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RESUMEN

La calidad del trigo esta determinada por factores genéticos y ambientales. Estos
factores, afectan al contenido y composicién de su proteina, y por lo tanto a la
funcionalidad del gluten. La aplicacién de nitrégeno es una practica cultural importante
que incide en la cantidad de proteina acumulada en el grano. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la fertilizacion nitrogenada (FN) en las propiedades reolégicas,
composicion proteica y calidad panadera de 5 lineas experimentales (LE) de trigo
cultivadas en el Campo Experimental Valle del Yaqui en Cd. Obregén, Sonora, durante
el ciclo 2002-2003 bajo 5 esquemas de FN. Las propiedades reoldgicas de la masa
fueron evaluadas con el mixografo National y el analizador de textura TA-XT2. Las
cantidades relativas de proteina poliméricas (PPT) y monoméricas se determinaron en
los extractos en buffer-SDS separados en el sistema SE-HPLC. La calidad panadera
(volumen de pan) fue evaluado mediante la prueba de panificacién de masa directa. Se
establecieron las relaciones entre los parametros reologicos, la composicién proteica y
el volumen de pan. El tiempo de amasado (TAM), la resistencia maxima (Rmax), la
extensibilidad, el trabajo de deformacion, el contenido y composicién de la proteina y el
volumen de pan fueron influenciados por la aplicacién de N. El grado de afectacion
dependio de la LE, el esquema de fertilizacién utilizado y de su interaccion. El aplicar
nitrdgeno incremento el contenido de proteina, disminuyé la cantidad de proteina
polimérica (PPT), incrementd ,11 contenido de gliadinas y modificd la distribucion de
tamano de los polimeros. El TAM se correlacion6 positiva y significativamente con PPT,
PPNET y PPNEH. Rmax se correlaciond positivamente con PPT y PPNEH. Por otra
parte, la extensibilidad mostré una relacion inversa con PPNET. Las fracciones
proteicas que tuvieron una mayor influencia en el volumen del pan fueron la PPNET,
PPH y PPNEH, La mejor respuesta a la aplicacién del nitrégeno la present6 la LE 4y se
recomienda aplicarle 300 kg de urea/ha, ya sea en aplicacion unica o fraccionada
100-100-100. La cantidad y el momento de aplicacién del fertilizante pueden
manipularse para mejorar la calidad panadera de los trigos.
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fueron la PPNET, PPH y PI'NEH, La mejor respuesta a la aplicacion dii
nitrdgeno la presentd la U:. 4 y se recomienc:la aplicarle 300 kiJ de urea/ha, ya
sea en aplicacion unica o fraccionada 100"100-'1 Q0. La cantitlacl y el mormrnto
de aplicacion del f<:1liizallte pueden manipularse parn mejorar la calidad

panaderl:1 de los trigos.



INTRODUCCION

] trigo es uno de los principales cultivos a nivel mundial. Este debido a
que crece en un amplio rango de condiciones climaticas, Este cereal s muy
importante para fa alimentacion humana, pues es fa base para la elaboracion de
productos que se consumen en grandes volumenes tales como @l pan, tonillas,
pastas, galletas y pasteles, entre ofros. Ademas, contrbuye con una parte
importante de los carbohidratos y proteinas que consume el hombre {(Pomaranz,

1987),

Las caracteristicas de uso final de las harinas de los trigos estan
fuertemente determinadas por las proteinas del gluten (Weegels et al, 1996), las
cunles son de particular importancia para fa calidad panadera y consiste de dos
principales fracciones: gliadinas y las ginteninas poliméricas (Sapirstein y Fu,
1098, Singh y MacRitchie, 2001). Varaciones en el contenido de proteing v su
composicion  modifican  significativamente  fa calidad de la harina para
panificacion. De esta manera, la composiclon proleica del grano de trigo
depende principalmente del genotipo y de factores ambientales y sus
inferacciones (Graybosch et al, 1996; Tribol et al., 2000, Zhu y Khan, 2001),

El medio ambiente afecta la concentracion de las proteinas, la cantidad
de diferentes grupos de proteinas y la cantidad y distribucion de tamano de las
proteinas poliméricas (Graybosh et al., 1996; Johansson et at,, 2001y 2002). La
composicion proteica del trigo le conflere importantes propiedades viscoelasticas
a lag masas elaboradas a partir de su harina, las cuales penmiten la produccion

(e pan,



La mayor demanda del cereal en nuestro pals fa tiene la indusiria
harinera, qué a su vez proves de materia prima a log fabricantes de la industria
del pan, Las varledades comerciales de tigo con el tiempo se vuelven
susceptibles a plagas v enfermedades, las cuales provocan cambios en la
axpresion genética que modifican la funcionalidad de las proteinas del trigo
afectando su calidad, BEs por esto que existe la necesidad de crear y liberar
nuevas y mejores variedades que satisfagan los requerimientos de la industria

panadera,

Por  muchos aflos se ha tratado de corelacionar fas propiedades
reologicas de fa masa con sy calidad panadera. &n la ultima decada, se ha
avanzado en el conocimiento de las distintas fracciones proteicas que le
confieren las caracteristicas viscoelasticas a las masas y como esta composicion
protelca se relaciona con cierlos parametros reolégicos, No existen estudios que
consideren simultdnesamente la composicion proteica, Jas propiedades reoldgicas
de la masa vy la calidad panadera. Es por esto gue en esta investigacion se
evaluaron las relaciones entre lag  distintas  fracciones  proteicas y  las
propledades reologicas de la masa con la calidad panadera, El conocer el efecto
de la fertilizacion nitrogenada sobre las propledades reofogicas de fa masa, la
somposicion proteica y su relacidn con la caltidad panadera, proveera una base
para una mejor manipulacién de los atributes de calidad en los programas de

mejoramiento gensético y en el manejo det cultivo de trigo.
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ANTECEDENTES

Trigo (Trticyum asstivum L.)

El origen del bigo se localiza en la regidn asiatica comprendida entre o3
riog Tigris v Eufrates, en el Medio Oriente. El cultivo del trigo se difundio en
todas direcciones de esta regidn. Las primeras formas de trigo recolecladas por
al hombre, hace mas de doce mil afos, eran det tipo Triticum monococcum y T,
dicocoym, caracterizadas fundamentalmente por tener espigas fragiles que se

disgragan al maduwrar (Falder-Rivera, 2002).

Aungue se conocen diversos tipos de tigos, log cultives comercialmente
relavantes son limitados. Para todos los propositos practicos se resumen a
cuatro especies del génera Triticum: T monococcum (diploide), T. turgidum
(tetraploide), 7. timopheevi (tetraploide) y 7. aestivum (hexaploide), De éstos el
T aestivum (que incluye a los trigos comunes panificables y galleteros) v el T
Turgicum (trigos para pastas) son los mas ampliamente cultivados {Falder-

Rivera, 2002).

Constitucion Genética del Trigo Panadero

Los trigos panaderos son hexaploides, contienen tres genomas diploides
diferentes (AA, BB y DD). Cada genoma consisie de siele pares de
cromosomas, dande un tolal de 21 pares en el nucleo, A cada par de

cromosomas e le da un nimern seguido de una letra, la letra se refiere al

F



genoma del cual el par es heredado. A los cromosomas de los diferentes
genomas que son genéticamente similares u homologos entre elios se les da el
mismo numero; por ejemplo, cromosoma 1A, 18 y 10D (Vasil et al., 2001). Los
genomas A, B y D codifican juegos de proteinas de almacenamiento que son
diferentes y distinguibles por efectroforesis, esto debido a tas mutaciones que
han sufrido sus genes estructurales y la divergencia resultante de log ancestros

(Payne et al., 1984),

La disponibllidad de diferenies lineas aneuploides (les falta parte del
material genético), junto con el refinamiento de las téonicas electroforgticas, han
permitido completar la asignacion de genes que codifican & proteinas de trigo
{Lafiandra et al., 2000), La constitucion genética del trigo es muy importante ya
que todas las caracteristicas de calidad resulian de la expresion de genes y de

si interaccion con el medio ambiente (Gianibelli et al., 2001).

