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RESUMEN 
 
 

 

El tratamiento de la enfermedad celiaca es una dieta sin gluten de trigo, cuyo 

pan hecho con granos alternativos tiene propiedades poco aceptables. Una 

posibilidad es la panificación con gluten modificado, para evadir la respuesta 

inmune. Así, el objetivo de esta tesis fue modificar enzimáticamente el gluten 

durante el proceso de panificación para reducir la respuesta inmune, 

conservando las características del pan. Se ensayó primero la unión de lisina al 

gluten aislado usando transglutaminasa microbiana (TGm) o quimiotripsina 

(QT), además se unió valina utilizando QT. Posteriormente, se pasó al proceso 

de panificación iniciando con la etapa de amasado, agregando cada aminoácido 

y enzima, se continuó el proceso con y sin ponchado. Se evaluaron las 

propiedades reológicas de la masa, el volumen específico de los panes y se 

cuantificó gluten reactivo. Las mejores condiciones para modificar gluten fueron 

0.4 U/mL de TGm y 0.2 M de Lys, así como 0.8 U/mL de TGm y 1 M de lisina, 

pH 8, 50°C y 45 min de reacción. La valina y la lisina se unieron mejor usando 

QT con la relación 1:100 QT:gluten, 5% valina a pH 5, o 10% lisina, 37°C y 70-

80 min de reacción. En cuanto a volumen específico y reducción de gluten 

reactivo, fueron mejores los panes modificados con QT que con TGm. 

Omitiendo el ponchado de la masa, se redujo mejor el contenido de gluten 

reactivo, independientemente del aminoácido unido. El pan elaborado con 10% 

de lisina usando QT, mostró mejor disminución (52%) de gluten reactivo 

comparado con el control. La transpeptidación de proteínas durante la 

panificación es una tecnología prometedora para la elaboración de pan de trigo 

para enfermos celiacos. 
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ABSTRACT 
 
 
 

Treatment for celiac disease is a gluten-free diet, but bakery foodstuffs made 

from alternative grains have low acceptability. Gluten could be modified to avoid 

the immune response of patients and then used for baking. The aim of this 

thesis was the enzymatic modification of gluten during the baking process, to 

reduce the immune response, preserving the gluten properties required to make 

wheat bread. Firstly, lysine was bound to isolated gluten using microbial 

transglutaminase (mTG) or chymotrypsin (QT) and separately, valine was also 

bound to the isolated gluten by QT. Afterwards, the beginning of the baking 

process started with the mixing of wheat flour, each amino acid used and the 

corresponding enzyme with and without punching. Dough rheological properties, 

specific volume and the reactive gluten of breads were evaluated. The best 

conditions for isolated gluten modification with lysine were 0.4 U/mL of mTG and 

0.2 M Lys and, 0.8 U/mL of mTG and 1M Lys, pH 8, 50°C and 45 min reaction. 

Those conditions for valine and lysine binding using QT were 1:100 

chymotrypsin:gluten, 5% Val or 10% Lys, pH 5, 37°C and 70-80 min reaction. 

The modified breads using QT were better regarding specific volume and 

reduction of reactive gluten than those obtained by mTG for. The gluten 

reactivity was lower when the punching step was omitted, independently of the 

amino acid bound. The best gluten reactivity reduction (52% compared to non-

modified bread) was obtained with 10% lysine using QT without punching. 

Protein transpeptidation during baking process represents promising technology 

to make wheat bread with reduced reactive gluten for celiac patients. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía autoinmune, que se desarrolla 

en personas genéticamente predispuestas (Abadie et al., 2011). Esto, debido a 

la ingestión de las prolaminas del gluten, denominadas gliadinas, secalinas y 

hordeinas en trigo, centeno y cebada, respectivamente. Además, las proteínas 

de maíz y avena también pueden desencadenar la intolerancia en algunos 

celiacos (Kristjánsson et al., 2005; Lundin et al., 2003). 

El único tratamiento disponible para la EC, es una dieta libre de gluten de por 

vida. Por ello, actualmente se ofrecen en el mercado diversos alimentos libres 

de gluten, principalmente productos de panificación. Estos alimentos para la 

nutrición especial, no presentan las mejores características de calidad ni de 

aceptabilidad porque no contienen gluten de trigo, que es el que aporta las 

propiedades funcionales a la harina destinada a panificación. Por tal motivo, la 

tecnología de alimentos ha buscado nuevas opciones que puedan aplicarse 

para el desarrollo de estos productos, brindando calidad, sin representar un 

riesgo para los celiacos (Cabrera-Chávez y Calderón de la Barca, 2010). 

Una de las alternativas en el desarrollo de alimentos para celiacos, es la 

modificación enzimática de las proteínas del gluten con aminoácidos unidos a 

las cadenas laterales, para evadir la respuesta inmune. Esto puede llevarse a 

cabo mediante el uso de enzimas que catalizan reacciones de transpeptidación. 

Entre éstas, se encuentra la transglutaminasa microbiana, que pertenece al 

grupo de las acil-transferasas y cataliza el entrecruzamiento entre el grupo acilo 

de los residuos de glutamina y el grupo amino de lisina (Gianfrani et al., 2010). 

Además, se ha estudiado el uso de proteasas que actúan como transferasas en 

un medio restringido de agua, para la síntesis de enlaces peptídicos. En esta 

forma, se pueden unir diversos aminoácidos hasta encontrar la modificación
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que mantenga mejor las propiedades tecnológicas del gluten, para la 

panificación (Cabrera-Chávez et al., 2010). 

La finalidad de realizar estas modificaciones es que los productos resultantes 

no sean reconocidos por el sistema inmune de los celiacos. Por ello, estas 

modificaciones deben ser evaluadas inmunológicamente para asegurar que no 

queden proteínas que sean reconocidas por el sistema inmune de los celiacos 

(Cabrera-Chávez et al., 2010).  

En este estudio, se formularon panes de harina de trigo modificados 

enzimáticamente, por unión de aminoácidos durante el procesamiento, 

añadiéndolos junto con las enzimas en el mezclado. Para establecer las 

condiciones de reacción,  se realizaron modelos sencillos utilizando gluten 

aislado de trigo en suspensión. A las masas preparadas, se les evaluaron las 

propiedades reológicas, y a los panes obtenidos se les evaluó el contenido de 

gluten reactivo. 
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ANTECEDENTES 
 
 
 

Enfermedad Celiaca 
 
 

El trigo, después del maíz y al igual que el arroz, es uno de los cereales de 

mayor cultivo y producción en el mundo, ya que es un alimento básico para la 

alimentación humana (von Braun, 2007). Sin embargo, aproximadamente el 1% 

de la población presenta una intolerancia al gluten de trigo y cereales como el 

centeno y la cebada (Catassi et al., 2007), definida ésta como enfermedad 

celiaca. Esta patología ocasiona lesiones en la mucosa intestinal causando la 

posterior atrofia de las vellosidades (Tjon et al., 2010). De no ser tratada a 

tiempo, puede dar lugar a problemas de malnutrición, por la deficiencia en la 

absorción de nutrientes, así como inducir el desarrollo de otras enfermedades 

autoinmunes. Además, se ha asociado a linfomas intestinales y algunos tipos 

de cáncer (Cattasi et al., 2005). 

La EC se presenta en personas genéticamente predispuestas, portadoras de al 

menos una de dos variantes del antígeno leucocitario humano (HLA): las 

moléculas DQ2 y DQ8. Pero la presencia de estos haplotipos no es un factor 

decisivo para desarrollar EC, sino la combinación de este elemento genético 

con factores ambientales (Abadie et al., 2011). Diversos estudios han 

encontrado que las infecciones virales repetidas, la falta de lactancia materna, 

la introducción temprana de cereales a la dieta e incluso el uso de fórmulas 

infantiles, son factores ambientales de riesgo (Green y Jabri, 2006). 

La EC se caracteriza por la intolerancia permanente al gluten, que es la fracción 

insoluble en agua de las proteínas de almacenamiento del trigo y otros cereales 

emparentados taxonómicamente. Estas proteínas en el trigo son denominadas 

gliadinas (prolaminas) y gluteninas (glutelinas) y son ricas en los aminoácidos
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glutamina (~35%) y prolina (~15%) (Tjon et al., 2010). Este último aminoácido 

es único a causa de su estructura cíclica, su conformación impone algunas 

restricciones de accesibilidad a la acción proteolítica. Debido a su contenido alto 

de prolina, las prolaminas se hidrolizan solo parcialmente en el tracto digestivo 

(Matthias et al., 2010; Shan y Khosla, 2007). Así, en los enfermos celiacos con 

permeabilidad intestinal restringida, dichos péptidos grandes de gluten llegan a 

la superficie de la mucosa intestinal, pasan a lámina propria e inician la 

respuesta inmune. 

