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ZAWARTOSC GLUTENU W KLACZU PALKI WODNEJ
WASKOLISTNEJ (TYPHA ANGUSTIFOLIA)

Streszczenie

Jedynym sposobem leczenia 0sob cierpiacych na celiakig jest eliminacja z diety produktéw zawieraja-
cych bialka glutenowe. Poszukiwane sa nowe zrodla pozywienia niezawierajace biatek glutenowych, do
ktérych moze naleze¢ patka wodna (Typha ssp.). Z jej ktaczy mozna pozyska¢ maczke, bedaca surowcem
do wypieku plackow chlebowych i ciastek.

Celem pracy byto okreslenie zawartosci frakcji glutenowej, powodujacej reakcje chorobowa u 0sob
cierpigcych na celiakig, w maczce pozyskanej z klaczy patki wodnej waskolistnej.

Materiat do badan stanowity klacza patki wodnej waskolistnej (Typha angustifolia), pobrane w okresie
zimowym (styczen 2009 r.) z trzech réznych zbiornikéw wodnych: stawu potozonego w Puszczy Zielonce
(k. Poznania), stawu hodowlanego oraz jeziora w Osiecznej (k. Leszna).

Test na obecno$¢ glutenu prowadzono metodami immunoenzymatycznymi, wykorzystujac produkty fir-
my R-Biopharm: Cocktail Solution® oraz kit gliadynowy Ridascreen® Gliadin R7001 (AOAC 120601).
Zawarto$¢ bialka ogotem oznaczono metoda Kjeldahla, wykorzystujac aparaturg Foss Tecator. Zawartos¢
biatka w gliadynowych ekstraktach oznaczono fotometrycznie z wykorzystaniem odczynnika Bradford.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze maczka z ktacza patki wodnej waskolistnej nie
zawiera peptydéw wywotujacych celiakig¢ i moze by¢ stosowana w produktach przeznaczonych dla oséb
na nig cierpiacych. Zawarto$¢ biatka ogotem w maczce z klacza patki wodnej byta zmienna w zaleznos$ci
od miejsca zbioru rosliny. Zawartos¢ biatka w ekstraktach maczki z ktacza patki wodnej nie byta skorelo-
wana z zawartos$cia biatka ogdétem w samej maczce.

Stowa kluczowe: patka wodna waskolistna (Typha angustifolia), ktacze, gluten, Ridascreen® Gliadin
R7001

Wprowadzenie

Dotychczas nie opracowano metody wykorzystania patki wodnej w celach spo-
zywcezych. Czgsto postrzegana jest jako surowiec zbedny, wymagajacy raczej usunig-
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cia z najblizszego otoczenia. Wymagania klimatyczne tej rosliny ograniczaja si¢ do
odpowiednio wysokiego nawodnienia podtoza, dlatego najchgtniej porasta tereny
podmokte (mokradta, rowy melioracyjne, doty potorfowe) oraz brzegi zbiornikow
wodnych. Uzyskiwany przez nia przyrost biomasy, zarowno czgsci nadziemnych, jak
i podziemnych, jest bardzo wysoki. Rozpatrujac patkg wodna jako potencjalng rosling
uprawna, okresli¢ ja mozna jako surowiec tatwo dostepny, tani i wydajny [10].

Wykorzystanie patki wodnej sprowadza si¢ obecnie do zdobienia ogrodow lub
oczyszczania zbiornikOw wodnych. Znane sg rowniez przyklady jej wykorzystania
jako surowca uzytkowego, a nawet budowlanego. Patka wodna wykazuje tez wlasci-
wosci lecznicze (moczopedne, antyseptyczne, przeciwzapalne, $ciagajace oraz prze-
ciwkrwotoczne). Najistotniejsza, pod wzgledem zywieniowym, zaleta patki wodnej
jest jej warto$¢ odzywcza. Jadalne sa wszystkie cze$ci morfologiczne, jednak najbar-
dziej odzywcze sa klacza (szczegélnie w okresie zimowym) oraz kolby (w okresie
letnim). Ktacza mozna spozywaé na surowo lub ugotowane. Mozna takze wycisnac
z nich sok lub w wyniku gotowania otrzymac “galaretke”; wysuszone i sproszkowane
mozna stosowac jak maczke do pieczenia ciastek czy chleba [9].