Calidad del Trigo

lLas sustancias que determinan la calidad del trigo son las proteinas gue
se sncueniran en &l complejo insolible denominade gluten. La calidad del gluten
es mas Importante que la cantidad, pero esta calidad no es faciimente medible.
Los criterios de calidad para el trigo son muy amplios. Estos criterios, dependen
basicamente de su constitucion gendtica, del ambiente en el cual se desamolle
diche cultivo y del manejo del grano una vez cosechado (Glanibelli et al., 2001;

Johansson at al., 2003).

Para los productores de trigo v para las industrias molineras y panaderas
@8 de gran importahcia teper un trigo de buena calidad. El contenido de profeina

def grano de trigo es uno de los factores de mayor importancia para determinar



la calidad panadera. Mediante manejo agronomico se plede lograr que el trigo
tenga mas proteina, pero esto no Implica gue se oblenga haring con mejores
cualidades (Echeverria, 2003). Para poder contar con mejores variedades, es
importante conecer qué cultivar y qué variaciones en el medio ambiente afectan
ciertas caracteristicas de la protaeina, sobre todo aquelias variables que podamos

contralar, tal como es el caso del manejo de la fertiiizacion nitrogenada.

En la expresion de la calidad de una variedad, ademas del aspecin
genético hay una serle de factores que influyen sobre la cantidad y composicion
de las proteinas de reserva, como lo son la fertilidad del suelo, disponibilidad de
agua y la temperatura durante 1a formacidn y llenado del grano (Johansson et
al, 2003 Gianibelll et al., 2001, Zhu y Khan, 2001), 3¢ ha obhservado que la
fertilizacion nitrogenada es un factor que afecta significativamente et contenido
de protelng (Zhu vy Khan, 2001). Un pequefio estudio de harinas de cuato
sultivares de trigo sueco sembrado duranté tres ahos, mostro que el fundamento
para la varlacion estacional en la calidad panadera, puede ser la variacion en la
cantidad v distribucion de tamafo de las proteinas poliméricas (Johansson et al,,
2003).

Usos de la Harina y Principales Componentes de la Masa

La harina de trigo es utilizada en la elaboracion de pan, pasta y tallarines,
cereales para desayuno, bebidas fermentadas, oblencion de almidon y gluten.
En el caso patticular del pan hablar de calidad es complejo, ya gue las
demandas de los consumidores, la techologla en la preparacion de pan
(MacRitchle, 1984; Mesdag, 1985) vy las tradiciones culturales difieren
enomemente entre ciudades. También las pruebas de calidad en las harinas

wsadas para la preparacion de pan no son facilmente repetibles, debido a que

R
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las pruebas de coccidén dependen det horno v las diferencias tecnoldgicas del
proceso {(MacRitchie, 1884), Por otro lado, es complicado formular un criterio
aplicable universalmente para la calidad de psn. Tradicionaimente, et volurnen
del pan ha sido considerado como el oriterio mas imporiante para producic pan
(MacRitchie, 1984). Las caracteristicas reologicas deseables de [a masa
(pegajosidad, tlempo de amasado, absorclon de agua) junto con el color y la
apariencia de la miga son también importantes (Finney et al,, 1987), ademas del
balance e interaceion entre los diferentas componentes de fa haring como

almiden, proteinas, lipidos, agua y pentosanas,

contribuyendo cerca del 65-75% del peso seco del grano. Las diferencias en el
tamafio v distribucion de tas particulas de almidén de trigo v la cantidad de
granulos de almidon dafados son importantes para una buena coccion (horno)
(Hoseney et al., 1971), La forma y tamafio de los granulos varian con la especie
y el origen del cultivar (Soulaka vy Morrison, 1988). El daiio en el almidon
depende principalmente de las condiciones de molienda y de la dureza del grano
(Bass, 1988). Sin embargo, las diferencias en la concentracion de la proteina
tisnen una influencia mayor sobre la calidad del pan gque el tamaio del granuio

de almidén (Lelievre et al,, 1987).

Protalnas. Se ha reportado ampliamente que la fracclon proteica juega un rol
mas esencial en la elaboracion de pan (Morrison, 1888, Wall, 19749). La calidad
de pan se correlaciona con la presencla 0 ausencia de proleinas especificas y
subunidades protelcas (Gupta et al,, 1989, Johansson et al, 1993, Fayne et al,,
19871, Ademas, la calidad depende de la proporcion de proteinas monomericas
a poliméricas (Sapirstein y Fu, 1998) y la distribucion de tamano de las proteinas

poliméricas (Gupla et al., 1993, Johansson et al,, 2001),



harina, A pesar de la peguefa cantidad, los lipidos afectan fa calidad en la
preparacian de pan (Morrison, 1988), Una pane de los lipidos estan unidos al
almidén (no covalentemente). Por otra parte, tienen interacciones con las
proteinas de la haring (MacRitchie et al, 1990} Ambas conexiones son
importantes para ta calidad de pan (Frazier et al, 1981) Basado en su
capacidad de interactuar con el agua, los lipidos de ta harina de trigo pueden ser
clasificados en una fraccidn polar (glicolipidos vy fosfolipidos) v lipidos no polares
(principalmente trigliceridos) (Eliagson y tarsson, 1983). Los lipidos polares
tienen efectns positivos en la coccion, mientras gque los lipidos no polares tienen

efectos adversos (MacRitchie, 1984).

elaboracion del pan, activar la levadura vy las enzimas de la malta, hidrata e
hincha a los granulos de almidon v sobre todo es el agente necesario para el
desarrollo y formacion del gluten, una vez gue fa haring hidratada es sujeta a la
accion mecanica del mezclado o amasado. Generalmente las harinas panaderas
son hidratadas con 60-66% de agua, La distribucién del agua en la masa es
generalmente de 31% con las gliadinas y gluteninas, 46% con el almidon y 23%

con las pentosanas (Serna-Saldivar, 1986).

les denomina comunmente gomas {Serna-Saldivar, 1996). La harina de irigo
contiene pentosanas solubles e insolubles en agua. La fraccion soluble en agua
ha mostrado ser importante en la produccién de un dptimo veolumen de pan. L
mecanismo de aceion todavia no esta claro, pero puede consistir en solo un

incremento en la viscosidad de la fase acuosa (Hoseney, 1996).



Proteinas de Trigo y su Clasificacion

La habilidad de ka harina de trigo de ser procesada para la oblencion de
diferentes alimentos se debe principahmente a las proteinas del gluten (Weegels
et al., 1096). Las proteinas del gluten tienen propiedades vy una estructura unica
que las ha hecho de especial interés para diversos estudios acerca de sus

propiedades funclionales (Shewry y Tatham, 1997, 2000; Gianibelli, et al, 2001,
Lafiandra, et al,, 2000}

Los granos madures de trigo contienen de 8-20 % de proteinas. Denbro de
las proteinas def gluten, lag gliadinas y gluteninas, constituyen 80-85 % del total
protelco en s harina,  Estas  proteinas le  confieren propiedades de
viscoelasticidad a las masas gque son esenciales para la funcicnalidad de [as
harinas de trigo (Shewry et al., 1990), y constituyen cada una cerca del 50% de

las proteinas del gluten,

Osborne fue el primero en clasificar a las proleinas del grano de trigo en
base a su solubilidad: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles én
soluciones salinas), gliadinas (solubles en soluciones acuosas vy elanol) y
giuteninas (solubles en acidos diluldos o dlcalis) (Osbome, 1907), Debido a los
hallazgos de que las Tracciones enconlradas por Osborne son heterogeneas y
contignen tipos de proteinas traslapadas unas con olras, fos méfodes de
fraccionamiento de proteinas han mejorado hoy en dia (MacRitchie et al., 1990),
5 gistema de clasificacion proteica usado hoy en dig estd basado en
caracteristicas bioldgicas de las proteinas junto con su relacion quimica y
gendtica, permitiendo  diferenciar  estados  de  agregacidon  en  solciones
disociantes (Shewry y Tatham, 1990; Shewry et al., 1986). De esta manera, |as

gliadinas son una mezcla de polipéptidos monomeéricos y 1as glutenings



consisten de polipéptidos agregades por enlaces disulfuro (Fig, 1, Shewry vy
Tatham, 1990; Singh vy MacRilchie, 2001).

