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I INTRODUGCCION

——




Estudios realizados en el Hospital Infantil de México parecen in
dicér quevla intolerancia que presentaﬁ los nifios celiacos, hacia el glu-—--—
ten de las harinas de trigo comunﬁente usadas para la fabricacidn de pan =
(6), no se manifiesta cuando a estos mismos-se les proporcionan alimentos
elaborados con una harina de trigo de ia variedad llamada "Barrigdn Bajio”

o "Barba Negra", diferente en calidad y usos a las primeras.

Fue asi como se inicid el estudio de esta variedad de trigo, asft
como de otras con propiedades similares o diferentes, pero enfocando la -
perspectiva del trabajo hacia el aspecto comparativo de las proteinas que

constituyen las harinas.

En el presente trabajo se utilizan las t&cnicas de Cromatografia
en Columna de Sephadex G-200 y Electroforesis en Gel de Acrilamida, con el
fin de obtener datos que podrian conducir a un mejor entendimiento de 1las
interrelaciones entre las diferentes proteinas que constituyen las harinas,
sus propiédades vy su influencia sobre las caracteristicas y diferencias en

la calidad y uso de cada una de ellas.




11 ANTECEDENITES 'BIBLIOGRAFICOS




GENERALIDADES (19)

‘Origen del Trigo. E1 trigo es una planta gramfnea del grupo de-

debe su nombre al latin Triticum y es llamada cientificamen-

los cereales,
Se origind en el Sudeste de Asia y Noroeste de Afri-

te Triticum vulgare.
ca; desde la Meseta de Anatolia hasta los contrafuertes del Himalaya, en-

cuanto se refiere a los trigos suaves; los trigos duros, segin opiniones -~

autorizadas provienen de las regiones de la Cuerica del Mar Mediterr&neo o

de las llanuras de Etiopia. Es decir, que su origen se encontrarnia proba-—

blemente en Egipto, en Palestina y en Hysa, en las orillas del Jord&n, don

de crecia diseminado, hasta que se comenzd a cultivar en los Bakires de

Persia, en China, Babilonia, Sicilia y en la India, pero parece ser que
Epipto fu€ el primero que lo cultivd.

Clasificacidn. Varias especies de trigo fueron agrupadas

.Hackel como sigue:

por
Génexro Especie s
Triticum vulgare
Triticum durum
Triticum compactum
Triticum turgidum
Triticum decoccum
Triticum spelta
Triticum polonicum
Triticum monococaum

Industrialmente se clasifican segin su textura en la molturacidn



en: duros, semiduros o blandos.

Constituyentes. El grano del trigo se encuentra constituido en-—

Su mayor parte por €l gluten gque contiene el nGcleo (80-85%) del grano, de
pendiendo, por lo tanto, de &ste su clasificacidn. ' Dicho niicleo contiene-—
minGsculos granos de almiddn rodeados de las substancias proteicas que lo-
JEntegfan; el pericarpio (14-18%) del grano y el germen (1-2%) de la masa-

total del grano.

Cultivo. Los requerimientos o factores necesarios para que el

trigo pueda adaptarse a cualquier medio son los siguientes:

i. Patrimonio gené€tico.
2. Medio Ambiente.

3. Cuidados al cultivo.

Ocupa un lugar preponderante el factor patrimonio gen&tico, y -—
es en Mé&xico el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), -
quien se ha preocupado principalmente del cumplimiento de estos factores -

para el desarrolloc de nuevas variedades.

Composicidn Quimica. La composicidn quimica del grano varia se

glin su especie, lugar de siembra, humedad, nutrientes, &poca de cosecha, -
conservacidn y otros factores; pero en términos generales, su composici&n-
es la siguiente: agua, 12%; carbohidratos, 70%; proteinas, 12%; lipidos,-
1.5%; sales minerales, 1.5% y celulosa, 3%. Contiene ademis una propor———
cidn pequefia de vitaminas E, C y del complejo B; asi como algunos fermen—-—

tos que influyen en la alimentacidn humana y en la conservaci&n del cereal.



Criterio de calidad. En la quimica de los cereales se usa el -

tfrmino "calidad'" para describir la adaptacidn de una harina de trigo para
producir productos finales tales como: pan, pastus, pasteles, macarrones,

cereales, etc., o sea que esti Intimamente ligada al uso final que se les-—

d&, y sus caracteristicas que presentan en la panificacidn dependen de va-

" rios factores, incluyendo la variedad del trigo, desarrollo y condiciones-

bajo las cuales crecid, proceso usado para moler la harina, la composicidn

quimica y estructura de los componentes del trigo.

Se acepta en general que el valor de una harina de trigo para -

un proceso particular, depende del contenido de proteina y de las propieda

des reolégicas del gluten (19, 20).

Para determinar la calidad de las harinas, relacionadas princi-
palmente a la proteina del "'gluten', las masas respectivas se someten a va
rias pruebas fisicas y de comportamiento, entre las que Se encuentran el -

alveograma, mixograma, pruebas de elasticidad y extensibilidad, la prueba-

de Pelshenke y pruebas de panificacidn para medir el volumen del pan. Se—-

gin el resultado de estas pruebas y en base a su habilidad para la manufac
tura de productos finales, los trigos comunes o vulgares se clasifican en

2 grupos: duros o fuertes y suaves o débiles. Las harinas de los trigos-—

fuertes, contienen relativamente un alto porcentaje de proteinas que for——

man un gluten eldstico y fuerte de buenas propiedades de retencidn de gas-—

v que producen pan de excelentes propiedades. Las harinas suaves o dé&bi--

les tienen un relativo bajo contenido de proteina y forman un gluten dé&bil,

poco eldstico y de pobres propiedades de panificacidn produciendo masas de

calidad inferior.




CLASIFICACION DE LAS VARIEDADES DE TRI
SEGUN REQUERIMIENTOS DE LA IND

NSTIHUTO NACIONAL DE MVESTIGACIONES ABRICOLAS, S. A. G.

LARORATORIO DE FARINDLOGIN DEL DEPHRTAMENO DE CEREALES

GO CON BASE EN LA CALIDAD DEL GLUTEN
USTRIA DE LA PANIFICACION. 1970.

Grupo 1
FUERTES

FUERTES

Grupo 3
SUAVES

Grupo 4
TENACES

Grupo 5 . :
CRISTALINOS

FORMA DEL

FORMA DEL

FORMA DEL

FORMA DEL

FORMA DEL

ALVEOGRAMA: ALVEOGRAMA: ALVEOGRAMA: ALVEOGRAMA: ALVEOGRAMA:
SONORA F 63 NADADORES ™M 63 NAINARI S 60 PENJAMO T 62 OVIACHIC C 65
SONORA F 64 NORTENO M 67 L. ROJO S 64 SIETE CERROS T66 JORI C 69
MAYO F 64 B8ANO M 67

INIA F 66 .
TOBAR! F 66

NOROESTE F 66

JARAL F 686

CIANO F 67

AZTECA F 67

Gluten fuerte, elastico.
Para la industria meca-
nizada de la panifica-
cidn. mejorador de
trigos suaves.

Giluten medio fuerte,
eldstico. Para la indus-
tria del pan hecho a
mano. Mejorador de
trigos suaves.

Gluten suave, extensi-
ble. Para la industria
galletera, tortillas, bu-
fiuelos, etc.

Gluten corto, tenaz,
para la industria paste-
lera, donas y galletas.

Gluten tendz, corto,
. para la industria de las

pastas vy  macarrones.

e v -~ 5
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En la tabla 1 puede verse la forma como el Instituto Nacional -

de Investigaciones Agrficolas, clasificd a las variedades de trigo, en el -

afio de 1970.

- AVANCES LOGRADOS EN EL ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE TRIGO.

Como se ha visto, las caracteristicas o propiedades de las hari
nas de trigo estdn Intimamente ligadas a la fraccidn proteica llamada glu-—

ten, por lo cual es necesario hacer &nfasis en el estudio de esta proteina.

Cnando la harina de trigo se humedece y mezcla, las proteinas —

insolubles en agua se hidratan y forman el gluten, una masa compleja y — —
coherente que es el armazdn de la totalidad de la masa que se forma y que-

ademds es responsable de la retencidn del gas que se produce durante la

fermentacidn (1).

El gluten fue la primera proteina aislada de una planta (Becca
ri, 1728), y fue Osborne (1907), quien sentd las bases para clasificarla -

segflin su solubilidad en prolaminas, solubles en soluciones acuosas de eta-

nol al 70%, v glutelinas, insolubles en alcochol, pero solubles en solucio-
Es

nes alcalinas o soluciones de muy alto o bajo pH y baja fuerza idnica.

tas fracciones han sido llamadas gliadina y glutenina, respectivamente, ca
da una constituyen aprox. el 45% de las proteinas totales del trigo - -

(1,23).

