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Разработка процесса выделения глиадина из зерновой культуры  
тритикале и способа идентификации образца методом капиллярного 

электрофореза 

Из зерновой культуры тритикале методом прямого помола получена мука. Для выделения из муки за-
пасного белка растений – глиадина был применен модернизированный метод Осборна, заключающийся в 
постадийной отмывке фракций водой, спиртом, бензолом и этиловым эфиром. Полученный белок исследо-
ван методом капиллярного электрофореза. На электрофореграмме наблюдается ряд соединений, обладаю-
щих близкими значениями молекулярной массы. 
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В последнее время в условиях совре-

менных требований к организации сельскохо-
зяйственного производства происходит интен-
сификация процессов земледелия. В связи 
с этим происходит вовлечение в севооборот 
новых высокоэффективных культур и сортов, 
обеспечивающих гарантированную отдачу 
в процессе интенсивного земледелия [1]. Од-
ной из перспективных зерновых культур явля-
ется тритикале, надёжное использование ко-
торой осуществляется за счёт повышенной 
всхожести и зимостойкости растений в небла-
гоприятных погодных условиях, вызванных 
суровыми зимами и сухостью климата [3]. 

Впервые фертильный октоплоидный 
амфидиплоид тритикале в 1888 г. выявили из 
гибридной популяции – местная саксонская 
пшеница × рожь Шланштедская. В настоящее 
время тритикале считается самостоятельным 
ботаническим родом – Тритикале 
(Triticоsecale Wittmack ex A. Camus) [10]. Три-

тикале, в сравнении с другими злаками, обла-
дает впечатляющей экологической пластично-
стью в сочетании с продуктивностью. Интен-
сивно ведется селекция этой новой культуры. 
Появляются новые варианты использования 
зерна и зеленой массы. В мире площади посе-
ва ее превысили 3,5 млн гектар, в России – 
примерно 200–300 тысяч гектар [4]. В Госре-
естр России 2018 года уже включен 71 сорт 
зерновых тритикале для различного использо-
вания. Климат на Юго-Востоке России меня-
ется в сторону усиления континентальности, 
засушливости. Поэтому на тритикале здесь 
возлагают большие надежды и как на сырье 
для сенажа, и как на зерно – источник белка и 
углеводов для различных видов производств. 
В последнее время климат характеризуется 
усилением варьирования абиотических лими-
тирующих факторов. Суровые зимы череду-
ются с мягкой погодой с длительными оттепе-
лями и возобновлением вегетации озимых в 
январе-феврале с последующими возвратными 
морозами. Изменение климата обусловило 
заметные подвижки в ареалах распростране-
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ния болезней и вирусов, характере конкурен-
ции среди видов и штаммов болезней, росте 
их вирулентности. Возросли потери от грызу-
нов и насекомых. При таких погодных усло-
виях отчетливо проявляется основное досто-
инство тритикале – более высокая устойчи-
вость и конкурентоспособность в сравнении с 
другими злаками в условиях нарастания ари-
дизации климата, усиления его континенталь-
ности. В зависимости от содержания белка, 
крахмала, реологических свойств теста про-
дукцию зерновых тритикале предполагается 
использовать для хлебопечения, кондитерско-
го, бродильного производств, изготовления 
круп. Комбикормовое направление особенно 
перспективно в связи с внедрением нацио-
нальных проектов по животноводству, приня-
тых в России и в Европе [2].  

Основной отличительной чертой трити-
кале является высокое содержание белков 
в муке, превышающее их содержание в муке 
пшеницы и ржи. Белки необходимы для полу-
чения питательных пекарных продуктов: пе-
ченья, вафель, коржей, хлебцев, галет и т.  п., 
поэтому оценка качества белкового состава 
тритикале является актуальной задачей.  

В настоящее время имеется целый ряд 
разработанных технических условий на зерно, 
муку разных помолов, хлебопекарные изде-
лия, комбикорма. Имеется достаточно много 
технологий изготовления этанола из зерна 
тритикале, рецептур выпечки хлеба, печенья, 
производства быстрых завтраков и макарон-
ных изделий [5].  

По внешнему виду зерно современных 
сортов тритикале трудно отличить от пшенич-
ного. Преимущество аминокислотного состава 
белков тритикале делает возможным развитие 
направления по выделению белковых продук-
тов из муки, зерна и отрубей [6] для пищевых и 
кормовых целей, чтобы использовать их как 
функционально-технологические добавки или 
белковые обогатители. 