Ambos tipos de proleinas de almacenamiento, gliadinas y giuteninas
forman e gluten y determinan las propiedades del pan (Branlard y Dardevet,

19845 a, h).

———= [Proleinas del ghien de tigo—

Gliadinas Gluteninas
MONOIMEricas poliméricas
¥ L2 v L4
m-gliad ‘ t w-gyliad -y y-gliad LMWV-g¢" ’ | MMWY sg° J
prolaminas prolaminasg doas-G ' prataminas HMVW?

pobres-5

WMAED = subunidosdes de gleening de baje peso mogouisn, HMW-sg = subunidades de glolering de alls peso
malacular, HMW = alto pein malacular,

Fig.1- Clasificacion tradicional de las proteinas del giuten (Lafiandra el al, 2000},

Albuminas v globulinag. Las aibuminas y globulings constituyen del 10 al 22%

del tolal de las proteinas en 1a harina (Singh y MacRitchie, 2001). Las albuninas
pueden tenar funciones duales, como reservas de nuliientes para 13 germinacion
emhriohara vy como inhibidores de insectos y patoégenos fungicos antes de la

germinacion. Generalmente se plensa que albuminas y globulinas ne juggan un




papel critice en la calidad de la haring (Schofield v Booth, 1983). Ambas
fracciones proteicas son importantes desde el punto de vista nutricional, debido

a qua lienen cantidades allas de aminoacidos esenciales.

Gliadinas. Las gliadinas estan divididas en cuatro grupes, alfa- (u-), beta- (),
gamma- (v} y omega- (o-) ghadinas, hasadas en su movilidad eleciroforética a
pajo pH (Woycehik et al., 1961). La composicion de aminoacidos de -, b« v y o=
gliadinas es similar entre ellas {Tatham et al, 1820), aungue, las o-ghadinas
confienen pocoe o no cistelna o metionina y sdlo pequedas cantidades de
aminodcidos bDasicos. Todas las gliadinas son mondmercs con enfaces no
disulfure (w-ghadinas) o enlaces disulfuro intra-cadenas (-, {3+, v y-gliadinas)
(Miller y Wieser, 1998, 1997). Los pesos moeleculares de las o-gliadinas estan
entre 46,000 y 74,000 Da, v las u-, 3- y y-gliadinas tienen pesos molecularaes
bajos, oue estdn en el rango de 30,000-45,000 Da, por su secuenciacion de
aminodcidos en electroforesis disociante en geles de poliacrilamida (SDS5-FPAGE)
(Kasarda et al., 1983). Una posterior aproximacion ha mostrado gue 1as o-y -
gliadinas estan relacionadas muy cercanamente y por eso seguido se refleren a
gllas como gliadinas tipo o~ La mayoria de las gliadinas tipo o contienen G
residuns de cisteina, Debido al cardcter monomerico de [as gliadinas tipo o, y a
la ausencia de grupos sulfidrilo libres, se ha asumido gue Jos residuos de
cisteina estan unidos por tres enfaces disulfure intra moleculares (Kagarda et al,,
1987), ‘

Las gliadinas tipo o~ son proteinas monoméricas simples con enlaces
infra catanarios y se considera que sob el tipo ancestral de prolaminas ricas en
azufre (Lafiandra et al,, 2000).

Er la formacion de la masa, se considera que las gliadinas no pueden

legar a estar unidas covalentemente en una gran red elastica como las
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gluteninas, pero actian como un "plastificante” promoviende un flujo viscoso y la
extensibilidad, las cuales son caracteristicas reclogicas imporantes de la masa.
Pueden interactuar a través de interacciones hidrofobicas vy puentes de

hidrogeno (Belton, 19949},

palimeros, subunidades de glutenina de slto peso molecular (MMW.sg, por sus
siglas en inglés) y subunidades de glutenina de bajo peso molecular (LMW-sg,
nor sus siglas en inglés). Los polimeros de glutenina grandes son estabilizados
por enlaces disulfuro inter-cadenas (Field et al., 1983). Las HMW-sg tienen
pesos moleculares en el rango de 80,000-160,000 Da y las LMW-sg entre
30,000-51,000 Da usando SDS-PAGE (Payne et al., 1980).

Las HMW-sg consisten de dominios no repetilivos de 88-104 vy 42
rasiduos en el N- y G- terminal, respectivamente, separados por un dominio
repetittvo muy largo (481-680 residuos). La variacian en el dominio repetido es
responsable de la mayoria de la variacion an @ tamaio de la protelna completa,
v estd hbasado en segmentos repetidos de hexapéptides o nonapéptidos al azary
sntremezclados con tripéptidos tambiéen presentes en las subunidades tipo x
solamente, A pesar del alto grado de simifitud en la estructura general y en las
sacuencias de aminodcidos de las HMW-sg tipo x v tipo v, algunas diferencias
importantes son potencialmente critivas para la estructura y funcionalidad de los
polimeros de glutening. Hay tres diferencias principales: t)- B} peso molecular (el
fipo « @5 mas grande que el tipo y) debido a la diferencia en longitud del dominio
repelitivo central; 2)v l2 estructura repetiliva en el dominio central; 3)- el numero
y distribucion de los residuos de cisteina (Shewry et al,, 1992), Las LMW-sg se
parecen mas en secuencia a las y-gliadinas (Moller et al,, 1998) y comprende

cerca dal 20-30% de la proteina tolal (Gupta et al,, 1992),



Eatructura del Giuten

Varios modelos de la estructura del giuten de trige han sido propuesios.
De acuerdo a modelos antericres, la glutenina tiene solamante enlaces disutfuro
infra-cadenas., Los enlaces disulfuro intra catenarios se considera que
coaccionan a las moléculas de glutenina en conformaciones especificas que
facllitan la interaccion de moléculas de glutenina adyacentes a traves de enlaces

no covalenles, causando de esta manera agregacion (Kasarda et al., 1976).

Estudios mas recientes han mostrado que los polimeros de protelnas del
gluten tlenen un amplio rangoe de distribucién molecular por ariba del milldn (M,s

posiblemants exceden a 1x107) (Larroque et al., 1996! Wrigley, 1996).

Se ha reporado gue proteinas con pesos moleculares mas allos tienen
una correlacion mas fuerte con propiedades de masas fuertes (MacRitchie,
1984). Una cierta cantidad de estes polimeros no pueden ser extraidos en varios
slgtemas extrayentes (solucidn doldo acéticy o bufer fosfato-dodect sulfato de
sodio (SDS8)). La proporcidr de proteina polimérica no extraible en la proteina
polimerica total (PENET) se ha reportado come Una medicion de la candidad v
distribucion de tamaiio de la proteina polimerica (Gupta et al., 19892, Field et al,
1983). Valores altos de PPNET se relacionan con una mayor proporcion de
gluteninag gue es insoluble en 8DS (dodecll sulfato de sodio) y por esla razion s
consideradas que sea de mas allo peso molecular (MacRitchie y Singh, 2004}, De
asta manerd, un trigo con una mayor PENET se espera que fenga uns masa
mas resistente (elasticidad) y un requerimiento de mezclado mayor que 108 que
tisnen una menor proporcitn de proteing polimérica no extraible (Gupta et al,
19973), |