Ademds del gluten, las harinas de trigo contienen proteinas so—

lubles llamadas albGminas y globulinas. Las primeras son sclubles en agua

y las segundas en soluciones salinas, y comprenden, cada una aproximadamen



te el 6% de las proteinas totales del trigo (2).

PROTEINAS DE LAS HARINAS DE TRIGO

GLUTEN

NO GLUTEN
(85%)

(15%)
Formgn masa

No forman masa .

BAJCS PESOS ALTOS PESOS

ALBUMINAS (60%) MOLECULARES MOLECULARES
GLOBULINAS (40%) (25,000-100,000) ¢100,000)
PEPTIDOS . GLIADINA GLUTENINA
AMINOACIDOS
Especies Gliadina Especies Glutenina
—Extensible ~Baja extensibilidad
-Enzimas —-Baja elasticidad —~El&stica
~-Se suspende en acidos,

~Soluble en Scidos,

-Proteinas scolubles,
bases y solventes de

bases y solventes

forman espuma.
puentes de hidrdgeno.

~Proteinas coagula-— de puentes de hi-
bles drdgeno. ~Complejos con lipidos
Representacidn esquemitica de las principales fracciones

Fig. 1.
. de proteinas de las harinas de trigo.

Tanteo la glutenina come la gliadina que se encuentran presentes
en el trigo casi en igual proporcidn, difieren en sus propiedades fisicas,

mis notablemente en su visccoelasticidad, encontrindose que la gliadina es-—

pero con baja elasticidad, mientras que la glutenina es cohesiva,

cohesiva,
Algunos trabajos mencionan gque el gluten es el

fuerte y eléastica (189).
9
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principal responsable de las .diferencias en la calidad de las variedades ,—
siendo la fraccidn gliadina responsable del volumen del pan, y la gluteni-—

na del tiempo y formacidn de la masa (20).

Es interesante hacer notar que estas dos proteinas no presentan
diferencias marcadas en la composicidn de amino&cidos que pudieran expli--

car su intervencidn en las propiedades funcionales de la masa (1, 20, 23,-

24, 28).
T ABLA 2
COMPOSICION DE AMINOCACIDOS DE LAS PROTEINAS DE‘L TRIGO
{mM/100 g. de proteina (16 g. N)}
‘AminoScidos GLuten!? - Gliadinal Gluteninal AlbGminas y2
- Glcobulinas

Alanina 30 25 24 51.0
Arginina 20 15 20 34.9
Acido Aspartico 22 20 23 47.0
Cistina 14 10 10 u42.8
Acido Glutamico 290 317 278 143.9
Glicina 47 25 " 78 54.2
Histidina 15 15 13 22.9
Isoleucina 33 37 28 37.1
Leucina “ 59 62 57 58.3
Lisina 9 5 13 . 27.9
Metionina 12 12 12 12.9
Fenilalanina 32 38 27 15.1
Prolina 137 1438 114 70.2
Serina 40 3e 50 48.1
Trecnina . 21 18 ‘26 33.1
Triptofano 6 5 8 13.7
Tirosina 20 i6 25 18.6
valina 45 43 41 50.8
Amonio 298 - ?01 i} ~-.2':60 _ - 208.5

1 wuy Dimler, 1963 (28).
2 Woychik, Boundy y Dimler, 1961 (24).

10



Como se muestra, las proteinas del gluten estdn caracterizadas -

por su alto contenido de &dcido glutfmice (35-40% y prolina (13-23%) y can-
tidades relativamente pequefias de aminodcidos bisicos y triptofano. Tie——
nen un alto contenido de residuos en forma de amidas (aproximadamente el -~
40% de los aminodcidos se encuentran como amidas), tales como glutamina y

de aminodcidos con grandes cadenas alifiticas como leucina.

Sin embargo, los aminodcidos de las proteinas solubles en agua -
(albfiminas y globulinas) si varian muchisimo en cantidad, en relacidn a
los aminodcidos de las proteinas del gluten y aunque contienen los mismos—
las diferencias m&s marcadas son en el contenido de dcidos

aminodcidos,
dicarboxilicos y b8@sicos. Son ricas en Scido glutSmico y preolina y tienen
‘mayor contenido de tritofano y residuos ionizables, tales como axrginina y

lisina y aminodcidos conteniendo azufre que las gluteninas y gliadinas (23).

Por lo tanto, parece ser que las diferencias en el comportamien—’
to tanto de solubilidad como de viscosidad entre la gliadira y la gluteni-
na, deben buscarse por otro camino,y el método mis definitivo para resol-—
ver el problema es a través de la electroforesis en comparacidn con la cro
matografia, o en pesos moleculares y variaciones estructurales.

Durante la iltima d&cada, las té&cnicas de electroforesis en gel
de almiddn y cromatografia de intercambio idnico en derivados celuldsicos—
han sido muy usadas para la separacidn y caracterizacidn de las proteinas,

con lo cual se logran elucidar algunas razones de comportamiento y propie-

dades fisicas (18).

Mediante la electroforesis se ha probado una clara indicacidn de

11




1la heterogeneidad del gluten. Jones, Taylor y Senti, 1958 (11) fueron los

primeros que trabajaron con soluciones amortiguadoras de baje pH (3.1) Yy -
La

baja fuerza idnica, usando la t&cnica de electroforesis de fase mdvil.
movilidad en este sistema es una funcidn de su carga positiva debido a su-

contenido de aminofecidos bisicos, siendo tambi&n influenciada por el tama-
Se encontraron cuatro componentes primarios y

fio y forma de la proteina.
los picos principa--—

uno secundaric en el gluten de trigo "Ponca'", uno de
les se resolvid en dos componentes bajo ciertas condiciones.

=
w &

<

electroforético (ascendente) del gluten de trigo "Pon

2. Patrdn
a’ en solucidn amortiguadora de lactato de aluminio pH 3.1.

Fig.
Esto fu& confirmado por la separacidn cromatogrifica de los com-

ponentes electroforé&ticos usando carboxi metil celulosa (CMC), y compara—-

cidn de sus propiedades de migracidn (9,26).

En un reporte preliminar Elton y Ewart en 1960, por medio de la-—
electroforesis de zona usando gel de almiddn como medic de soporte y solu-—

cidn amortiguadora de lactate de aluminio-&cidoe ldctico pH 3.1 obtuvieron-—
Sin embarge, Woychik, Boundy ¥y

8 componentes para el gluten de tigo (4).
Dimlexr en 1961, lograron una mejor resolucidn usando gel de almiddn y solu

cidn amortiguadora de lactato de aluminio, pH 3.1 en presencia de urea, pa

12



ra lo cual se detectaron 9 componentes$ 8 de los cuales migraron dentro

del gel y que son correspondientes a la fraccidn gliadina y uno que perma-

necid en el origen y que corresponde a la glutenina (25).

De los 8 componentes de la fraccidn gliadina, dos han sido desig

nados como alfa gliadinas, cuatro como beta gliadinas, uno como gamma glia
dina y uno como omega gliadina; siendo los compeonentes de la fraccidn alfa
los que se mueven mas rdpido; (los cuatro componentes beta se aislaron co

mo un sdlo pico cromatogridfico y dos picos en electroforesis libre) (25).

Gliadina
' 1 — - ki
oC .
2 .
E e
Py 2 ————
[ QR
g ==== 8.5 cm.
> L .
(754
Glutenina ————3h cEa—— AL

Fig. 3. Patrdn electroforético del gluten de trigo '"Ponca'" usando -—

gel de almiddn y solucidn amortiguadora de lactato de alumi-

nio m&8s urea 3M.

M&s comparaciones demuestran que el material que no penetra en -

el gel de almiddn, pero que en electroforesis libre presenta una movilidad

correspondiente al componente alfa; del gluten, corresponde a la frac-

cidn denominada glutenina, la m8s ripida en este sistema y la menos solu—-—

i3



ble (25).

Existen otros trabafos (3,5) en los que se ha reportado la exis--
tencia de 20 bandas para los componentes del gluten por electroforesis en-
gel de almiddn, sin embargo, mas tarde se demostrs que la mayoria pertene-—

cfan a las fracciones de proteinas solubles en agua como resultade de su -

incompleta extraccidn con pirofosfato de sodio (18), encontrandose cuando-
menos tres componentes clasificables como globulinas y once o m3s componen

tes clasificables como albGminas que se mueven con mayor rapidez que las -

proteinas del gluten (Elton y Ewart. 1962).

El uso de la electroforesis en gel de acrilamida para la separa-—-—

de las proteinas del trigo ha side muy limitado a pesar del mayor nG-
mero de ventajas que ofrece esta técnica . Leeyl1963 (14); Lee y Wrigley,—
1963 (15); Narayan, Vogel y Lawrence, 1965 (17); Jankiewicz y Pomeranz, -—

1965 (8) y Lawrence, Herrick, Hedwig y Grant, 19870 (12).

