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Resumen

La harina de trigo es el componente mas importante en todos los productos de panificacion;
sus constituyentes quimicos afectan la funcionalidad y las caracteristicas del producto
terminado. La compleja composicion quimica de la harina de trigo trae como consecuencia
numerosos procesos fisicos y bioquimicos que son parametros fundamentales para la
formacion del pan. El trigo debe pasar por etapas conocidas como tratamientos post-
cosecha en donde el principal factor que debe controlarse en el almacenamiento es el
porcentaje de humedad, el cual debe estar entre 11 y 14%. Se calcula que en América
Latina las pérdidas durante el almacenamiento son de aproximadamente 25%, debido a
problemas climaticos que dificultan la reduccion de la humedad del grano (Evans, 2001).
Investigaciones anteriores han puesto de manifiesto que el mal almacenamiento, asi como
el tiempo que el grano este expuesto a este medio inadecuado (25 °C y 75 % humedad
relativa) favorece a su deterioro prematuro, teniendo como consecuencia una alteracion en
la extensibilidad y la fuerza de la masa asi como la viscosidad y elasticidad. Por esto, se
planteé evaluar por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) si el

deterioro de trigo afecta sus proteinas de reserva industrialmente relevantes (gluten).

Se utilizé grano de trigo de la variedad HRW cosecha 2014 el cual se almacen6 a 25°C y
75%HR durante 0, 60, 120 y 160 dias para su deterioro, analizado por medio del porcentaje
de germinacién. Se evalué el grano de trigo y su harina utilizando la prueba de humedad y
conductividad para visualizar modificaciones en el grano y sedimentacién con SDS para
evaluar la calidad de la harina. Se obtuvo el gluten por el método de lavado y se extrajeron
sus proteinas por el método de Osborne, de esta forma se separaron las fracciones
proteicas de la harina y del gluten de trigo, correspondientes a: albuminas, globulinas,
gliadinas y gluteninas. Se determind la concentracion a la que se encuentran estas proteinas
por el método de Lowry utilizando espectrofotometria de luz visible leyendo a 750 nm,
observando que la concentracién de proteinas se ve afectada por el deterioro. Se evalué el
perfil electroforético de las proteinas en geles de poliacrilamida al 10 %, concluyendo que
el deterioro del grano de trigo produce modificaciones estructurales en el perfil
electroforético de las gliadinas y gluteninas, visualizado por la pérdida de subunidades
proteicas por parte de las gliadinas y ganancia de subunidades por parte de las gluteninas

en comparacién con el trigo sano.




1 Introduccién

1.10rigen e historia del trigo.

En la antigiiedad la diosa griega Demeter, que significa sefiora, era considerada la diosa de
la alimentacion, en particular del pan y la agricultura. En la mitologia romana su equivalente
es Ceres, derivando de esta el nombre cereal. Los cereales se han considerado
histéricamente como el eje de la agricultura y la fuente mas productiva de alimentos. La
mayor parte de la energia que consume el hombre proviene de los cereales, tales como
trigo, arroz y maiz, de todos estos, se considera que el trigo es el mas abundante y
productivo (Serna- Saldivar, 2009).

El trigo es uno de los cereales que mas aparece en la cultura occidental. Su origen se
remonta a la antigua Mesopotamia; las evidencias mas antiguas provienen de Siria, Iraq y
Jordania. Existen hallazgos de restos de grano de trigo que datan del afio 6700 a. C. Fue
introducido por los espafioles a México en el afio 1520 y luego llevado a sus demas colonias
(Gbémez et al., 2007).

Por muchos afos el pan ha sido uno de los principales constituyentes de la dieta humana,
elaborar pan de masas fermentadas con levaduras es uno de los procesos biotecnolégicos
mas antiguos. El trigo es por mucho el cereal mas importante en la elaboracién de pan,
aunque en algunas partes del mundo el uso de centeno es bastante considerable, otros

cereales son usados en menor medida (Goesaert et al., 2005).

En México el trigo harinero (Triticum aestivum) se clasifica de acuerdo a su calidad industrial
en trigo de textura semidura a dura y gluten fuerte y extensible (grupo 1), de textura dura a
semidura y gluten medio fuerte y extensible (grupo 2), de textura suave y gluten débil y
extensible (grupo 3) y trigo de gluten tenaz poco extensible (grupo 4). Estas propiedades
reologicas del gluten permiten diversificar su utilizaciéon en la industria de la panificacion,

galletera y reposteria (Martinez et al., 2007).




1.1.2 Descripcion taxondmicay morfologia del trigo (Triticum aestivum).

El trigo es una de las plantas mas ampliamente cultivadas en el mundo. Es una graminea
anual, de la familia del césped, con espigas de cuyos granos molidos se obtiene la harina.
Con respecto a la clasificacion biologica las tres principales especies cultivadas son Triticum
aestivum, a la cual pertenecen la mayor parte de las variedades; T. Compactum y T. Durum,
este Ultimo pertenece a la clase de trigo duro. (Corella, 2002).

El trigo crece en ambientes con las siguientes caracteristicas:

Temperatura minima de 3 °C y maxima de 30 a 33 °C, siendo la temperatura 6ptima entre
10y 25 °C, requiere una humedad relativa entre 40 y 70%; desde el espigamiento hasta la
cosecha es la época que tiene mayores requerimientos en este aspecto, ya que exige una
humedad relativa entre el 50 y 60% y un clima seco para su maduracion, tiene unos bajos
requerimientos de agua, ya que se puede cultivar en zonas donde caen precipitaciones entre
25y 2800 mm anuales de agua, aunque un 75% del trigo crece entre los 375 y 800 mm/ciclo,
los mejores suelos para su crecimiento deben ser sueltos, profundos, fértiles y libres de
inundaciones, y deben tener un pH entre 6,0 y 7,5; en terrenos muy acidos es dificil lograr
un adecuado crecimiento (SAGARPA, 2005).

Las partes de la planta de trigo se pueden describir en la figura 1:

1- Inflorescencia: es una espiga compuesta por un tallo central de entrenudos cortos, sobre
el cual van dispuestas 20 a 30 espiguillas en forma alterna y compacta, llevando cada una
nueve flores, rodeadas por glumas, glumillas y glomélulas. Los granos son cariépsides que
presentan forma ovalada con sus extremos redondeados.

2-Hojas: tienen forma lineal lanceolada (alargadas, rectas y terminadas en punta) con vaina,
ligula y auriculas.

3-Tallo: es una cafia hueca con 6 nudos que se alargan hacia la parte superior, alcanzando
entre 0,5 a 2 metros de altura.

4-Raiz: es fasciculada con numerosas ramificaciones, las cuales alcanzan en su mayoria
una profundidad de 25 cm, llegando algunas de ellas hasta un metro de profundidad
(SAGARPA, 2005).




Figura 1. Morfologia de la planta de trigo, 1- inflorescenciay grano, 2 tallo, 3 hoja, 4 raiz.
Fuente: CANIMOLT (2017).

1.1.2 Estructuray clasificacién del grano de trigo
El grano de trigo tiene forma ovalada y sus extremos redondeados, sobresaliendo el germen
en uno de ellos y en el otro, un mechon de pelos finos (pincel). El resto del grano,
denominado endospermo, es un depoésito de alimentos para el embrién, que representa el
82% del peso del grano. A lo largo de la cara ventral del grano hay una depresion (surco)
una invaginacion de la aleurona y todas las cubiertas (Serna-Saldiva, 2009). (Figura 2).

1. Pared de celulosa

2. Aimidon

(granulos blancos)

3. Gluten

4. Aleurona

5. Hialina

6. Capa externa de
salvado

Germen

Figura 2: Estructura del grano de trigo, Fuente: Veggie Meat (2016)
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En el fondo del surco hay una zona vascular fuertemente pigmentada. El pericarpio y la
testa, juntamente con la capa aleurona, conforman el salvado de trigo. El grano de trigo

contiene una parte de la proteina que se llama gluten.

A nivel general, el trigo se clasifica de acuerdo a la textura del endospermo, porque esta
caracteristica del grano esta relacionada con su forma de fraccionarse en la molturacion, la
cual puede ser vitrea o harinosa, y de acuerdo a la riqgueza proteica, porque las propiedades
de la harina y su conveniencia para diferentes objetivos, estan relacionadas con esta
caracteristica.

En México los trigos se clasifican de acuerdo a su funcionalidad en fuertes, medio fuertes,
suaves, tenaces y cristalinos.

Los trigos mas importantes para el comercio son el Triticum durum (utilizado principalmente
para pastas y macarrones), el Triticum aestivum (utilizado para elaborar pan) y el Triticum

compactum (se utiliza para hacer galletas) (SAGARPA 2005).

1.2 Distribucién geografica mundial del trigo.

El consumo mundial de trigo durante el ciclo 2014/15 fue de 701.52 millones de toneladas,
una cifra récord a la fecha, superior en 1.51 por ciento al consumo del afio anterior. Las
estimaciones de consumo para 2015/16 sitian a este en 714.81 millones de toneladas. El
dinamismo del consumo se atribuye al consumo de paises en desarrollo al igual que a las
preferencias de los consumidores por el trigo como sustituto de cereales como el maiz. Otro
importante factor que esta impulsando el consumo de trigo a nivel global es el crecimiento
de la demanda de este cereal para uso forrajero. De esta forma, para el resto del ciclo
2015/16 se espera un escenario mundial de altos niveles de produccion y con un precio
internacional en niveles relativamente bajos, comparado con los ultimos afios (Bloomberg
Bussines, 2015).




La produccién mundial de trigo, durante el periodo 2005/06-2014/15 (Figura 3), crecio a una
tasa promedio de 1.78 por ciento, para llegar a 732 millones de toneladas, principalmente
por aumentos de la produccién en la Unién Europea y Rusia, compensando las reducciones
en Canada y la India. Durante el ciclo 2014/15, la produccién aumenté 1.40 por ciento con
respecto al ciclo 2013/14, para llegar a 725 millones de toneladas. Mientras que para el afio
agricola 2015/16, se espera un incremento ligeramente inferior, de 1.08 por ciento, para
cerrar en un nivel récord de 733 millones de toneladas. Este aumento esperado se debe a
la expectativa de mayores cosechas en Australia, China, Unién Europea y Ucrania, pese a

una menor produccion esperada en la India (FAO, AMIS, Market Monitor, 2015).
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Figura 3. Principales productores de trigo a nivel mundial Fuente: USDA (2015).

Los cinco principales paises consumidores de trigo, con respecto al consumo total mundial
se muestran en la figura 4: Union Europea (18 por ciento), China (17 por ciento), India (13
por ciento), Rusia (5 por ciento) y Estados Unidos (5 por ciento) (USDA, 2015).
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Figura 4. Principales consumidores de trigo a nivel mundial, fuente: USDA (2015)

1.2.1 Importancia del cultivo a nivel nacional.

El 90.4% de la produccion del trigo harinero (Triticum aestivum L.) en México es procesada
por la industria molinera nacional, por lo que debe de cumplir con variables de calidad fisicas
y quimicas del grano, asi como de fuerza y extensibilidad de la masa (CANIMOLT, 2010).
Estas dos Ultimas variables dependen parcialmente de la cantidad y calidad de las proteinas,
gluteninas y gliadinas, presentes en la harina (Souza et al., 2013).

El nivel de produccién de trigo en México para el afio agricola 2014 representa 0.50 por
ciento con respecto a la produccién global. En el citado periodo, el nivel de produccion
aumentd 9.3 por ciento con respecto al afio agricola anterior, para llegar a 3.7 millones de
toneladas (Figura 5). En cuanto a la produccion de trigo por afio comercial, es decir, de abril
de 2015 a marzo de 2016, se prevé que esta sea de 3.77 millones de toneladas, lo que
representa un aumento de 2.1 por ciento a tasa anual. La produccién nacional se compondra
por 1.96 millones de toneladas de trigo cristalino y 1.8 millones de toneladas de trigo
panificable. La produccién de trigo panificable crecera a una tasa anual de 7.7 por ciento,
mientras que la cosecha de trigo cristalino disminuira 2.6 por ciento en el periodo citado.
(SAIP-SAGARPA, 2015).