Factores gque Afectan la Distribucidn de Tamaflo de las Proteinas

Paoliméricas del Gluten

Son cuatro los factores composicionales principales de la protelna gue
gobiernan la distribucion de famaio de la proteina polimérica del gluten: 1) fa
relacion de HMW/ILMW-sg (MacRitchie, 1999}, 2) la variacion alélica en el oci
Glu-1 (por ejem. la presencia de subunidades de glulenina de allo peso
motecular 10x6+10Dy10 vs 1Dx2+1Dy12) (MacRitchie, 1999), 3) ta presencia de
terminadores de cadena (w-gliadinas, las cuales contienan un solo residun de
cisteina (MacRitchie, 1998) y o~ y y-LMW-sg (Masci et al., 1998) y 4) ta canticiadl
y formas alélicas de LMW-sg (residuos de cistelna) (Consalvi et al,, 2004;
Dachkevitch y Autran, 1989). Ademas de estos factores, el medio ambiente
tamiien muestra una fuere Influencia en fa cantidad y distribucion de tamaio de
las protelnas poliméricas (MacRitchie, 1999: Altenbach et al., 2003; Johansson

gt al, 2001, 2002),

Los factores ambigntales gque afectan |z cantidad, composicidn it
polimerizacion de las proteinas del gluten se encuentran fa ferilidad del suelo,
disponibiidad de agua asl como ta tfemperatura durante la formacién v llenado
del grano (Johansson et al,, 2001, 2002, 2003, 2004, Muller ¢t al., 1998). Pravio
a la antesis {(mamento en el que 5@ abre el capullo floral), el medio ambienia
afecta principalmente al rendimiento, a través de la germinacion del grane de
irige, fotosintesis, formacion del tallo y desavcollo de la Inflorescencia,
impactando de esta manera el numero de granos (Merzog, 1986), Despuds de
antesis, fas condiciones ambientales primeramente afectan el tamaio del grang
asi comp la concentracion y composicion de la proteina. Incrementos en el
comenido proteico en el grano, en & porcentaja de glladinas y en la refacion de
HMW-sg/LMW-syg fueron observados con el incremento de nitrogeno (N) como
fertflizante (Johansson et al., 2001, 2003; Gupta et al., 1992, Miller et al., 1988),



£l tlempo de aplicacion del N afecta la PEMNET (Johansson et al, 2008). Altas
temperaiuras, por arrtba de los 30°C mostraren una correlaclon negativa con fa
PRPNET (Randall y Moss, 1990).

Fartilizacldn Nitrogenada

El nitrogeno es un elemento esencial para lograr altos rendimientos y
calidad en trige. Su absorcidn y distribucion en la planta s& encuentran
determinadas en gran medida por la disponibilidad v demanda durante varios
pstados fisioldgicos del cultivo (Gotlk et al., 2003). La disponibilidad temprana de
N se traduce narmalments en megjores rendimientos; mientras que su aplicacion
en elapas tardias puede mejorar la cantidad v calidad de lag proteinas en grano.
Esto depende tanto de la cantidad de N acumulado, comoe de la eficiencia en su
distribucion hacia el grano, o que puede diferir entre distintos genolipos

{Gianibelli y Sarandon, 1999, Golik et al,, 2003).

Se estima que dos tercies del N en grano de trige a madurez fisioldgica,
son derivados del N asimilado por el cultivo en pre-antesis y selamente up tercio
proviene de la asimilacion post-antesis. Sin embarge, esto varla depandiendo
fundamentalmente del contenido de humedad en el suelo v de la disponibilidad

da N durante &l llenado de los granos (Golik et al,, 2003},

Se ha encontrado gue la dosis de fertilizante, asi como el medio ambiente
afectan la cantidad total de grupos de proteinas y la caniidad y distvibucion de
tamaio de lag protelnas poliméricas {(Johansson et al, 2003; Gianibell y

Saradon, 1999).



Por lo general, una vartedad con un contenido de proteina inferior al 11%
tiene una calidad deficiente debido a la falta de proteina para formar el gluten, el
cual es responsabte de la estructura de fa masa en la panificacion. De alli 1a
importancia de sembrar en Iotes con buena fertilidad natural o quimica, y si es
necesario, reforzar con una ferilizacion nitrogenada para mejorar al rendimiento

y la calidad del grano de trigo (Zhu y Khan, 2001),

La urea es el fertilizante mas usado, aungue &n sistemas con residuos en
superficie  puede Hevar a pérdidas importantes por volatilizacion v su
aprovechamianto se retrass hasta que se ha hidiolizado en el suelo, La
wlitizacion de fertilizantes compuestos como el nitrale de amonio podria mejorar

la eficiencia con respecto a la urea (Guotik et al., 2003).

La fertilizacion nitrogenada influye en el valoy nutritivo, va que aumenta ef
contenido de proteina y disminuys los carbohidratos estructurales, Cuando se
utilizan dosis bajas de N, el contenido de proteina es menor y las plantas
acumulan carbohidratos, particularmente almidones y polifructosana, timitando
de esla manera la sintesis de los compuestos hilrogenados organicas (Kemgp,
1476},

Fvatuacion de la Calidad Pansdera

Existen varios oriterios utilizados para evaluvar Ja calidad delb trigo en
prograrnas de mejoramienio genético, Entre ellos se encuenitra el uso de
tamarios de muestras pequelias, procesar una gran cantidad de informacion en
poco lempo, alla reproducibllidad v tener la habilidad de relaclonar fa
variabilidad gendtica con las propledades funcionales de las muestras usadas

para valorar la calidad final, por ejem. mostrar una fuerte correlacion con los



parametros de calidad v tener la habilidad de clasificar musestras de trigo
gimilares en diferentes localizaciones de crecimiento. La proteina polimerica ha
mostrado tensr una relacién causa efeclo con las propiedades de la harina

incltyendo la calidad panadera (Gupta et al,, 1993).

La calidad panadera es mucho méas diflcil de evaluar que la cantidad de
proteina. La mayoria de las evaluaciones de calldad de las harinas de trigo estan
basadas en las propledades viscoelasticas que tienen las masas (Antes y
Wiaser, 2001: Pomeranz, 1988} Sin embargo, ef criterio final de evaluacidn secd

ef de la prueba de panificacion.

Algunos de los criterios para evaluar la calidad de panificacion son; la
absorcion de agua, tlempo de mezclado y tolerancia a la fermentacion bajo
condiciones estrictas de temperalura y humedad relativa, entre otras. En el pan
s mide su volumen, color y textura de la miga y caracteristicas de la cortezs

(Serna-Saldivar, 1986),

Las proteinas de almacenamiento son reconocidas como el componeante
mas imporlante que gobierna ta calidad panadera (Pormeranz, 1988). Se ha
reportado que un allo contenido de proleina esta relacionadeo con calidad
panadera, El contenido proteico no explica por si solo todas lag variaciones én la
calidad panadera, sin embargo, ofre factor como la calidad de la proteing
también es muy importante (Weegels et al, 1886). Estudios previos han
mostrado que el complejo formado por las subunidades de glutenina de bajo
peso molgcular y de aito peso molecular puede explicar cerca del 70% de la
variacion en la resistancia a la exlension de la masa (Gupta et al,, 1991, Gupta
¢l al, 1992), En otra investigacion realizada con lineas transgénicas de trigo, se
encantrd que la expresion de subunidades de giutenina de allo peso moteculay

incrementd la fuerza de la masa (Barro et al, 1897),
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Kieffer y col. (1998) desarrollaren una prueba de micro-extension de la
maga v ta retacionaron con pruebas de panificacidn usando composiciones de
masa eqiivalentes, enconfrando que la prueba de micro-exlension de la masa
an combinacion con la determinacion del contenido de proteina en la harina, son
métodos muy Gliles para ta estimacion de ia calidad panadera, Ademas,
gnocontraron una alta correlacion entre las propiedades reologicas vy ef volumen

det pan,

Diversos estudios han correlacionado a las subunidades de ghitening de
alte peso molecular con calidad (Bekes et al,, 1994, Gupta et al., 1982, Lookivart
el al, 1993; Payne et al, 1887). Se ha establecido que estas subunidades
contribuyen principalmente al mezclade y calidad de homeade de los trigos
panaderos, Bl 67% de |la vartacion en calidad ha sido atribuida a fas subunidades
de giitenina de allo peso molecutar enfre variedades o tineas (Payne et al,
1987) y 13% para diferentes lotes de trigos (Rousset et al., 1992). Payne y cof,
(1987) propusieran una calificacion basada en comelacionss de calidad de
subunidades individuales de glutening de alto peso maolecutar para predeciy
mezclado vy ta calidad pansdera de variedades de thigo. Los resultados
anfocaron la atencion a las subunidades 5+10 (heredadas siempre juntas) como
asociadas coh una mejor calidad y superlor gn @ste aspectd a las subunidades