Celiakia jest to enteropatia pokarmowa o charakterze autoimmunologicznym,
okreslana réwniez jako zespot ztego wchtaniania. W wyniku spozycia produktéw za-
wierajacych gluten powstaja zmiany w blonie §luzowej jelita czczego, na skutek czego
dochodzi do zaburzen proces6w trawienia i uposledzenia wchtaniania, a w efekcie do
znacznych niedoboréw wielu sktadnikow pokarmowych i ogélnego wyniszczenia or-
ganizmu [3]. Stwierdzono, ze szkodliwos$¢ prolamin zb6z zalezy od ich struktury, czyli
rodzaju i kolejnosci aminokwaséw zawartych w lancuchach polipeptydowych. Tok-
syczne peptydy z A-gliadyny zawieraja przynajmniej jeden z czterech motywow se-
kwencji aminokwasowych (PSQQ, QQQP, QQPY, QPYP) [5]. Jedynym sposobem
leczenia 0s6b cierpiacych z powodu celiakii jest eliminacja z diety chorych produktéw
zawierajacych toksyczne biatka glutenowe, a wigc wigkszosci produktéw zbozowych
[13]. Prowadzi to do ograniczenia asortymentu produktow spozywczych przeznaczo-
nych dla tej grupy osob. Znaczna czg$¢ zywnosci przetworzonej, pomimo braku zade-
klarowanych przez producenta sktadnikoéw zawierajacych biatka glutenowe, jest zanie-
czyszczona makami glutenowymi [11]. Jest to najczesciej efektem wykorzystania tych
samych linii produkcyjnych do przygotowania wielu produktéw spozywczych.
W zwiazku z powyzszym, rozpocz¢to produkcje zywnosci przeznaczonej dla osob
chorych na celiakig, opatrzonej graficznym znakiem przekreslonego ktosa (lub napi-
sem ,.gluten-free”). Zywno$¢ ta jest jednak czesto monotonna pod wzgledem smaku.
Poszukiwane sa nowe zrodta pozywienia, ktore poszerzylyby ofertg produktow bezglu-
tenowych. Ro§lina, ktora stanowi¢ moze potencjalne zrodto biatka bezglutenowego jest
patka wodna. Z jej klacza otrzymaé mozna maczke, stanowiaca surowiec do produkcji
tego rodzaju zywnosci.
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Celem pracy bylo okreslenie zawartosci frakcji glutenowej, powodujacej reakcje
chorobowa u 0s6b cierpiacych na celiakie, w maczce pozyskanej z ktaczy patki wodnej
waskolistnej.

Material i metody badan

Material do badan stanowity klacza patki wodnej waskolistnej (Typha angustifo-
lia), pobrane w okresie zimowym (styczen 2009 r.) z trzech odmiennych $rodowisko-
wo zbiornikéw wodnych: stawu potozonego w Puszczy Zielonce (k. Poznania), stawu
hodowlanego w Osiecznej (k. Leszna) oraz jeziora w Osiecznej (k. Leszna).

Materiat pobrano w liczbie minimum 10 sztuk zdrowych ktaczy z przynajmniej 2
r6znych stanowisk danego zbiornika. Po oczyszczeniu ktacza zliofilizowano, a nastgp-
nie zmielono w celu otrzymania maczki.

Z maczek, otrzymanych z klacza poszczegdlnych patek wodnych waskolistnych,
ekstrahowano frakcjg biatkowa za pomoca mieszaniny ekstrakcyjnej o nazwie Cocktail
Solution® (Firma R-Biopharm) [6]. Ze wzglgdu na trudnosci w ekstrahowaniu gliadyn
z badanego materialu zmodyfikowano podana przez producenta metodg. Przyczyna
trudnosci byla zbyt duza lepkos¢ mieszaniny, co uniemozliwiato jej swobodny prze-
ptyw, dlatego zmieniono proporcj¢ mieszaniny ekstrakcyjnej w stosunku do nawazki
badanego materiatu. Uwzgledniono to nastgpnie w trakcie wykonywania rozcienczen
gotowych ekstraktow, w rezultacie czego w tescie ELISA stosowano ekstrakt o steze-
niu zgodnym z zaleceniem producenta. Z powodu malej stabilnosci ekstraktow tj.
szybkiego wypadania biatka z roztworu, ekstrakcje prowadzono bezposrednio przed
oznaczeniami immunoenzymatycznymi. Opisana metode¢ poprzedzono badaniami
wstepnymi, w trakcie ktorych ekstrakcje przeprowadzono metoda klasyczna, tj. za
pomoca wodnego roztworu etanolu (80 %). W efekcie uzyskano okoto dwu i potkrot-
nie wyzsza wydajnos¢ ekstrakcji niz w przypadku ekstrakcji mieszaning Cocktail Solu-
tion®. Nie zdecydowano si¢ pozosta¢ przy tej formie ekstrakcji ze wzgledu na to, ze
rekomendowana przez producenta procedura jest standaryzowana wobec AOAC Rese-
arch Institute (licencja nr 120601) [6].