Выделяются следующие основные 
направления использования зерна тритикале:  

1) приготовление диетического хлеба из 
муки тритикале по ржаной и другим методи-
кам (хлеб «Целебный» из обойной муки три-
тикале, КНИИСХ, 2003 г.; хлеб из 75 % муки 
тритикале, Адыгея, 2005 г.; хлеб по техноло-

гии ЗАО «Русь» Буденовского района Ставро-
польского края и др.);  

2) выпечка многокомпонентного хлеба 
из смеси тритикалевой, пшеничной, ржаной и 
другой муки в разных соотношениях – сорта с 
высоким или повышенным содержанием бел-
ка и клейковины (хлеб Степной, Воронежский 
ГАУ, 2004 г.; хлеб тритикально-пшеничный, 
Адыгея, 2005 г. и др.);  

3) кондитерское производство – сорта со 
средним содержанием белка и низкими пока-
зателями силы муки (печенье, кексы, трюфе-
ля, рулеты к чаю и др.);  

4) бродильное производство – сорта 
с низким содержанием белка; повышенный 
выход спирта из зерна тритикале в сравнении 
с пшеничным; приготовление пива из смеси 
зерна тритикале и ячменя (Лидский пивзавод, 
Белоруссия);  

5) комбикормовое производство – сорта 
со средним и высоким содержанием белка 
и не отмывающейся клейковиной [7]. 

Зерно тритикале отличается повышен-
ным содержанием глиадина по сравнению 
с пшеницей и кукурузой, а также имеет сопо-
ставимые показатели по массовой доле белка 
с зерном ржи и пшеницы, в тоже время массо-
вая доля свободных аминокислот в зерне три-
тикале больше чем в зерне пшеницы [9], т. е. 
композиция белков этих культур может при-
вести к более сбалансированному составу не-
заменимых аминокислот, таких как изолей-
цин, лейцин, лизин, метионин, фенилаланин 
и треонин [8].  

Характерной особенностью глиадина 
является плохая растворимость в воде, обу-
словленная наличием гидрофобных групп на 
поверхности молекулы белка. Для перевода 
его в раствор используют различные органи-
ческие растворители. Однако они могут дена-
турировать белок, разрушая не только слабые 
водородные, но и более сильные ковалентные 
связи, такие как дисульфидные связи макро-
молекулы [13].  

Глиадин хорошо растворяется в водно-
спиртовых смесях, содержащих 60–70 % спир-
тов: этанола, метанола и др. Именно на этом 
основании Осборн и выделил глиадин пшени-
цы и других культур в особую группу спирто-
растворимых белков – проламинов, наличие 
которых является признаком, отличающим 
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зерно злаковых культур от семян растений 
других семейств. 

Методы извлечения глиадина и получе-
ния его чистых препаратов можно разделить 
на две группы: 

– извлечение непосредственно из муки 
или размолотого зерна с использованием мно-
гократной экстракции водно-спиртовой смеси; 

– извлечение белка из сырой или лио-
филизированной клейковины, выделенной из 
зерна. 

Разработка простого и эффективного 
способа качественной и количественной оцен-
ки белков, содержащихся в природных суб-
станциях, с дальнейшей процедурой их выде-
ления и идентификации различными аналити-
ческими методами является перспективным 
направлением исследования продукции сель-
скохозяйственного производства. В настоящее 
время для осуществления процедуры выделе-
ния глиадина применяется метод Осборна 
(непрерывная буферная система в однородном 
геле), разработанный и получивший широкое 
распространение в первой половине ХIХ в. 
В данном методе следует обратить особое 
внимание на подготовку белкового препарата. 
Сопоставлять молекулярные массы белков по 
скорости их миграции можно только в том 
случае, когда есть уверенность в полной дена-
турации белка при обработке его додецилсуль-
фатом натрия. Для проведения исследований 
на современном уровне, с использованием эф-
фективного аналитического оборудования, без-
условно, требуется модернизация и усовершен-
ствование указанного метода работы с матери-
алами природного происхождения [12].  

Методы исследования белков 
Электрофорез занимает сейчас цен-

тральное место среди методов исследования 
белков и нуклеиновых кислот. В современной 
научной литературе редко можно встретить 
статью, в которой бы на той или иной стадии 
фракционирования или характеристики био-
полимеров не был использован электрофорез. 
Метод позволяет разделять биомолекулы, раз-
личающиеся по таким важнейшим парамет-
рам, как размеры (или молекулярная масса), 
пространственная конфигурация, структура 
и электрический заряд, причем эти параметры 
могут выступать как порознь, так и в совокуп-
ности. Для анализа биомолекул используют 

капиллярный электрофорез в вариантах ка-
пиллярного зонного электрофореза, где разде-
ление происходит за счет различия в электро-
форетических подвижностях компонентов 
анализируемой смеси, гель-электрофореза, где 
происходит разделение молекул по размерам, 
и вариант мицеллярной электрокинетической 
хроматографии, основанной на различном 
распределении аналитов между псевдостацио-
нарной мицеллярной фазой и раствором элек-
тролита. 