 
 
Patogénesis 
 
La piedra angular en la patogénesis de la EC es la presencia de las moléculas 

DQ2 y DQ8 del HLA (Abadie et al., 2011; Tye y Anderson, 2008). El primer 

evento en el desarrollo de la EC es la activación de la respuesta inmune innata 

por la entrada de péptidos de gluten a través de la barrera epitelial a la lámina 

propria (Schuppan et al., 2005). En ese sitio, los péptidos de gluten son 

desaminados por la enzima transglutaminasa tisular (TGt) y quedan con carga 

eléctrica. De esta forma, aumenta su afinidad a las moléculas HLA-DQ2 y/o 

DQ8 presentes en células dendríticas, que posteriormente presentan los 

péptidos a las células T CD4+ (Roessler, 2007), activándose la respuesta 

inmune adaptativa.  

 

La activación de la respuesta inmune adaptativa ocasiona un daño en el epitelio 

intestinal, por la producción de citocinas Th1 principalmente interferón (IFN)-γ 

(Gianfrani et al., 2007). Esta reacción provoca la destrucción de las vellosidades 

y un aumento en la permeabilidad intestinal. La repuesta adaptativa de tipo 

humoral es activada por las células T CD4+, debido a la liberación de citocinas, 

en donde los linfocitos B generan anticuerpos anti-transglutaminasa y anti-

gliadinas (Roessler, 2007). 
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Tratamiento  
 
El único tratamiento de la EC hasta hoy, es mantener una dieta exenta de 

gluten (Matthias et al., 2007), lo cual es un reto, debido a que es un ingrediente 

utilizado ampliamente en la industria de los alimentos. Sus principales 

aplicaciones son en productos de panificación, para la elaboración de galletas, 

pastas y como ingrediente en salsas, sopas instantáneas, e incluso 

medicamentos. Por ello, el consumo diario de gluten en la población sana es 

entre 10 y 15 g/día, lo cual dificulta en gran medida la adherencia a una dieta 

que no lo contenga (Tjon et al., 2010). Además, factores como la presencia de 

pequeñas cantidades de gluten en algunos productos por contaminación en los 

procesos de producción, el costo alto y disponibilidad limitada de los productos 

libres de gluten, hacen difícil mantener una dieta sin gluten. 

La variabilidad en la sensibilidad al gluten entre los individuos y la dificultad para 

mantener una dieta estrictamente libre de gluten, han dado lugar al desarrollo 

de nuevas terapias para combatir o evitar los efectos de la EC. Entre éstas se 

encuentran el uso de agentes bloqueadores de la TGt o de los receptores HLA-

DQ, así como citocinas anti-inflamatorias. También se ha considerado el uso de 

antagonistas específicos de zonulina para inhibir la permeabilidad intestinal y de 

propil-endopeptidasas para degradar los péptidos de gluten. Sin embargo, todas 

estas alternativas aún están bajo estudio, por lo que su posible aplicación 

puede tardar algunos años (McAllister y Kagnoff, 2012; Lerner, 2010). 

Actualmente, además del desarrollo de medidas terapéuticas, se han propuesto 

diversos tratamientos tecnológicos para la elaboración de productos de 

panificación con gluten de trigo, para celiacos. Estos, consisten en la 

modificación de las secuencias tóxicas de las proteínas del gluten, con el fin de 

evadir la respuesta inmune de los pacientes celiacos (Cabrera-Chávez y 

Calderón de la Barca, 2010). 
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Proteínas en Panificación 
 
 

Las proteínas del gluten son el principal factor ambiental para el desarrollo de la 

EC (Pszczola, 2010). Son un conjunto de proteínas de almacenamiento del 

trigo, que tienen en común su insolubilidad en agua y su alto contenido de los 

aminoácidos glutamina y prolina. Se trata de dos fracciones principales en la 

harina del trigo: las prolaminas o gliadinas y las glutelinas o gluteninas, que al 

mezclarse con el agua, se aglomeran formando el gluten (Hui et al, 2006). Así 

como gluten, tienen la capacidad de formar una masa con características 

viscoelásticas que ningún otro cereal posee (Hoseney, 1994).  

 

Durante el amasado ocurren diversas transformaciones químicas, físicas y 

bioquímicas, que dan lugar a un producto con propiedades muy características 

(Arendent y Dal Bello, 2008). Las gluteninas son proteínas poliméricas 

estabilizadas por puentes disulfuro intermoleculares, y contribuyen a las 

propiedades de elasticidad en el complejo del gluten. Por su parte, las gliadinas 

son principalmente proteínas monoméricas, forman puentes disulfuro 

intramoleculares y contribuyen a las propiedades de viscosidad (Hui et al., 

2006; Pistón et al., 2011). La capacidad que tiene el gluten de formar una masa 

viscoelástica le permite a la masa expandirse, debido a que atrapa y retiene el 

CO2 producido durante la fermentación. Esta propiedad da como resultado una 

expansión adecuada en el volumen del pan, así como una miga uniforme (Hui 

et al., 2006). 

 
 
 

Modificación de Proteínas en Panificación y Enfermedad Celiaca 
 
 

Hoy en día, hay en el mercado una gran cantidad de alimentos libres de gluten, 

principalmente productos de panificación elaborados a base de ingredientes 

alternativos. La carencia del gluten en las formulaciones, puede dar como 

resultado una masa líquida y poco manipulable, o bien, en caso de lograr llegar 
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al proceso de horneado del pan, estos suelen ser quebradizos, de volumen 

bajo, con sabor y color poco aceptables, además de otros defectos de calidad 

(Arendent y Dal Bello, 2008; Gallagher, 2009). Estos problemas han dado lugar 

a la búsqueda de nuevas opciones para la elaboración de panes libres de 

gluten. Entre éstas, se encuentra la adición de compuestos que imiten sus 

propiedades viscoelásticas, como son el uso de hidrocoloides, enzimas, 

almidones, proteínas lácteas o de soya, etc. (Segura y Rosell, 2011).  

 

Sin embargo, aunque el uso de aditivos mejora la calidad de los productos 

libres de gluten, aún no se ha logrado igualar las características del pan 

elaborado a base de harina de trigo (Sciarini et al., 2010). Por tanto, la industria 

de los alimentos ha buscado formas de modificar el gluten de trigo, que puedan 

cumplir con las necesidades de los celiacos, en términos de calidad así como 

de seguridad. 

 
 
Métodos de Modificación de Proteínas 

 
Para modificar las secuencias de las proteínas del gluten, se ha propuesto la 

tecnología enzimática, con el fin de evitar la activación de la respuesta inmune 

en los celiacos. Además, su objetivo es conservar la funcionalidad de las 

proteínas, la manipulación de la masa y la calidad del pan, al menos 

parcialmente (Huttner y Arendt, 2010). Los métodos de modificación incluyen la 

fermentación ácida y la unión de aminoácidos a las cadenas laterales de las 

proteínas, usando proteasas o por transferasas. 

 
 
Fermentación ácida. La modificación por fermentación ácida, consiste en la 

adición de microorganismos vivos como iniciadores de la fermentación ácido-

láctica y alcohólica, para la producción de panes de masa ácida. Para esto, se 

utilizan principalmente bacterias ácido lácticas (BAL) del género Lactobacillus, 

en combinación con levaduras (Mengod, 2010). El uso de esta modificación, se 

basa en que algunas BAL producen peptidasas específicas que hidrolizan las 
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uniones peptídicas en donde aparecen los residuos de prolina, disminuyendo 

así su toxicidad (Gobbetti et al., 2007). 

 

Aunque el empleo de la fermentación ácida para disminuir la toxicidad de las 

proteínas del gluten ha resultado positivo, existen algunos inconvenientes 

importantes que limitan su utilización. Uno de ellos, es que se requiere un 

tiempo de fermentación largo para lograr hidrolizar los péptidos inmunogénicos 

del gluten. De acuerdo a algunos autores, después de 24 h de fermentación, se 

hidrolizan suficientemente las prolaminas del trigo (De Angelis et al., 2010). Por 

otra parte, bajo estas condiciones de fermentación se afecta la estabilidad y 

resistencia de la masa debido al colapsamiento de la red del gluten (Cabrera-

Chávez y Calderón de la Barca, 2010). 