El trigo se cultiva en veintitrés estados de la republica y tiene una mayor concentracion en
la zona norte y noroeste del pais. Los principales cinco estados productores de trigo son:
Sonora, Baja California, Guanajuato, Sinaloa y Michoacan, los cuales acumulan 89 por
ciento de la produccién total.

Produccion de trigo grano en México, 2005-2014
(Miles de toneladas)
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Figura 5. Produccién nacional de trigo: Temporadas O-l (Otofio-Invierno) y P-V
(Primavera-Verano) Fuente: SAGARPA (2015).




1.3 Valor nutricional.

La composicién nutricional del grano de trigo puede variar de acuerdo a la region,
condiciones de cultivo y afio de cosecha. También la calidad y cantidad de nutrientes
depende de las especies de trigo que influirdn en sus propiedades nutritivas y funcionales
(Kamal et al., 2009).

En general, el grano maduro estd compuesto por hidratos de carbono, compuestos
nitrogenados, lipidos, minerales y agua, junto con trazas de vitaminas, enzimas y otras
sustancias (Altenbach et al., 2003). (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion nutricional del grano de trigo.

Composicién quimica y nutrimental del grano de trigo
Nutriente Unidades por Grano Harina de Refinada Cascara
100g grano entero
Analisis proximal
Proteinas g 12.6 13.7 9.7 15.6
Almidén g 62.4 60.0 58.9 14.1
Lipidos g 154 1.87 1.48 4.25
Cenizas g 1.57 1.60 0.58 5.79
Fibra dietética g 12.2 12.2 5.5 42. 8
Minerales
Hierro mg 3.19 3.88 1.26 10.57
Magnesio mg 126 138 25 611
Fosforo mg 288 34 107 1.01
Potasio mg 363 405 149 1.18
Zinc mg 2.65 2.93 1.02 7.27
Cobre ug 0.43 0.38 0.19 1.00
vitaminas
Tiamina mg 0.38 0.45 0.19 0.52
Riboflavina mg 0.12 0.22 0.07 0.58
Niacina mg 5.46 6.37 1.20 13.58
Acido pantoténico mg 0.95 1.01 0.25 2.18
Vitamina B-6 mg 0.30 0.34 0.04 1.30
Folato ug 38 44 31 79
Vitamina A U 9 9 0 9
Vitamina E mg 1.01 0.82 0.05 1.49
Vitamina K ug 1.90 1.90 0.30 1.90
Perfil lipidico
Saturados g 0.27 0.32 0.30 0.63
Monoinsaturados g 0.20 0.23 0.19 0.64
Poliinsaturados g 0.63 0.78 0.85 2.21
Carotenoides
Luteina+Zeaxantin ug 220 220 18 240

Fuente: USDA-ARS, (2006)




1.3.1 Composicién quimica

La composicion quimica del trigo en promedio, lo constituye en un 74% de Carbohidratos,
11% de proteina, 1.25% de lipidos y 0.4% de vitaminas y minerales (Magafa, 2005). El
grano maduro del trigo esta formado por: hidratos de carbono, (almidén, maltosa, sucrosa,
glucosa, melibiosa, pentosanos, galactosa y rafinosa), compuestos nitrogenados
(principalmente proteinas: albumina, globulina, prolamina y gluteinas), lipidos (ac. grasos:
miristico, palmitico, estearico, palmitooleico, olé€ico, linoléico), sustancias minerales (K, P,
S,) y agua junto con pequefias cantidades de vitaminas (inositol, colina y del complejo B),
enzimas ( B amilasa, celulasa, glucosidasas ) y otras sustancias como pigmentos. Estos
nutrientes se encuentran distribuidos en las diversas areas del grano de trigo, y algunos se
concentran en regiones determinadas (Tabla 2). El almidén esta presente Unicamente en el
endospermo, la fibra cruda esta reducida, casi exclusivamente al salvado y la proteina se
encuentra por todo el grano. Aproximadamente la mitad de los lipidos totales se encuentran
en el endospermo, la quinta parte en el germen y el resto en el salvado, pero la aleurona es
mMas rica que el pericarpio y testa. Mas de la mitad de las sustancias minerales totales estan

presentes en el pericarpio, testa y aleurona (Magafia, 2005).

1.3.1.2 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono presentes en los cereales incluye al almidon (que predomina),
celulosa, hemicelulosas, pentosanos, dextrinas y azucares. El almidén es el hidrato de
carbono mas importante de todos los cereales, constituyendo aproximadamente el 64 % de
la materia seca del grano completo de trigo y un 70 % de su endospermo. Forma 70% del
grano de trigo en forma natural, es insoluble en agua fria. Cuando se calienta con agua, la

absorbe, se hincha y revienta; este fenémeno se llama gelificacion (Serna-Saldivar, 2009).
La fibra no digerible que es la parte del producto que queda sin digerir en el tubo digestivo,

comprende: celulosa, polisacaridos no celulosos (gomas, mucilagos, sustancias pépticas,

hemicelulosas) y también lignina, un polimero aromético no hidrocarbonatado.
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La cifra de fibra no digerible es siempre mayor que la de fibra cruda, ya que una parte de
los componentes de la fibra no digerible se degrada durante la valoracion de la fibra cruda;

sin embargo, la relacion es constante (Badui, 2013).

1.3.1.3 Proteinas

La porcion proteica del grano de trigo esta localizada en el endospermo, embrion y escutelo
(germen) en mayor abundancia. Hay varios tipos de proteinas; albuminas, globulinas y las
qgue constituyen el gluten, esto es, prolaminas y glutelinas, estas ultimas se encuentran
Unicamente en el endospermo amilaceo. Las proteinas que constituyen el gluten al ser
mezcladas con agua forman una masa elastica y compacta. Es donde van a residir las
propiedades panarias de una harina. Ello es necesario para que la masa acoja el gas y lo
retenga para que salga un producto esponjoso. Es importante tanto la cantidad como la
calidad de las proteinas del gluten. El gluten con mayor aptitud para la panificacion es el del
trigo y el del centeno, aunque éste ultimo es de menor calidad. Las proteinas del trigo estan
clasificadas en 4 categorias, atendiendo a sus caracteristicas de solubilidad. Se puede
hacer una clasificacion semejante de las proteinas de todos los cereales (Gémez- Pallarés
et al, 2007).

1.3.1.4 Lipidos

Forman parte del trigo en pequefias proporciones 1,5-2,5% y estan localizados
principalmente en el germen y en la cubierta de la semilla. Aun siendo minoritarios, estos
lipidos tienen efectos beneficiosos en el proceso de panificacion. Cuando son extraidos con
agua saturada de butanol a temperatura ambiente, muestran una composicion casi
equitativa de lipidos polares y no polares. De entre los lipidos polares, cerca de un 26% son
glucolipidos y un 23% corresponde a los fosfolipidos (Ferreras., 2009).
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1.3.1.3 Vitaminas y minerales

Estos son constituyentes importantes en los alimentos, asi que los cereales no se
encuentran exentos de ellos teniendo vitaminas como la tiamina, riboflavina, entre otras y
varios minerales. Las vitaminas estan presentes en la capa aleurona y/o en el esculeto y los

minerales solo en la aleurona (Zhao et al, 2009).

Tabla 2. Composiciéon quimica de las diferentes partes del grano de trigo (en % sobre

materia seca).

Parte del grano Proteinas | Materias | lipidos | celulosa Hemi Almidén
(% de la masa del minerales celulosa
grano)
Pericarpio (4%) 7-8 3-7 3 25-40 35-43 0
Tegumento seminal 15-20 10-15 3-5 30-35 25-30 0
(1%)
Epidermis nuclear, 30-35 6-15 7-8 6 30-35 10
envuelta proteica
(7-9%)
Germen (3%) 35-40 5-6 15 1 20 20
Endospermo (82- 8-13 0.35-0.60 1 0.3 0.5-3.0 70-85
85%)
Grano entero 10-14 1.6-3.1 1.5-2.5 2-3 5-8 60-70
(100%)
Fuente: Ferreras (2009).
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1.3 Productos derivados del trigo

Tabla 3. Productos obtenidos a partir de la manufactura del trigo.

Trigo integral

Grano descortezado libre del pericarpio, se conserva la hialina y sirve de
proteccion al nucleo y evita que se desprenda el germen; con el fin de
aprovechar al maximo los elementos nutritivos del trigo, sin desperdiciar
tan alta proporcion de nutrientes, como se hace al preparar las harinas
refinadas.

Trigo malteado

Se puede preparar con trigo integral, que se pone a germinar para que
aumente las proporciones de vitamina b y ¢ para que hidrolicen
parcialmente los alimentos y después se aplastan los granos, se deshacen
y Se envasan.

Trigo inflado

Se usan para servirlo con leche, es el desayuno o algunos postres, es un
alimento de precio alto y bajo valor nutritivo.

Harina

Con el término harina se designa al producto de la molienda del grano de
trigo, generalmente el blando, sin impurezas. Es el producto mas
importante derivado de la molturacion de los cereales, especialmente del
trigo maduro.

Pan

La panificacién consiste en la obtencion de pan a partir de harina, a la que
se aflade agua, sal y levadura. La gran variedad y tipos de pan que existen
hacen que sea imposible conocer la composicion de todos ellos. Esta en
dependencia de los elementos que se afladen o de la forma como se
fabrica. Los suplementos pueden ser azlcar, miel, leche, germen de trigo,
gluten, pasas, higos, entre otros. El pan integral es el que se prepara con
una harina cuya tasa de extraccion es del 90-98%. Es mas rico en
vitaminas del grupo B y en fibra que el pan blanco.

Bolleria

Asi se denomina a una serie de productos alimenticios elaborados a base
de harina, azlcar, materias grasas y otros alimentos. Gran parte de la
bolleria puede considerarse "dura": galletas hechas con mantequilla (no
contienen huevo).

Pasta

Se obtiene a partir de trigo duro, tras realizar una serie de operaciones
semejantes a las que se hace con el blando. Puede ser sencilla o
compuesta, si se le afiaden otros alimentos, como verduras y huevo, entre
otros. Se comercializa en forma de tallarines y macarrones, entre otros.

Sémola

La trituracién del grano de trigo, pero conteniendo pequefias cantidades de
cascara, se conoce como sémola.

Salvado

Es el producto obtenido de las diferentes envueltas del trigo.

Cereales

Para desayuno son productos elaborados por la industria a partir de
diversos granos, principalmente trigo, maiz y arroz, sometidos a procesos
por los que se consiguen que estallen, se expandan, se hinchen o se
aplasten, de manera que estén listos para tomar. Conservan su valor
nutricional y son mas digeribles qgue como grano entero y natural.

Fuente: Gonzales, 2016
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1.5 Proteinas industrialmente relevantes del grano de trigo

Las proteinas que acompafan al almidon, tienen una buena tasa de digestibilidad, sin
embargo, dado su bajo porcentaje (8 al 16%) y a la ausencia de los aminoacidos esenciales
lisina, triptéfano y treonina, se considera al trigo de calidad proteica baja para las primeras
etapas de la vida del humano. La cantidad de proteinas en el grano depende de las
condiciones ambientales y de su genotipo, el mayor porcentaje es en el germen y la capa
de aleurona (Kidwell, 2000; Serna-Saldivar, 2009).

Las proteinas pueden dividirse en dos grupos: las proteinas del gluten o de almacenamiento
y las proteinas que no forman gluten, englobando a la mayoria de las enzimas. Las
albuminas y globulinas se encuentran en el germen, el salvado y la aleurona, y en menor
proporcion en el endospermo, conteniendo un buen balance de aminoécidos. Las gliadinas
y gluteninas se encuentran en el endospermo, distinguiéndose por sus altas
concentraciones de glutamina y prolina (Dupont y Altenbach, 2003; Gomez-Pallares et al,
2007).

1.5.1 Puroindolinas

La dureza del endospermo del trigo panadero se relaciond al principio con la proteina de
15Da denominada friabilina. Varios investigadores al purificarla friabilina observaron que
estaba formada principalmente por tres polipeptidos: puroindolina a, puroindolina b y GSP-
1 (grain softness protein-1). El locus Ha controla los genes que determinan la textura del
endospermo del grano de trigo. En €l se encuentran los genes pina-D1, Pinb-D1 y GSP-1

gue codifican para las dos puroindolinas y para la GSP-1 (Morris, 2002).