a2,

Métodos para el BEstudio de las Proteinas en Harinas de Trigo

Aungue ta imporancia de la composician proteica en harinas de rigo es
reconocida, quizds uno de Jos principales problemas en su estudio sea la
complejidad de las mismas, por lo que se ha requerido de la adecuacion de Ia

matodologla analitica. El uso de la electroforesis en varias de sus modalidades

1



(elactroforesis tradicional o écida en geles de poliacrilamida, SDS-PAGE o A~
FAGE), asl como la cromatografia de alta presion en fase reversa (RP-HPLC), la
electroforesis capilar de alta resolucién (CE-HPLC) han sido ampliamenie
utilizadas para la determinacion de la composicion proteica en trige (Weegels et
al., 1995 Wieser et al, 1994 Huebner el ai, 1999, Marchylo et al., 1999,
Werner et al., 1999) pero varios de estos métodos presentan algunas limitantes
y deficiencias. Por otro lado, la cromatografia liquida de alla resolucion de
exclusion por tamafa (SE-HPLC, por sus siglas en inglés) ha sido Wil para
caracterizar y cuantificar con alta reproducibilidad y rapidez lag fracciones
proteicas de las harinas (Batey et al,, 1691, Bingh et al., 1880a y 1990b).

Gupla y col. (1993) extrajeron la proteina de harina de trigo utilizando
buffer de fosfato-SDS a1 0.5% v mediante SE-HPLC separaron a las protelnas
en tres fracclones: fa protelna polimérica total, & proteina polimérica extralble vy
la no-extraible. Esle es un mélodo directn y muy simpie para estimar [a
distribucion de tamafio relativo de la proteing polimérica, basado sn la relacion
Inversa entre la extractabilidad y el tamano molecutar, En este estudio la
praporeion de proteina polimérica no extraible en la proteina total (PPNET), asi
como en ta proteina de la harina (PPNEH) se correlacionaron posilivamente con
fas propiedades de fuerza de la masa (resislencia maxima a ka extension (R,
iempo optimo de amasado en el mixodgrafo, asi como también en el farinografo),
Los autores concluyaron gque estas fracciones pueden eaplicar cerca del 90% de
la variacion en estos parametros reologicos. La medicion relativa de la
distribucion de tamato de ta proteina polimeérica totat proves un oriterio
hioquimico confiable para la prediccién de fa fuerza de la masa de batinas de

frigos en programas de mejoramiento genélico,

£l procedimiento de extraccion con SDIS, sonicacién y cuantificacion

mediante SE-HMPLC provee un método simple y conflable para la medicion



exacta de la proteina polimérica total (PPT) y 1a PPNET de 1ag harinas de trigo,
Esto puede ser usado comg una herramienta en programas de mejoramiento
genético para derivar un simple indice de calidad funcional de las harinas de
trigo. Bl papel de las proteinps  poliméricas  pueds  ser  evaluado
cuantitativamente asl como su distribucion de tamano, aungue la distribucion de
tamalio tiene un mayor efecto en la calidad, Sin embargo, &l tamane relativo de
oproteing polimérica depende mas de su composicion, parficularmente ki
relacion de subunidades de glutening de alto peso molecuar/bajo peso
molecular v los tipos de subunidades individuales. La variaclon cuantitativa en 13
PPT no puede relacionarse significativamertte con los parametros de fuerza de
fa mass si hay una gran diferencia composicional en la proteina polimérics
(Batey et al,, 1991, Gupla et al., 1982, Gupla e al,, 1993, Cuniberti et al., 2003),

Propiedades Reoldgicas de ja Masa

Las propiedades reolbgicas de la masa se han ulilizado para fa predicaion
de uso final de las harinas de trigo. La medicion de estas propledadas reoldgicas
implica la preparacion de la masa, & cual se realiza con diversos tipos de

instrunentos y su posterior evaluacion.

Desarrollo de la Masa y Rompimiento

Tries factores son requeridos para formar una masa: harina, agua vy
energia. Las masas son sisternas concentrados donde las fuerzas al corte v la-
tension impartidas por el maezclado o laminado causa la unldn de las proleinas vy
forman una red en la masa (MacRitchie, 2003). Durante el desarollo, 1a mass

adquiere propiedades viscoeldsticas que Hegan a ser optimas en el pico de



mayor consistencia, A nivel molecular, el desarrolio de fa masa involucra gl uso
de fuerzas de corte v de tension para extender las grandes moléculas de
glutenina de su equilibrio conformacional. Et aumento de las moleculas
extendidas restablecen las fuerzas elasticas, esto es simitar a 1o que ocurre en la
elasticidad de la goma ¢ caucho. Los valores altos de elasticidad se originan
principatmente del enredamiento acoplado de las moléculas de glutenina que
retrasan el retraimiento melecular, duranle ef mezclado tas gliteninas s retrasn
de sy conformacion extendida, La tensidn del mezglado produce la onentacion
de las moléculas, Las moltéculas poliméricas responden a g aplicacion de
tensién por res procesos principalments: desenredamiento, orvientacion de [a
cadena v ruptura de enlace. Todas pueden ocurtr durante el mezclado de la
masa, La escision (divisidon) de las meléoulas mas grandes de glutenina resulta
de cadenas gque no pueden ser deslizadas libramente sl punlo de enredamianto

lo suficientemente rapido en respuesta al estrés (Singh y MacRitchie, 2001,

Los enlaces covalentes que son rotos son los  enlaces  disulfiro
localizados entre las subunidades de glutenina, Bs Importante que fa tension
mas alim ocurra en 1oy centros de las moléculas donde ta probabilidad de la

ascision de la cadena sea mayor (Singh v MacRitchis, 2001},

Et rol de los componentes individuales det gluten ar 1a funcionalidad de la
masa es compleja (Gupta et ab, 1991, Khatkar et al., 2002), Cuando gluteninas
aisladas se mezclan con almidon v agua, se forma un material completamente
viseoso, el cual no es un estado que se prasente en una masa comun de perfil
profeico normal. En contraste, al mezclay puras gliadinas con almiddn y agua,
solo se forma un material gomoeso con baja extensibilidad. Las propiedades
elasticas que aparecen en la masa durante el mezclado es debido a las

gluteninas (MacRitchia y Singh, 2004).
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Diversas propuestas han tratado de explicar la base molecular de las
interaceiones de las proteinas de la masa (Létang et al, 1999), La masa no
desarrollada es definida como ta harina de tigo que ha sido hidratada
completameante sin ser deformada (por ejem. no sujeta a accion mecsnica), Lna
masa desarrollada es descrita como la harina de trigo que ha sido hidratada

completamente v ha estado sujeta a accidn mecanica (Campos st al,, 1997).

Instrumentos para la Medicidn de Propledades Reoldgleas de las Harinas
de Trigo

Los instrumentos mas utlizados para evaluar las propiedades reclogicas
de lag harihas son el farindgrafo Brabender, e mixdgrafo National, el
axtensagrafo Brabender y el alvecgrafo Chopin, En los ditimos afos, ofro
instrumento que ha sido utilizado para medir [as caracteristicas extansionales de
las masas, entre muchas otras aplicacionas, es @ analizador de textura TA-XT2

(BME Stable Micro Bystem, UK).

(wsfuerzo l“ﬁ&(‘}ﬁ'il"li('}u). y &l principio se basa en determinar por medic de prueha y
arror ta cantidad dptbma de agua para lograr una consistencta ideal (éptima) de
& masa (500 Unidades Hrabender), La curva farinegrafica cuantifica importantes
pardmetros como! tigrpo de tlegada, tiempe de salida, tlempo de desarolo,

estabilidad e indice de tolerancia al mezclado (Berna-Saldivar, 1996).