 
 

Unión de aminoácidos por transpeptidación. Otro método de modificación 

propuesto para producir pan seguro para los celiacos, es la unión de cualquier 

aminoácido a los residuos de glutamina en las proteínas del gluten, con el uso 

de transferasas o proteasas. Esta modificación se basa en que el 

reconocimiento por las moléculas HLA-DQ depende del tipo de residuos que 

tengan los péptidos, ya que presentan gran afinidad por los aminoácidos 

cargados. Por lo que al ser modificados, tendrán un aminoácido unido a los 

residuos de glutamina, lo cual disminuirá o anulará su reconocimiento. Además, 

presentarán un efecto estérico, que también influirá en la evasión de la 

respuesta inmune (Kapoerchan et al., 2008). Las propiedades funcionales de la 

proteína resultante, dependerán de las características del aminoácido utilizado 

para la unión. Por ejemplo, si se une un aminoácido azufrado podría mejorarse 

la funcionalidad de la proteína por la capacidad de formar puentes disulfuro. 

 
 

Transferasas. La tranglutaminasa (TG) pertenece al grupo de las acil 

transferasas. Éstas catalizan la reacción de transferencia de acilos entre el 

grupo γ-carboxiamida de los residuos de glutamina en las proteínas, péptidos o 
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aminas primarias, incluyendo el grupo ε-amino de lisina en las proteínas. Esta 

reacción permite la polimerización de sustratos proteicos o la incorporación de 

una amina, dependiendo del tipo de sustrato (Curotto et al, 2007).  

 

El primer paso en el mecanismo de acción de la TG, es la acilación de la 

cisteína (sitio activo de la enzima) por los residuos de glutamina, resultando en 

la liberación de amoniaco y la formación de un intermediario tioéster entre la TG 

y el sustrato. En el siguiente esquema se muestran las reacciones catalizadas 

por la TGm (Buchert et al., 2010): 

 

 
 
 
En la reacción de transaminación mostrada en los incisos (a) y (b), el 

intermediario es atacado nucleofílicamente por una amina primaria, con esto es 

posible formar enlaces isopeptídicos muy estables (Siegel y khosla, 2007). Si el 

sustrato no contiene un grupo amino aceptor del grupo acilo, el agua actúa 

como nucleófilo y ataca al intermediario tioéster resultando en la conversión de 

glutamina a glutamato por desaminación (c) (Buchert et al., 2010; Siegel y 

khosla, 2007).  

 

La enzima transglutaminasa microbiana (TGm) pertenece al grupo de las acil 

transferasas, por lo que se ha estudiado la posibilidad de utilizarla para 
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disminuir la toxicidad de las proteínas del gluten, al catalizar una reacción de 

transaminación. Gianfrani et al. (2007), emplearon TGm para unir metil éster de 

lisina a los residuos de glutamina en harina de trigo, encontrando un bloqueo en 

la respuesta inmune de celiacos mediada por células T específicas a gliadinas. 

Esta modificación está lejos de ser aplicada para fines prácticos, debido a que 

se realizó en un sistema muy diluido. Así, sería poco viable económicamente, 

por efecto del procesamiento para remover tal cantidad de agua. 

 
 
Proteasas. La unión de aminoácidos libres a péptidos o proteínas se puede 

realizar mediante el uso de proteasas que actúan como transferasas (Calderón 

de la Barca et al., 2000). Éstas, catalizan el proceso inverso a la hidrólisis de 

proteínas, es decir la síntesis de enlaces peptídicos en un medio restringido de 

agua. Contrario a la hidrólisis, los grupos amino libres reaccionan como 

nucleófilos en lugar de las moléculas de agua en la síntesis (Kasche, 1989).  

 

La síntesis de enlaces peptídicos por proteasas procede por 2 mecanismos: 

uno controlado termodinámicamente (SCT) y otro controlado cinéticamente 

(SCC). El primero, se muestra en el siguiente esquema (Guzmán et al., 2007): 

 

 

 

La síntesis del enlace peptídico y la reacción de hidrólisis proceden por el 

mismo mecanismo, a través del mismo intermediario. La formación del 

intermediario acilo a partir del ácido carboxílico es muy lento y representa el 

paso limitante en cuanto a velocidad de reacción en este tipo de síntesis. De 

acuerdo al esquema, el equilibrio puede desplazarse hacia hidrólisis en un 

medio acuoso. Sin embargo, para desplazarlo hacia la síntesis del enlace 

peptídico, se requiere manipular el estado de equilibrio de la reacción, ya sea  
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modificando la composición del medio o bien por cambios de pH. El uso de 

solventes orgánicos, es una buena opción para desplazar el equilibrio hacia la 

síntesis, ya que reducen la actividad de agua en el medio de reacción y la 

constante dieléctrica del medio (Guzmán et al., 2007). 

 

Por otra parte, la SCC procede de acuerdo al siguiente esquema (Guzmán et 

al., 2007): 

  

 

 

 

El donador del grupo acilo, necesita ser activado en forma de éster, amida o 

nitrilo. Primeramente, el donador del grupo acilo se une a la enzima, formando 

un complejo enzima-sustrato, el cual se rompe y forma un intermediario acilo-

enzima unido covalentemente [Ac-E]. El intermediario puede ser atacado 

nucleofílicamente por el agua o por otro nucleófilo (HN), el cual puede ser una 

amina, alcohol o tiol que sea capaz de competir con el agua para la reacción de 

deacilación (Guzmán et al., 2007). El éxito de esta reacción dependerá de la 

cinética de las reacciones nucleofílicas. Además, factores como el pH, 

temperatura, concentraciones del sustrato y enzima, pueden afectar la SCC. Un 

aumento en la concentración del nucleófilo puede incrementar la velocidad de 

ataque nucleofílico al intermediario acilo-enzima; así como también, un aumento 

en el pH puede favorecer la síntesis, siempre y cuando sea mayor al pK del 

nucleófilo (Kasche, 1989).  
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A diferencia de las reacciones SCT, sólo las serin y cistein proteasas pueden 

llevar a cabo la SCC, debido a que la enzima cataliza la transferencia de un 

grupo acilo a partir de un aminoácido nucleofílico, a través de la formación de 

un intermediario acilo-enzima. Generalmente, la SCC procede de forma más 

rápida y requiere menor cantidad de enzima que la SCT, ya que el donador 

acilo se encuentra en forma de ácido carboxílico activado. Al igual que en la 

SCT, un descenso en la actividad de agua favorece la SCC debido a la 

reducción en la hidrólisis del intermediario acilo-enzima, así como del producto 

final (Guzmán et al., 2007). 

 

Cabrera-Chávez et al. (2009), unieron metionina con quimiotripsina a los 

residuos de glutamina en gluten aislado de trigo. Posteriormente, mezclaron el 

gluten con almidón de maíz para elaborar una masa panaria. El pan que 

obtuvieron presentó características aceptables y lograron una fuerte 

disminución en el contenido de gluten reactivo evaluado por el ELISA-R5. Sin 

embargo, es poco viable escalar esta modificación a un proceso de panificación 

convencional, debido a las condiciones y reactivos químicos utilizados para la 

reacción de modificación del gluten. Se requirieron múltiples lavados del gluten 

modificado antes de poderlo añadir a la masa. Así mismo, se complicó mucho 

integrarlo con almidón de maíz para formar la masa en el proceso de mezclado. 

 
 
Efecto de la Modificación sobre la Respuesta Inmune 
 
Los métodos enzimáticos utilizados para modificar gluten, producen un cambio 

en la funcionalidad de las proteínas. Estas modificaciones traen consecuencias 

en las características sensoriales del producto resultante. Además, afectan de 

distinta forma la respuesta inmune de los celiacos. 

La modificación por unión de aminoácidos ocasiona un cambio en la estructura 

de la proteína generando un péptido ramificado y con ello un efecto estérico por 

la proteína. Así, se evita la afinidad por las moléculas HLA-DQ, eludiendo la 

presentación del péptido a las células T. Aunque se ha  demostrado que la 
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introducción de una cadena lateral al péptido de gluten, no es capaz de evitar 

completamente la afinidad por las moléculas HLA-DQ, el complejo péptido-HLA-

DQ no es reconocido por las células T CD4+ (Kapoerchan et al., 2010). 

Las modificaciones de proteínas de trigo utilizando proteasas o transferasas 

para unir aminoácidos a los residuos de glutamina, son efectivas para evadir la 

respuesta inmune en celiacos (Gianfrani et al, 2007; Cabrera-Chávez et al., 

2009). Sin embargo, en el caso de la TG, si la modificación no se lleva bajo 

condiciones adecuadas, puede presentarse el efecto opuesto al buscado. 

Cuando los residuos de glutamina de las gliadinas son desaminados debido a la 

ausencia de lisina o proteínas disponibles, se incrementa la afinidad de las 

proteínas por las moléculas HLA-DQ. Esto ocasiona un aumento en la afinidad 

a las moléculas HLA en las células presentadoras de antígenos e induce la 

respuesta inmune (Cabrera-Chávez y Calderón de la Barca, 2010). 