1.5.2 Prolaminas

Dentro del conjunto de proteinas de reserva, las prolaminas son las que confieren las
propiedades reologicas Unicas a la masa obtenida de la harina de trigo. La estructura,

propiedades y base genética de estas proteinas se han estudiado exhaustivamente con el

objetivo de relacionar su base bioquimica y molecular con sus propiedades funcionales.
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Las prolaminas, llamadas asi por su alto contenido en los aminoacidos prolina y glutamina,

se subdividen en gliadinas y gluteninas de acuerdo con su estructura (Espi, 2013).

La glutamina es el aminoacido mas abundante junto con la prolamina y la glicina, conforma
mas del 50 % de los aminoéacidos residuales en el gluten. Esto puede limitar los tipos de
conformaciones estructurales secundarias que son posibles para el gluten (Shewry et al,
2003).

1.5.3 Gluten

El gluten es la estructura del trigo que le confiere a la harina propiedades Unicas para
obtener una masa viscoelastica y cohesiva capaz de retener gas y preparar productos
horneados aireados y livianos como panes y galletas. El gluten estd formado por dos
proteinas: gliadina (una prolamina) y glutenina (una glutelina). Diversos modelos se han
propuesto a través de los afios para tratar de explicar la manera en la que los componentes
del gluten interacttan, pero aun existe una brecha en el conocimiento y entendimiento de la
exclusividad del gluten y su rol en la elaboracion de diferentes productos horneados.
(Villanueva, 2014).

El gluten, por su alto contenido en prolina (14% del total de aminoacidos) no posee una
conformacion helicoidal, favoreciendo que los grupos amida de la glutamina (37% del total
de aminoacidos) formen puentes de hidrogeno intra e intermoleculares, sumado a esto, el
gluten es rico también en cisteina que permite la formacion de puentes disulfuro inter e
intramoleculares, los cuales se forman durante el amasado. Las interacciones hidrofobicas
e hidrofilicas ayudan a que los polimeros se orienten longitudinalmente originando una red
elastica y cohesiva para la formacion del esponjado producido por la generacion de CO2,
producto de la fermentacion (Wienser, 2007; Kamal et al., 2009; Badui, 2013)

Otras caracteristicas adicionales del gluten son el namero relativamente elevado de
aminoacidos hidrofébicos residuales (aproximadamente 35 %) y la baja densidad de carga
debido a la relativa carencia de aminoacidos basicos y a la presencia de la forma amida de
los aminoacidos acidos. Metionionina, triptéfano y lisina son los aminoacidos limitantes en
el gluten (De la O y Espitia, 2010).
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El procedimiento de fraccionamiento de Osborne fue un paso adelante en la identificacion
de los grupos principales de proteinas que comprenden el gluten. El desarrollo de la
electroforesis condujo a este descubrimiento y la consecuente aclaracion de que las
gliadinas y gluteninas son dos grupos amplios de proteinas, cada una compuesta de muchas

subunidades individuales (Villanueva, 2014).

N

Glaten: Gliadina+Glutenina

Figura 6. Composicién del gluten. Fuente: APS (2011).

1.5.4 Gliadinas

Las proteinas gluteninas y gliadinas, estan relacionadas estructuralmente pero presentan
solubilidades diferentes. Las gliadinas son mondmeros que interactian por fuerzas no
covalentes, mientras que las gluteninas son polimeros de alto peso molecular estabilizados
por puentes disulfuro (Shewry et al., 2003).

Las gliadinas son proteinas monomericas que se clasifican en cuatro grupos, a, B, v, y W
gliadinas, segun su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida a pH acido (A-
PAGE). Las a y B gliadinas son tan parecidas en secuencia como en estructura que
algunos autores la consideran dentro de un mismo grupo. Atendiendo a su composicion, las
w gliadinas son ricas en glutamina, prolina y fenilalanina, y se estabilizan mediante
interacciones hidrofobicas ya que no pueden formar puentes disulfuro. Las a, B, y y gliadinas
son ricas en residuos de cisteina y metionina. Se estabilizan por medio de puentes disulfuro

intercatenarios (Shewry et al, 2003).
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Se considera que las gliadinas le dan extensibilidad y viscosidad a las masas, mientras que
las gluteninas le dan elasticidad y fuerza (Carceller y Aussenac, 2001). Los numerosos
parametros relacionados a la composicion proteica que determinan la calidad panadera
pueden ser una guia para seleccionar caracteristicas especificas en los programas de

mejoramiento de trigo (Cuniberti et al., 2003).

Figura 7. Estructura molecular de la gliadina. Fuente: NCBI (2017).

1.5.5 Gluteninas

Las gluteninas son proteinas poliméricas, algunas de ellas formadas por hasta 20
subunidades, unidas por puentes disulfuro inter e intracatenarios. Los polimeros de
gluteninas estan entre las macromoléculas mas grandes presentes en la naturaleza, con
pesos moleculares que pueden exceder el millon de Daltons. Se ha visto que se pueden
establecer interacciones no covalentes, como puentes de hidrogeno, entre estos

macropolimeros y las gliadinas (Belton, 2005).

En presencia de un agente reductor en geles de electroforesis SDS-PAGE, se diferencian
dos tipos de gluteninas segun su peso molecular: gluteninas de alto peso molecular (HMW-
GS) con un rango de peso molecular entre 70,000 y 90,000 Da, y gluteninas de bajo peso
molecular (LMW-GS) en el rango de 20,000-45,000 Da. Las HMW-GS componen el 10%

del total de las prolaminas y tienen una gran influencia en la calidad panadera.
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Esta va a depender en gran medida de la variacion alélica, es decir, del tipo y el nimero de
subunidades que puede variar entre 3 y 5 en cada variedad de trigo panadero. Todas las
subunidades de HMW estan compuestas aproximadamente de un 35% de glutamina, un
20% de glicina y un 10 % de prolina (Singh y Khatkar, 2005).

Las LMW-GS componen el 40% de las proteinas de reserva en el endospermo del grano
de trigo. Se subdivide en tres grupos segun su movilidad en SDS-PAGE: B, C y D.
Basandose en la secuencia N- terminal de la proteina, la mayoria de las By C LMW se
subdividen en tres subgrupos LMW-s, LMW-m y LMW-i de acuerdo con el primer aminoacido
de la secuencia de la proteina madura: serina, metionina o isoleusina respectivamente
(D" Ovidio y Masci, 2004).

Las gluteninas de tipo D-LMW, en cambio, son w gliadinas modificadas, presentan puentes
disulfuro impares de manera que les permite establecer puentes intercatenarios con otras
moléculas lo que hace que sean poliméricas.Las gluteninas pueden separarse en dos
grupos con base en el tamafio de los polipéptidos que forman sus polimeros: las
subunidades de bajo peso molecular (G-BPM) y las de alto peso molecular (G-APM)
(Gianibelli et al., 2001).

0.0... ':..‘".0. :‘: ... :o b
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Figura 8. Estructura molecular de la glutenina. Fuente: Singh, 2005)
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1.6 Factores que alteran la calidad del grano de trigo y sus proteinas durante su

almacenamiento

Durante el almacenaje del grano en silos se debe realizar con una humedad inferior al 14
%, previa desinfeccion y limpieza de los mismos. Cuando esto no ocurre y el grano se
almacena humedo, sin controlar temperatura, se puede producir el deterioro por la accion
de hongos y bacterias, que provocan incremento de la temperatura y como consecuencia el
“ardido” del grano (que ha sufrido cierto grado de deterioro por fermentacion y/o distintas
acciones organicas). El efecto sobre la calidad industrial es semejante al dafio por calor. El
grano de trigo almacenado a 12,5% de humedad en silo bolsa, no sufre ningun deterioro
importante en su calidad panadera. A humedad superior a 16,5%, se ven afectados algunos
paradmetros de calidad (Cuniberti, 2001).

1.6.1 Fisicos

1.6.1.1 Humedad

El agua es el segundo componente cuantitativo de la harina, segun la reglamentacion
vigente debe de estar como méaximo al 15%. La humedad es el contenido en agua que tiene
la harina. La humedad que tiene el grano de trigo y consiguientemente la harina, es una
caracteristica importante particularmente en relacion con la seguridad del almacenamiento
de la harina, ya que si el grano no esta lo suficientemente seco después de la recoleccion,
germinara o se enmohecera una vez almacenado. Si la recoleccion se produce en malas
condiciones se puede secar el grano, pero si la temperatura es demasiado alta, la proteina
del grano se desnaturalizara de tal forma que la harina al mezclarse con agua no producira

gluten.(Férreras, 2008).

1.6.1.2 Temperatura

El clima durante el ciclo del cultivo, pero especialmente en floracion y llenado de grano,
cumple un rol muy importante en la expresion de la calidad de trigo. Asi por ejemplo si en
floracién persisten dias de alta humedad relativa, temperaturas entre 20-25°C favoreceran
la presencia de Fusarium graminearum, hongo causante de “fusariosis”, afectando no sélo

la calidad comercial sino también panadera.
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Por otro lado, temperaturas superiores a los 30 °C y baja humedad relativa durante el
llenado de grano, producen modificacion en la composicion de las proteinas y una reduccion
en la calidad. Bajo estas condiciones la sintesis de gluteninas se reduce o interrumpe,
continuando la sintesis de gliadinas. Como consecuencia el grano maduro tiene una alta
relacion gliadina/glutenina produciendo un gluten débil y masa extensible, de menor tiempo
de desarrollo. Es decir, el estrés térmico modifica la composicion de las proteinas sin
influenciar en la cantidad (Gaido, 2008).

1.6.2 Quimicos

La respiracion de los granos, los insectos y microorganismos asociados a ellos, involucra el
uso de oxigeno. Mientras menor sea el contenido de oxigeno de un almacén, menor sera la
respiracion del grano y la actividad de los insectos y microorganismos reduciéndose sus
efectos de dafio. En métodos tradicionales de almacenamiento la presencia de oxigeno no
es una limitante, salvo el almacenamiento en estructuras herméticas como en silos
metalicos y barriles. En estos casos los niveles de oxigeno pueden reducirse al sellar
completamente la estructura y permitir que la respiracion del grano, insectos y
microorganismos consuma todo el oxigeno disponible. Esto ha sido reconocido como una
alternativa para evitar el deterioro y ha sido utilizada para almacenar grano humedo para
ensilaje, sin embargo, en el caso del grano almacenado para consumo humano su uso es
limitado. (Postcosecha, 2017).

Por otra parte la persistencia y bioacumulacién de pesticidas es un factor importante, ya que
son de poco a moderadamente persistente, lo que significaria una permanencia de un mes
a un afio en el grano de trigo; esto implica una gran responsabilidad de los productores y
comercializadores de observar este tiempo antes de poner a la venta sus productos para no

exponer al consumidor a sustancias (Juarez, 2014).
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1.6.3 Biolbégicos

Los microorganismos (hongos) que atacan el grano almacenado se desarrollan rapidamente
a temperaturas mayores de 25°C, con un rango optimo entre 28 y 32°C si se encuentra
humedad disponible. Segun se desarrollen, la temperatura ird en aumento debido a su
metabolismo y crecimiento, causando la descomposicion del grano. Los hongos mueren
cuando la temperatura del grano esté fuera del margen en que se efectla su crecimiento.
Su muerte es rapida si la temperatura sobrepasa su maximo de tolerancia y lenta, si esta
por debajo de la minima. Es importante mantener el grano a temperaturas inferiores de las
Optimas para evitar el desarrollo de los hongos y que este no se dafie.

Todas las especies de insectos tropicales importantes de almacén se desarrollan en un
rango optimo de temperatura entre 25 y 35°C. Temperaturas debajo de 20°C reducen su
tasa de crecimiento a puntos tan bajos que a los niveles de dafios son casi insignificantes.
Temperaturas inferiores a 5°C pueden erradicar las poblaciones de la mayoria de insectos,
aunqgue sorprendentemente algunas especies son resistentes. (Postcosecha, 2017).