Lee, usando solucidn amortiguadora pH 8.6 es el que ha logrado
una mejor separacidn de las bandas qgue representan los componentes dal glu

ten, registrindose 8 picos por densitometria y 5 bandas perfectamente niti

das en las fFfotograffias de los geles.

En los trabajos restantes (8, 12, 17) se estudid la composicidn -
de las albUminas y globulinas, principalmente, obteni&ndose de 8 a 10 com-—
ponentes, dependiendo del pH de la solucidn amortiguadora.

Consecuentemen

te, la técnica mis usada y en la que se ha logrado una mejor separacidn, -

caracterizacidn e identificacidn de las proteinas del trigo, ha sido la

electroforesis en gel de almiddn (25).

an




Los métodos de separacidn por cromatografia tambi&n aportan infor
maciones valiosas sobre la composicidén y comportamiento do las diferentes-—
proteinas del trigo (2, 15, 22, 26). Coates y Simmonds, 1961, fracciona--—
ron las proteinas de dos harinas de trigo extrafdas con pirofosfato de so
dio y utilizando como soporte dietil aminocetil celulosa (DEAE celulosa) ¥y
carboxi metil celulosa (CM-celulosa); las dos harinas, diferentes en conte
nido proteico y propiedades funcionales, parecfan diferir en las cantida-—-—

des relativas de ciertos de los componentes presentes (2).

M&s separaciones crcomatogrificas, usando carboxi metil celulosa y
mezclas de solventes conteniendo dimetil formamida, indicaron la presencia
de 11 fracciones para las proteinas de trigo, sin embargo, al hacerse la -
recromatografia inicamente se encontraron cuatro diferentes entidades pro-—

teicas (22).

EJ uso del Sephadex (dextrana modificada) tambi&n ha permitido -
resultados muy satisfactorios en el estudio y fraccionacidn de las protei-
'nés. En estudios m&s recientes, Meredith y Wren, 1966 (18) utilizando -
una columna de cromatografia con Sephadex G-200, separaron las proteinas -
de harina de trigo en 4 especies moleculares; ademis de que lograron de—-—
mostrar el tipo de asociaciones existentes en las fracciones proteicas por
la accidn o efecto de agentes oxidantes y reductores. La adicidn al ex— =
tracto conteniendo las proteinas, de un disulfuro (mercaptoetanol), provo-—
cd que el primer pico, corresppndiente a las gliuteninas fuera enormemen-
te disminuido, indicando que las gluteninas consisten de -numerosas cade--
nas de polipéptidoscon uniones de disulfuro. Al agregar iodoacetamida no

se alterd casi nada ningiin pico, lo cual indica que las proteinas no son -—

cambiadas notablemente por intecambio de sulfhidril disulfuro, con lo cual,‘

1s

—— et mw -



¥y consecuentemente no se produjeron cambios en el peso molecular como ocu-—

rrid corn el mercaptoetanol. Ahora bien, la significancia de este tipo de-

uniones en la estructura y propiedades del gluten, ha sido demostrada (18,

20, 23, 27).

Del mismo modo, numerosos estudios muestran que los grupos idni-
cos y no idnicos, gobiernan las propiedades de viscoelasticidad del gluten
de trigo. Cuando los grupos amida de los aminodcidos en el gluten y sus -~

principales fracciones (glutenina y gliadina) fuexron metilados, la .solubi-

lidad, viscosidad intrinseca y cohesidn fueron cambiadas notablemente (18,

19, 20).

) Cuando se uso dxido de deuterio en lugar de agua para la forma—-
cidn de la masa, la fuerza del gluten y elasticidad aumentd. Estos resul-

tados indican que las uniones por puentes de hidrogeno tambié&n influyen en

la estabilizacidn de la estructura de la masa (20).

sin embargo, el problema de relacionar la estructura de los com-
ponentes del trigo a sus propiedades es muy complejo, por lo que la mayo--

ria de los estudios se han hecho por m&todos de separacidn cromatogrifica-

y electroforética.

a6




MATERIAL .Y METODOS




nal de Investigaciones Agricolas, S.A.G.

Las harinas de trigo estudiadas, diferentes en calidad y usos

fuerdn 7:3 harinas de baja calidad en la industria de la panificacidn pro-

venientes de las variedades de trigo Barrigdn Bajio o "Barba Negra', Triti

cale y Jori C69 de especie T. durum; 2 harinas de buena calidad panadera-

perteneciente a los trigos hexaploides o harineros de especie T. vulgare -

denominados Inia F66 y Siete Cerros T66;y dos mezclas comerciales llamadas

Tres Estrellas (Lance) y Gold Medal con igualmente buenas propiedades de -

panificacidn.

En la tabla 3 se encuentran ennumeradas las diferentes varieda——
des de trigo, cuyas harinas se utilizaron para este estudio. La clasifica

cidn estd hecha de acuerdo a la calidad y caracteristicas del gluten en

contradas y con base en la tabla de clasificacidn que el Instituto Nacio--

(INIA) hace de las variedades de-

trigo segiin los requerimientos de la industria de la panificacidn.

T AB L A 3

VARIEDADZ CARACTERISTICAS % de PRQP % DE® U s o0s
TEINA HUMEDAD
Barrigdn Trigo tetraploide pertene . Para pastas
Bajio ciente al grupo de los-— y macarrones
Aris Negro. Probablemen-— © en substi-
te cruza entre Triticum - tucibdn de -~
S durum y Triticum turgidum 8 10.76 los trigos -—
Contiene un alto indice - cristalinos.
de carotenos. Gluten cor
"Barba to y tenaz de baja cali--
Negra' dad y cantidad.
Proveniente de trigo te-
traploide o Triticum du- N
rum. Cruza de trigo y cen Para pastas
iTriticale teno. Contiene alto indi 11.24% 12.50
i ce de carotenos. Gluten macarrones
{ corto y tenaz de baja ca-
! lidad panadera.
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- Continuacidn Tabla 3 -

VARIEDAD® 'CARACTERISTICAS % de PRO % pe®
TEINA HUMEDAD
Jori €69 "Trigo tetraploide (Tdurum) Para pastas
cristali- Contiene alte Iindice de - y macarro—-—
no duro carotenos. Gluten corto- 14.37 11.26 nes
y tenaz de baja calidad -
panadera
Perteneciente al grupo de Para la in-—
los Triticum vulgare (he-— dustria me—
INIA F66 xaploides). Gluten fuer- 13.75 114.55 canizada de
te y elastico de muy bue-— la panifica
na calidad. cidn y mejo
rador de -
trigos sua—
ves o d&bi-—
les.
Perteneciente a los tri--
gos hexaploides (Triticum Para paste-
Siete vulgare) o harineros. Es les, donas
Cerros un trigo comercial fAcil- 10.80 12.28 y cierto ti
T66 mente ablandable. Gluten po de galle
corto, tenaz pero de bue- tas.
na calidad en los proce--—
sos de la panificacidn.
Mezcla comercial, mejora-
da y elaborada con toda - Para la in-
Gold Medal su fuerza.Gluten fuerte - 13.61 10.43 dustria del
y eldstico de buena cali- pan hecho a
dad. mano .
Mezcla comercial comunmen
Tres te usada. Mejorada y ele Para la in-
[Estrellas borada. Gluten medio fuey 13.37 11.81 dustria pas
(Lance) te con mas © menos buenas | telera, do-—
propiedades en la indus-—-- nas , galle-—
tria de la panificacidn. tas , etc.
a

Las harinas usadas,

a excepcidn de las mezclas,
Lab. de Farinoclogia del Depto. de Cereales en Chapingo.

fueron molidas en el

El porciento de proteina cruda fué determinado por el m&todo de Kjel-

dahl.

<

(N x 5.70).
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CROMATOGRAFIA

Para la separacidn cromatogrifica de las proteinas, en las dife-—

-rentes harinas (tabla 3), se siguid el método y condiciones de trabajo uti

lizadas por O.B. Meredith y J.J. Wren (16).

1. Columna de cromatografia usada. La columna utilizada fué de

una altura aproximada de 60 cm. con diZmetro interno de 2.3 cm. contenien-~

do en la parte interior e inferior una placa porosa de vidrio y una capa -

de fibra de vidrio.

2. Solvente AUC.  El solvente utilizado para la extraccidn y -

cromatografia de.las proteinas, consistid de una solucidn acuosa 0.1M de -
&cido acético, 3M de Urea y 0.01 M de bromuro de cetil trimetil amonio - —

"CTAB" Q.P. (Eastman Organic Chemicals).

3.

Preparacidn del gel. Se suspendieron 6 g. de perlas de Sepha

dex G-200, tamafic de partfcula 40- 120 p (Pharmacia Upsala Sweden) en - -

380 ml. de AUC y la suspensidn se dejd reposar durante 72 hrs. agitando de

vez en cuando.