 
 
 

Métodos para Garantizar la Seguridad de los Alimentos  

para Enfermos Celiacos 
 
 
Debido a la amplia gama de aplicaciones del gluten y al incremento en el 

número de enfermos de EC, se han desarrollado diversas técnicas analíticas 

para garantizar la seguridad de sus alimentos. Generalmente se emplean 

técnicas inmunoquímicas basadas en la reacción antígeno-anticuerpo (Pereira 

da Silva et al., 2010). Las más utilizadas son los ensayos inmunoabsorbentes 

ligados a enzima (ELISA), en diferentes arreglos y con diversos anticuerpos. 

 
El ensayo ELISA consiste en la unión de un anticuerpo o un antígeno a una 

superficie a la que previamente se le ha unido uno de los componentes 

(antígeno o anticuerpo), ligado a una enzima. Esta última cataliza la formación 

de un cromóforo, que puede cuantificarse por espectrofotometría (Reen, 1994). 

Existen distintos tipos de ensayos ELISA, siendo los más utilizados para la 

detección de gluten el  de tipo sándwich y el competitivo. 
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En el ELISA tipo sándwich se utilizan 2 anticuerpos, uno primario y otro 

secundario que se encuentra ligado a la enzima productora de color. En este 

ensayo se da lugar la unión covalente del antígeno (gluten) a los 2 anticuerpos, 

permaneciendo entre estos. En el caso del ELISA competitivo la muestra es 

incubada con el anticuerpo, para después agregar esta preparación sobre una 

superficie recubierta con antígeno, de tal manera que se une a la superficie del 

anticuerpo libre que no se unió al gluten de la muestra. Ambos ensayos son 

utilizados para detectar prolaminas del gluten. Gessendorfer et al. (2009), 

encontraron diferencias en la sensibilidad de detección de prolaminas digeridas 

enzimáticamente entre los dos ensayos. De estos, el ELISA competitivo resultó 

el más sensible para este tipo de prolaminas, pero al evaluarlas en su estado 

nativo no se encontraron diferencias entre ambas técnicas. 

 

De acuerdo al Codex Alimentarius (2008), el método de referencia para el 

análisis de gluten en alimentos es el ELISA-R5. Éste se basa en anticuerpos 

monoclonales que reconocen al péptido QQPFP. Estos anticuerpos R-5 

presentan una elevada reactividad a las prolaminas implicadas en la 

enfermedad celiaca: gliadinas, secalinas y hordeinas. El ELISA-R5 de tipo 

sándwich es el establecido para la detección de gluten en muestras procesadas 

térmicamente o en su estado nativo. Para aquellas muestras con gluten 

hidrolizado, debe aplicarse el ELISA de tipo competitivo. 

 
Una alternativa para evaluar la seguridad de las proteínas del gluten es 

mediante un ELISA competitivo, con el uso de IgA del suero de los celiacos 

como anticuerpos primarios en la reacción (Berti et al., 2003). Esta técnica se 

basa en que los pacientes celiacos producen IgA específica a las proteínas del 

gluten, los antígenos en la EC. Además, esta técnica permite detectar proteínas 

que no están en el gluten de trigo como las caseínas de la leche, que también 

tienen la capacidad de inducir una respuesta inmune en algunos celiacos 

(Cabrera Chávez et al., 2009a; Berti et al., 2003). 
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HIPÓTESIS 
 
 
 

Las proteínas del gluten de trigo modificadas por transpeptidación uniéndoles 

un aminoácido libre, presentan inmunogenicidad reducida o nula y tienen 

propiedades reológicas adecuadas para la panificación. 

 
 
 

OBJETIVOS 
 

 
General 

 
 
Modificar enzimáticamente las proteínas del gluten durante el proceso de 

panificación, para reducir la respuesta inmune de los celiacos, conservando la 

potencialidad para panificación. 

 
 

Específicos 
 
 

 Ensayar la modificación enzimática de las proteínas del gluten uniéndoles 

aminoácidos libres, optimizando las condiciones de reacción para reducir su 

reactividad inmunológica. 

 Elaborar pan realizando directamente la modificación enzimática de las 

proteínas durante el proceso, evaluar las propiedades reológicas de la masa 

y el contenido de gluten en el pan por ELISA-R5.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 

Modificaciones Enzimáticas 
 
 

Se realizaron modelos de las modificaciones enzimáticas de las proteínas del 

gluten uniéndoles aminoácidos libres, utilizando gluten aislado de trigo (Sigma 

Aldrich) y harina de trigo ¨Los Gallos¨, de manera independiente. Esto con el fin 

de reducir la reactividad inmunológica del gluten, utilizando un sistema práctico 

y sencillo para el análisis, que posteriormente pueda ser escalado al proceso 

de panificación convencional. 

 
 
Modificación con Transglutaminasa Microbiana (TGm) 

 
Se realizaron tratamientos en gluten y harina de trigo con TGm de acuerdo a la 

metodología utilizada por Gianfrani el at. (2007), con algunas modificaciones. 

Primeramente, se utilizó harina de trigo al 50% (p/v) en buffer Tris-HCl a pH 7.0, 

0.8 U/mL de TGm y 1 M de lisina como L-Lys (L-lisina) y como ME-Lys 

(metiléster de lisina), de manera independiente. Esto con el fin de determinar 

cuál de las dos formas, actuaba mejor como nucleófilo en la reacción. Se 

tomaron alícuotas de 1 mL a diferentes tiempos de reacción y se centrifugaron 

a 1260 хg por 15 min. La enzima se inactivó por calentamiento a 85 ºC por 15 

min. Los sobrenadantes resultantes se analizaron mediante la técnica de 

ninhidrina para estimar la desaparición de grupos alfa-amino libres en el 

sistema de reacción. 
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Una vez determinado el mejor nucleófilo, se probaron 2 concentraciones 

distintas de Lys (0.2 y 1 M), así como 2 niveles de TGm (0.4 y 0.8 U/mL), bajo 

las mismas condiciones anteriores. Además, la reacción se optimizó en cuanto 

a pH, probando tres valores distintos (7, 8 y 9), en una suspensión de gluten al 

30% (p/v). Para cada uno de los tratamientos, se tomaron alícuotas de 1 mL a 

diferentes tiempos de reacción, centrifugando a 1260 xg por 15 min. Los 

sobrenadantes resultantes fueron analizados mediante cromatografía líquida de 

alta resolución, para determinar la concentración de aminoácidos unidos en 

cada tratamiento. Finalmente, una vez establecidas las condiciones óptimas de 

reacción, la modificación se escaló para ser aplicada directamente sobre la 

masa en el proceso de panificación.  

 
 
Modificación con α-Quimiotripsina (QT) 

 
La modificación con QT se realizó de acuerdo a la metodología descrita por 

Cabrera-Chávez et al. (2010), con algunos ajustes. El modelo consistió en una 

suspensión de gluten al 30% (p/v) en glicerol 3 M utilizando α-quimiotripsina 

(QT) (1:100; enzima: gluten) como catalizador. Los aminoácidos utilizados 

fueron metil éster de valina (ME-Val) y L-Lys. Para ME-Val, se probaron 2 

concentraciones (5 y 10% p/p; AA/gluten) y 3 valores de pH (5, 8 y 10), 

mientras que para L-Lys se probaron solo 2 concentraciones (5 y 10% p/p; 

AA/gluten).  

 

Se tomaron alícuotas de 1 mL a diferentes tiempos de reacción, las cuales se 

centrifugaron a 1260 хg por 15 min. La enzima fue inactivada por calentamiento 

a 85ºC durante 15 min. Los sobrenadantes resultantes fueron analizados 

mediante cromatografía líquida de alta resolución para determinar la cantidad 

de aminoácidos unidos al gluten de trigo. Una vez determinado el pH óptimo, se 

escaló la modificación sobre la masa para la elaboración de productos de 

panificación.  
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Estimación de la Unión de Aminoácidos 
 
 
Reacción de Ninhidrina 

 
Para estimar la unión de los aminoácidos al gluten de trigo, se tomaron 

alícuotas de 1 mL del sistema de reacción a diferentes tiempos, las cuales 

fueron centrifugadas a 1260 хg durante 15 min. De los sobrenadantes 

obtenidos, se cuantificaron los grupos alfa-amino libres a diferentes tiempos, 

siguiendo el método descrito por Rosen (1957). La unión de aminoácidos se 

calculó como la diferencia entre la cantidad de grupos alfa-amino libres en las 

reacciones catalizadas por la enzima y la teórica.  