Mixografo. Aparato que lene principios similares al farindgrafo, 8in embarge, es
el métodn preferido por fitomejoradores ya que sdlo utiliza 10 0 35 g de muestra
y et ensayo Uene una duracion de solamente 7 u 8 min (Método 54-404, AACTE,
1995}, La absorcidn de agua v peso de la muestra dependen del contenido
peoteico y humedad de la harina. 2] aparato grafica una curva gue muestrs un

"



punto de mayor consistencia denominado tiempo de desarrollo, en el cual ia
masa posea la mayor fuerza o mejores propiedades reologlcas (Serna-Galdivar,

1596).

formada dptimamente (absorcion de agua y tiempo optime de desarrollo) en et
farindgrafo. La masa (150 g) es formada en un citindro, &f cual es posterformente
almacenado hajo condiciones de alta humedad vy temperatura de 30°C por
periodes (3) de 45 min, Bl cilindro e posteriormente fijado a 1os brazos del
extensografo y sujeto a una fuerza de tensidn con un desplazamienio constante
hasta fograr su eveniual rompimiento  (Método  84-10, AACC, 1995) [
instrumento grafica la resistencia o tenacidad R en el gje de las "Y" (R cuando {a
masa se elongd 50 mm y Ry 0 altura maxima de la curva) y 1a extensibilidad E
en el eje de las "X" La refacion R/E es un factor importante para determinar fa
fuegrza v caracteristicas funcionales de fa harina de trigo, & area bajo 1a curva,
es el trabajo realizado por el Instrumento para romper a8 masa y da una

indicacion de la fuerza de la misma (Ssrma-Saldivar, 1998),

Alvesdgrafo, Mide ta tenacidad y exlensibilidad de las masas (280 g) en discos de
masas de dimensiones estandarizadas mediante ipyeccion de aire {(simutando
efectos de fermentacion). La curva tipica muestra dos valores principales: [a
tenacidad o altura maxima de la cwva (P) vy extensibilidad de la masa
representada por {a longitud de Ja curva (L), La relacion P/l es un indicador
fuerte de la calidad vy uso potencial de la harina. Al igual que el extensdgrafo, el
trabajo para deformar la masa (W) es proporcional al drea bajo 1a curva y asta
fuertemenis relacionado con el contenido proleico o fuerza de la harina {(Serma-

Saldivar, 1996),



Analizador de texiura TA-XT2, Instrumento gue mide las propiedades reclogicas

de una masa formada optimamente (absorcidn de agua y tiempo optime de
desarroilo) en el mixdgrafo, Este aparato es muy versatil v puede ulilizarse para
medir diversas variables, entre ellas la fuerza y extensibilidad de la masa a
micro-escala, Algunas de las ventajas de wtilizar esta prueba a micro-gscala, en
lugar de wlilizar @l exlensograio Brabender, es que requiere s0lo 10 g de harina
comtra 300 g ulilizados en &l extensografo. Bl drea bajo la curva al igual que én
todns los parametros evaluadeos se obtlenen direclamente del aparato  sin
necesidad de usac un planimetre o caloulos & mano v ta facilidad del manejo de

los datos para su analisis posterior,
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Justificacion v Olhjativos

Las proteinas son las que determinan la calidad panaderas de las harinas
de trigo, Se conoce gue ta fedilizacion nitrogenada afecta a fa cantidad de
proteina del grano y que las varjedades de trigo regponden de manera diferente
a esta. Por otra parte, no se cohoce hacia cuales fracclones proteicas se destina
al W oacumulado en el grang de trigo ni la relacion que esto pudiera tener con las
nropiedades reclogicas v la calidad de panificacion. £l concecar como afecta [a
fertilizacion nitrogenada a la composicion proteica v Ia refacion de ésta con las
propledades de la masa y la calidad panadera de los frigos provesr(a una
herramienta para descartar maleriales no  promisorios en programas  de

mejoramiento genético de triges panaderos.

[l objetivo general del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
fertilizacion nitrogenada en el cultivo de distintas Hneas experimentales de {rigo
sobre la composicion protelca v propiedades funcionales de la harina vy su
redacion con a2 calidad panadera. Los objetivos  especificos  fueron: (1)
caracterizar  qulmica v reoldglcamente  las  harinas  de  ¢ince  lineas
experimeniales de trigo cultivadas bajo cinco esquemas de dosificacion de
nitrigena, (2) obtener los extractos protejcos de las harinas de trigo y determiinar
mediante SE-HPLC la proporcion relativa de tas principates fracciones proteicas,
(3 realizar pruehas de panificacion con lag harinas vy (4) correlacionar [a

somposicion proteica v las propledades reoldgicas con la catidad panadera.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 5 lineas experimentales (LE) de trigo cultivadas en el Campa
Fxperimental Valle det Yagui (Cuadro 1), en Cludad Obregon, Sonora. Las
lingas forman parte del programa de mejoramiento genetico de trigo (INIFAP-
CIRNO), cuyo responsable es el Dr, Miguel Alfonso Camacho Casas, Se
astablecio una fecha de siembra con una rotacion con sorgo sin fertilizar y cinco
psquemas de fertilizacion nitrogenada (EFN) (0-0-0; 150-0-0; 300-0-0; 50-50-50
y 100-100-100), distribuidas en base a la combinacion de las etapas: 1)-

presiembra; 2)- primer riego de auxilio y 3)- segundo riego de auxitio (Cuadro 22),

Cuadro 1- Origen de tas Hneas experimentales de trigo,

L.inea Cr
Experimental Tuza
(LE)
1 BRL 7 2PRASTOR_(2)
2 VEE f KOELSIREM 73 7 ARIV92
3 WHEATHER
] 4 MUNIAAS O REAUB W B CHEMARGILOPE SQUARROESA_[TALRWBCN
: 5 WEERILL_{38Y)
|
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Cuadro 2- Esquemas de fartilizacion nitrogenada,

Esquema de Aplicacién”
ortilizacion Y e e s s |
| nitrogenada® Presiembra Primer auxilio Segundn auxitio
1 0 0 0 |
2 150 0 0
3 300 | 0 | 0
| 4 50 | 50 | 50
5 ”‘ 100 | 100 | 100

"oy de urealha,

Metodos

fotabur o, e A i)

Propiedades Recldgicas de las Marinas de Trigo

Tiempo _oplimo_de_amasado (TAM): Se corrigron los mixpgramas utilizando el
mixografo National (National Manufacturing Go., N.J) para 10 g de harina,
siguiendo el método 54-40 de ta AACGC (1885). Be determing el porcentaje de

absorcion de agua y el tiempo aplime de amasade (TAM) en min, el cual se

utiizd &n las prugbas de panificacton,

Fuerza v extensibilidad de la masa; Se midid la fuerza, extensibilidad de ja masa

y ¢l trabajo requerico para estirar la masa (drea bajo la curva) a una velocidad
de prueba de 3.3 mmvzey en e Analizador de Textura TAXT2 (8MS Micro
System, UK) con el 3MS/ Kleffer Rig (Kieffer et al. 1998). La realizacion de fas
mediciones reologicas con ¢l analizador de textura TA-XTZ a intervaios de
tiampn de 45 min (2 intervalos) se hizo para simular el procedimiento que se

lleva a cabo por medio def método oficial (54-10 AACC) en el extensdgrafo. [.a



masa reposada es sometida 8 un estiramiento con el gancho tensor y se reqleira
su resislencia a la extension (q), el trabajo necesario para estirar la masa hasta
romperla {gom) vy su extensibilidad (cm). Después del primer y segundo
esfiramiento, la masa es redondeada y reformada. Esto se hace para simular el
perodo de farmentacion en el proceso de panificacion convencional que es
interrumpido por el ponchado y el moldeado. La ventaja de usar esta prueba
sobre olras convencionales (alvesgrafo vy exdensografo) as que sdlo requiers de
1) g de harina, lo cual es muy apropiado para utilizar con muestras de trigo
provenientes de programas de mejoramiento genélico donde la cantidad de

semilla cosechada es limitada.

Composicidn Quimica de las Harinas

Se determing Ja composicion guimica de las harinas utdizando ios

siguientas métodos oficiales.