Una enfermedad muy extendida a nivel mundial es la fusariosis de la espiga, perjudicial para
el trigo y otros cereales, ya que disminuye el rendimiento y la calidad proteica del grano
(Liddell, 2003).

1.7 Métodos para la extraccion de proteinas

1.7.1 Osborne

Las proteinas de la harina de trigo pueden clasificarse con base en: 1. Solubilidad y 2.
Funcionalidad. Esta clasificacién fue desarrollada por Osborne en 1924 y consiste en una
serie de extracciones consecutivas con: agua, solucion de sal diluida, solucion de alcohol y
solucion de acidos o alcalis diluidos. Usando esta secuencia de separacion, las proteinas
se pueden clasificar en albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas respectivamente. La
tabla 4 muestra las proteinas presentes en las diferentes fracciones, ademas su papel

bioldgico y funcional (Goesaert et al., 2005).
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Tabla 4. Proteinas presentes en las fracciones de Osborne.

Fraccidn Comportamiento | Composicién Papel biol6gico | Papel funcional

Osborne en solubilidad

Albuminas Extraibles en | Proteinas no del | Proteinas Variable
agua gluten estructurales 'y

(principalmente | metabdlicas
monomericas)

Globulinas Extraibles en | Proteinas no del | Proteinas Variable
sales diluidas gluten estructurales 'y

(principalmente | metabdlicas
monomericas)

Gliadinas Extraibles en | Proteinas del | Proteinas de | Viscosidad a la
soluciones de | gluten almacenamiento | masa/extensibili
alcohol (principalmente | de las semilla | dad

gliadinas tipo prolaminas
monomericas)

Gluteninas Extraibles en | Proteinas del | Proteinas de | Elasticidad a la
acido acético | gluten almacenamiento | masa/ tenacidad
diluido (principalmente | de la semilla tipo

polimeros de | prolaminas

glutenina de alto

peso molecular)

Residuo Sin extraer Proteinas del | Proteinas de | Variable

gluten y | almacenamiento
proteinas no del | de la semilla tipo

gluten (tricinas) | prolamina y tipo

globulina

Fuente: Goesaert et al (2005).

1.7.1.2 Precipitacion con sulfato de amonio

Al obtener el extracto crudo se debe tener en cuenta que las proteinas de interés se
encuentran en solucion acuosa a una baja salinidad. Al incrementar la concentracion de
sales en la solucién incorporando lentamente sulfato de amonio,entre 20-95% de saturacion,
la proteina comienza a ceder intercambios ionicos con los iones amonio y sulfato, y sustituye
los sitios de intercambio que compartia con el agua y pasado un tiempo de esta manera, la
proteina disminuye su solubilidad y precipita. Por lo general las moléculas de mayor peso
molecular se precipitan primero, esta nueva solucion se centrifuga y el precipitado que

contiene las proteinas se recupera (CONCYTEG, 2017).
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1.7.2 Técnicas para la identificacion y cuantificacién de proteinas

1.7.2.1 Lowry

Cuando a un péptido o proteina en solucion basica se le hace reaccionar con cobre se forma
un compuesto colorido por coordinacion entre los nitrégenos del péptido con el ion metalico.
En el método de Lowry, el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de fosfomolibdato y
fosfotungstato) se afiade para incrementar la cantidad de color desarrollado el cual transfiere
los electrones al complejo fosfomolibdato/ fosfotungstato, reaccién que produce una
coloracion azul que se lee a 750 nm.

La determinacion de proteinas con el método de Lowry tiene varias ventajas: es un ensayo
10 a 20 veces mas sensible que la medicion de la absorcion ultravioleta de las proteinas
(280 nm), es varias veces mas sensible que la deteccion con ninhidrina y 100 veces mas
sensible que la reaccién de Biuret. Sin embargo, hay algunas desventajas del método como
son que el color varia dependiendo de la proteina que se determina y que hay varios
reactivos usados en la obtencién de proteinas que interfieren con la reaccion.

Este es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas, siendo la
intensidad de color proporcional a la concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-
Beer A=€.1.C

Este método consta de dos etapas (Figura 9):

1) Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con los
atomos de nitrogeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu2+-proteina tienen un
color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la
proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de la reaccion. El Cu2+ se mantiene en solucion alcalina en forma de su complejo con

tartrato.

2) La reduccién, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos
fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el
cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el
acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenolicos

da lugar a un complejo de color azul intenso.
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restos fendlicos

de tirosinas
Reactivo de Folin
(We+, Mo®)
g g ILI (color amarillo)
cu2+
. »

‘_-—--

nanncnann
0 H R 0 H

Complejo Cu?*-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul palido) ( W5+, Mo®+)

(color azul)

Figura 9. Reaccion entre las proteinas y el reactivo de Folin. Fuente: Jorrin, (2006).

1.7.2.2 Biuret

La reaccién del Biuret, es una reaccion coloreada producida por compuestos quimicos como
el biuret (NH2-CONH-NH2), cuando son tratados con sales de cobre en medio alcalino. La
reaccion fué primeramente observada por Wiedemann en 1848, sin embargo, fue Schiff a
finales de siglo pasado, el pionero en el estudio del mecanismo quimico de dichas
reacciones.

Este método, se fundamenta en la capacidad que presentan los “enlaces peptidicos” (...-
CO-NH-...) de las proteinas y de los péptidos, para formar complejos con el ibn Cu2+, en
medio alcalino, de color rosa-violeta. La intensidad de la coloracion es proporcional al
namero de enlaces peptidicos, y por tanto a la cantidad de proteina presente en la muestra
analizada.

El nombre de la reaccion procede del compuesto coloreado formado por la condensacion

de dos moléculas de urea con eliminacion de amoniaco (UCM, 2014).
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Si una solucién fuertemente alcalina de sulfato cuprico (CuS0O4) se afiade a una solucion
de proteina se forma una complejo entre el ion cuprico y los enlaces peptidicos, con
aparicion de una coloracién violeta-purpura, que presenta un maximo de absorcion a 540

nm.

H,N—CO—NH, ©
——= H,;N—CO—NH-CO-NH,
H,N—CO—NH,

Urea Biuret

Figura 10. Reaccidn de Biuret. Fuente: Maugeri, 2002.

1.7.2.3 Método de Bradford

Este método involucra la union del colorante Azul brillante de Coomasie G-250 a las
proteinas, provocando un cambio en el maximo de absorcion de 465 a 595 nm y se
monitorea midiendo el incremento de absorcién a 595 nm. El ensayo es muy reproducible y
rapido, puede ser empleado para procesar un gran nimero de muestras y es adaptable a la

automatizacion (Garcia y Vazquez, 2001).

3
QO
NH
0 Nao 0
ozsl . \s‘o
4 b

a9 o

‘\~ "‘/

Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye
c"ﬂqugNGO)Sz

Figura 11. El colorante Coomassie Brillant Blue forma complejos con las proteinas Fuente: Maugeri, 2002.
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1.7.3 Técnicas utilizadas en el analisis de proteinas

1.7.3.1 Cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién molecular

La cromatografia liquida de alta resolucién de exclusion molecular (SE-HPLC, del inglés,
Size Exclusion-HPLC) es una técnica muy empleada actualmente para medir las
proporciones relativas de las principales proteinas del endospermo del grano de trigo y de
otros cereales (Labuschagne et al., 2004; Larroque et al., 2000).

Estas determinaciones son importantes porque la relacion entre las proteinas del gluten y
la distribucion del tamafio de las proteinas poliméricas afecta los atributos de calidad. Los
resultados obtenidos con esta técnica han sido ampliamente correlacionados con la calidad
panadera (Larroque et al., 2000).

1.7.3.2 Espectrofotometria

La espectrofotometria estudia los fenébmenos de interaccion de la luz con la materia. En
general, cuando una lampara ilumina cualquier objeto, pueden suceder algunos fenébmenos:
La luz puede ser emitida, reflejada, transmitida o absorbida. Desde que sabemos que la
energia no puede ser destruida, la cantidad total de luz debe ser igual al 100%; por lo tanto,
cuando un objeto es iluminado, se puede medir cuanta radiacion ha sido reflejada o
transmitida y podemos decir entonces cuanta fue absorbida, cudl es la cantidad que ha
interactuado con el objeto (Arenas y Lopez, 2004). El espectrofotometro es un instrumento
ampliamente utilizado en el andlisis cualitativo y cuantitativo de moléculas biolégicas. Esto
quiere decir que este instrumento nos ayuda a determinar cuales sustancias (proteinas,
lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, entre otras), estan presentes en una disolucién y
en qué cantidad. Los espectrofotdmetros pueden emitir radiaciones de diferentes longitudes
de onda tanto en el ultravioleta como en el visible.

Muchas sustancias absorben radiacion a diferente longitud de onda (puede ser en el
espectro visible o en el ultravioleta), por tanto, cuando determinamos a qué longitud de onda
absorbe una sustancia desconocida, podemos tener idea de qué tipo de molécula se trata
(Sanchez, 2013).
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1.8 Electroforesis

La electroforesis es un método analitico en el que se separan biomoléculas, en dependencia
entre otros factores de su carga y bajo la accion de un campo eléctrico, fue empleado por
primera vez por Tiselius en el afio 1937. Raymond y Weintraub en 1959 emplearon como
soporte para la electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método
fue perfeccionado por varios investigadores como Davis y Ornstein. La popularidad de este
crecio rapidamente y se logré un aumento de la resolucion. El dodecil sulfato de sodio (SDS)
se introduce en esta técnica en 1970, y ya en 1972 se emplean agentes reductores y SDS
en la determinacion del peso molecular de proteinas en lo que se denominé electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) (Garcia, 2001).

1.8.1 Tipos de electroforesis

Existen numerosas variaciones de esta técnica en funcién del equipo utilizado, soporte y
condiciones fisico-quimicas en las cuales se va a llevar a cabo la separacion:

i) Electroforesis capilar.

i) Electroforesis en papel.

iii) Electroforesis en gel de agarosa.

iv) Electroforesis en gel de poliacrilamida.

V) Isoelectroenfoque.

vi) Electroforesis bidimensional (Westermeier, 2001)

Pociios Sponlex
\___X
\
TN I,
— — / ) ‘l A\'
0.
=]
hg

Figura 12. Equipo electroforético. La cubeta tiene en sus extremos los reservorios
para el tampén de electroforesis. Fuente: Morales, (2006).
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1.8.1.2 Fundamento de la electroforesis

Es de destacar que a escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas
complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un potente
criterio de pureza. Se pueden conocer también mediante estas técnicas, las caracteristicas
acido-basicas de las proteinas presentes en un extracto crudo, lo que da la informacién
necesaria si se pretende realizar una separacién cromatografica basada en diferencias de
carga. Es util ademas para determinar otros parametros como peso molecular, punto
isoeléctrico y niumero de cadenas polipeptidicas de las proteinas.

La velocidad de migracion (v) de la particula es directamente proporcional al producto de su
carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e inversamente proporcional al
coeficiente de friccion (f) relativo a la talla y forma de la molécula, o sea, a la resistencia que

le ofrece el medio.

V=qE/f

La movilidad electroforética (Me) es un caso particular de la velocidad de migracion de un
i6n, cuando se aplica un campo eléctrico de 1 V/cm. Su signo es igual al de la carga de la
particula. La velocidad de migracion electroforética depende de la densidad de carga de la
molécula (relacién carga / peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel de
electroforesis. El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente porque se genera un
excesivo calor. En contraste, al aplicar bajo voltaje puede ocurrir una pobre separacion, por
causa de la difusion por tiempo muy prolongado de la corrida electroforética.