 
 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) 

 
La determinación de aminoácidos libres en los sobrenadantes obtenidos de los 

sistemas de reacción, se llevó a cabo por HPLC, de acuerdo a la metodología 

reportada por Vázquez-Ortiz et al. (1995). La muestra y el compuesto 

derivatizador (O-ftaldialdehído) fueron mezclados en relación uno a uno durante 

2 min a temperatura ambiente. Después, la solución fue inyectada a un 

cromatógrafo de líquidos con un loop de 10 μL. La separación de los 

aminoácidos se hizo en una columna analítica de fase reversa C18 octadecil 

dimetilsilano de 100 x 4.6 mm y un tamaño de partícula de 3 μm (Varian, No. 

R008900E3).  

 

Para la separación cromatográfica se utilizó un gradiente con un flujo de 1.2 

mL/min de 2 eluyentes (A: buffer de acetato a pH 7.2 y B: metanol al 100%). El 

área producida por la fluorescencia se integró mediante el programa CHEM 

STATION (Agilent Technologies Inc. USA). Los aminoácidos se identificaron y 

cuantificaron de acuerdo al tiempo de retención y áreas, comparadas con un 

estándar. La unión de los aminoácidos se calculó como la diferencia de la 
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cantidad de aminoácidos iniciales, respecto a los aminoácidos libres 

encontrados en los sistemas de reacción a los diferentes tiempos.  

 
 
 

Propiedades Reológicas de las Masas y Evaluacíón de los Panes 

Modificados 

 
 

Mixogramas 
 
Las condiciones de amasado se determinaron con el método 54-40A  de la 

AACC (1995) en un mixógrafo (National Manufacturing Co., Lincoln, NE). La 

porción de masa utilizada para cada mixograma fue de 30 g. En base a los 

mixogramas obtenidos, se determinó el tiempo de desarrollo de la masa y la 

estabilidad durante el amasado.  

 
 
 

Elaboración de Pan 
 

La elaboración de pan se  llevó a cabo en base al método 10-09 de la AACC 

(2000), usando harina de trigo (100 g), sal (2 g), levadura (2 g), azúcar (6 g), 

manteca vegetal (3 g) y agua (61 mL), para preparar el pan control, mientras 

que en los panes a los cuales se les aplicó tratamiento hubo ligeras 

modificaciones. Para el tratamiento con QT, se solubilizó previamente la enzima 

en agua y no se añadió glicerol ya que la actividad de agua de la masa es 

naturalmente baja. En el caso de los tratamientos realizados con TGm, se 

ajustó el contenido de sal en la solución azúcar-sal utilizada, ya que la enzima 

fue solubilizada en solución salina al 3.2% (p/v). Otra modificación consistió en 

omitir los ponchados, moldeando inmediatamente después del mezclado, con 

un tiempo de fermentación de 45 min. Se elaboraron panes de cada tratamiento 

con y sin ponchado.  
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Volumen Específico (VE) 

 
 
Se midió el peso y el volumen de los panes después del horneado según el 

método 10-09 de la AACC (2000). Posteriormente, se calculó el volumen 

específico expresado como cm3/g.  

 
 

Cuantificación de Gluten por ELISA-R5 
 
 

Una vez elaborados los panes modificados y el control, se molieron en fresco y 

se les extrajeron gliadinas utilizando etanol al 60%. Posteriormente, se 

cuantificó el contenido de gluten mediante un ELISA-R5 comercial (Kit 

Ridascreen gliadin; R-Biopharm, Darmstadt, Alemania), de tipo sándwich, 

según como lo establece el Codex Alimentarius (2008). Se agregaron 100 µL 

de muestra en cada pocillo de la placa y se incubaron durante 30 min a 

temperatura ambiente. Después de tres lavados, se añadieron 100 µL del 

anticuerpo conjugado con peroxidasa y se incubó durante 30 min. Se realizaron 

tres lavados y se agregaron 50 µL de sustrato (peróxido de urea) y 50 µL de 

cromógeno (tetrametilbenzidina) a cada pozo, se incubó durante 30 min a 

temperatura ambiente con agitación suave. La reacción se detuvo con 100 µL 

de acido sulfúrico 1 N. Finalmente, se leyó la absorbancia a 450 nm. La 

concentración de gliadinas se determinó en base a una curva estándar de 

gliadinas. El resultado se multiplicó por 2 para obtener la concentración de 

gluten expresado en ppm. 

 
 
 

Extracción y Cuantificación de Gliadinas y Gluteninas 
 
 

Se extrajeron gliadinas y gluteninas en el pan control y en 2 panes modificados, 

uno tratado con TGm y otro con QT. Esto con la finalidad de determinar en qué 

proporción se modifican ambas fracciones proteicas en cada tratamiento. Las 

muestras fueron secadas en estufa durante 8 h a 60 ºC. La extracción de 
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gliadinas y gluteninas se realizó utilizando el método descrito por Gil et al. 

(2003). Los panes, se molieron en mortero hasta obtener harinas. Éstas se 

desgrasaron en una suspensión de cloroformo (1:5 p/v), manteniéndolas en 

agitación durante 1 h. Posteriormente se filtraron en papel Whatman No. 1, 

evaporando el solvente bajo campana de extracción. Las muestras 

desgrasadas se extrajeron con NaCl 0.5 M (1:10 p/v), en agitación durante 1 h, 

después se centrifugaron a 1260 хg durante 15 min. Los sobrenadantes se 

descartaron, y el precipitado se lavó con  agua destilada para eliminar las sales. 

 

Las gliadinas se extrajeron con etanol al 70% (1:5 p/v) en agitación 1 h a 4 ºC, 

posteriormente se centrifugaron a 1260 хg durante 10 min a 4 ºC. Los 

sobrenadantes (gliadinas) se dializaron contra ácido acético al 1% durante 60 h 

y se liofilizaron. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en NaOH 0.1 M 

(1:5 p/v) manteniéndose en agitación 1 h, pasado este tiempo las muestras se 

centrifugaron a 1260 хg durante 10 min. Los sobrenadantes (gluteninas) se 

congelaron y liofilizaron. 

 

Las gliadinas y gluteninas obtenidas se hidrolizaron con HCl 6 M en tubos de 

hidrólisis durante 6 h a 150 ºC para cuantificar los aminoácidos unidos en cada 

tratamiento, respecto al control. El análisis se realizó por HPLC siguiendo la 

metodología antes descrita.  

 
 
 

Análisis Estadístico 
 
 

Para establecer las condiciones de reacción en los modelos de modificación, se 

aplicó un diseño en bloques completamente al azar, bloqueándose por tiempo. 

El análisis de los datos se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA). Al 

encontrar diferencias estadísticas entre las muestras, se analizaron por la 

prueba de Tukey-Kramer. Los datos se procesaron en el programa estadístico 

NCSS 2007, a un nivel de probabilidad de p<0.05. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
 

Modificación con Transglutaminasa 
 
 
Los resultados de la unión de L-Lys y de Metiléster de Lys (ME-Lys) a las 

proteínas del trigo por transpeptidación, usando transglutaminasa microbiana 

(TGm), se presentan en la Fig. 1. En este ensayo, se usó harina de trigo al 50% 

(p/v), 0.8 U/mL de TGm, pH 7 y 1 M de Lys en cualquiera de sus dos formas. Se 

unió mejor la ME-Lys entre los 60 y 120 min, que la L-Lys, en cualquier tiempo 

de reacción medido (Fig. 1). Esto se debe, a que la lisina esterificada, tiene 

protegido su grupo carboxilo, por lo cual su carga neta es de +2, mientras que 

la de L-Lys es +1, polaridad que favorece su reactividad como aceptor del grupo 

acilo de los residuos de glutamina. Después de 120 min de reacción, la 

concentración de ME-Lys unida disminuyó, probablemente debido a la actividad 

hidrolítica endógena de la harina.  

 

Los mejores resultados en cuanto a que se une más efectivamente la ME-Lys 

que la L-Lys coinciden con los de Gianfrani et al. (2007), en un sistema similar 

con mucho menor concentración de sólidos (12%) y a pH 8.9.  Dichos autores, 

realizaron la modificación en un sistema de laboratorio, modificando las 

proteínas en harina de trigo completa y demostraron que así modificado el 

gluten, sus gliadinas no inducían la activación de células T intestinales de 

enfermos celiacos. En esta tesis, el objetivo fue hacer ensayos lo más 

cercanamente posible las condiciones de la masa panaria, que se encuentra en 

el mezclado al 60% de sólidos y a pH debajo de 7. Así, se justifica buscar 

condiciones para realizar la misma modificación en condiciones de baja 

humedad, para proceder a la formulación de pan. 
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Figura 1. Unión de lisina a proteínas en la harina de trigo. Se estimó la 
unión como la desaparición de grupos alfa-amino libres en el sistema de 
reacción, utilizando 0.8 U/mL de TGm y 50% de harina de trigo (p/v) en buffer 
Tris-HCl pH 7.0. Promedio de duplicados. 
 