4. Preparacidn de la columna de cromatografia. La suspensidn -

de Sephadex G-200 se vacid dentro de la columna descrita antes, teniendo -
cuidado de que no quedaran burbujas de aire y se dejd lavar durante la no-
che anterior al dia en que se usd por medio de una corriente continua de -
AUC., Una vez asentado el gel, la altura de &ste se hizo de 45 cm. por me-
dio de una pipeta y removiendo inicamente el gel de la parte superior con-

- sumo cuidado. Una vez todo listo, la columna sSe conectd a un colector au-
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tomdtico de fracciones.

Para la ca

Preparacidn de las soluciones de muestras tipos.

5.
libracidn de la columna de cromatografia se utilizd una muestra de gliadi-
na (Sigma Chemicals Company St. Louis Missouri); una muestra de glutenina
(Nutriticnal Bichemicals, Corp.) ¥ una muestra de gluten de trigo (Fitte —
Chemicals. Hopkin Williams Ltd-Chauweh Heath essex England); de los cua--—
de protlld

les se prepararon soluciones, por separado, conteniendo 100 mg.

ml. de AUC.

Preparacidn de los extractos de harina en AUC. De cada una-

6.
de las variedades se prepard un extracto mezclando 4 gr de la harina de
trigo correspondiente, con 69 ml. de AUC. La suspensidn se homogenizd por
dos minutos, y se dejd reposar a temperatura ambiente durante 2 hrs.

30 min. Cada tubo de la cen

Pos~—

teriormente se contrifugd a baja temperatura,

trifuga contenia un sedimentc, una goma insoluble, una espuma en la super
ficie de lipidos, y una solucidn clara conteniendo las proteinas que fué
la que se separd para utilizarse en la cromatografia y electroforesis de -
las proteinas totales. Para cada c;rrida se prepard un extracto claro, y

se guardaron o almacenaron a 2°C.

Aplicacidn de la muestra. Por medio de una pipeta, y en 1la

7.
se inyectd la muestra del extracto (conteniendo

parte superior del gel,
v

aproximadamente 20-25 mg. de proteina para los extractos de las havrinas
para las soluciones tipos); y se dejd correr de 30-36 hrs.

de 11~-14 mg.
tiempo durante el cual se colectaron alredador de—

con el solvente de AUC,

75 fracciones, cada una de 3 ml.

21
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Esta misma operacidn se repitid con cada uno de los extractos -
que contenian las proteinas, tanto de las harinas como de las '"muestras ti
pos’jal final de cada corrimiento se desempacd la columna y se lavéd el -~
gel con AUC limpio para volverse a usar, o en su defecto se prepard nueva-—

mente.

8. Métodos Analiticos. De cada uno de los extractos se determi

nd su contenido de proteina por medida en el Ultravioleta en un US-Vis Es-
pectrofotdmetro Hitachi Perkin Elmer, usando como blanco el solvente de ~
AUC a 280 m u y relacionando la lectura obtenida con el valor de la pen--
diente de la solucidn de albimina purificada (Baker's) utilizada para la -
curva de calibracidn de proteinas, conteniendo una concentracidn final de

1 mg. de proteina/ml. de AUC (concentracidn = Abs 280 my 3 P= .000833).

p
Asimismo se hizo con cada una de las fracciones que salieron de
la columna, con el fin de obtener una curva de elucidn de cada harina que-~
reflejara su composicidn de proteinas, asi como la distribucidn de sus pe-

sos moleculares.

Por ltimo se juntaron las fracciones que componian cada pico en

cada una de las curvas, se dializaron y liofilizaron.

9. Porcentaje de recuperacidn en cada una de las curvas. E1

c8lculo se hizo por la suma de las concentraciones de proteina en cada una
de las fracciones que componian cada pico y tomando como 100% los mg. de -

proteina recuperados.

10. C3lculo del % de composicidn _en las curvas. Se determind -
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tomando en cuenta gque el &rea bajo cada pico es proporcional a la. cantidad

de proteina presente.

ELECTROFORESIS

Para la separacidn de las proteinas por electroforesis en gel de

acrilamida, se hicieron modificaciocnes y dombinaciones de t&cnicas y mé&to-
R.W., Taylor, N.W., Senti, F.R. etc.

dos hechos con el mismo fin: Jones ,

1. Aparato usado. E1 aparafo de electroforesis utilizado fu& -

un Buchler PolyFPrep., con temperatura regulada y capacidad para 12 tubos;

de dimensiones de 6 pulgadas de ancho por 12 de altura y equipado con una-

chaqueta refrigerante de agua. La fuente de poder fue modelo LKB.

‘2. Soluciones para preparar los geles de acrilamida (13).

Se uilizaron 6 soluciones diferentes:

Sol A 24 ml KOH 1 M.
8.6 ml de Acido acé&tico.
2 m1 de TEMED (tetrametilen diamina)
24 g de urea.
50 ml cbp. agua-
Sol B 24 ml KOH 1 M.
1.44 ml de acido ac&tico.
0.23 ml de TEMED
24 g de urea.

50 ml cbp. agua.
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Sol C 6.65 g acrilamida.
0.1 g metil bisacrilamida (MBA)
24 g de urea.

50 ml. cbp. agua.

Sol D - 2.5 g de acrilamida
0.625 g de bisacrilamida (MBA)
24 g de urea.

.50 ml cbp agua.

Sol E 1.0 mg de riboflavina.

50 ml. de urea 8M.

Sol F Persulfato de amonio al 1.2% en ﬁrea

preparadoc el mismo dia.

3. Preparacidn del gel inferior. En un matraz se mezclaron 6 -

partes de la solucidn C, y una parte de la solucidn A, a continuacidn se. -
hizo vacio para eliminar las burbujas de aire, y por Gltimo se agregd una-—
parte de la soliucidn F. Rapidamente se llenaron todos los tubos previa--—

mente siliconizados y ya secos de manera que la altura de cada gel fuera -

de 7.2 cm.

A continuacidn se afiadieron con mucho cuidado unas gotitas de -
agua a cada uno de ellos y despué&s de transcurrido un tiempo se formd una-
separacidn entre el agua y el gel indicando la solidificacidn o gelifica--—

cidn de 8ste. Por Gltimo se elimind el agua con la ayuda de un kleenex.
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4. Preparacidn del gel superior. Se mezclaron 4 partes de la —

Sol. D, con una parte de la Sol. B y una parte de la Sol. E; m3s 2 partes-—

de urea 8M.

A cada tubo conteniendo el gel inferior se le agregd la misma-

cantidad de esta mezcla de manera que el gel superior fuera

a la accidn de

de 0.5 cm. aprox. Para favorecer la gelificacidn se expuso

la luz.

5. Preparacidn de la solucidn amortiguadora. Se prepard una so

lucidn 0.025M de formiato de sodio pH 3.1-3.3, para lo cual se mezclaron -

.25 ml de &cido formico 1M mds 3 ml de hidréxido de sodio 1M en un litro de
solucidn, el pH se ajustd con una solucidn 1IN de Na OH (7).

<

6. Proteinas usadas. Se tratd de hacer electroforesis de las -

fracciones obtenidas por cromatografia, no siendo satisfactorios los resul

tados; por lo cual se hicieron preparaciones de '"gluten' por otro m&todo -

qQue se describe m3s adelante.

Se hizo electroforesis de las proteinas totales (mismos extrac——
tos preparados. para la cromatografia) y del gluten de cada una de las va-—-—
riedades, asf como de las muestras tomadas como "tipos' de glutenina, glia

diﬁa y gluten.

7. Preparacidn de los glitenes. La harina (aprox. 25 g) se ex-

trajo con alcohol n-butilico para remover los lipidos, el almiddn y otros-—

componentes se eliminaron de &sta por medio de lavados sucesivos con una -

solucidn de NaCl al 1%, formdndose una masa gomosa. La bola de gluten se-

" BISJOTECA CENTRAss
B; B, & m

de una altura-
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dispersd en dcido acético O0.1N (20 ml por <ada g de gluten) en una homoge—

nizadora y a continuacidn se centrifugd a 2000 rpm 10 min., y posteriormen

te a 16 000 rpm durante 5 min., obteniéndose una solucidn clara. Para -~ -

inactivar las enzimas proteoliticas, la solucidn se calentd a 92-93°C y

por Gltimo .se liofilizd (11).

Esta misma operacifn se repitid con cada una de. las harinas de
trigo.

8. Procedimientos de electroforesis.

Las soluciones para elec—

troforesis del gluten de cada una de las variedades fueron preparadas di—
solviendo 25 mg. delbgluten liofilizado en 5 ml de la solucidn amortiguado

ra de formiato m&s urea 3M, en el caso de encontrarse presente una parte =-—

insoluble, se elimind por centrifugacidn.

Para la electroforesis de las proteinas tipos de gluten, gliadi-
na vy glutenina

se prepard una solucidn conteniendo 3 mg. de proteina en -

1 ml. de la solucidn amortiguadora de formiato mis urea 3M.

Para la electroforesis de las proteinas totales se utilizaron -

los mismos extractos que se prepararon para la separacidn en columna de

cromatografia.