Метод капиллярного электрофореза 
(КЭ) является наиболее простым вариантом 
и позволяет разделять заряженные частицы 
смеси в капилляре под действием приложен-
ного электрического поля (напряжение до 30 
кВ) в соответствии их электрофоретическими 
подвижностями. Под действием поля макро-
молекулы в соответствии со своим суммар-
ным зарядом мигрируют в направлении катода 
или анода. В зависимости от величины заряда 
и размеров молекулы двигаются с различными 
скоростями. К преимуществам метода КЗЭ 
относится высокая эффективность разделения 
(сотни тысяч теоретических тарелок), малая 
продолжительность времени анализа, простота 
аппаратурного оформления. При этом важным 
является тот факт, что в КЭ, в отличие от 
ВЭЖХ, в качестве подвижных фаз используют 
биосовместимые водные среды вместо органи-
ческих растворителей или водно-органических 
смесей. Варьирование в разумных пределах 
таких параметров, как рН, состав буферной 
системы, ионная сила раствора, температура, 
позволяет свести к минимуму влияние факто-
ров, приводящих к изменению исходного рас-
пределения белков, что является залогом до-
стоверности результатов анализа. Таким обра-
зом, КЭ удовлетворяет одному из основных 
требований анализа, связанному с сохранени-
ем неизменными химические формы компо-
нентов объекта в процессе разделения и опре-
деления. 

Целью работы является разработка эф-
фективной системы выделения глиадина 
из зерна и его идентификации для оценки ка-
чества состава тритикале. В настоящем иссле-
довании проведено изучение процесса выде-
ления глиадина из помола тритикале и его 
определения методом КЭ. 
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Объект исследования 
В данной работе объектом исследования 

является состав прямого помола, полученный 
из зерновой культуры тритикале, выращенной 
на экспериментальных площадках НИИ сель-
ского хозяйства Юго-Востока в Саратовской 
области в 2020 г. Зерно обрабатывалось 
с использованием стандартных методов [11] 
и затем подвергалось помолу. Помол пред-
ставляет собой однородную массу бледно-
розового цвета. Для выделения белков к со-
ставу, полученному в результате помола, был 
применен модернизованный метод Осборна. 
При хранении в нормальных условиях состав 
не подвергается структурным изменениям; 
процессы гниения и деструкции не наблюда-
лись. Для определения состава белков был 
использован капиллярный электрофорез. 

Экспериментальная часть. Материа-
лы, реактивы и оборудование 

Зерно тритикале (НИИ с-х Юго-
Востока, Саратовская обл.). Гидрофосфат 
натрия ч.д.а, Na2HPO4 (Химмед, Россия). Ди-
гидрофосфат калия, KH2PO4, 90,0 % (Лабтех, 

Россия). Этанол (Aldrich, Швейцария). Бензол 
(Aldrich, Швейцария).  

Лиофильная сушка CHRIST Alpha 2-4 
LPplus (Martin Christ, Германия), система ка-
пиллярного электрофореза Agilent 7100 
(Agilent, США) снабженного диодно-
матричным детектором, ротационный испари-
тель Hei-VAP Advantage фирмы “Heidolph”. 
Система подготовки деионизированной воды 
Elix Advantage 5 с блоком E-POD (Millipore, 
USA). 

Выделение глиадина из зерна трити-
кале 

Для отработки методики выделения 
белков из состава прямого помола зерна три-
тикале была разработана последовательность 
операций выделения глиадина – белка, вхо-
дящего в компонентный состав запасных бел-
ков растений. 

Методика выделения глиадина из со-
става прямого помола зерна тритикале. 
Выделение глиадина происходило в несколько 
этапов в соответствии с представленной тех-
нологической блок-схемой (рис. 1). 

 
 

 
Рис. 1. Блок-схема извлечения белка глиадина из зерна тритикале 
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На первом этапе выделения белков из 
зерна тритикале проводят отделение крахмала. 

Для этого в стеклянный стакан объёмом 
1 литр отбирают навеску молотого зерна три-
тикале прямого помола массой 100,0 г. Зали-
вают 500 мл дистиллированной воды и тща-
тельно перемешивают в течение 2.5 минут. 
Водный слой становится мутным за счёт пе-
рехода крахмала, содержащегося в частицах 
помола зёрен тритикале, в водную фазу. 
Не давая взвеси осесть, водный слой отделяют 
декантацией. К осадку в стакане добавляют 
новую порцию 500 мл дистиллированной во-
ды. И повторяют операцию отмывки измель-
ченных зёрен от крахмала не менее 5 раз до 
получения почти прозрачной водной фазы. 

На второй стадии проводят очистку и 
выделение гидрофобных белков. Для этого, 
после отделения последнего промывного слоя 
воды, осадок в стакане заливают 600 мл вод-
но-спиртового раствора, содержащего 75 % 
масс. этанола. Содержимое стакана тщательно 
перемешивают и оставляют на 20 часов, пери-
одически перемешивая. Затем осадок отфиль-
тровывают на фильтре Шотта с использовани-
ем вакуума, отделяя жидкую фракцию. Осадок 
на фильтре дважды промывают порциями 
водно-спиртового раствора по 50 мл. Полу-
ченные экстракты объединяют. 