 
 
La proporción de aminoácido ligada varió en relación a la cantidad añadida a 

dos niveles de TGm y tres concentraciones de ME-Lys, bajo las mismas 

condiciones antes descritas (Tabla 1). Independientemente del nivel de TGm, 

cuando se añadió 0.02 M al sistema de reacción, la proporción unida fue 

mínima, sin mostrar diferencias (p>0.05) entre el tratamiento 1 y 2 (Tabla 1). 

Con mas de 0.2 M de ME-Lys en el sistema de reacción, más del 50% añadido 

quedó ligado, como se observa en los tratamientos 3 y 4 (Tabla 1). Estos 

resultados, sugieren que es necesaria una mayor cantidad de aceptores del 

grupo acilo que compitan con las moléculas de agua en el sistema de reacción, 

con el fin de llevar la reacción hacia la transaminación y por tanto, mejorar el 

rendimiento de la síntesis (Guzmán et al., 2007).  
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Tabla 1. Efecto de la concentración de ME-Lys y de TGm en el porcentaje 
de unión a proteínas de trigo, después de 90 min de fermentación de la 
masa. 
 

Tratamientos TGm* 
 (U/mL) 

ME-Lys  
(M) 

ME-Lys ligada**  
(%) 

1 0.4  0.02    15.09 ± 1.0a 

2 0.8 0.02      8.56 ± 3.8a 

3 0.8 1     54.82 ± 3.1b 

4 0.4 0.2     56.81 ± 2.6b 

*  TGm (grado alimenticio) =100 U/g de preparación.  
** % de ME-Lys ligada, calculada a partir del valor inicial. Media ± DS.                                             
Literales distintas indican diferencias significativas (p<0.05).  

 
 
 

Debido a que la medición de la desaparición de grupos alfa-amino, como señal 

indirecta de Lys unida, es solo una estimación, se decidió continuar el estudio 

cuantificando con exactitud la Lys, por medio de HPLC. Por ser un método 

cuantitativo, se volvió a evaluar el efecto de los niveles de TGm así como las 

concentraciones de ME-Lys añadidos al sistema. En la Fig. 2, se observa que 

hay una relación entre el nivel de TGm y la concentración de ME-Lys añadida. 

Así, a los 60 min de fermentación en el tratamiento con 0.8 U/mL de TGm y 1 M 

de ME-Lys, se unen 1458 µmoles, mientras que con 0.4 U/mL de TGm y 0.2 M 

de ME-Lys, se unen 1261 µmoles.  

 

La idea de unir Lys sola o esterificada a las cadenas de las proteínas del gluten, 

es con la finalidad de reducir o anular su efecto en el sistema inmune de los 

enfermos celiacos; es decir, que ellos puedan consumir los alimentos 

producidos con gluten modificado. De acuerdo al Codex Alimentarius (2008), la 

cuantificación de gluten “reactivo” en un alimento se realiza con un ensayo 

inmunoquímico usando anticuerpos producidos contra un pentapéptido del 

gluten, que es inmunodominante en la enfermedad celiaca.  
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Figura 2. Efecto del tiempo de fermentación en la unión de ME-Lys a 
harina de trigo. Se usaron dos niveles de TGm (0.4 y 0.8 U/mL) y 2 niveles de 
ME-Lys (0.2 y 1 M). Promedio de duplicados. 

 
 

 

En la Tabla 2, se muestran los resultados de este inmunoensayo (ELISA-R5) 

con las gliadinas obtenidas del tratamiento con 0.8 U/mL de TGm y 1 M de ME-

Lys. Así, se dió una disminución significativa (p<0.05) del 28% del contenido de 

gluten “reactivo” en la masa después de 60 min de fermentación, masa a la que 

se le habían unido enzimáticamente 1458 µM de ME-Lys. En base a estos 

resultados, es posible inferir que las proteínas de trigo modificadas por unión de 

aminoácidos, no son igualmente reconocidas por los anticuerpos, que aquéllas 

sin modificar (Cabrera-Chávez y Calderón de la Barca, 2010). 

 
Considerando que el hecho de añadir ME-Lys al sistema de reacción para la 

transpeptidación, requiere ajustar el pH muy ácido (pH 2) y esto no se puede 

realizar en la masa del pan para consumo humano, se decidió continuar la 

optimización de la reacción usando en su lugar L-Lys. Es importante aclarar que 

la disminución del pH en el sistema de reacción, se debió a la naturaleza del 
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reactivo utilizado, ya que era di-hidroclorado. También se consideró buscar las 

mejores condiciones en un sistema más sencillo primero, es decir usando 

gluten en lugar de la harina de trigo completa. Así, se buscó el mejor pH de 

reacción (entre 7 y 9) en las condiciones: 1 M de L-Lys, 0.8 U/mL de TGm, 50 

°C (Fig. 3).  

 
 

 

Tabla 2. Contenido de gluten “reactivo” en masa de harina de trigo 
modificada por transpeptidación con TGm para unirle Lys. 
 

Condiciones de la  
Modificación 

Tiempo de 
fermentación (min) 

Gluten  
 (ppm)* 

0.8 U/mL TGm + 1 M MELys 0 14 000a 

0.8 U/mL TGm + 1 M MELys 60 11 000b 

  *Cuantificado por ELISA-R5. Promedio de duplicados. Literales distintas 
indican diferencias estadísticas (p<0.05). 
 
 
 

A pH 8 se unió una mayor (p<0.05) concentración de L-Lys al gluten, que a pH 

7 y 9, a los diferentes tiempos de reacción. Entre los 40 y 50 min de reacción se 

unió la mayor cantidad de L-Lys, en cualquiera de los 3 tratamientos. Mientras 

que a partir de los 70 min disminuyó la unión del aminoácido, lo cual pudiera 

indicar que la reacción continuó a hidrólisis. Estas mismas condiciones (0.8 

U/mL de TGm, 1 M L-Lys, pH 8), se escalaron directamente sobre la masa y se 

realizaron pruebas de panificación. Los resultados se describen en la sección 

“Propiedades reológicas de los panes modificados” (pp. 30-36). 

 

 



26 

 

 

Figura 3. Efecto del pH en la unión de L-lisina a gluten al 30% (p/v) en agua 
destilada. Promedio de duplicados. 
 
 
 

Modificación con Quimiotripsina 
 
 

En la Fig. 4, se muestra el efecto del pH en la cantidad de valina ligada al gluten 

de trigo en el sistema de reacción, utilizando 5% de ME-Val. Los resultados 

indican que existe un mayor (p<0.05) rendimiento de unión a pH 5, que a pH 8 y 

10, a los diferentes tiempos de reacción.  

 

Una vez establecido el pH óptimo de reacción, se prosiguió a probar una mayor 

concentración de ME-Val, agregando el doble de lo agregado anteriormente, 

10% ME-Val (p/p, AAs/gluten). En la Fig. 5, se muestra el efecto de la 

concentración del aminoácido a través de 70 min de reacción. A menor 

concentración de ME-Val (5%, p/v) se unió una mayor (p<0.05) concentración 

de valina al gluten, que al añadir el doble del aminoácido a los diferentes 

tiempos de reacción. La mayor concentración de Val ligada en la síntesis con 10 

% de Me-Val fue a los 70 min de reacción. Estas condiciones (5% de ME-Val, 

pH 5) se utilizaron para la modificación de pan durante el proceso de amasado.  
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Figura 4. Efecto del pH en la unión de ME-Val a gluten al 30% (p/v) en 
glicerol 3 M. Promedio de duplicados. 
 

 

Figura 5. Efecto de la concentración de ME-Val en la unión a gluten al 30% 
(p/v) en glicerol 3 M. Promedio de duplicados. 
 
 

Así mismo, se probó la unión de Lys, por transpeptidación con QT. En la Fig. 6, 

se muestra el efecto de la concentración de Lys añadida al sistema en el 
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rendimiento de unión al gluten de trigo. Al agregar el 20% de Lys en el sistema 

no se encontraron diferencias (p>0.05) en la concentración del aminoácido 

ligado al gluten a los diferentes tiempos de reacción. Mientras que al agregar la 

mitad de Lys (10%), se observó un aumento (p<0.05) en la cantidad de Lys 

ligada. Por tanto, se decidió aplicar estas condiciones para la modificación 

directamente sobre la masa, sin realizar modificaciones en el pH.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 6. Efecto de la concentración de Lys en la unión a gluten al 30% 
(p/v) en glicerol 3M. Promedio de duplicados. 