La mayoria de las biomacromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos) poseen
determinada carga eléctrica con grupos anionicos y cationicos capaces de disociarse. La
carga neta de la particula esta dada por el pH del medio y puede ser modificada por la

interaccién con pequefias moléculas de iones u otras macromoléculas (Garcia HM, 2000).
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1.8.1.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos mas utilizados para la
purificacion, analisis y caracterizacion de proteinas. La técnica permite separar moléculas
cargadas y explota diferencias en movilidad cuando se les somete a la accion de un campo
eléctrico. La electroforesis se lleva a cabo sobre un soporte inerte, generalmente sobre geles
de poliacrilamida (PAGE). En la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), como su
propio nombre indica, se utilizan agentes desnaturalizantes de proteinas, como pueden ser:
detergentes (SDS), cadtropos (urea) y agentes reductores (2- mercaptoetanol, DTT). Para
la visualizacion de las proteinas se utilizan diferentes métodos de tincion, siendo el mas
habitual el azul de coomassie. En la SDS-PAGE, la separacion es funcion del tamafio (masa
molecular), lo que permite determinar el peso molecular de las proteinas. Para ello se
compara la movilidad electroforética (Rf) de la proteina de peso molecular desconocido con

el de proteinas de referencia de peso molecular conocido (Maldonado, 2003).

LML L L

e— | gel compactador (superior)

| gel separador (inferior)

-Figura 13. Partes de un gel de SDS-PAGE. Esta compuesto de dos geles de
distinta porosidad y pH. Fuente: Lemonte, (2002).

1.8.1.4 Formacion del gel de poliacrilamida

Las placas de gel de poliacrilamida se forman por la co-polimerizacion de la acrilamida para
lo cual se utiliza un agente entrecruzador como la N,N’-metilen bis-acrilamida en presencia
de un catalizador de ion persulfato en forma de persulfato de amonio y un iniciador cono el
TEMED (N,N,N,N’-tetrametilendiamina). La polimerizacion depende de la temperatura
(Figura 14). Se recomienda utilizar una temperatura por encima de los 20°C para prevenir
una polimerizacion incompleta. La polimerizacién se debe realizar en una atmosfera inerte

ya que el oxigeno puede actuar como neutralizador de radicales libres, generados por el ion
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persulfato, por lo que se deben utilizar cAmaras verticales que dispongan de dos placas de
vidrios sellados y de esta manera disminuir la absorcion de oxigeno por los geles. Las
soluciones de acrilamida se desgacifican pues el oxigeno es un inhibidor de la
polimerizacion. Ademas, durante la polimerizacion se libera calor que podria provocar la
formacion de burbujas en el seno del gel.
Mientras que la porosidad del gel la determinan las proporciones relativas de poliacrilamida
(C) y bisacrilamida (T), siendo menor el poro cuanta mas bisacrilamida haya en relacién a
la concentracion de acrilamida. El porcentaje total de acrilamida/bis-acrilamida determina el
rango de separacion del gel. Habitualmente los geles se denominan en funcién del % de
acrilamida/bisacrilamida que contienen. Asi, la mayoria de las proteinas se separan bien en
el rango de 5 a 10%. (Pérez, et.al., 2015).
Las siguientes formulas se utilizan para determinar el tamafio de poro, a través del control
de la concentracién total de Ty C:

T = [a+b/V] 100(%)

C = [b/a+b] 100(%)
Donde “a@” es la masa de acrilamida en gramos, “b” es la masa de bis-
acrilamida en gramos y “V” es el volumen en mL. Cuando C permanece constantey T

incrementa, el tamafio del poro disminuye.

Metilen-bis-acrilamida

Acrilamida b CH, CH,
Meurotoxica ,/E'b-:- \ /
ﬂ 1% M mCH: CHz e M (NH,):S20g
7 AN
Paolimerizacion CH, TEMED CH, PSA
TEMED, PSA] .
‘ ’ ) MN,H,H"H"-Tetrametiletilenediamina Persulfato Amonico
HZHOC HzHOE l-ljitlcx
wm%"“a”““mid“ TEMED inicia | nd
4 (MO neurotoxica) | .0, + e, . 50, + 50,7 . nicia la reaccion de
"==< = Enlace bis-acrilamida B 4 4 Polimerizacion
“Hb— HgH O Hoh O
e ats
HeH DG HH l:l:f I-l,hl:l:#f

Figura 14. Reaccion de polimerizacion de la acrilamida. Fuente: Maldonado, (2003).
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1.8.1.5 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida: SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida puede llevarse a cabo en
condiciones nativas (ND-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las diferencias entre
uno y otro tipo radican en los componentes de los geles y del tampon de electroforesis, asi
como el tratamiento de las muestras. Como su propio nombre indica, en el segundo tipo, y
no en el primero, se incluyen agentes desnaturalizantes: reductores, detergentes y
caotropos. En el primer caso, las proteinas mantienen su estructura tridimensional y las
diferentes cadenas polipeptidicas pueden permanecer unidas, separdndose no sélo en
funcién de su carga eléctrica, sino también segun su tamafio y forma. Por el contrario,
cuando las proteinas se solubilizan en presencia del detergente anionico SDS, éste se une
a las proteinas, rompiendo interacciones hidrofébicas y desnaturalizadndolas. Las proteinas
desnaturalizadas de la muestra adoptaran una estructura en forma de bastoncillo con una
serie de moléculas de SDS cargadas negativamente a lo largo de la cadena polipeptidica.
Como media, se une una molécula de SDS por cada dos residuos de aminoacidos (Figura
15).

La carga nativa original de la molécula estd completamente enmascarada por la carga
negativa del SDS. Debido a que la cantidad de SDS que se une a las proteinas es
practicamente proporcional a su tamafio, los complejos SDS-proteinas presentan un valor
carga/masa constante y por lo tanto se separan de acuerdo a su tamafo cuando migran
desde el catodo al &nodo a una velocidad relacionada con su peso molecular. A diferencia
de la electroforesis en condiciones nativas, en la SDS-PAGE las proteinas se separan
Unicamente en funcion de su tamafo (Maldonado - Jorrin., 2013).

La SDS-PAGE se usa frecuentemente, para determinar el peso molecular de proteinas
desconocidas mediante la comparacion de su movilidad electroforética relativa (RF) con la
de proteinas estandar de peso molecular conocido, y para determinar el niamero de
subunidades de un complejo de proteinas. La SDS-PAGE es un método mucho mas
resolutivo que la electroforesis en condiciones nativas; sin embargo, debido a que las

proteinas se desnaturalizan, es imposible detectar actividad enzimatica.
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Figura 15. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Estructura del SDS. El
tratamiento de las muestras con agentes desnaturalizantes provoca la desnaturalizaciéon de las
proteinas, pérdida de la estructura secundaria y la disociacién de las subunidades. Las proteinas

quedan cargadas negativamente y migran del polo negativo al positivo durante la electroforesis.
Fuente: Maldonado, (2003).

Actualmente existen dos sistemas de electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
con base en tampones empleados:

i) El sistema contindo de Weber y Osborn. En este sistema existe un Unico gel separador
gue emplea el mismo tampon en los tanques y en el gel.

i) El sistema discontinuo o de Laemmli que se llevara a cabo en la presente practica. Consta
de dos tipos de geles: un gel, llamado concentrador con un tamafio de poro no restrictivo
(grande) que se forma sobre un segundo gel llamado separador. En este sistema cada uno
de los geles se prepara con tampones de diferente pH y fuerza ionica, y el tampon de
electroforesis es un tercer tipo de tampén. La movilidad de una proteina en el gel
concentrador es intermedia entre la movilidad de los iones cloruro Cl- del gel y la movilidad
del ion glicina Gly- del tampon de muestra. Por tanto, entre ambos frentes existe una zona
de baja conductividad y gran diferencia de voltaje, de forma que las proteinas se concentran

en una zona muy reducida entre ambos iones. Una vez en el gel separador, el pH basico
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favorece la ionizacién de la glicina de forma que sus iones migran a través de los
polipéptidos concentrados, justo por detras de los iones cloruro. A partir de este momento
las proteinas migran a través del gel separador en una zona de voltaje y pH uniforme de
forma que se separan en base a su tamafio. La capacidad de este sistema para concentrar

la muestra mejora considerablemente la resolucion de los geles.

Cétodo ()

Proteinas en tampon de muestra
Trs-Glicina, pH 8.3

av. o
) Zona de gran diferencia de potencial
GE:' m_ncemrador Gy Gy Gy Gy = Glicina parcialmente disociada
Tampon Tris-HCI, pH 6.7-6.8 Baja conductividad-Alto voltaje
Menor concentraci 6n de acrilamida =t e
cr CI- cr Cl- \ff= Los iones Cl- se desplazan a mayor velocidad

Alta conductividad-bajo voltaje

(Gel separador

Tampdn Tris-HCI, pH 8.8-8.9
Proteinas se separan en

Mayor concentraci on de acrilamida base a sutamario

Anodo (+)
Figura 16. Sistema discontinuo. Empaquetamiento de las proteinas en el gel concentrador.

Fuente: Maldonado, (2003).

1.8.1.6 Andlisis del producto de la electroforesis

Esta técnica permite estimar el peso molecular (PM) de una proteina, comparando su
movilidad electroforética con la de proteinas de PM conocido. Estas determinaciones
poseen un margen de error de aproximadamentel0%. La determinacién del PM de
proteinas mediante SDS-PAGE es valida cuando se analizan cadenas proteicas individuales
(subunidades), en donde se han reducido todos los enlaces disulfuro y por ende, se ha
distendido toda la cadena proteica para su interaccién con el SDS. Bajo estas condiciones,

la migracién de las moléculas obedece fundamentalmente a su PM.
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La movilidad electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al logaritmo del PM.
Trazando un gréfico con estandares de PM conocido, se obtiene una linea de referencia en
la cual se puede interpolar muestras de PM desconocido. El Rf se calcula dividiendo la
distancia (mm) recorrida por la banda en cuestion, entre la distancia recorrida por el

colorante (Lemonte, 2002).

Rf Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel

1.8.1.7 Factores que afectan la electroforesis

La electroforesis es una técnica muy sensible y puede ser afectada por muchos errores

experimentales, como los que se mencionan a continuacion:

Fuerza del campo eléctrico

Es la fuerza que determina el movimiento o migracién de la proteina a través del campo
eléctrico. Su unidad de medicion es voltios/cm y es por esta razén que la tasa de migracion
de una proteina puede ser alterada cambiando tanto la distancia comprendida entre los
electrodos (cm) como el potencial eléctrico del sistema (voltaje).

Tiempo de corrida

La determinacion del tiempo adecuado de corrida es muy importante, pues corridas muy
cortas impiden que las muestras avancen el espacio necesario para su correcta separacion,
pero también se ha probado que tiempos de corrida cortos minimizan la dispersion de la

muestra y el ensanchamiento de la banda.

Temperatura
Depende basicamente del voltaje de la electroforesis, la concentracion de sales (poder de
conductancia) del buffer y del pH. Un aumento en la temperatura del buffer genera el efecto

“sonrisa” (efecto de deformacion de las bandas en forma de sonrisa) (Yabar, 2003).
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1.9 Objetivos

Objetivo general: Evaluar mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) si
el deterioro del grano trigo afecta las proteinas de reserva industrialmente relevantes

(gluten).

Objetivos particulares:

Evaluar el deterioro del grano de trigo, provocado por un almacenamiento inadecuado (25°C

y 75% humedad relativa).

Determinar el efecto que produce el deterioro del grano de trigo sobre la cantidad y calidad
de sus proteinas (albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas).

Determinar por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) si el deterioro
produce cambios en el patron electroforético de las proteinas del gluten de trigo (gliadinas

y gluteninas).
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Capitulo 2. Metodologia experimental

2.1 cuadro metodologico

Efecto del deterioro del trigo (Triticum aestivum) sobre sus proteinas de reserva
evaluando su perfil electroforético.

v

Objetivo general
Evaluar si el deterioro del trigo afecta a sus proteinas de reserva industrialmente relevantes (gluten) por medio de
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS PAGE).

v !

v

Objetivo particular 1 Objetivo particular 2 Objetivo particular 3
Evaluar el deterioro del trigo Determinar el efecto que Determinar por medio de
provocado por un produce el deterioro del grano electroforesis en gel de
almacenamiento inadecuado de trigo sobre la cantidad y poliacrilamida (SDS-PAGE) si el
(25°C y 75 % humedad calidad de sus proteinas deterioro produce cambios en el
relativa) midiendo su (albuminas, globulinas, patrén electroforético de las
germinacion. gliadinas y gluteninas). proteinas del gluten de trigo

(gliadinas y gluteninas).