9. Agliéacién de la muestra.

A cada tubo se le inyectaron apro

ximadamente 100 pl conteniendo 300 ug.de cada una de las soluciones de glu

ten, y lo mismo para las muestras tipos. Para los extractos conteniendo

las proteinas totales, se aplicardn LQO ug.
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Los corrimientos se llevaron a cabo por 4 hrs. con una corriente

‘de 5 mA  por cada tubo, colocando el &nodo en la parte superior y el citodo
- en la parte inferior. Se dejd circular la corriente de agua durante las -

corridas.

10. Deteccidn de la Proteina. Al final de la electroforesis, -
los geles se sacaron y tifieron durante 30-60 min. en una solucidn de Amido
Black al 1% en 3acido acético al 5% y se destifieron con lavados sucesivos -

de una solucidn de &cido ac&tico al 1% con agitacidn constante.
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SEPARACION CROMATOGRAFICA

Los perfiles obtenidos para las proteinas de las siete muestras -

de harinas presentadas en la tabla 3, asi como de las muestras de proteinas

tomadas como "'tipos’, se muestran en las Figs. 4-13 (separacidn cromatogrf-

fica usando una columna de Sephadex G-200 y solvente de AUC).

Calibracidén de la columna.

Al ser cromatografiadas por separado-—

las soluciones proteicas de las muestras de glutenina, gliadina y glutren

(Figs.4—-86), con el fin de determinar los rangos de volumen al que eluyeﬁ o

salen de la columna al ser arrastradas por el solvente de AUC, se obtuvo —

una curva o patrdn caracteristico para cada una de ellas.

La Fig. 4% representa el perfil y el volumen de elucidn para la

glutenina que se obtuvo casi totalmente pura como puede observarse$ mien-—

tras que en la curva correspondiente a la gliadina (Fig. 5), se formaron 2

picos, uno mayor que representa el 85% — 90% del total de la proteina y

otro menor (10% - 15%), gque se considerd ser impureza de glutenina basfndo

nos en su baja concentracidn y en comparacidén con el pico formado por esta

Gltima proteina en la Fig. 4. Taylor, N.W., Jones, R.W.,Babcock, G.E., y -

Dimler, R.J. (9) vtambi&n hacen mencidn al hecho de que la glutenina puede -
obtenerse relativamente pura, mientras qQue la. gliadina se ha encontrado con
taminada con restos de glutenina, lo cual estd de acuerdo con los resulta--—

dos aqui obtenidos.

Cuando se hizo la separacidn de las proteinas en la muestra toma

da como "tipo" de gluten de trigo (Fig. 6), se observaron varios picos,. -

dos de los cuales se formaron casi al mismo rango de los formados en las -
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Figs. 4 y 5, faclitdndose por lo tanto, la caracterizacidn o identificacidn

de é&stos.

Como ya se ha mencionado, el gluten de trigo Gnicamente estd for-
mado por las proteinas denominadas glutenina y gliadina, con lo cual surge-—
la duda de la pureza del gluten usado que Seguramente se encontraba contami
“nado con fracciones de proteinas "solubles', tales como albfiminas ¥y globuli

nas (3er. y 4Ho. picos).

La existencia de estas fracciones que no forman parte del gluten
se debid, probablemente, al método usado para la obteﬁcian de &ste;, basando
nos ademiis en los reportes de otros trabajos (9,10, 18,26), en que se han -
separado por cromatografia, e identificado las proteinas de glutenes de  «o~
harinas y también se han encontrado fracciones de proteinas hidrosolubles -
que se consideran no ser proteinas del gluten por su 'maturaleza', ya gue -
difieren de las 'verdaderas proteinas del gluten' en sclubilidad, movilidad
electroforética, prépiedades fisicas (carentes de elasticidad y cohesivi— -
dad), y composicidn de aminofcidos. Con respecto a &sto, se cohsideraroﬁ -
ser albﬁminaé y/o globulinas que se encuentran presentes como resultado de-
un atrapamiento.fisico o interaccidn con los componentes del gluten.

De la observacidn de estos hechos (Fig.'%-6), pudo comprobarse que
la gluteniné de peso molecular mayor eluye o sale primero de la columna, -—
siguiéndole la gliadina y finalmente 155 albtminas de menor peso molecular-—

(10).

Cromatografia de los extractos.- Una vez calibrada la columna se

procedis a la separacidn de las soluciones conteniendo las proteinas tota—-—
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les en AUC de las diferentes variedades de harinas de trigo enlistadas en-
la tabla 3, obteniéndose varias curvas de elucidn (Figs. 7 — 13), que dan -

una imagen completa y cuantitativa de la composicidn y distribucidn de las
proteinas en cada una de ellas.

Al examinarse estas curvas, pudo notarse la formacidn de tres pi-
cos principales que representan las diferentes proteinas presentes en cada-
una de ellas y gque mantuvieron una gran correspondencia con los picos res-~--
pectivos formados en todas ellas y con los formados en las soluciones de -
proteinas tomadas como "tipos", por lo cual la identificacidn de é&stos se -

hizo, en primer lugar, en comparacidn directa con los picos formados en la-

calibracidn de la columna, y en segundo lugar, con base en los reportes

de
Meredith y Wren ( 16 ), cuyo m&todo de separacidn cromatogrifica se siguid

en este trabajo.
De la observacidn de todas las curvas (Figs. 4 - 13), y por conve

niencia, aunque no -es estricatamente rigurcso, se usaron las siguientes de-—

signaciones para las partes de las curvas:

Entre un minimo aproximado de 48 ml hasta 80 ml., pico de la glu-
tenina.

Entre un minimo aproximado de 80 ml hasta 150 ml., pico gliadina-.

Entre un minimo aproximado de 150 ml er adelante otras proteinas—

tales como albGminas y/o globulinas
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TABLA 4

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE LA MUESTEA

AGREGADA A LA COLUMNA DE SEPHADEX G-200.

: "MUESTRA mg. de PROTEINAS mg. de PROTEINAS® ' ¢ DE RECUPERACION
i : : AGREGADOS QUE SALIERON
: Glutenina 14.07 13.68 97.26
: Gliadina 12.82 11.98 ‘93,44
Gluten 11.02 10.81 98.09
Barrigdn Bajfio .
& "Barba Negra" 22.85 21.85 95.62 .
Triticale ) 22.u48 20.98 93.33.
Jori C69 : 22.20 22.59 101.7S
; Siete Cerros 25.31 25 .41 100.39
T 66
Inia F66 25.51 " 23.00 80.16
Gold Medal 22.16 19.36 89.60
Tres Estrellas 20 .00 18.96 94 .78

2peterminado por la suma de concentraciones de las fracciones que emergie-—-

ron de la columna.
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TABLA 'S5

PORCENTAJE DE COMPOSICION DE LOS PICOS QUE
" REPRESENTAN A LAS PROTEINAS EN LAS DIFERENTES

HARINAS DE TRIGO.Z

Variedad % . Glutenina % Gliadina % Proteinas
. "salubles"b

Barrigdn Bajio

5 "Barba. Negra" 22.44 52.85 24.72
Triticale 25.49 50.81 i 23.69
Jori C69 27.01 50.00 22.99
Tres Estrellas 34.25 u7. 2;7 18.u48
| Siete Cerros T66 44.00 41.70 14.30
i Gold Medal 46 .66 44,49 8.85
Inia F66 57.35 38.86 2.79

@Tomando en cuenta que el &rea bajo cada pico es proporcional a la cantidad

de proteina presente,

b'l‘a.‘Le,s como albiminas y/o globulinas

u2



TABLA 6

RELACION CUANTITATIVA ENTRE LOS PICOS QUE RE-

PRESENTAN A LAS PROTEINAS DEL GLUTEN DE LAS

. DIFERENTES

VARIEDAD

VARIEDADES DE HARINAS DE. TRIGO.

RELACION

GLITENINA-—GLIADINA

Barrigdén Bajio

& "Barba Negra' 1 : 2.38
Triticale 1 : 1.99
Jori C 69 1 : 1.85
Tres Estrellas 1 : 1.38
Siete Cerros T66 1.05 : 1
Gold Medal 1.05 : 1
1.4 = 1

Inia F66

AR At m v e O 13- e R
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Es interesante hacer notar que la denominacidn de cada uno de los

picos, asi como los ranges en el volumen de elucidn, son comparables con 7
las investigaciones hechas a priori por Meredith y Wren, en 1966 (18), los
cuales separaron las proteinas de una muestra de harina de trigo en cuatro—
especies moleculares, utilizando una columna de cromatografia con Sephadexn-
G-200 y solvente de AUC, bajo las mismas condiciones usadas en este traba-jo
Y previamente calibrada con 15 proteinas diferentes con pesos moleculares -

conocidos de 15000 a 130000. Los picos obtenidos por ellos y perfectamente
identificados, correspondian en Srden a las gluteninas, giliadinas, albtmi~-

nas y no proteinmas. Los rangos de elucidn establecidos por ellos fueron

altamente reproducibles en este trabajo comprcbindose asi la identidad en -

la denominacidn.