 
 

 

En base a los resultados obtenidos en los modelos de las modificaciones de 

gluten, se establecieron las condiciones de reacción que se aplicaron para la 

elaboración de los panes. La utilización de este tipo de modelos, hizo posible 

llevar las modificaciones a mayor escala, de forma práctica y eficiente, 

ahorrando tiempo, materiales y reactivos. 
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Propiedades Reológicas de las Masas y Evaluacíón de los Panes 

Modificados 

 
 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los modelos anteriores, se aplicaron 

en lo posible las condiciones de reacción al proceso de panificación. 

Primeramente, se realizaron mixogramas aplicando cada uno de los 

tratamientos, para determinar las condiciones óptimas de amasado y la 

estabilidad de la masa. Los mixogramas grafican la resistencia que opone la 

masa al movimiento del brazo del mixógrafo. El pico máximo de la gráfica 

corresponde al punto en el que la masa tiene la máxima resistencia al amasado, 

lo cual indica el tiempo necesario de amasado en minutos, para producir un pan 

(Hoseney, 1995; Gaido y Dubois, 2008).  

 

En la Fig. 7, se muestran los mixogramas obtenidos para los 4 tratamientos 

aplicados con TGm y QT, así como el control. En el mixograma 7b, en donde se 

utilizaron niveles altos de TGm y de Lys, la altura máxima en el pico de la curva 

se alcanzó a los 14 min y 30 seg, registrándose incremento en la fuerza de la 

masa durante más de 30 min de amasado (no mostrado). El tiempo de 

desarrollo de la masa fue 11 min y 15 seg mayor que el control (3 min 15 seg; 

Fig. 7a). Este incremento en el tiempo de desarrollo y estabilidad de la masa, 

pudo deberse al posible entrecruzamiento de las proteínas catalizado por los 

altos niveles de TGm añadidos en este tratamiento. No obstante, al aplicar 

niveles bajos de TGm y Lys (Fig. 7c) el tiempo óptimo de amasado fue de 5 min 

y 30 seg, observándose una mayor fuerza de la masa comparada con el control, 

pero menor que al agregar niveles altos de la enzima. 

 

Por otra parte, en las figuras 7d y 7e, se muestran los tratamientos catalizados 

por la QT con la adición de ME-Val y Lys, respectivamente. En el tratamiento 

con ME-Val, el tiempo óptimo de desarrollo de la masa fue de 2 min, mientras 

que al añadir Lys el tiempo óptimo fue de 3 min y 45 seg, con un 

comportamiento muy similar al control. 
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Figura 7. Mixogramas de harina de trigo y masas modificadas. a) agua 
(control), b) 0.8 U/mL de TGm y Lys 1 M, c) 0.4 U/mL de TGm y Lys 0.2 M, d) 
QT y ME-Val al 5% (p/p), y e) QT y Lys 10% (p/p). 

 
 

 

Al comparar ambos tratamientos (con ME-Val y Lys), se observa que con la 

adición de ME-Val a partir de los 3 min de amasado, la resistencia de la masa al 

mezclado cae drásticamente, es decir el gluten se debilita. Esto pudiera 

deberse a la diferencia de pH entre ambos sistemas, ya que con la adición de 

Lys el pH era alcalino, mientras que con ME-Val fue ácido. Además, a diferencia 

de las modificaciones realizadas en gluten aislado, para la panificación no se 

añadió glicerol para a reducir la actividad de agua en el sistema. Así, pudo 

verse favorecida la hidrólisis de las proteínas colapsando la red de gluten, 

reduciendo el peso molecular de sus proteínas y la elasticidad de la masa 

(Stoica et al., 2009). Las proteínas resultantes se hidratan con mayor facilidad 

(Hoseney, 1995), lo cual explica el menor tiempo de amasado requerido para el 

tratamiento con ME-Val (2 min) comparado con el tratamiento al que se unió 

Lys (3 min 45 seg) y el control.  
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Una vez obtenidos los tiempos óptimos de amasado, se elaboraron 8 panes, un 

pan control (sin modificación) y 7 panes con masa modificada. Los panes 

modificados y el control se elaboraron siguiendo el proceso convencional de 

panificación (AACC International, 2000), excepto en el tratamiento con ME-Val. 

Esto, debido a que la viscosidad de la masa aumentó considerablemente 

posterior al primer ponchado, de tal forma que fue imposible su manipulación 

para continuar el proceso. Por otra parte, se elaboraron panes con los mismos 

tratamientos, incluyendo el de ME-Val omitiendo el proceso de ponchado y 

fermentando durante 45 min. Esto porque fue el tiempo óptimo de reacción para 

unir la Lys a las proteínas en los ensayos previos. 

 

En la Fig. 8, se muestran las imágenes digitales de las cortezas de los panes y 

sus cortes transversales. La estructura de la miga, así como el volumen de los 

panes son características importantes para el consumidor, ya que las percibe y 

asocia a calidad. En general, los panes modificados con QT (Fig. 8f, 8g y 8h) 

presentaron una miga con una estructura mas o menos regular y homogénea, 

con mayor similitud a la del control. Por otra parte, en los panes tratados con 

TGm, la miga fue menos homogénea, presentó fisuras y un aspecto más denso. 

Esto pudo deberse al incremento en la fuerza de la masa, lo cual afecta al 

balance entre la fuerza y extensibilidad de la masa, presentando una menor 

capacidad de retención de gas y menor expansión durante la fermentación. Así, 

el volumen específico de los panes también se ve afectado (Sciarini et al., 

2011). 

 

La homogeneidad de la corteza en la mayoría de los panes obtenidos fue 

similar a la del control, excepto en 2 panes. La excepción fueron los 

modificados con 0.8 U/mL de TGm con 45 min de fermentación (Fig. 8c) y con 

0.4 U/mL de TGm elaborado con el proceso convencional (Fig. 8d). En ambos 

casos, la corteza fue poco homogénea y quebradiza. 
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Figura 8. Corte transversal de las piezas de pan. a) control, modificados con b) 0.8 U/mL TGm y Lys 1 M con proceso 
de panificación convencional y, c) con 45 min de fermentación; d) 0.4 U/mL TGm y Lys 0.2 M con proceso de panificación 
convencional y, e) con 45 min de fermentación; f) QT y ME-Val al 5% (p/p) con proceso de panificación convencional, g) 
QT y Lys al 10% (p/p) con proceso convencional de panificación y, h) con 45 min de fermentación.  
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Por otra parte, tres de los panes obtenidos, el modificado con 0.8 U/mL de TGm 

con proceso convencional (Fig. 8b), y los modificados con QT y Lys con 

proceso convencional (Fig. 8g) y con 45 min de fermentación (Fig. 8h), 

presentaron una apariencia más obscura de la corteza. Esto pudo deberse a 

reacciones de oscurecimiento no enzimático (reacciones de Maillard), las 

cuales se llevan a cabo entre el grupo carbonilo de azúcares reductores y el 

grupo amino de los aminoácidos. La reacción de Maillard, se ve favorecida por 

la presencia de aminoácidos básicos, especialmente la lisina, así como también 

por el calor aplicado durante el horneado (Hernández y Sastre, 1999). Los 

panes con la apariencia más tostada en la Fig. 8, fueron los que contenían más 

lisina. 

 

Los resultados de la evaluación del volumen específico de los panes una hora 

después del horneado, se muestran en la Tabla 3. El pan modificado con 0.8 

U/mL de TGm con 45 min de fermentación presentó los valores mas bajos de 

volumen específico con 1.23 cm3/g, mientras que el valor más alto (2.66 cm3/g) 

se observó en los panes tratados con TGm (0.4 U/mL de enzima con 45 min de 

fermentación). Estos panes modificados tuvieron un menor (p<0.05) volumen 

específico que el pan control (4.62 cm3/g). Además, fueron menores 

comparados a los valores reportados para panes libres de gluten, que van de 

1.40-2.71 cm3/g (Marco y Rosell, 2008; Brites et al, 2010). Así, este parámetro 

se vió afectado por el incremento en la fuerza de la masa. 