A 4 ¢ ¢

Deterioro de trigo Molienda de harinas vy , L
Trigo HRW cosecha 2014 extraccion de gluten. Calcu'los para separacion de
almacenado a 25°C y 75%HR proteinas.
durante 0, 60, 120 y 160 dias. AACC-38-10
Determinacion de grado de indice de sedimentacion. Electroforesis ~ SDS-PAGE.
deterioro. AACC-56-70 Standard 161-0317

|
Determinacion de humedad Extraccion de proteinas por el Analisis de patron
de las semillas.AOAC-925.10 método de Osbome, 1914. electroforético

|

Cuantificacion de proteinas por
el método de Lowry, 2003.

|

Tablas de resultados Tablas de resultados Tablas de resultados

|

Conclusiones.

Figura 17. Cuadro metodolégico
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2.2 Materiales y métodos

Se trabajo con trigo HRW cosecha 2014 el cual se almaceno a 25°C y 75%HR en cajas de
plastico durante 0, 60, 120 y 160 dias para su deterioro, como se muestra en la figura 18,

monitoreando la humedad con un higrometro digital marca Avaly mo.VA-EDT-1-55.

Figura 18

. Trigo almacenado a 25 °Cy 75% HR.

2.2 Determinacion de grado de deterioro por germinacion

Se midid la viabilidad de las semillas por el método AOAC-936, colocando en papel para
germinacion humedo marca Deponte 50 semillas previamente desinfectadas con solucion
de cloro al 1%. Se enrollaron e introdujeron en bolsas de plastico. Se mantuvieron durante
4 dias a 25 °C. Después de este tiempo se contaron las semillas germinadas y el resultado
se expres6 como porcentaje de germinacion (Figura 19). El calculo se realizd con la

siguiente formula:

%germinacion = 2(50-No.de semillas sin germinar)

Figura 19. Prueba de germinacién del grano de trigo. A
(germinacién de semillas), B (conteo de semillas)

( 1
L 3 )



2.3 Determinacién de humedad de las semillas

Esta se determiné por secado en estufa por el método AOAC-925.10. Se calculd el
contenido de humedad gracias a la pérdida de masa de la muestra por evaporacion del agua
debido al calentamiento en un horno marca Oster a 103°C durante 72 horas. El célculo se

realiz6 con la siguiente formula expresando el resultado como porcentaje de humedad:

%humedad = [(w2-w3)/w1] X100

Donde:
W1= masa de la muestra en gramos
W2=masa de la muestra humeda en gramos

W3= masa de la muestra seca en gramos

2.3.2 Conductividad

La conductividad es la medida de la capacidad de una solucion para conducir corriente
eléctrica, con esto podemos conocer el nuamero de iones que salen del grano de trigo A
altas concentraciones de iones, mayor conductividad, lo cual acompafia un mayor transito
de iones provenientes del grano, producidos por el aumento de poros en la membrana
celular, y saber si el deterioro afecta la estructura del grano de trigo. Se midi6 la
conductividad eléctrica del agua de remojo de 1.8 g de semillas inmersas en 20 mL de agua
desionizada después de reposar durante 24 horas a temperatura ambiente. La medicidén se
realizé con un conductimetro marca Conmet modelo H13299 y el resultado se expresoé en

microsiems (us).
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2.3.3 Molienda de harinas

Se midié una masa de 100 gr de trigo por muestra, posteriormente se muelen en licuadora
Waring comercial modelo Laboratory blender y se hace pasar por una malla del nimero 40
USA serie Tyler (Figura 20) y se mantienen en refrigeracion.

A Figura 20. Molienda del grano. B
A (molienda), B (tamizaje)

2.3.4 Extraccién de gluten

Para la extraccién de gluten por el método AACC-38-10 se midi6 la masa de 25 gramos de
harina, a la cual se le agregaron 15 mL de agua, se mezclaron y se colocé sobre tela manta
de cielo, sometiendo a lavados con agua corriente hasta obtener una masa chiclosa de color
blanco-amarillento que corresponde al gluten. Posteriormente se midi6é la masa y se seco
en el horno marca Oster a 93 °C durante 24 hrs. para deshidratarla y obtener la masa neta
y asi conocer el porcentaje de gluten presente en la muestra.

% gluten = [(w1)/w2] X100

Donde:
W1= masa de la muestra hUmeda en gramos

W2=masa de la muestra seca en gramos
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2.3.5 indice de sedimentacion

Este método AACC-56-70 consiste en medir el volumen de sedimentacion de las proteinas
hinchadas por absorcion del agua. En una probeta de 100 mL se agregaron 20 gr de harina
de trigo tamizado a través de una malla 20 USA modelo Tyler, agua y solucion SDS-acido
lactico marca Meyer, se agitd, se dejo reposar y se midié el volumen de sedimentacion en
mililitros como se muestra en la figura 21, el cual esta condicionado por la cantidad y calidad
de las proteinas, ya que al ser totalmente desplegadas debido a las caracteristicas
detergentes del SDS la que tenga mayor calidad enlazard mas agua, flotara y precipitara.
Esto unido al efecto del pH impuesto por el acido lactico, acelera o frenar la velocidad de

sedimentacion de las proteinas en funcién de su calidad.

Figura 21. Medicion del indice de sedimentacion de harinas.




2.4 Extraccién de proteinas

La extraccion de las fracciones proteicas se realiz6 por el método de Osborne por solubilidad
para obtener a las proteinas: albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas (Figura 22). Para
lo cual se midié una masa de 200 mg de harina de trigo, la cual se coloc6 en tubos eppendorf
de 2 mL, simultdneamente se agregé 1 mL de agua desionizada, que se mezcl6é en vortex
marca Scientific industries modelo Genie, 2 durante 5 minutos, posterior al mezclado se
centrifugo a 5000 rpm/5 minutos en microcentrifuga marca Hettich zentrifugen modelo Micro
120, obteniendo la primera proteina correspondiente a albumina extrayendo 1 mL de esta
fraccion y dejando la pastilla en el fondo que a continuacion se resuspende con 1 mL de
solucion tris-HCL-EDTA marca Baker a pH=7.8, mezclado y posteriormente centrifugando
con las condiciones mencionadas anteriormente, obteniendo asi 1 mL de globulinas
solubles , posteriormente se realiz6 un lavado para eliminar el exceso de la solucion tris-
HCL-EDTA con agua desionizada mezclado y centrifugando , desechando el sobrenadante
.Después del lavado se continuo con la extraccion agregando 1 mL de solucion de
isopropanol al 50% marca Baker, se mezclo y centrifugo obteniendo 1mL de gliadinas
solubles , por ultimo se agreg6 1 mL de solucién de NaOH 0.1 N marca Mayer, mezclando
y centrifugando para extraer 1 mL de la fraccién correspondiente a gluteninas (método
Osborne, 1914).

Figura 22. Extraccion de proteinas por el método de Osborne.
A (adicion de reactivos), B (mezclado), C (centrifugado).
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2.4.1 Cuantificacién de proteinas

Una vez extraida la fraccidn proteica se procedid a cuantificar su concentracion por un
meétodo espectrofotométrico utilizando la técnica de Lowry (Figura 23), en donde se forma
un complejo entre las proteinas y los iones del cobre (ll). EI complejo se leyé a 750
nandémetros en el espectrofotometro marca Jenway mo.genova 1709 y se realizd una curva
de calibracién indirecta con una solucion estandar de seroalbumina bovina con un intervalo
de 0 a 0.18 mg/mL de concentracién, de donde se obtiene la ecuacion de la recta por medio
de regresion lineal entre la concentracion y la absorbancia, la que servira para conocer los

miligramos de proteina por gramo de harina (método Lowry, 2003).

Figura 23. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry.
A (complejo entre proteinas y reactivo de Lowry), B (medicién de absorbancia).
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2.5 Perfil electroforético

Este andlisis se realiza por medio de electroforesis en gel cominmente denominada
electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel electrophoresis’), es sin duda
una de las técnicas mas ampliamente usada para caracterizar mezclas complejas de
proteinas (Figura 24). La evaluacion del perfil electroforetico se realiza en geles de
poliacrilamida marca Sigma al 10 %, las muestras se corren con buffer pre-tefiido marca
Sigma mo. SDS-PAGE Standards #161-0318, a 60 volts durante 45 minutos y a 120 volts
durante 80 minutos en camara de electroforesis marca Bio-Rat, posteriormente se tifie con
una solucién de azul de coomasie maraca Sigma, para después ser analizado en el
transiluminador de luz visible marca Bio-Imaging systems mo.101-0-000, midiendo las RF’s

para conocer el peso molecular de las proteinas fraccionadas (método standars 161-0318).

D Figura 23. Analisis electroforético por el método SDS-PAGE. A (gel C
de poliacrilamida), B (corrimiento de muestras), C (revelado de gel),
D (analisis de gel)

2.6 Andlisis estadistico

Se realizé el analisis estadistico por el método de T de studend (p<0.5).




Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacién del grado de deterioro acelerado porcentaje de germinaciéon

Analizando el grado de deterioro se puede observar como el porcentaje de germinacion va
disminuyendo conforme avanzan los dias de almacenamiento (Tabla 5), puesto que la
calidad fisiolégica de la semilla se puede conocer a través del vigor siendo la fuerza con la
que la planta germina o emerge en condiciones de estrés y germinacion, que es el potencial
que tiene la semilla para producir plantas (Valdivia, 2001). Obtenemos como resultado la
alteracion fisiologica de las semillas, dejando claro que su mal almacenaje afecta su
capacidad de germinacion, por lo que al exponer al grano de trigo a un medio con las

caracteristicas de almaceno se pudo observar un deterioro gradual.

El grano de trigo esta formado por tres partes principales: endospermo, salvado y germen
(Serna- Saldivar, 2009). Entre el salvado y el endospermo se encuentra la capa de aleurona
que cumple un papel muy importante en el desarrollo del embrion durante la germinacion.
El endospermo por su parte es el depdsito de alimento para el embridén y constituye el 82%
del peso del grano (Shewry y Halford, 2002). Por lo que el deterioro afecta de manera directa
la aleurona y al endospermo, siendo estos los drganos responsables de llevar acabo la
correcta germinacion de la semilla (Grill y Abecassis, 2001).

3.1.2 Determinacion de la conductividad de las semillas de trigo

Al exponer al grano de trigo a las condiciones de mal almacenamiento mencionadas
anteriormente y observar una disminucién en el grado de germinacion podemos deducir que
el grano sufre dafios en su composicion fisioldgica, por lo que al determinar su conductividad
se puede observar como esta va aumentando en el transcurso de los dias, indicando la

existencia de dafio en la membrana celular (Tabla 5).

La prueba de conductividad eléctrica permite medir la lixiviacion de electrolitos de tejidos
vegetales siendo utilizada para semillas de algunas especies de cultivo como una prueba
de rutina, permitiendo estimar la integridad de la membrana celular. La pérdida de la
integridad de las membranas y la subsiguiente perdida de solutos citoplasmaticos con
propiedades electroliticas son indicativas del rapido deterioro de las semillas (Viloria y
Méndez., 2011).
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3.1.3 Determinacién del porcentaje de humedad.

La determinacién del contenido de humedad de los alimentos es una de las mas importantes
y ampliamente usadas en el proceso y control de los alimentos ya que indica la cantidad de
agua involucrada en la composicién de los mismos (Mendoza y Bautista, 2008), al observar
el aumento progresivo de humedad en las semillas que van de 12.05 a 15.09% se puede
deducir que las condiciones de almacenamiento dafiaron sus membranas y por lo tanto

existe un mayor transito de agua al interior de las semillas (Tabla 5).

El agua es el segundo componente cuantitativo de la harina, segun la Reglamentacion
vigente debe de estar como maximo al 15%. La humedad que tiene el grano de trigo y
consiguientemente la harina, es una caracteristica importante particularmente en relacion
con la seguridad del almacenamiento de la harina, ya que si el grano no esta lo
suficientemente seco después de la recoleccion, germinara o se enmohecera una vez
almacenado. Si la recoleccion se produce en malas condiciones se puede secar el grano,
pero si la temperatura es demasiado alta, la proteina del grano se desnaturalizara de tal

forma que la harina al mezclarse con agua no produciré gluten (Ferreras., 2009).

