) (rys. 5). Roznica w obu
przypadkach polegata na braku charakterystycznego ,,wyrosnigcia” ciasta i uzyskanego
pieczywa. Wyniki do§wiadczenia §wiadczyly, iz maka ,,bezgliadynowa” w poréwnaniu z
maka nie poddana modyfikacji charakteryzuje si¢ wicksza wodochtonnoscig. Ten
wskaznik oceny jakos$ci technologicznej ulegal najwigkszym zmianom w wyniku elimi-
nacji gliadyn.

Rys. 5. Wplyw zwigkszenia ilo$ci dodawanej wody na ksztalt i wielko$¢ uzyskanego wypieku z maki
.»bezgliadynowej”odmiany Zyta
Fig. 5. Influence of increasing water amount during processing on the shape and volume of bread
derived from ,,nongliadin” flour samples of cultivar Zyta

OKkreslenie poziomu gliadyny na podstawie testu ELISA

Materiaty traktowane izopropanolem analizowano testem ELISA pod katem zawartosci
gliadyny wigzanej przez specyficzne przeciwciala przeciwko gliadynie. Celem
doswiadczenia byto stwierdzenie, w jakim stopniu zmniejszyta si¢ toksyczno$¢ modyfi-
kowanych materiatow.
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Najwyzszy poziom gliadyny zwigzanej przez przeciwciala stwierdzono u orkiszu,
najnizszy u odmiany Elena (tab. 4). W liniach mieszancowych wartosci testu ELISA byly
posrednie w stosunku do form rodzicielskich. Ekstrakcja gliadyn izopropanolem spowo-
dowala drastyczne obnizenie poziomu zwigzanej gliadyny. W najwigkszym stopniu efekt
ten obserwowano u odmiany Elena, w mniejszym u pozostatych genotypow.

Tabela 4
Zawartos¢ gliadyny w mace orkiszu, odmiany Elena i ich linii mieszancowych traktowanej
izopropanolem okreslona na podstawie testu ELISA
The level of gliadins linked by anti-gliadin antibodies in ""'nongliadin™ flour samples of spelt, bread
wheat and their hybrid lines evaluated on the basis of ELISA test

Genotyp

Modyfikacja

Genotype Modification Gliadyna (mg/100g) gld+/gld-
. gld + 7504 24
Orkisz (spelt) old - 3195
gld + 2892 30
Elena (bread wheat) gld - 95.2
. - gld + 5181 20
Gli B1-6/02 (spelt type gliadins) gld - 263.1
Gli B1-1/E2 (Elena type gld + 6168 24
gliadins) gld - 252,6
“gld +*“ — Préba maki zawierajacej gliadyny (nie poddanej modyfikacji)
“gld +* — Unmaodified (gliadin containing) flour samples
“gld -" — Proba maki, w ktorej zredukowano poziom gliadyny droga ekstrakcji izopropanolem
“gld -“ — “Nongliadin“ (isopropanol treated) flour samples)
“gld+/gld-* — Wskaznik zmniejszenia poziomu gliadyny na skutek ekstrakcji izopropanolem

“gld+/gld-“ — Gliadin level reduction indicator in samples treated with isopropanol

DYSKUSJA

Celem badan bylo stwierdzenie czy przeniesienie bialek gliadynowych z orkiszu do
odmian uprawnych Tr. vulgare, a nastegpnie ich modyfikacja moze poprawi¢ wlasciwosci
odzywcze i zdrowotne pszenicy. Uzyskane wyniki sugeruja, iz nalezy oddzieli¢ od siebie
dwie grupy zagadnien: problem jakoS$ci technologicznej i warto$ci odzywczej od problemu
toksycznosci biatek gliadynowych w przypadku os6b chorych na celiakie.

W pierwszym przypadku orkisz okazat si¢ Zrodtem cennych genow, gldwnie: wysokiej
procentowej zawartosci biatka ogdtem i1 zwigzanej z tym podwyzszonej zawartoSci
niektdrych aminokwasoéw (gtéwnie egzogennej tyrozyny, leucyny i izoleucyny), a takze
wysokiej zawarto$ci kationow zelaza, magnezu oraz cynku. U mieszancow orkiszu z
odmiang Elena, zawierajacych w-gliadyny typowe dla orkiszu, zaobserwowano
podwyzszony poziom biatka ogdlnego, zelaza oraz aminokwasow egzogennych,
szczegolnie lizyny, tyrozyny, leucyny i izoleucyny w poréwnaniu z mieszancami
zawierajagcymi o-gliadyny typowe dla Eleny. Procentowa zawarto$¢ biatka ogotem jest
waznym wskaznikiem zarowno jakosci technologicznej, jak 1 warto$ci odzywcze;.
Natomiast zelazo wchodzace w skltad hemoglobiny wptywa na prawidlowe
funkcjonowanie uktadu kragzenia. Identyfikacja podjednostek w-gliadyn kodowanych
chromosomem 1B jako markeréw gendow warunkujgcych te cechy moze odegra¢ wazng
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role w hodowli odmian pszenicy o poprawionych wlasciwosciach technologicznych i
odzywczych.