Gontenido die humedad, Se detarming el contenido de humedad madianie el

métadn 44-19 de la AACC (1995), ¢l cual consiste en poner 2 g de la muesia en
una estufa de cireulacion forzada a 100°C hasta oblener un peso constanle, La

humedad se determing por diferencia de peso,

Contenido de proteina. Se determind utiizando el metodo 48-13 (AACC, 1995},

conviriendo  a suifate de amonlo @l nitrogeno de fas protelngs vy olros
compuestos organicos por medio de la digestion con dcido sulfirico en ebullicién
y en presencia de un ion metdlico (cobre) como catalizador, El residuo de la
digestion se enfrio, se diluyd con agua v se le agregd hidroxido de sodio. kf
amonio presenie se destlld y se recibio en una solucion de acide barico gue

postarionmente se valord con una soluciin acida estandarizada, Se reporto el %

myr
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de proteina, multiplicande et contenido de nitrogeno por un facioy de conversién

de 575,

Contenide de cenizas, Se empled el método 08-01 de la AACC (1995). Se

pesaron 2 g de muestra en un crisol (por triplicado) y se colocaran en una mufla
(Thermolyne modelo 30400) a 6530°C durante § h, Bl contenido de cenizas se

detarmind por diferencia de peso,

Extraccion de Proteina

Para ta extraccion de proteina total (PT), se pesaron 10 my de cada
harina en tubos de microcentrifuga; a cada tubo se Je agregd 1wl de 508
buffer (0.5% S8 en 0,05 M fosfato, pH 6.9) y sp agitd la suspension en un
vortex por & min. Posteriormente, se coloch el tubo con la suspension en un
sonicador v se introdujo el vastago (3 mm de didmetro) 143 de la distancia ded
fondo del tubo Eppendort. La potencia y el tiempo de sonicacion fueron & Wy 15
s (Ratey ef al,, 1991). La muestra fue centrifugada a 12000 rpm por 20 min en
una microcenirifuga Eppendorf 5417C. £l sobrenadante {ue puesto en viales y
se calentaron por 2 min a 80 “C. Inmediatamente, las muesiras fuegron enfiiadas
con agua para posteriormente ser analizadas mediante cromatogeafia liguida de

alta resolucion de exclusidn por tamano (SE-HELC).

La proteina extraible (PE) se obtuvo al colectar el sobrenadante una vez
que la suspenston de haring en S0S-buffer (10 myg en 1 mb) fue agitada por §
min (o sonicacidn) vy centrifugada a 12000 rpm por 20 min. Se coloco la
muestra en viales, se calento por 2 min a 80 "C y sa enfrigron con agua para

despuds ser anallzadas mediante SE-MPLC,



Fara |a determinacion de la proteina no extraible (FNE), & precipitado de
la extraccion que no incluyd sonicacien se mezeld con 1 mb de SDS-buffer
(0.8% BD8 en 0.05 M fostalo, pH 6.8} v se procedid de manera similar a la
determinacion de protetna total, excepto que fa polencia y tiempno de sonicacion
fueron de 14 Wy 25 5 (Batey ¢t al., 1991), Después de centrifugar las muestras,

estas se colocaron en viales para analizarias mediante SE-HPLC.

Geterminacion de la Composicion Proteica de las Harinas

Los extractos protelcos de las harinas de frigo se fraccionaron vy
cuantificaron en un HPLC marca Agilent serie 1100, utiizando una columna
BioSep-SEC-5 4000 (Phenomenex, Torence, CA) con un detector UV-VIS a
214 nm. Bl solvente de arrastre fue acetonitilo (ACN) vy agua (50:50)
sonteniendo 0.05% de dcldo trifluoroacético (ATF) can un flujo de 0.5 mli/min. £l
perfl  cromatografice  (SE-HPLCY presentd  las  fracciones 1, 2y 3
correspondientss a la proteina pelimérica total (FPT o gluteninas), proteina
monomérica (gliadinas) y albuminas/globulinas, respectivamente, de acuerdn 3l
porcentaje de drea de las fracciones obtenidas de (@ extraccion de la proteina
total, Los liempos de elusidn para estas fracciones fueron: fraccion 1 de 0-16.5
min, fracelon 2 de 16.51-20 min vy fraccion 3 de 20.01-22 mibn, La figura 2
muestra tos cromatogramas tipicos (perfiles HPLG) que se obtienen con los
extractos de la proteina total, de la extraible v de la no extralble de una harina,
Ademas, se registrd el drea absoluta vy la relativa de cada fraceion. Se calculd la
proporcion de proteina polimérica no extralble en la profeina total (PPNET)
dividiendo @ area de la fraccion 1 de la proteina no extraible entre ta suma de
las dreas de la proteina exiralbie y la no extraible (fraccion 1 proteina extralble +
fragcion 1 proteina no extraible), una medida de la distribucion de tamafo

relative de fa protefna polimerica, B porcentaje de proteina polimérica en la
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proteina de fas harinas (FPH) se calould multiplicando el contenido de proteina
eh la harina y {a proporcion de proteina polimérica, mientrag que el porcentaje de
proteina polimérica no extralble de las harinas (PPNEH) se calould mulliplicanda
el contenido de proteina en la harina y la proporcion de proteina polimérica no
axtraible tolal,
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Fig. 2- Separacion de los extractos de |3 proteing total (A), proteina extraibie (B) vy
prafeinsg no exralble {C) de una de las harinas mediante SE-HPLS con una
columna Blosep-SEC-84000 F:‘I‘HEI”WJITHE'I"'IE‘H.‘L Indica la demarcaclon de cada
fracoion (1, 2y 3),
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Volumen de Pan

Se realizaron las pruebas de panificacion siguiendo el método 10108 de
la AAGTC (19895), utitizando 35 g de harina, 0.7 g de levadura seca deshidratada,
0.53 g de sal, 2.1 g de aztcar, 1.05 g de manteca vegetal y la cantidad de agua
varid de acuerdo al contenido de proteina de cada harina, El tiempo de
fermentacion fue de 40 min a 30°C & 1y 94% £ 1 humedad refativa. £ tiempo v
temperatura de homeado fueron de 17 min y 215°C, Sa wilizd una harina control
para estas pruebas proporcionada por el USDA-Grain Marketing Research
Laboratory, Manhattan, K8, Al término det homeado, se midio el volumen de

cada hogaza de pan (om™) mediante desplazamiento de semillas de colza.

Analisis Estadistico

Se levd a cabo un disefio completamente al azar con arreglo factoriatl de
Gub con lres repeticiones, en donde el factor A fue el esquema de fertilizacion y
gl factor B fue la muestra experimental de trigo. Se realizd una prueba de
ANOVA y regrasion Hineal con un nivet de significancia de 0.05. Los datos fueron

analizados con el paquete estadistico BAS, 2001,



RESULTADOS Y DISCUSION

FPropiedades Reoldgicas de las Harinas de Trigo

Las propiedades reoldgicas de las harinas comunmente se otilizan para
estimar ¢l uso potencial de una harina. Las harinas presentaron gran vartacion
@n sus caracteristicas reolégicas (tiempo optimo de amasado, resistencia
maxima & la extensidn, extensibitidad de la maga y trabajo de deformacion de la

Masa).

Tlempo Optimo de Amasado (TAM)

Loy valores del mixégrafo se abtuvieron con la haiina, agua y claruro de
sodio, La adicion de clorure de sodio prolonga el tliempo de desarrollo de la
masa (Belitz et al, 1990), por to que los tlempos de desarollo reportados son

figeramente mayores a los que se obtuvieran sin la agicion de sal,

Bl tiempo de amasado varld de 3,46 a 6.59 min (Cuadro 3) y el porcentaje
de absorcion de agua (datos no mostrados) varid de 57.7 a 64.3%. For lo
gensral, entre mas proteina contiene una harina requiere de mayor cantidad de
agua para su amasado optime, Las LE 4 y 3 presentaron un TAM mas
prolongado en lodos los EFN, pero solamente la LE 4 presentd un TAM
significativamente mayor {(»5 min), mientras que tas LE 1y 5 no presentaron
difergncias significaiivas en este psrametro. La LE 2 mostrd los menores
tiempos  de amasado en todos los tatamientos, exceplo en {300.0.0).