Tabla 5. Grano de trigo con 0, 60, 120 y 160 dias de deterioro y su correspondiente analisis de
porcentaje de germinacion, conductividad y humedad.

Muestra Grano de Germinacién % Conductividad pS Humedad %
trigo
Trigo control 98 343 +4.24 12.05 £ 0.08
0 dias Cv=1.23 Cv=0.7
Trigo 60 dias 85+1.41 451 + 26.87 13.72 £ 0.02
Cv=1.66 Cv=5.95 Cv=0.15
Trigo 120 dias 46 £ 2.82 618.5+9.19 14.25 + 0.07
Cv=6.14 Cv=1.18 Cv=0.49
Trigo 160 dias 12 +2.82 949.5 + 27.57 15.09 + 0.07
Cv =23.57 Cv=2.9 Cv=0.46
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3.2 Porcentaje de gluten.

La determinacion del porcentaje de gluten es uno de los aspectos mas importantes a
considerar en el momento de evaluar la calidad de una harina. Los resultados obtenidos al
evaluar las muestras de grano deteriorado son indicativos de una posible alteracion en la
calidad de sus harinas, de esta forma al analizar el gluten presente en cada muestra se
pudo observar como el porcentaje en la muestra himeda va disminuyendo conforme pasa
el tiempo, lo cual indica que el deterioro afecta la cantidad y calidad de proteinas de reserva
en las harinas (Tabla 6). De igual manera al eliminar el agua presente en estas muestras se
puede ver como disminuyen los porcentajes de gluten seco conforme transcurre el tiempo
de exposicion a deterioro del grano de trigo. Se puede observar como el porcentaje es mas
bajo en las muestras de gluten seco. Esto debido a que al aumentar la temperatura un gran

namero de proteinas se desnaturalizan (Lépez, 2010).

El gluten puede ser extraido de la harina de trigo por lavado suave de la masa con exceso
de agua. La mayor parte del almidén y mucha otra materia soluble son removidas por este
lavado, hasta que el gluten es obtenido como una goma. La diferencia entre el peso del
gluten himedo y gluten seco, es una medida de la capacidad de enlazar agua, lo cual es

también reconocida como un factor de calidad importante en el trigo (UNEY, 2005).

Tabla 6. Porcentaje de gluten obtenido de las muestras de trigo control y deterioradas.

Muestra % gluten humedo % gluten seco
Trigo control 22.0272 8.532

60 dias de deterioro 21.462 8.26 2
120 dias de deterioro 21812 8.532
160 dias de deterioro 20.49 a 7.72 &

*Muestras con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

Las propiedades del gluten son vitales para la estructura de la masa que se forma tras la
hidratacion y manipulacion de la harina. Aunque las proteinas del gluten, glutenina y
gliadina, son distintos componentes de la harina, estas proteinas interaccionan para formar

el gluten durante la formacion de la masa. Ningln componente por separado tiene la
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capacidad para formar una masa con estructura elastica y cohesion satisfactoria por lo que

se requiere de la combinacién de ellas.

La formacion de complejos debida a la hidratacion y a la manipulacion fisica de la harina da
la formacion del gluten. Estos complejos implican la rotura de algunos enlaces disulfuro y
formacién de nuevos enlaces, por lo tanto existe disgregacion e interacciones proteina-

proteina que al final forman gluten (UNEY, 2005).

3.3 Sedimentacién con SDS

El indice de sedimentacién se mantiene estable hasta los 120 dias de deterioro, sin embargo
al llegar a 160 dias se observa una disminucion en el indice, lo cual quiere decir que a
mayor tiempo de mal almacenamiento de la semilla de trigo la calidad en la harina se ve
afectada (Tabla 7). A pesar de mostrar una disminucién en la muestra con 160 dias, no
existe diferencia significativa (p<0.05). Asi mismo esta determinacién nos da informacion
sobre la calidad y la cantidad de las proteinas basandose en la diferente velocidad de
hidratacion de las proteinas del gluten. El rango de valores que se obtuvieron del volumen
de sedimentacion va de 37mL a 42 mL, donde los valores altos indican una mayor cantidad

y calidad de proteinay por lo tanto una mayor fuerza para panificacién (Carceay col., 2006).

Tabla 7. Determinacién del indice de sedimentacion a partir de harina de trigo control y deteriorado.

Muestra : harina de trigo indice de sedimentacion (ml)
Trigo control 422
69 dias de deterioro 422
120 dias de deterioro 422
160 dias de deterioro 372

* medidas con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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La capacidad de sedimentacién de las proteinas con SDS esta condicionada por su calidad
y concentracion, asi la muestra de mayor calidad enlazara mas agua, flotara y precipitara,
pero esta técnica también sugiere la capacidad de las proteinas para enlazar moléculas de
agua y al disminuir el indice de sedimentacion disminuye la capacidad de enlazar agua ya
que la literatura afirma la probabilidad de que las proteinas de gluten forman enlaces muy
fuertes que el SDS no las puede desplegar del todo y por lo tanto la cantidad de agua
enlazada es poca.

Estudios previos han demostrado que el deterioro del grano disminuye la calidad de la harina
para la elaboracién de pan, puesto que el volumen y masa del producto final va en declive
en relacion a los dias que el grano estuvo expuesto a las condiciones de humedad y
temperatura mencionadas. Estas alteraciones producidas tienen relacion directa con los
resultados obtenidos a partir de las pruebas de porcentaje de gluten y sedimentacion con
SDS ya que ambas evaltan la calidad de la harina.

3.4 Cuantificacion de proteinas a partir de harina de trigo.

Se realizd un analisis espectrofotométrico a las harinas para cuantificar la concentracion
proteica presente en las muestras. Se puede observar en la tabla nimero 7 correspondiente
al andlisis de harinas, que el contenido de proteinas de los cuatro grupos: albuminas no se
observé diferencia significativa, globulinas mostro diferencia en 60 y 160 dias, gliadinas en
60 dias y gluteninas en 120 dias. De igual forma el contenido de proteinas totales mostro
una diferencia significativa entre los dias de deterioro.

Con base en el analisis se establece que el mal almacenamiento tiene como consecuencia
el deterioro, afectando de diversas maneras la calidad del grano y por supuesto a todos sus
derivados, sin embargo uno de los factores mas importantes para determinar el uso de la
materia prima es el contenido de proteina. Es un factor importante que determina el uso final
del trigo, esa misma proporcién de las proteinas del gluten determina su calidad (Faergestad
et al., 2000, Tronsmo et al., 2002).
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Tabla 7. Cuantificacion de proteinas a partir de harina de trigo control y deteriorado.

Harina de Albuminas Globulinas Gliadinas Gluteninas Proteinas
trigo mg/gr de mg/gr de mg/gr de mg/gr de totales
harina harina harina harina mg/gr de
harina
7.642 2412 7.232 11.352 28.632
Control
60 dias de 6.752 2.81p 6.38b 11.54 2 27.47v
deterioro
120 dias de 6.432 2322 7.08 2 12.89b 28.72 2
deterioro
160 dias de 6.702 2.09b 7.17 @ 12.092 28.05b
deterioro

*Medidas con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.5).

3.4.1 Cuantificacién de proteinas a partir de gluten hiumedo.

En el andlisis de harinas se observé diferencia significativa entre el contenido proteico de
la muestra control y las muestras expuestas a deterioro, a excepcion de las albuminas, sin
embargo en el analisis del gluten himedo se puede observar una disminucion en la
concentracion proteica del grupo de las gliadinas y de las gluteninas, asi mismo una
disminucién en el contenido de proteinas totales, mostrando diferencia significativa (p<0.05)
(Tabla 9).

En el analisis del gluten no se encuentran las proteinas de grupo de las albuminas y
globulinas, esto es debido a que en la extraccién del gluten se eliminan a todas las proteinas
solubles.

Las gluteninas y gliadinas forman el gluten que, junto con los lipidos y el agua, son los
responsables de las propiedades de visco elasticidad y cohesividad de la masa panadera.
El gluten por su alto contenidos en prolina (14% del total de aminoacidos) no posee una
conformacion helicoidal, favoreciendo que los grupos amida de la glutamina (37 % del total
de los aminoacidos) formen puentes de hidrogeno intra e inter moleculares, sumando a esto
el gluten también es rico en cisteina que permite la formacién de puentes disulfuro los cuales

se forman durante el amasado (Wieser, 2007).

49

——
| —



Tabla 9. Cuantificacién de proteinas a partir de gluten himedo control y deteriorado.

Gluten Albuminas Globulinas Gliadinas Gluteninas Proteinas
hamedo mg/gr de mg/gr de mg/gr de mg/gr de totales
gluten gluten gluten gluten mg/gr de
gluten
Control 0 0 7.132 80.402 87.532
60 dias de 0 0 4852 58.61p 63.45b
deterioro
120 dias de 0 0 3.76 " 73.24 2 77.002
deterioro
160 dias de
B - 0 0 4912 68.25 2 73.16 2

*Medidas con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.5).

3.4.2 Cuantificacion de proteinas a partir de gluten seco

En el andlisis del gluten seco se observa una disminucion en la concentracion proteica de
gliadinas y glutenina que tiene como consecuencia una disminucion en el namero de
proteinas totales, en comparaciéon con la muestra control. Asi mismo podemos ver la
existencia de diferencia significativa (p<0.05) en las muestras con 120 dias de deterioro
(Tabla 10).

Podemos observar como la concentracion proteica de gluten seco es mucho menor que la
concentracion en gluten himedo, esto puede deberse a que durante la extraccion del gluten
hamedo existe movimiento mecénico, el cual promueve la formacién de enlaces como
puentes de hidrogeno y enlaces disulfuro, que al momento de someterse a altas
temperaturas para su deshidratacion estas se rompen, degradando cadenas peptidicas y
dejando solo los enlaces mas fuertes. Por esta razon es que la cantidad de gluten seco es

menor.

Debido a que la calidad panadera esta asociada con la presencia de grandes agregados
proteicos, es esencial estimar el rango de tamafo de estos agregados y determinar las

proporciones de las proteinas del gluten presentes en la harina o en el grano.
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Tabla 10. Cuantificacion de proteinas a partir de gluten seco control y deteriorado

Gluten seco Albuminas Globulinas Gliadinas Gluteninas Proteinas
mg/gr de mg/gr de mg/gr de mg/gr de totales
gluten gluten gluten gluten mg/gr de
gluten
il 0 0 1.472 23.88 2 2535
60 dias de
deterioro O O 085 a 2161 a 2246 &
120 dias de
b b b
deterioro 0 0 0.65 20.40 21.05
160 dias de 0 0 1.06 2 23.332 24.39 2
deterioro

*Medidas con diferente letra en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.5).

3.5 Perfiles electroforéticos
3.5.1 Evaluacién de harinas: albuminas y globulinas

La caracterizacion del perfil electroforético de las proteinas de los grupos albuminas y
globulinas no mostraron variacion alguna manteniendo el mismo bandeo tanto en la muestra
control asi como en las muestras deterioradas, por lo tanto se puede observar que el
deterioro no afecta a estas proteinas a nivel estructural (Figura 25). En este proyecto solo
se analizaron aquellas proteinas que sufren modificaciones en su bandeo electroforético,

por lo cual no se calculé el peso molecular del grupo de albuminas y globulinas (Tabla 11).

Existen diferentes criterios que han sido utilizados para clasificar las proteinas del trigo,
basados en su solubilidad, similitud quimica o similitud genética. Desde el punto de vista
funcional, las proteinas del trigo son divididas en dos clases principales: proteinas
monomericas y proteinas poliméricas, donde las ultimas consisten de polipeptidos
individuales unidos por enlaces disulfuro (Gianibelli et al., 2001; Rhazi et al., 2003).Tanto
las albuminas como las globulinas no forman parte de las proteinas de almacenamiento del

grano de trigo si no que ambas son estructurales y de funcién metabdlica para la planta de
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trigo, asi mismo no pueden interaccionar entre ellas puesto que su funcién no depende del

movimiento mecanico.