El porcentaje de recuperacidn en la mayoria de las curvas fué
cuantitativo (tabla 4), con los limites del error experimental, afirm&ndcse
por lo tanto la efectividad del m&todo de separacién y del solvente de AUC-

usados para la extraccidn y cromatografia de las proteinas.

Como puede notarse, los perfiles de proteina en todas las curvas-—
(Figs. 7-~13), son relativamente similares, sobretodo en las variedades '"pa-
nificables'" (Fig. 7-9), aunque de un modo estricto cada variedad, atin siendo

de la misma especie tiene un patrdn de proteina caracteristico.

De la observacifn de las graficas y de las tablas 5 y 6, que mues

tran el porcentaje de composicidn en cada uno de los picos y la relacidn

cuantitativa entre &stos, se desprende que las tres primeras harinas proce-
dentes de tripgos tetraploides (T. durum), de las variedades Barrigdn Bajio-

o "Barba Negra', Triticale y Jori C69, de baja calidad de gluten y diferen-—
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tes en contenido proteiCO,pero similares en propiedades y usos, presentan -
una relacidn muy estrecha en el porcentaje de composicidn de cada uno de -

los picos respectivos.

En todas ellas, la fraccidn gliadina sSe encontrd presente en mu——
cho mayor proporcién, casi el doble, que la fraccidn glutenina. Se encon--—

traron ademds cantidades considerables de albiimina o proteinas que no for-

man parte del gluten.

El andlisis de las curvas obtenidas en la separacidn cromatogrifi

ca de las proteinas de las harinas de trigos hexaploides (T. vulgare) (Figs.

10 y 11), nos muestra algunas diferencias, aunque no marcadas, en la rela-

cidn. cuantitativa entre los picos que representan las proteinas del glutens
Aunque estas diferencias podrian explicarse por el hecho de que la variedad
Inia F66 es un trigo fuerte, a diferencia de la variedad Siete Cerros T66 -
que, aunque de la misma especie, es un trigo suave o débil de calidad infe-

rior al primero.

: En las dos harinas, altas en contenido proteico se mantuvo una re

lacidn glutenina-gliadina m&s pareja (aproximadamente 1 : 1), que en el ca-

L so. de las harinas provenientes de los trigos tetraploides. El porcentaje -
; :

de composicidn del Gltimo pico correspondiente a las proteinas hidrosolu- -

bles fue mayor en la variedad Siete Cerros T66. La variedad Inia F66 estu-

vo compuesta casi en su totalidad por las proteinas del gluten.

i
i
§
H
i

Estas dos Gltimas variedades son comparables con las mezclas ela-

boradas '""Gold Medal' y '"Tres Estrellas' por sus propiedades funcionales y -

caracteristicas del gluten. Aunque la primera es de gluten un poco més fuer

u4s




te y de mejor calidad que la segunda, tienen casi el mismo contenido prote-

ico,y la relacidén glutenina-gliadina también fu& mis pareja (@proximadamente

1:1), como en el caso de las harinas de los trigos hexaploides o harineros.

El pico de las proteinas hidrosolubles fu& menor para la curva de elucidn -

de la harina "Gold Medal' gque es m&s comparable o parecida por la fuerza ¥y
caracteristicas del gluren a la harina de trigo Inia F66.

Al ser comparados los perfiles de protreina de las mezclas comer—-

-ciales (Figs. 12~13) y de los trigos hexaploides (Figs. 10 y 11), con las -

harinas de trigo provenientes de trigos Ttetraploides (Figs. 7 - 9), se en--

cuentran diferencias més marcadas,y por lo tanto, mds significativas en la

relacidn gliadina-glutrenina (tabla 6). La presencia de la fraccifn corres—-—

pondiente a las proteinas hidrosolubles albdminas y/o globulinas no fu& ca-

cacteristica, ya que por ejemplo, las, variedades Inia y Siete Cerros (hexa—

ploides T.

vulgare), difieren bastante en el contenido de esta fraccidng;

aunque de cualquier modo, puede decirse que las variedades de Trigos no 'pa

nificables" (T. durum), presentaron un mayor contenido de proteinas hidro--

solubles (tabla S5). ‘

Y. Pomeranz, K.F. Finey y R.C. Hoseney (20) realizando estudios -

de fraccionacidn por ultracentrifugacidén y diferencias en solubilidad de -

los componentes de las harinas de trigo,y subsecuente reconstitucidn de es-—
Tas, encontraron que la glutenina era fuerte, cohesiva y eléastica, propieda

des que imparten buenas caracteristicas a la totalidad de la masa, lo cual-

pudo comprobarse por el métrodo de separacidn aqui usado, ya que al observar

la tabla 5 puede verse como a medida que aumentan la fuerza y viscoelastici

dad del gluten (propiedades establecidas en la tabla 3). se observa tambié&n

un aumento ''proporcionado’ y progresivo en el porcentaje de composicién re-
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lativo de glutrenina en la mayoria de las mues<tras.

El porcentaje de humedad y el contenido total de proteina (rtabla-
3), tampoco puede relacionarse de una manera definitiva con el tipo y cali
dad de las harinas, ya que tanto en los Ttrigos de baja calidad (tetraploi--—

des, T.durum) de gluten, como en los harineros o hexaploides, encontramos -

rangos parecidos en el contenido de proteina y humedad.

Por ejemplo, para la variedad Jori C68 encontramos el mds alto contenido de

proteina (14.37%) y sin embargo, se utiliza para hacer pastas y macarrones,

lo cual contradice algunos reportes (20) en los que se menciona que el prin

cipal factor responsable de las variaciones en el volumen del pan es el -

. contenido de proteina.

Indudablemente que muchos factores, incluyendo los gen&ticos (te-
Traploide, hexapleoide, etc.), Ttambié&n tienen influencia sobre la composi- -
cidn y funcionalidad de los diferentes tipos de harinas de trigo., dadas las

diferencias encontradas entre los trigos tetraploides y hexaploides, (Y.Po-

meranz, 1970).

Segiin los resultados obtenidos en el presente trabajo, las dife—-
rencias en la calidad y potenciales de panificacidn de las harinas de tTrigo
son una consecuencia de las relaciones cuantitvativas entre las proteinas, -
principalmente las que forman el gluten, encontrindose que a mayor despro-

porcidn de estas proteinas, se producen harinas de menor calidad panadera.

Estos datos coinciden con orros trabajos anteriores en los gue, -—

aunque no se siguid el mismo procedimiento ni se dan valores en la relacidn
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del porcentaje de composicidn, si se hace mencidn al hecho de que las dife-
rencias en la calidad del glutenj y consecuentemente de las harinas de tri-
go, pueden ser arribuidas a las variaciones en la cantidad,. . ya sea de glia-

dina o glutenina, o las diferencias en el radjio de una u owra (1, 2, 15).

Asi pues, debemos aceptar, por los resulrados aqui presentados y
los establecidos a priori, que las proteinas del gluten juegan un papel im-~
’porfantisimo en el conceptro 'Ycalidad" de las diferentes variedades de trigo,

- en cuanto a panificacidn se refiere.
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Fig.l4. Fotografias obtenidas de la electroforesis en gel de acrilamida de las --
proteinas del trigo llamadas ''‘glutenina' (a); '""'gliadina'" (b); y '"gluten"
(c) . Solucién amortiguadora de formiato de sodio pH 3.1-3.3; t= 4hrs. -
i= 5mA. ’




Fig.

15.

Fotografias obtenidas de la electroforesis en gel de acrilamida de las-
proteinas del gluten de las harinas de trigo Barrigén Bajio &6 "Barba --
Negra'" (a); Triticale (b); Jori C-69 (c); Siete Cerros T-66 (d); Inia -
F-66(e); Gold Medal (f) y Tres Estrellas(g). Solucidn amortiguadora de
formiato de sodio pH 3.1-3.3 ; t= 4hrs. ; i= S5mA. .

*a,b, ¢ '""no panificables H d,e,f,g ‘'""panificables''.
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Atica de las diferentes fracciones que Se separaron

“Fig. 17. Representacidén esquem
proteinas del trigo. llama

por electroforesis en gel de acrilamida de las

das'"glutenina'" (a); "gliadina" (b) y ""gluten” (c) - o

Solucién amortiguadora de formiato de sodio pH 3.1-3.3 3 t= 4hrs. ;i=5mA.
*Las bandas se dibujaron por observacidén directa de los geles y en comparacidn con
',"Ios negativos'' de las fotografias respectivas,

con el fin de facilitar la compren-
sidén; pues en estas Gltimas se pierden algunos detalles de las bandas.
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18.