W drugim przypadku okres$lenie zawartosci gliadyny na podstawie testu ELISA
(powszechnie wykorzystywanego wskaznika przydatnosci badanego materiatu w zywieniu
0s0b uczulonych na gluten) nie potwierdzito opinii, zgodnie z ktorg orkisz i jego mieszance
Z pszenicg uprawng mogly by¢ tolerowane przez osoby chore na celiakie. Korzystniejsze
wyniki uzyskano nawet dla odmiany Elena niz dla orkiszu.

Modyfikacje sktadu bialek zapasowych, ktore opracowano i wykorzystano w trakcie
realizacji projektu sugeruja, iz kontynuacja badan nad eliminacja toksycznych wtasciwosci
biatek zapasowych pszenicy w tym wlasnie kierunku jest uzasadniona. Efekt zmniejszenia
toksyczno$ci mozna bylo zaobserwowa¢ w materiatach, ktorych sktad bialek zapasowych
zmieniono eliminujac wigkszos¢ gliadyn przez ich ekstrakcj¢ izopropanolem. Dzigki silnej
redukcji zawarto$ci wszystkich grup biatek gliadynowych uzyskano pewien uktad
modelowy. Zakladajac mozliwo$¢ wylaczenia ekspresji genow kodujacych gliadyny
metodami biologii molekularnej wytworzony genotyp powinien by¢ zblizony (zaréwno
pod wzgledem wlasciwosci technologicznych, jak ich toksycznosci) do materiatow
poddanych modyfikacji. Wiasciwosci wypiekowe préb traktowanych izopropanolem
ulegly znacznemu pogorszeniu w poroéwnaniu z wzorcem, jaki stanowily proby nie
poddane modyfikacji. Jednakze biorgc pod uwagg, iz z maki ,,bezgliadynowej” w ogoble
uzyskano wypiek, ktorego toksycznos$¢ zostata powaznie zredukowana, wynik ten mozna
uzna¢ za obiecujacy.

Biorac po uwage opini¢, wedtug ktdérej osoby uczulone na gluten toleruja pieczywo z
maki orkiszu, nalezy przypuszczac, iz w takich przypadkach rodzaj uczulenia zostat nie
do$¢ precyzyjnie okreslony badz tez uczulenie miato tagodniejszy charakter i nie byto
zwigzane z celiakia. Z drugiej strony istnieje pewne prawdopodobienstwo, iz tolerowanie
orkiszu przez osoby w niewielkim stopniu uczulone na gluten ma inne podioze
biochemiczne, nie zwigzane ze specyfika budowy gliadyn. By¢ moze (jest to tylko
hipoteza) pewna role w takich przypadkach odgrywa podwyzszona zawarto$¢ cynku w
ziarnie orkiszu. Cynk jest kofaktorem szeregu enzymoéw uktadu pokarmowego. Tym
samym zwiekszone jego spozycie przez osoby zywigce si¢ produktami z ziarna orkiszu
teoretycznie mogloby wptywaé na zwickszanie aktywno$ci enzymow — glownie
proteolitycznych. Taka hipoteza taczy si¢ w sposob logiczny z doniesieniem literatury na
temat efektywniejszego trawienia przez organizm ludzki gliadyn pochodzacych z orkiszu
niz z innych form pszenicy (Piergiovanni i in., 1996).

WNIOSKI

1. Przeniesienie specyficznych dla orkiszu frakcji m-gliadyn poprawito warto$¢ odzywcza
uzyskanych genotypow mieszancowych pszenicy zwyczajnej poprzez zwigkszenie
zawartos$ci w ziarnie biatka ogdélnego, niektorych aminokwasoéw egzogennych (lizyny,
leucyny, izoleucyny) oraz zelaza, Specyficzne frakcje w-gliadyn mogg by¢ markerami
genow warunkujacych te cechy.
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2. Przeniesienie do pszenicy zwyczajnej frakcji w-gliadyn specyficznych dla orkiszu nie
wplyne¢to na zmniejszenie wlasciwosci alergennych uzyskanych genotypdéw mieszan-
cowych. W swietle wynikow testu ELISA orkisz nie nadaje si¢ do produkcji zywnosci
dla os6b uczulonych na gluten.

3. Modyfikacja sktadu bialek zapasowych polegajaca na ekstrakcji gliadyn izopro-
panolem powoduje znaczne zmniejszenie wlasciwosci alergennych maki pszennej, ale
takze drastyczne obnizenie wszystkich parametréw charakteryzujacych jakosé
technologiczng. Podwyzszajac ilos¢ wody dodawanej w trakcie przygotowania do
wypieku mozna poprawi¢ wlasciwos$ci reologiczne ciasta z maki ,,bezgliadynowe;j”.
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