MPM | Albuminas Globulinas
C [60[120]160 [C [60 [ 120] 160

Figura 25. Gel correspondiente a las muestras obtenidas de la harina de trigo. Albuminas y
globulinas, la subunidades de estas proteinas no sufren cambios estructurales tras someter el grano
de trigo a deterioro. MPM (marcador de peso molecular), C (control), 60, 120,160(dias de deterioro.

Tabla 11. Analisis de proteinas en harinas. Identificacion de modificaciones estructurales por medio
del peso molecular (Da.) de las subunidades proteicas de albuminas y globulinas.

Proteina Albumina (Daltons) | Globulinas (Daltons)
Banda

Sin cambios Sin cambios




3.5.2 Evaluacién de harinas: gliadinas y gluteninas

El andlisis de las proteinas pertenecientes al gluten muestra en mayor numero
modificaciones en el perfil electroforético de las gliadinas puesto que su cantidad de bandas
va desapareciendo conforme aumenta el tiempo de exposicion del grano a deterioro (Figura
26). En la tabla 12 se muestra como las subunidades A, B , C y D de gliadinas van
desapareciendo gradualmente, mientras que en las gluteninas se observa la aparicion de la
banda A. Dadas las condiciones de almacenamiento del trigo, sus proteinas disminuyen
tanto en calidad como en cantidad, asi mismo puede incitar a la degradacién de sus
componentes proteicos. En general las proteinas que poseen enlaces disulfuro en su
estructura no se digieren, y aquellas que son digeridas producen mezclas de péptidos muy
complejas (Morales, 2006). Por esta razon se puede observar la perdida y aparicion de

bandas en el grupo de gliadinas y gluteninas correspondientemente.

MPM Gliadinas Gluteninas

c[60 120160 [c [e60 [120 | 160

Figura 26. Gel correspondiente a las muestras obtenidas de la harina de trigo. Gliadinas y Gluteninas,
se puede observar la existencia de modificaciones estructurales en las subunidades de estas proteinas
tras someter el grano de trigo a deterioro. MPM (marcador de peso molecular), las letras A-D indican
bandas modificadas, C (control), 60,120, 160(dias de deterioro).




Tabla 12. Andlisis de proteinas en harinas. Identificacion de modificaciones estructurales por medio
del peso molecular (Da.) de las subunidades proteicas de Gliadinas y Gluteninas.

Proteina Gliadinas (Daltons) Gluteninas (Daltons)
Banda
A 109,647.810 14,757.085
B 65,623.928
C 48,752.849
D 14,190.575

3.5.3 Evaluacién de Gluten humedo: gliadinas y gluteninas

El bandeo electroforético de las gliadinas y gluteninas extraidas a partir de gluten humedo
gue se observa en la figura 27 tuvo diferente comportamiento al bandeo de las mismas
proteinas extraidas de la harina ya que en gluten himedo se observa un mayor niumero de

bandas modificadas.

El mezclado es la primera etapa en panificacion y durante ella ocurren cambios importantes
en las propiedades reoldgicas de la mezcla. Las particulas de harina se hidratan y se
desarrolla el gluten. Las cadenas poliméricas de las gluteninas estan primero orientadas en
forma completamente aleatorias unas con otras. Sin embargo, existe una interaccién entre

ellas a través de enlaces no covalentes débiles (Hevia, 2002).

Durante el mezclado existe mayor interaccibn entre estas proteinas, por lo que las
subunidades de gliadinas separadas posiblemente por la degradacion debido al proceso de
deterioro, se unen a las cadenas poliméricas de las gluteninas, formando asi nuevas
bandas y a la vez cadenas mas largas como en el caso de las subunidades Ay B de la

tabla numero 13.
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MPM Gliadinas

Gluteninas

[ c |60

deterioro).

Tabla 13. Analisis de proteinas en Gluten hiumedo. Identificacién de modificaciones estructurales por
medio del peso molecular (Da.) de las subunidades proteicas de Gliadinas y Gluteninas.

12

160 | C

k¢

120

5

Figura 27. Gel correspondiente alas muestras obtenidas a partir de gluten hiimedo. Gliadinas y Gluteninas,
se puede observar la existencia de modificaciones estructurales en las subunidades de estas proteinas
tras someter el grano de trigo a deterioro. MPM (marcador de peso molecular), las letras A-H indican
bandas modificadas de gliadinas y A-F bandas modificadas de gluteninas, C (control), 60, 120, 160(dias de

z

A

Proteina Gliadinas (Daltons) | Gluteninas (Daltons)

Banda

A 76,383.578 201,372.425

B 61,052.014 167,109.061

C 46,881.338 110,917.481

D 36,192.618 82,224.264

E 32,284.941 46,881.338

F 23,067.471 14,757.065

G 15,885.467

H 14,190.575

En la extraccion de proteinas a partir de gluten himedo se puede observar como las
subunidades correspondientes a gliadinas van desapareciendo gradualmente, mientras en

el perfil electroforético de las gluteninas nuevas subunidades se van formando.




3.5.4 Evaluacién de gluten seco: gliadinas y gluteninas

En la extraccion proteica a partir de gluten seco se puede observar una disminucién en el
namero de bandas tanto de gliadinas como de gluteninas, sin embargo se puede apreciar
como las subunidades Ay B de gliadinas van desapareciendo gradualmente, mientras que
en las gluteninas se observa la aparicion de las bandas A y B (Figura 28). En la tabla
namero 14 se muestra el peso molecular de la subunidades de gliadinas y gluteninas que

mostraron modificacion.

Con este resultado podemos concluir que la degradacion y el movimiento mecéanico en el
momento de la extraccion del gluten, favorece la formacién de diferentes tipos de enlaces,
que al momento de someterse al secado solo los enlaces mas fuertes son los que siguen

presentes en el gluten seco.

MPM Albuminas Globulinas

c ‘60 ‘120‘160

se puede observar la existencia de modificaciones estructurales en las subunidades de estas proteinas
tras someter el grano de trigo a deterioro. MPM (marcador de peso molecular), las letras A-B indican
bandas modificadas, C (control), 60, 120,160(dias de deterioro).
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Tabla 14. Andlisis de proteinas en Gluten seco. Identificacion de modificaciones estructurales por
medio del peso molecular (Da.) de las subunidades proteicas de Gliadinas y Gluteninas.

Proteina Gliadinas (Daltons) Gluteninas (Daltons)
Banda
A 52,480.746 70,794.578
B 46,881.338 63,241.185

Tanto las harinas como los dos tipos de gluten (humedo y seco) muestran un
comportamiento similar al disminuir el nUmero de subunidades por parte del grupo de las
gliadinas y la aparicion de nuevas bandas por el lado de las gluteninas.

Esto puede deberse a que las condiciones de deterioro favorecieron a la degradacion de las
gliadinas y la separacién de sus subunidades a-B-y-w , que al ser sometidas al movimiento
mecénico durante su extraccion formo enlaces disulfuro y enlaces disulfuro impares que les
permite establecer puentes intercatenarios (en el caso de las w-gliadinas) con las
subunidades HMW-GS y LMW-GS de las gluteninas, por lo cual el nimero de bandas
pertenecientes a gliadinas disminuye, mientras que el niumero de bandas en el perfil de

gluteninas aumenta.

Los numerosos parametros relacionados a la composicion proteica que determinan la
calidad panadera pueden ser una guia para seleccionar caracteristicas especificas en los

programas de mejoramiento de trigo (Cuniberti et al., 2003).
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Conclusiones

Se determiné el grado de deterioro, evaluando el porcentaje de germinacion, donde se pudo
observar como el grano pierde la capacidad de germinar, conforme avanzan los dias de
almacenamiento inadecuado, con esto podemos deducir que el grano sufre dafios en su
composicion fisiolégica, lo cual se corroboro al determinar su conductividad, mostrando un
aumento gradual con relacion a los dias de deterioro, indicando la existencia de dafio en la
estructura celular del grano. El aumento progresivo de humedad en la muestra, es indicativo
de que existe un mayor transito de agua al interior del grano. Con el aumento de la
conductividad y humedad, se puede concluir que el mal almacenamiento dafia la

membrana celular del grano.

La determinacion del porcentaje de gluten muestra una alteracion en la calidad de las
harinas provenientes del trigo deteriorado, mostrando disminucion del porcentaje de gluten
conforme avanzan los dias de deterioro. La capacidad de sedimentacion esta condicionada
por la calidad de las proteinas, asi una muestra de poca calidad enlaza menos agua, esto
se observa en la harina proveniente del trigo de mayor tiempo de deterioro, concluyendo
gue a mayor tiempo de almacenamiento inadecuado la calidad de la harina se ve afectada.
Con la cuantificacion de proteinas se pudo determinar la existencia de una variacion en la
concentracion de las proteinas presentes en las harinas de trigo deteriorado. El andlisis
proteico del gluten muestra la disminucion de la concentracion de gliadinas, gluteninas y
proteinas totales, con relacién al gluten de trigo sano. Este analisis corrobora que el
deterioro del grano de trigo no solo afecta la calidad de la harina, sino también la cantidad

de sus proteinas.

La evaluacion del perfil electroforético de las proteinas extraidas de la harina, pertenecientes
al grupo de las albuminas y globulinas no mostraron variacion alguna, manteniendo el
mismo bandeo tanto en muestra control asi como en las muestras deterioradas, sin embargo
las gliadinas y gluteninas muestran modificaciones en su perfil electroforético, puesto que
en las gliadinas se observa la perdida de bandas conforme aumenta el tiempo de deterioro
del grano, mientras que en las gluteninas se observa la formacion de nuevas bandas. El
perfil electroforético del gluten himedo y seco mostro el mismo comportamiento, ya que
también se observa la perdida de bandas correspondientes a gliadinas y la aparicion de
bandas de gluteninas, sin embargo el numero de modificaciones en gluten himedo es
mayor, debido al movimiento mecanico que hay durante la extraccion del gluten, haciendo

gue exista mayor interaccion entre las proteinas, donde las subunidades de gliadinas

( 1
L %8 )



separadas por la degradaciéon se unen a las cadenas poliméricas de las gluteninas,
formando un mayor nimero de bandas. Con las proteinas del gluten seco el nimero de
bandas es menor, puesto que al secar el gluten este se sometié a una temperatura de 93
°C, provocando la ruptura de cadenas poliméricas, dejando solo las subunidades con
enlaces mas fuertes. Concluyendo que el deterioro afecta a las proteinas de reserva,
provocando la ruptura de cadenas polipeptidicas de las proteinas del gluten, induciendo a
la perdida de bandas por parte de las gliadinas y que el movimiento mecanico favorece la

formacion de enlaces para formar nuevas bandas en las gluteninas.
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Recomendaciones

Identificar el efecto que el deterioro tiene sobre las cadenas polipeptidicas de las proteinas
del gluten es un parte aguas en el estudio molecular de las proteinas de reserva del trigo y
su relacién con el mal almacenamiento, por lo tanto es necesario profundizar el estudio de
las gliadinas y gluteninas. Cuantificar la concentracion de subunidades modificadas por el
deterioro es el siguiente paso para conocer el comportamiento que existe entre las
subunidades de las proteinas del gluten sometidas a deterioro, asi un analisis por medio de
HPLC ayudara a entender el porcentaje de subunidades que se van perdiendo y formando

conforme transcurre el tiempo de deterioro.

En este trabajo se demostré que el mal almacenamiento tiene repercusiones en la calidad
y cantidad de proteinas obtenidas a partir de trigo (Triticum aestivum) HRW, del cual se
extrae harina para produccién de pan. Apoyado por estudios anteriores se puede deducir
que el trigo HRW deteriorado no cumple con las caracteristicas de una harina panadera.
Por lo que es sumamente importante analizar las caracteristicas reoldgicas de la harina de
trigo deteriorado, para elaborar otro tipo de productos que no necesitan de una masa
extensible si no fuerte y de esta manera no desperdiciar el trigo que ya no es util para

producir pan.
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