Zawartos¢ biatka w ekstraktach z maczki patki wodnej oznaczano zmodyfikowa-
na metoda Bradford [2]. Metoda ta polega na zmianie zabarwienia odczynnika Brad-
ford w przypadku wytworzenia si¢ w nim kompleksu biatkowego. W tym celu ekstrakt
mieszano z odczynnikiem Bradford w proporcji 5 : 200, a nastgpnie po 5 min dokony-
wano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 595 nm. Zmiang barwy mierzono spektro-
fotometrycznie, a wynik koncowy obliczano na podstawie krzywej wzorcowej zalez-
nosci absorbancji od zawartosci biatka (rys. 1).
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Rys. 1. Krzywa wzorcowa oznaczenia zawartosci biatka metoda Bradford
Fig. 1. Standard curve to determine content of total protein using a Bradford method

Biatko ogdélem oznaczano metoda Kjeldahla, wykorzystujac aparatur¢ Foss Teca-
tor (2006 Digestor; 2200 Kjeltec Auto Distillation).

Zawartos¢ biatek glutenowych, wywotujacych reakcje chorobowa u oséb cierpia-
cych z powodu celiakii, okreslono immunochemicznie za pomoca kanapkowego, bez-
posredniego testu ELISA, przy uzyciu zestawu odczynnikow do oznaczenia zawartosci
gliadyn Ridascreen® Gliadin R7001 (Firma R-Biopharm). Oznaczenie to bazuje na
reakcji monoklonalnych przeciwciat z toksycznymi peptydami. Interpretacji wynikow
dokonywano na podstawie krzywej wzorcowej, wyznaczonej ze standardéw dostar-
czonych przez producenta. Badanie przebiegato zgodnie z opracowana przez producen-
ta metoda, ktora jest standaryzowana wobec AOAC Research Institute (licencja nr
120601). Zgodnie z sugestia, niec ma konieczno$ci zastosowania wszystkich dostep-
nych w zestawie standardow, dlatego w badaniu wykorzystano cztery o najmniejszej
zawartosci glutenu [6].

Wiyniki i dyskusja

Zawarto$¢ bialka ogotem w 100 g materialu doswiadczalnego, a takze frakcji
gliadyn w 1 ml ekstraktu przedstawiono w tab. 1.

Zawarto$¢ biatka ogotem w maczkach ktacza patki wodnej waskolistnej, pocho-
dzacej z roznych zbiornikow wodnych réznita si¢ znaczaco. Ponad dwukrotnie wigksza
zawarto$cig biatka ogotem cechowato si¢ ktacze patki pobranej z jeziora w Osiecznej
(13,16 %) w porownaniu z klaczem patek pobranych ze stawu w Puszczy Zielonce
(4,19 %) i w Osiecznej (6,67 %). Moze sig to wiaza¢ z wyzsza klasg czystosci wody
pochodzacej z jezior niz stawdw oraz mniejszym stopniem zamulenia zbiornika. Sku-
teczno$¢ ekstrakcji biatka z trzech maczek klaczy patki wodnej byta zblizona i wynio-
sta 135 - 140 pg biatka w 1 ml uzyskanych ekstraktow. Porownujac wyniki zawartosci
biatka ogodtem z iloScia biatka wyekstrahowanego, stwierdzono brak korelacji migdzy
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odnosnymi wynikami. Przyczyna moze by¢ fakt, ze udziat bialek glutenowych w biat-
ku ktacza palki wodnej nie jest cecha gatunkowa danej rosliny. Moze si¢ to wiazac
roéwniez z ograniczong skuteczno$cia zastosowanej ekstrakcji w przypadku badanego
surowca, co sugerowa¢ moga zblizone wyniki zawartos$ci biatka w uzyskanych eks-
traktach. Poréwnujac jednak zawartos¢ biatka, pozyskanego z maczki klacza patki
wodnej szerokolistnej, ekstrahowanego zgodnie z metodyka zastosowana w danym
badaniu, ktéra wahata si¢ od 82,5 do 408,3 ug/ml [8], twierdzenie o ograniczonej sku-
tecznosci tej ekstrakcji nie ma uzasadnienia.