Representacidn esquemdtica de las diferentes fracciones que se separaron por
electroforesis en gel de acrilamida de las proteinas del gluten de las hari-
nas de trigo Barrigén Bajio 6 Barba Negra(a); Triticale(b) ; Jori C-69 (c) ;
Siete Cerros T-66 (d); Inia F-66 (e):; Gold Medai(f); y Tres Estrellas(g).
Solucidn amortiguadora de formiato de sodijio pH 3.1-3.3; t=4hrs ; i= S5maA.

* a,b,¢c "no panificables'' d,e,f,g ''panificables"
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Fig.19. Representacidn

pPararon por

efinas "totales" de las hari--

nas de trigo Barrigsdn Bajfo & Barba Negra(a) ; Triticale(b); Jori C-69 (c) ;-

Siete Cerros T-66 (d) ; Inia F-66 (e); Golid Medal (£) . y Tres Estrellas (g).

Solucién amortiguadora de formiato de sodio pH 3.1-3.3 5. €= 4 hrs; j= SmA.,
* a,b,c " no Panificablesg" d,e,f,g "panificables".




SEPARACION ELECTROFORETICA

Como ya se indicd bajo el capitulo de Material y Mé&todos, se tra-
tS5 de hacer electroforesis por separado de cada uno de los picos obtenidos-
en la cromatografia de las diferentes variedades de trigo,no logrindose re-—
sultados satisfactorios en la separacidn de -los componentes de cada una de
las fracciones. Asimismo, se intentd hacer la separacidn sobre Cellogel R.
S.(acetato de celulosa)con soluciones amortiguadoras de fosfato de sodio-ac.
fosfdrico y TRIS-glicina. Igualmente se hizo electroforesis sobre membrana
en la microzana con soluciones amortriguadoras de acetato de sodio-ac. clohi
drico y formiato de sodic ac. fGrmico. En ninglin caso se mostrd resolucidn
apreciable en los patrones electrofor&ticos, en ambos casos, la proteina -
aparecid como una sola banda ancha y difusa, quedindose casi toda en el ori
gen. Siguiendo el método descrito por Lee, J.W. en 1963 (14), para la se-
paracidn por electroforesis de las proteinas del gluten de trigo, usando -
gel del peoliacrilamida y solucidn amortiguadora pH 8.6 (dél lado alcalino-—
del punto isocel&ctrico), también se fracasd, ya que la proteina no penetra-—

ba dentro del gel.

Posteriormente, se uso la electroforesis en gel de poliacrilamida’
con soluciones amortiguadoras de acetato de sodio-ac. clorhidrico y formia-
to de sodio-ac. férmico pH 3.1-3.3, logrindose buena resolucidén en los dos-
casos, sblo que en el Gltimo la separacidn de los componentes fue mds clara

¥ la movilidad fu& mayor.

Al hacerse la electroforesis de los glitenes de cada una de las -
variedades de trigo que aparecen en la tabla 3, asi como de los extractos -

preparados para la cromatografia,conteniendo las proteinas totales,y de -—
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las soluciones de proteina ‘'tipo', se cobtuvieron varios patrones electroforég

ticos diferentes para cada variedad.

Como puede observarse en las fotografias (Fig. 14-16), y més clara
mente en los diagramas de las diferentes fracciones que se separaron por -
electroforesis (Fig. 17-19), se obtuvieron varias bandas que representan -

los diferentes componentes de las proteinas que constituyen las harinas de

trigo.

La designacién de las bandas (A, B, C, etc.), fué convencional pa
ra mayor facilidad y comodidad en la identificacidén y comparacidn de cada -
una de ellas, el ancho de las bandas de una aproximacidn de la concentra- -

cidn relativa de los componentes.

.Electroforesis de las muestras_de proteinas tipos.

Al hacerse la electroforesis de la proteina tomada como "tipo" de
"glutenina" (Fig. 14a y 17a), se observd una banda ancha en la parte supe-——
rior gue no alcanzd a penerrar dentro del gel, debido, tal vez, a sSu gran -
tamafio molecular (10), representada por la letra "A", ademds, de otra banda
casi imperceptible que si penetrd y que seguramente sean ''trazas'" de impu-—
rezas de gliadina, con lo cual, y consecuentemente, Se comprueba loé traba-—
jos ahterior‘es en los que esta misma fraccidn, perfectamente identificada,—
tampoco penetro dentro de los geles de almiddn (25) y acrilamida usados = —

(17).

La identificacidn de los distintos componentes de la fraccidn -

"gliadina" (Fig. 14b y 17b )} se hizo por medio de la electroforesis de la. -
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muestra tomada como tipo, resolviéndose en 10 componentes que penetraron

dentro del gel (B, C,D,E,F,G,H,I,J,H), lo cual concuerda con los datos obte
nidos de la literatura,en cuanto a que las fracciones identificadas como -
componentes de la gliadina, penetran, todos elleos, dentro de los geles usad

dos. Sin embargo, el niimero mayor de bandas que se reporta, utilizando gel

de almiddn, es de 8 (25).

El patrdn electroforético para la muestra tomada como '"tipo' de -

"gluten de trigo'" (Fig. ilc y 17¢c), muestra la banda correspondiente a la -

glutenina mé@s 10 bandas que penetraron dentro del gel, de movilidad electro

forética similar a los componentes de la gliadinaj comprobandose asi, la

participacidn de estas dos proteinas en la formacidn del Ygluten".

Cabe hacerse notar que la relacidn de estas bandas a los componen

tes de las fracciones del gluten. coinciden con los componentes encontrados

en la electroforesis de las fracciones correspondientes separadas por croma
tografia en otros.trabajos (Jones , Babecock, Taylor y Dimler) (9).

Electroforesis de los gliitenes.

El efecto de preparacidn del gluten de las distintas harinas de -
trigo; dificultd la completa disolucidn de éste, en la solucidén amortiguado
ra de formiato :de sodio, por lo que al hacerse las soluciones para la elec
troforesis, la parte insoluble se separd por centrifugacidn; como ‘consecuen
cia de &sto,y al no penetrar la fraccidn glutenina dentro del gel, no fué -

posible hacer comparaciones cuantitativas en la relacidn gliadina-gliutenina

en las diferentes variedades como se hizo en la separacidn cromatografica.
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Cuando se hizo la separacidén electroforética de los glitenes de -

las diferentes variedades de trigo y comparando sus patrones (Fig. 15 y 18)

con los obtenidos en la electroforesis de las proteinas tipos, se notaron-

las bandas (en igual © menor nilunero) correspondientes a los componentes de

la fraccidn gliadina m&s la banda perteneciente a la glutenina. En algunos

de las bandas ( E,F,G,H,I,J,K), no -

patrones, la separacién en la regidn

fué muy clarajsdando la impresidn de ser cuatro componenetes o fracciones
principales formados por mayor niimero de subcomponentes. Sin embargo, el =
algunos casos, en que la separacidn fué mejor , por ejemplo en la variedad -

Y"Barba Negra'" y Jori (Figs. 15 y 18) se observaron 7 bandas perfectamehte -

nitidas en esta regidn.

En algunos geles, se notd tambi&n la presencia de una bandas'que—

se movieron a la cabeza de los componentes del gluten, y cuya mavilidad

electroforética corresponde a los componentes de las fracciones de protei-—
nas aisladas de los estractos acuosos de las harinas de trigo (Jones, Bab--

cock, Taylor y Dimler) (9); bajo esta base fueron identificadas como albii~—

minas y globulinas.

Se cree que estas proteinas estdn presentes en las preparaciones-—

de los glGtenes como resultadeo de un atrapamiento fisico durante el lavado-

sin embargoj en ciertos casos, en los que se-

de la bola de gluten (11,24),

" presume que el lavade fué mejor, no se notraron estas bandas, comprobindose-

asi su identificacidn.

Deberia esperarse una sililitud en los patrones electroforéticos—
entre los gliitenes de los trigos tetraploides (T.durum) de baja calidad de

proteina (Figs.15 y 18 a,b,c,) y entre los de los trigos hexapleoides (T.vul
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gare) (Figs. 15 y 18 d, e) de buenas propiedades de panifiicacidn! sin em——

bargo, los resultados muestran diferencias marcadas afin entre los trigos de
la misma especie. Lo mismo sucede con los gliitenes de las mezclas comer——
ciales estudiadas (Figs. 15 y 18 £, g). Evidentemente, las diferencias en

tre las diferentes especies fueron mayores.

Como puede observarse, la movilidad de las bandas fu& la misma -

en casi todas las preparaciones de los gliitenes] sin embargo, el nimero de

&stas, asi como la distribucidn y concentracidn varid en algunos casos.

El poder de resolucidn de la regisn en que se encuentran las ban
das E,F,G,H,I,J,K, y de los componentes representados por las bandas B,C v
D Explica las diferencias encontradas en el nimero de fracciones en las -

distintas variedades de trigo, que van desde 6 hasta 11.