Третьим этапом выделения является упа-
ривание на ротационном испарителе экстракта 
и удаление остаточной влаги из образца с ис-
пользованием различных растворителей.  

Упаривание на роторном испарителе 
проводят при следующих параметрах: оста-
точное давление – 100 мБар; температура 
32.5 °С. Упаривание растворителя проводят 
в течение 2 часов, до удаления основной мас-
сы водно-спиртового азеотропа. Затем 
к остатку добавляют порциями 50 мл бензола, 
не содержащего воды, и упаривают до полно-
го удаления жидкой фракции. К содержимому 
колбы добавляют 50 мл абсолютного этанола 
и перемешивают при комнатной температуре 
в течение 10 минут, спирт отгоняют. Опера-
цию повторяют дважды. Далее к содержимому 
колбы добавляют 50 мл абсолютного этилово-
го эфира и перемешивают при комнатной 
температуре в течение 10 минут, затем отго-
няют эфир. Операцию повторяют дважды. 
На заключительном этапе выделения образец 

лиофилизируют, для чего образовавшийся 
в колбе осадок переносят в чашку Петри и 
помещают в лиофильную сушку CHRIST Al-
pha 2-4 LPplus, где образец выдерживают при 
комнатной температуре и остаточном давле-
нии – 0,1 мБар в течение 16 часов. 

Полученный образец представляет со-
бой кристаллический порошок светло-желтого 
цвета. 

Полученный образец был проанализи-
рован методом капиллярного электрофореза. 
Анализ глиадина проводили с использованием 
системы капиллярного электрофореза Agilent 
7100 (Agilent, США), снабженного диодно-
матричным детектором с кварцевым капилля-
ром следующей геометрии: Lэф/Lобщ 50/58.5 
мм, диаметр 50 мкм. Ввод пробы – гидроди-
намический. В качестве фонового электролита 
применяли боратный буферный раствор 
(рН = 9.2). Пики регистрировали при рабочей 
длине волны λ = 220 нм, напряжение прило-
женного электрического поля 25 кВ. Между 
анализами капилляр кондиционировали в те-
чение 10 мин фоновым электролитом. Перед 
началом работы электрод промывают 1 М 
NaOH (5 мин), деионизированной водой 
(5 мин) и фоновым электролитом (10 мин).  

Результаты и их обсуждения 
Предложенный комбинированный ме-

тод выделения глиадина из зерна тритикале 
позволяет увеличить выход и улучшить каче-
ство выделяемого белка. Для анализа выде-
ленной белковой фракции был выбран КЗЭ, 
с использованием в качестве фонового элек-
тролита боратного буфера с рН = 9,2, т. к. при 
этом рН белки имеют положительный заряд и 
минимизируется их сорбция на стенках ка-
пилляра. 

На рис. 2 представлена полученная 
электрофореграмма белковой фракции, выде-
ленной из зерна тритикале.  

По представленным результатам можно 
заметить, что выделенный образец глиадина 
не является однородным. На электрофоре-
грамме наблюдается ряд белков, обладающих 
близкими значениями молекулярной массы. 
Наиболее интенсивным является пик с време-
нем миграции 4.15 мин.  

Таким образом, на основе реализации 
методики выделения глиадина с применением 
современного лабораторного оборудования 
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и использования для анализа белковой фрак-
ции высокоэффективного аналитического ме-
тода КЭ было установлено, что глиадиновая 

фракция образца прямого помола тритикале 
представляет собой смесь гидрофобных бел-
ков с различной молекулярной массой. 

 
 
 

 
Рис. 2. Электрофореграмма белка глиадина 

 

Заключение 
В последнее время для выделения бел-

ков из зерновых культур широко используется 
метод Осборна. Достоинствами этого метода 
является низкая стоимость, простота, эколо-
гичность, но в тоже время для работы с со-
временным аналитическим оборудованием 
требуется его модернизация.  

В результате экспериментального ис-
следования перспективной зерновой культу-
ры – тритикале – была проведена модерниза-
ция методики выделения глиадина с исполь-
зованием современного лабораторного обору-
дования. Полученный образец описан и про-
анализирован с применением высокоэффек-
тивного химико-аналитического метода – ка-
пиллярного электрофореза. Результаты анали-
за показали, что выделенные из пшеничной 
муки образцы глиадина не являются однород-
ным белком, как в свое время предполагал 
Осборн. Глиадин, содержащийся в образце 
прямого помола тритикале, представляет со-

бой смесь белков с близкими молекулярными 
массами. 
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