Tabela l
Zawarto$¢ biatka ogolem w maczce z klacza patki wodnej waskolistnej oraz biatka w ekstrakcie maczki.
Content of total protein in the flour made from rhizomes of narrow-leaved cattail and content of protein in
the extract of flour

o i ) Biatko ogotem [g/100vg] Biatko w ekstrakcie [pg/ml]
Miejsce zbioru rosliny < +SD I
X X
Place of harvesting the plant ( ) ( o )
Total protein Protein in extract
Staw w Puszczy Zielonce
. ) 4,19+0,04 a 140,0 +38,3 a
Pond in the Zielonka Forest
Jezioro w Osiecznej
. . 13,16+ 0,61 ¢ 136,3+38,3a
Lake in Osieczna
Staw hodowlany w Osiecznej
. ) . ) 6,67+0,19b 134,6 £20,6 a
Fish breeding pond in Osieczna

Objasnienia:/ Explanatory notes:

X — warto$¢ érednia z trzech pomiaréw / mean value of three measurements; SD — odchylenie standar-
dowe / standard deviation; a,b,c — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone odmiennymi indeksami r6znig
si¢ od siebie statystycznie istotnie (a = 0,05) / mean values in the same columns, denoted by different
letters, vary statistically significantly among themselves at a = 0.05.

Zastosowana metoda oznaczania zawartosci glutenu jest obecnie jedna z najsku-
teczniejszych metod dostepnych na rynku laboratoryjnym. Oficjalna metoda detekcji
glutenu w zywnosci, zaakceptowana przez AOAC (Association of Analytical Commu-
nities) byla analiza immunoenzymatyczna [1]. Byt to kanapkowy test ELISA, z uzy-
ciem przeciwcial monoklonalnych, skierowanych przeciwko w-gliadynom pszenicy.
Zastosowana w badaniu R5 ELISA (uznana przez AOAC w 2006 r.), skierowana jest
przeciw sekwencji peptydowej QQPYP, dzigki czemu test jest skuteczny w przypadku
nie tylko gliadyny pszenicy, ale i hordeiny zyta i sekaliny ryzu [7]. Wspomniana kon-
figuracja aminokwasow jest termicznie oporna, dzigki czemu zwigksza si¢ skutecznos¢
testu w przypadku zywnosci poddanej ogrzewaniu, podczas gdy zdenaturowana
w-gliadyna jest niewykrywalna przez test podstawowy [12].
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Zgodnie z sugestia firmy R-Biopharm, producenta zastosowanego testu, celem
otrzymania jak najnizszego poziomu detekcji wykonywanej analizy zastosowano stan-
dardy o najmniejszej zawartosci glutenu. Wyniki pomiaru absorbancji wszystkich
standardow byly nizsze od podanych przez producenta, a w przypadku standardu
5 ng/kg, czyli tego o najmniejszej zawartosci glutenu byly na poziomie proby zerowe;.
Mogto to by¢ spowodowane zastosowaniem w badaniach zbyt dtugo przechowywane-
go zestawu odczynnikow do oznaczenia zawarto$ci gliadyn (na granicy wazno$ci), co
zgodnie z sugestia producenta moze spowodowac obnizenie wynikow pomiarow ab-
sorbancji ze wzgledu na obnizenie immunoreaktywnos$ci zastosowanych przeciwcial.
Z tego wzgledu do interpretacji uzyskanych rezultatow przyjgto powyzsze wyniki za
réwne zeru. Czulo$¢ testu odnoszacego si¢ do oznaczen ilosciowych wynosi 2,5 mg/kg
w przypadku gliadyn, co w przeliczeniu na gluten wynosi 5 mg/kg, gdyz zaktada sig,
ze frakcja gliadynowa stanowi potowg biatek glutenowych. Odrzucenie wyniku uzy-
skanego w przypadku najmniejszego standardu wptyneto na zmiang czutosci metody,
dlatego tez czutos¢ zostala wyznaczona przez kolejny najnizszy uzyty standard, czyli
10 pg/kg. W rezultacie w odniesieniu do oznaczen ilosciowych uzyskano prog detekcji
rowny 5 mg/kg frakcji gliadynowej i 10 mg/kg biatek glutenowych. Zgodnie z zalece-
niami Kodeku Zywno$ciowego [4] $rodek spozywczy uznawany jest za bezglutenowy,
jezeli zawiera mniej niz 200 mg/kg glutenu, dlatego taka modyfikacja nie wptynegta
w istotny sposob na czuto$¢ wykonanego oznaczenia. Uzyskana krzywa wzorcowa
wraz z réwnaniem prostej opisujacym zaleznos$¢ wynikéw pomiaru absorbancji od
stezenia gliadyn przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Krzywa wzorcowa oznaczenia zawartosci biatek (gliadyn) w ekstraktach z maczki klaczy patki
wodnej waskolistne;j.
Fig. 2. Standard curve to determine content of protein (gliadins) in flour extracts made from rhizomes of
narrow-leaved cattail.