 

Los panes modificados con QT presentaron los valores más altos de volumen 

específico. En los panes a los cuales se les adicionó Lys con 45 min de 

fermentación y el elaborado con ME-Val presentaron valores iguales (p>0.05) 

entre sí, pero menores al control (p<0.05). Sin embargo, el pan elaborado con 

10% Lys con proceso de panificación convencional, tuvo un volumen específico 

igual al control (p>0.05), de 4.25 cm3/g. En base a esto, es posible inferir que la 

modificación realizada con QT, compromete mucho menos las características 

funcionales de las proteínas del gluten, que con la adición de TGm.  
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En la Tabla 3 se presentan los resultados del contenido de gluten inmuno-

reactivo. En los panes tratados con niveles bajos de TGm y de Lys, con el 

proceso de panificación convencional, hubo un aumento significativo (p<0.05) 

en el contenido de gluten, comparado con el pan en donde se omitieron los 

ponchados. Esto puede deberse a que después de los 45 min de fermentación, 

el sustrato ya no tenía Lys para enlazar y se favoreció la reacción de 

desaminación. Esta reacción es capaz de afectar los epítopes involucrados en 

la EC (Cabrera-Chávez y Calderón de la Barca, 2010), debido a la conversión 

de glutamina a ácido glutámico. Por el contrario, en los panes tratados con 

niveles altos de TGm y Lys, no se encontraron diferencias (p>0.05) entre los 

elaborados con el proceso convencional y el de 45 min de fermentación.  

 
 
Tabla 3. Volumen específico y contenido de gluten en panes. 

Tratamientos Volumen específico 

(cm3/g)* 

Gluten  

(ppm) 

Control 4.62 ± 0.01a 
104 750a 

0.4 U/mL TGm y 0.2 M Lys (PC) 1.81 ± 0.04b 
117 489b 

0.4 U/mL TGm y 0.2 M Lys (P45) 2.66 ± 0.06c 
 60 921c 

0.8 U/mL TGm y 1 M Lys (PC) 2.17 ± 0.07b 
105 306a 

0.8 U/mL TGm y 1 M Lys (P45) 1.23 ± 0.26d 
100 912a 

QT y 10% Lys (PC) 4.25 ± 0.21a 
84 854d 

QT y 10% Lys (P45) 3.38 ± 0.07e 
50 042e 

QT y 5% ME-Val (P45) 3.34 ± 0.14e 
78 326d 

 PC: Proceso convencional de panificación; P45: Proceso con 45 min de 
fermentación. Literales distintas indican diferencias estadísticas (p<0.05).  
* Medias ± DE. 
 
 

El pan modificado con niveles bajos de TGm y Lys sin la etapa de ponchado, 

presentó una reducción del 42% del contenido de gluten reactivo respecto al 

control. Esta reducción en los niveles de gluten detectados representa menos 

de la mitad de lo reportado por Mazzarella et al. (2012), quienes presentaron 

una reducción del 98%. No obstante, las condiciones utilizadas por Mazzarella 
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et al. para la modificación fueron muy diferentes a los del presente estudio. 

Ellos realizaron la modificación en una suspensión de harina de trigo y 

posteriormente, elaboraron pan con un proceso de doble horneado, además no 

evaluaron las propiedades reológicas de la masa, ni la calidad del pan y no lo 

comparan con un pan convencional.  

 

Los panes modificados con QT, tanto con la unión de valina como con Lys, 

tuvieron una menor (p<0.05) concentración de gluten “reactivo” que el control. 

En los panes tratados con QT y Lys, se redujo mejor el gluten reactivo cuando 

se sometió a 45 min de fermentación, comparado con el elaborado por el 

método convencional. Así, en el pan modificado con QT y Lys con 45 min de 

fermentación, disminuyó 52% el gluten reactivo, respecto al control. Cabrera-

Chavéz et al. (2010), lograron disminuir el contenido de gluten reactivo en pan a 

57 ppm, al unir Met utilizando QT. Su modificación fue realizada en gluten 

aislado bajo un sistema de reacción más controlado, pero se les presentaron 

muchas dificultades para la elaboración de pan.  

 

En general, el contenido de gluten reactivo de los panes modificados en este 

estudio fue mayor que el indicado (Codex Alimentarius, 2008). Esta comisión 

establece niveles de 20 a 100 ppm de gluten, para denominar a los alimentos 

como reducidos en gluten. 

 
 
 
Aminoácidos Ligados a Gliadinas y Gluteninas en los Panes Modificados 

 
 
Las gliadinas y gluteninas que conforman al gluten son de gran importancia, ya 

que determinan la calidad de panificación. Aunque ambos tipos de proteínas 

son necesarios, las gluteninas ejercen una mayor influencia sobre la fuerza del 

gluten (O-Olán et al., 2006). Por ello, se evaluó en qué proporción se modificó 

cada una de las fracciones proteicas, en el proceso de panificación, utilizando 

TGm o QT.  
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En la Fig. 9, se muestra el contenido de lisina en las gliadinas y gluteninas 

extraídas del pan modificado con 0.4 U/mL de TGm y Lys 0.2 M. En el análisis 

se observa un incremento significativo (p<0.05) en el contenido de Lys en las 

gliadinas del pan modificado, comparado con el control. Por su parte, en las 

gluteninas no se encontraron diferencias estadísticas (p>0.05) al evaluar el 

contenido de Lys.  

 

 

 

 

Figura 9. Contenido de lisina ligada a gliadinas y gluteninas en panes 
modificados con TGm. Promedio de duplicados. Letras distintas en el mismo 
grupo indican diferencias estadísticas (p<0.05). 
 
 

Estos resultados difieren un poco de los de Mazzarella et al. (2012), quienes 

encontraron un aumento en la concentración de Lys en ambas fracciones 

proteicas. Sin embargo, ellos realizaron el tratamiento en una suspensión de 

harina de trigo en agua, utilizando TGm a mayor concentración. Así, estimaron 

el contenido de lisina como grupos α-amino libres en el sistema de reacción por 

el método de ninhidrina. De tal manera, que estas diferencias pueden deberse a 

los distintos métodos de análisis, las condiciones de reacción, así como el tipo 
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de muestra analizada, ya que en el presente estudio se analizaron estas 

fracciones en el producto final (pan modificado). 

 
De igual manera, al analizar el contenido de valina en el pan modificado con 

QT, se encontró un aumento significativo (p<0.05) en el contenido del 

aminoácido en las gliadinas, sin embargo no se encontraron diferencias 

(p>0.05) en las gluteninas (Fig. 10). Con estos resultados, es posible contrastar 

los datos obtenidos en la cuantificación de gluten reactivo, corroborando la 

efectividad de los tratamientos al unir aminoácidos en los residuos de 

glutaminas de las proteínas, específicamente en las gliadinas. Así, podemos 

inferir que las modificaciones por unión de aminoácidos conllevan a una 

reducción en el reconocimiento de los epítopes reactivos del gluten por el 

pentapéptido R5, comparado con el control. 

 

 

 

Figura 10. Contenido de valina ligada a gliadinas y gluteninas en panes 
modificados con QT. Promedio de duplicados. Letras distintas en el mismo 
grupo indican diferencias estadísticas (p<0.05). 
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El hecho de que la modificación se realizara sobre las gliadinas y no en las 

gluteninas en el caso de la modificación con QT, permitió que la masa 

conservara en mayor medida el balance entre la elasticidad y extensibilidad, 

característica deseable para la elaboración de pan. En los panes modificados 

con TGm, tampoco se modificaron las gluteninas, pero el posible 

entrecruzamiento de las proteínas catalizado por la enzima, ocasionó un 

incremento en la fuerza de la masa, afectado en mayor proporción su 

funcionalidad. 
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CONCLUSIONES 
 
 
 

Con este trabajo se puede comprobar que la transpeptidación de proteínas 

durante el amasado representa una tecnología prometedora para la elaboración 

de productos de panificación con harina de trigo, para enfermos celiacos. 

 

Los modelos de las modificaciones de gluten a menor escala, representan una 

herramienta útil y práctica para la búsqueda de condiciones de reacción a 

aplicar en el proceso de panificación. Las condiciones establecidas fueron 

aplicadas en la elaboración de pan, obteniéndose panes con características 

similares e incluso mejores a otros panes libres de gluten.  

 

Las características reológicas de la masa, así como la apariencia y volumen 

específico del pan, se ven mas afectadas en los panes modificados con TGm 

que aquellos modificados con QT. Se encontró una mayor reducción en la 

concentración de gluten reactivo en los panes modificados con QT, excepto en 

el pan elaborado con niveles bajos de TGm y Lys, con 45 min de fermentación.  

 

En general, se observó una mejor disminución en la reactividad del gluten (52% 

respecto al control), en los panes elaborados con 45 min de fermentación que 

los obtenidos con el proceso convencional de panificación. Los valores mas 

bajos en el contenido de gluten reactivo, corresponden al pan modificado con 

QT y Lys con 45 min de fermentación. 
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