Al ser comparados los pafrones electz-ofor‘éticos del gluten de
las harinas de trigo estudiadas en este trabajo, con el patrdn electroforé
tico ciel gluten de trigo "Ponca' (Fig. 3), el mis extensamente estudiado y
en el que se ha hecho la mejor' identificacidn de los componentes del glu-—

ten(2S), se encuentran semejanzas, a pesar de los diferentes medios de so-

porte y soluciones amortiguadoras usados. Por ejemplo en la electrofore-—

"Jori' (Figs. 15 y 18 c), los siete componentes -

ripidamente (E,F,G,H,I,J,K), probable-—
be

sis del gluten del trigo

de la gliadina que se movieron mis

las ; fracciones alfal, a:Lfaz, betai,

mente correspondan, conjuntamente a
ta2, betaa, betau, gamma; y alguna de las bandas B,C,D que se movieron méas
lentamente a la fraccidn omega del gluten de trigo '"Ponca, basdndonos para

&sta comparacidn en la observacidn de sus distancias de migracidn. .
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El resultado de estas comparaciones parece indicar que fué& la
aparicidn de las bandas B,C,D y no una sola,la causante de que el niimero-

mayor de componentes encontrados para la fraceidn gliadina fueran 10 y no-—

B,éon\o se ha reportado (9, 25).

Evidentemente, la fraccidn que no penetrd dentro de los geles, —

corresponde a la glutenina.

Electroforesis de las proteinas totales.

El andlisis electroforético de las soluciones conteniendo las

proteinas totales de las harinas de trigo (Fig. 16 y 19) muestra coz;respo&

dencia e identidad con los componentes presentes en la electroforesis de
los gliitenes correspondientes, dbservandose Gnicamente que la separacidn -

de las bandas fué menos clara, aunque la resolucidn fue la misma notindo-
se ademds mayor concentracidn de proteina en la regidén correspondiente a -

los componenetes de las fraceciones hidrosolubles que se mueven a la cabeza

de: los componentes del gluten (25), aunque no se logrd claridad en la sepa
racidn. Se presume ademis,que algunas bandas que se movieron con mayor ré
pidez se salieron del gel, ya que como se ' ha mencionado, se han encontra-
do hasta 11 componentes electroforéticos para la fraccidn albfimina y cuan-

do menos 3 componentes clasificables como globulinas (5).

La deteccidn 'parcial' de estas fracciones no fu& significativa-

en la interpretacidn de los resultados, si se tiene en cuenta que la cali-
dad de las harinas estd relacionada principalmente a la proteina del '"glu--

ten" (20) como ya se menciond en los antecedentes de este trabajo.
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El ex3men- -de los patrones electroforéticos muestra que cada va-——
riedad tiene un patrrdn caracteristico, y que aunque algunos de los trigos-
de la misma especie muestran similitud, &sto no hace posible relacionar -
ning@n tipo de patr8n electroforético a la calidad y proﬁiedades funciona
les de las harinas. Por ejemplo,las variedades Inia y Siete Cerros son de
la misma especie y sin embargo difieren grandemente en sus patrones elec— ~

troforéticos.

Sin embargo,los resultados obtenidos en el presente trabajo mues
tran diferencias en las cantidades relativas de algunos de los componen-
tes presentes, asi como la presencia o ausencia de algunos de &stos, dife-

rencias que tal vez podrian explicar la diversidad existente entre las ha-

rinas.

Es . interesante comﬁarar los resultados descrito; en este trabajo
con los otros métodos de separaci&ﬁ electroforética, encontréndose que los
resultados no son estrictamente comparables, debido a que la seﬁaraci&n 4
T.éaracferizacién de los componentes de las distintas fracciones ﬁr;teicas -
que constituyen las harinas de trigo se ha hecho bor electroforesis de fa-
se mé&vil (2,11) y electroforesis de zona en gel de almiddn (4,5,25), usan—
do soluciones amortiguadoras de lactato de aluminio. En el caso en que se
han hecho estudios con geles de acrilamida (8,12,14,15,17), el ﬁcder de re

solucidn fud menor y la caracterizacidn de las fracciones no ha sido bien

establecida.

La solucidn amortiguadora de formiato de sodio-dcido f&rmico no-
ha sido utilizado con anterioridad para el estudio de las proteinas de tri

go. Asi pues, debemos aceptar que el método de electroforesis usado en el
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presente trabajo, usando gel de acrilamida y solucidn amortiguadora de for_
miato de sodic pH 3.1

~ 3.3 did mejores resultados en la resolucidn de las
fracciones, dando

en algunos casos hasta 11 compeoenentes para las proteinas
del gluten, 10 de los cuales penetran dentro del gel correspondientes a la
fraccidn gliadina

Yy uno que permanece en el origen perteneciente a la frac
cidn glutenina.

SUGERENCIA.

Se considera que los resultados obtenidos en esta tesis, pueden—
servir de base a trabajos posteriores para los que se sugeriria continuar
el andlisis electroforético peruv de la fraccidn glutenina por un método
que permita la entrada de sus componentes al gel; o bien, podria hacerse -
el estudio clinico de nifios celiacos alimentados por productos elaborados-—l

con las harinas de las diferentes varijedades de trigo aqui estudiadas, pa-

ra comprobar si con las demis especies de propiedades semejantes al trigo-
Barrigdn Bajio o "'Barba Negra'" tampoco se presenta el cuadro clinico ca—

racteristico de la intolerancia hacia el gluten de trigoi con el fin de en

contrar mayores datos que puedan ser utilizados en la alimentacidn de es-—-
tos pacientes.
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De los métodos de separacidn de proteinas utilizados en el pre—-—

sente trabajo, la cromatografia en columna de Sephadex G-200,

usando come solvente una solucidn de dcido acético, urea y bromu
ro de cetil trimetil amonio (AUC), aportS mayores datos que la -
electroforesis para el estudio de las relaciones existentes en—-
tre las proteinas y la '"calidad'" de las diferentes harinas de -~
trigo estudiadas. Sin embargo, en la electroforesis en gel de -
acrilamida y solucidn amortiguadora de formiato de sodio-dcido - .
£érmico pH 3.1-3.3, la separacidn y el poder de resolucidn de

los componentes de las proteinas fué mejor.

Por medio de la cromatografia lograron separarse las proteinas -
totales de las diferentes harinas de trigo en 3 fracciones prin-
cipales; identificadas como "gluteninas", ''gliadinas" y "albmi-

nas"™ o "globulinas".

En la separacidn cromatogrifica pudo notarse gque una mayor pro-
teccidn en el porcentaje de composicifn entre las proteinas del
gluten (glutenina-gliadina) da como resultado harinas con mejo--—

res caracteristicas en los procesos de panificacidn, mientras

que a mayor desproporcibn, se produce el caso contrario.

Para las harinas de las variedades de trigo Barrigdn Bajfo, Tri-
ticale y Jori C-69, la relacidn glutenina— gliadina fu€ aproxima
damente 1:2. para las harinas de mejor '"calidad" panadera: Gold
Medal, Tres Estrellas, Siete Cerxros T-66, e Inia F-66, la rela--—-

cidn fue aproximadamente 1:1 respectivamente.
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El contenido de proteinas solubles tales como albminas y/o glo-

bulinas fué& mayor en las especies T. durum o tetraploides.
Pudo comprobarse que el valer de una harina de trigo depende no-

sdlamente del contenido de proteina, sino que tambié&n de la "ca-

1idad'" de la proteina.

Se considera que las diferencias encontradas en la relacidn glu-

tenina-gliadina, pueden sexr tomadas en cuenta en los procesos de

mejoramiento de las harinas de trigo.

Por medio de la separacidn electroforé&tica de las proteinas de -
las distintas harinas de trigo, se encontraron hasta 10 componen
tes para la fraccidn gliadina que penetfaron dentro del gel de -~
acrilamida y 1 componente para la glutenina que no alcanzd a pe-—
netrar. Para las fracciones de proteinas solubles Gnicamente se

obtuvieron algunas bandas, cuya separacidn no fueé clara, presu-—-—

miéndose qu e otras se salieron debido a su mayor movilidad elec

troforética.

No fue posible relacionar ningin tipo de patrdn electrofor&tico-
a determinada especie de trigo, ya que tanto en los trigos‘de ba
ja calidad de gluten (Barrigdn Bajio o '"Barba Negra", Triticale-
y Jori CGSj, como en los de buena calidad (Inia F-66, Siete Ce——

rros T66, Gold Medal y Tres Estrellas), se encontraron diferen-——

cias entre si.
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10.

Sin embargo, por el método de eleciroforesis usado en este traba
jo, la resolucidn Sptima en el nimero de componentes que se obtu

de 11, mientras que el mdximo nGmero de componentes encon

vo fue
trados en el gel de almiddn qQue se reporta en la literatura para
las proteinas del gluten es de 9% comprobindose asi 1a mayor - =

efectividad del método usado en el presente estudio.
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