Wyniki pomiaru absorbancji w ekstraktach z maczki klaczy patki waskolistnej
z zastosowaniem testu Ridascreen® Gliadin byty zblizone do wartosci absorbancji
proby zerowej i dlatego przyjeto powyzsze wyniki za rowne zeru. Na podstawie prze-
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prowadzonych badan stwierdzono, ze maczka z ktacza patki wodnej waskolistnej, nie-
zaleznie od warunkow wzrostu, nie zawiera peptydow wywotujacych celiakig¢ i moze
by¢ stosowana w produktach przeznaczonych dla os6b na nia cierpiacych.

Whioski

L.

[12]

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw do oznaczania
zawarto$ci gliadyn Ridascreen® Gliadin wykazaly, ze maczka z klacza patki wod-
nej waskolistnej, niezaleznie od warunkow wzrostu, nie zawiera peptydow wywo-
hujacych celiakig.

Zawartos$¢ biatka ogélem w maczce z ktacza patki wodnej waskolistnej jest zmien-
na w zaleznosci od miejsca zbioru rosliny.

Maczka z klacza paltki wodnej z jeziora cechowata si¢ ponad dwukrotnie wigksza
zawartos$cia biatka ogotem w poréwnaniu z maczka ktaczy patek ze stawow.
Zawartos¢ biatka w ekstraktach maczki z klacza patki wodnej waskolistnej jest
nieskorelowana z zawarto$cia biatka ogoélem w samej maczce.
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CONTENT OF GLUTEN IN RHIZOME OF NARROW-LEAVED CATTAIL
(TYPHA ANGUSTIFOLIA)

Summary

The only way to treat people suffering from celiac disease is to eliminate products containing gluten
proteins from the diet. Researches have been carried out to find new sources of gluten-free food; among
them, the cattail (Typha spp) can be counted. It is possible to grind its rthizomes and to get a baking flour
to make cakes, bread, and biscuits.

The objective of the study was to determine the content of gluten fraction in the flour produced from
rhizomes of the narrow-leaved cattail that caused a disease response in persons with the celiac disease.

The experimental material comprised rhizomes of the narrow-leaved cattail (Typha angustifolia), har-
vested in three water reservoirs during the winter period (January 2009), i.e. in a pond in the Zielonka
Forest (the Province of Wielkopolska), in a lake and a fish breeding pond in Osieczna (near Leszno).

The test for gluten was conducted by means of immunoassay methods using the products from an
R-Biopharm Company: Cocktail Solution ® and Ridascreen gliadin kit ® Gliadin R7001 (AOAC
120601). The content of total protein was determined by a Kjeldahl method using a Foss Tecator appara-
tus. The content of Gliadin protein in the extracts was determined photometrically using a Bradford re-
agent.

Based on the results obtained, it was found that the flour from rhizomes of the narrow-leaved cattail
did not contain any peptides that caused celiac disease. Thus, this flour can be used in the products for
people suffering from this disease. The content of total protein in the flour varied depending on the place
where the plants were harvested. The content of the protein fraction in the flour extracts produced from
rhizomes of the narrow-leaved cattail was not correlated with the content of total protein in the flour alone.

Key words: narrow-leaved cattail (Typha angustifolia), rhizome, gluten, Ridascreen ® Gliadin R7001
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