Cuadre 3- Tiempo optimo de amasado de tas harinas de lingas experimentsies

de trigo®,

EFN

\--\---'\.h-r-\-\l\-lr L E *

foN)

B

4

5

4.28 % 0,08
470 % 0.07
4,335 0.24
373 % 041

3.88 £ 0.07

398 & 0.45
428 % 026
A1 1R
348 3 0.09

380+ 018

5,73 £ 0.04
5794112
5.6G & 0,04
488 £ 0,20

4,685 4 (.11

4.16 4 0,28
3,54 & 0,17
5.59 4 0.01
658 4 0,62

5,489 % 0.4

416 ¢ G358
5132028
4,10 4 0.34
436 %012

368 +0.28

"aalores promadic de IBplicadns & desvaciin astandar,

CLE = e sxparinental, BFN = osousma de fertiizacion nittogenada,
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En los tratamientos en donde la FN fue aplicada al inicio (una sola
aplicacion), las Hneas experimentales presentaron uh mayor reguerimiento de
amasado que las harinas experimentales de trigo en donde se hicieron
aplicaciones fraccionadas del fertitizante, [l tratamients (150-0-0) fue el que
pr@:aeritfj el mayor tempo de amasado comparadoe con el control para todas las
LE, excepto para fa LE 4. Los tratamientos en donde el fertiizante fue aplicado al
intcio (150-0-0 y 300-0-0) presentaron mayores tempos de amasado que las
aplicaciones fraccionadas (50-50-50 y 100-100-100) de fertiizante. Como pusde
notarse, @ momento de aplicacion del fertiizante al cullivo si influye en los
tiempos de amasado, Bl tlempo de amasado se ha asociado a la fraccion

profelca de gluleninas de la harina de trigo (Hoseney, 1993),

El tempo de amasado, es &l liempo reguerido para que una masa
alcance una consistencia optlma. Cuanto mayor es el tiempo de amasado,
mayor @8 la fuerza de la masa y mejor la calidad panadera de la harina utllizada
(Serma-Baldivar, 1996). Una harina panadera requiere de al menos tres minutos
de tlempo de mezclado para legar a la consistencia optima y una harina debil
Hene un tiempo de mezclado més corto. Los tlempos mayores a G min indican
gue una harina es fuerte y que puede crear una masa rigida, nada flexible, pero
gue puede ser adecuada para pan de homo de lefla o corleza de pizza

(Cunibertl y Riberi, 2005).

Se encontraron corretaciones significativas y positivas entre al tlempo de
amasado y algunas fracclones proteicas (PPT, r=0.51, PPNET, r=0.68, PPNEH,
r=0.32). Ademas, e TAM mostrd tener una asociacion signiticativa e inversa con
algunos parametros reoldgicos (extension de ta masa reposada 45 v 90 min, = .
0.35 y r= -0.50, respectivamente), asi como con el irabajo de deformacion o area

bajo la curva del analizador de texura TA-XT2 de la masa reposada 90 min {r=-

s



0.32) vy masird tener una asoclacion negativa con ta fraccion protejca de

gliadinas (r= -0.45) (Cuadro 9).

Se ha reportado que tg compoesicion proteica del gluten es importante
para el requerimiento de mezclade (TAM). La presencia de subunidades
especificas (5410, 17418, 7+8 1 v 2 tienen efeclos positives sobre ef iempo de
mezclado y la fuerza de la masa, Por otro lado, subunidades como la 6+8, 2+12,
312y 20 fueron positivamente relacionadas con tiempos de mezclado cortos v
masas débiles, Ambos efectos cualitatives vy cuantitatives pueden contribuir a {as
diferencias en calidad asociadas con alelos espacificos de subunidades de
glutenina de allo peso molecular. Gupta y MacHitchie (1984) reportaron que las
sublunidactes de glutenina de alto peso motecular 5+10 y 2412, 17418 v 20, asi
como 1y 2" son producidas en cantidades similares. Ellos concluyeron que las
diferancias cualitativay en astas subunidades son responsables de los diferentes
valores de Hempo de desarralio de la masa (TAM) y de la miéxima resistencia en
gl extensdgralo (Rea). En otro estudio, fas diterencias encontradas en el liempo
de desarclio de ta masa enire un trigo de excelente calidad panadera (México
8158) v un trigo de moderada calidad panadera (Malberg) fusron atribuidas a las

diferencias en sus proporcionas de ghiteninas (Lundb y MacRilchie, 1889).

Estudios realizados en el mixdgrafo con muestras de harinas y gluten
indican que tas diferencias en las caractersticss de mezclado entre cultivares de
trigos débiles v "extra fuertes” son debidas principalmente a lag diferencias entre
la calidad de la proteina del gluten y el contenido de proteina, jugando este

whtime solamente un papel menor (Khatkar et al,, 1996; 2002).
Enoun estudio usando harinas reconstituidas, se encontrd que ta variacidn

en el TAM es funcion de ta cantidad de proteina v dependiente tanto del eultivar

como del nivel protelco. Para algunos cultivares, el tlempo de mezclado
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incrementd con el aumento del contenido de proteina para valores bajos,
migntrag que para olros cultivares el tiempo de mezclado se incrementd cuando
gl contenido de proteina  aumenta  para  valores  relativamente  alios

(Uhayakumaran et al,, 1599),

1 TAM es un parametro de calidad ampliamente usado para la seleccion
de nuevas variedades y para la evaluacion de la calidad de harinag, vanaciones
en el contenido de proteina en las muestras pueden influenciar el tlempo de
mezclado y debe ser considerade cuidadosamente en tales evaluaciones.
Ademas, se ha reportado que e TAM esta fuertemente relacionado con la

compuesicion proteica de los genotipos (Khatkar et al., 1998, 2002),

Fuerza y Extensibilidad de la Masa

Las masas presentaron diferencias significativas en los  pardmefros
realogicos evaluados con el analizador de textira TA-XTZ (cuadro 4}, En s
prieha de fuerza y extensibilidad de la masa a micro-escala se obluvieron
valores de maxima resistencia a la extension a los 45 min de repose {(Fmax-45)
entre 20,7 v 82.8 g, v a los 90 min se obtuvieron valores (Fmax-90) entre 33 3 y
133.6 g, mientras que [a extensibilidad a los 45 min (Ext-45) varid de 5.1 5 7.3
cm oy a los 90 min (Ext-80) varid de 2.3 a 4.7 cm. El &rea bajo la curva, una
indicacion del trabajo requerido para exdender 1a masa antes de romperse,
presentd valorgs a los 45 min enlre 101.2 v 441.6 gom, v a los 80 min antre
T17.0y 528.9 gem.

En la resistencia maxima g la exiension a los 45 min de reposo,
sotamente tas LE 2 v 4 presentaron diferencias sighificativas entre el no fertilizar

(0-0-0) o fertilizar en cualquiera de las dosis (otros tratamisntos). Se encontraron



Cuadro 4 - Mediciones reologicas de la masa de las lineas experimentales de

trigo®,

LE?

EFN

Masa reposada 45 min

Maga reposada 80 min
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(e
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{em)
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{gem)

el [{]
|“|m|y,

(g}

Exr?
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Aran
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1002048
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EBYE 2103

Gl ey
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0.6 £97
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A
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93424
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Gae07
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S5 £10
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BAr0h

Ga® 0.8
5.5 0.4
0.3
CRER
G40

B2x05
G705
Bax0l?
44973

B.ax002

2007 4359
1984 & 8.5
1012 £16.7
2619 £ 654
44164 5.8

1TES 8 12.8
A 53
1401 1 5.0
B2
004 2124

g 162
2054 497
T2k 143
32196388

PG 163

G TY
4015 & 19,8
18G5+ 3.4
2754 5378
AADG G0

Aok G 226
1208 2104
1277 07
VRA T

16564 £ 16,1

E418
46,59 4 4.3
333452
1282 w20
13364128

TR 4G9
A7 7 4 4.5
44,7 1248
4192267
3630

GEA 148
mTR 0.2
IR
Ga.E4 1ha
J8.8 134

G4 B w66
BAA 20
BG40
BAAs1E
AG.3 8 0.3

GHEG 8o
535 % 152
24,0 4 31
7R
A28 5 B0

29502
AT H06
324104
304G

AT &0

22403
39408
4.2 4 0.4
LA Y RS
A7 %05

23300
28507
JF4£00
324048
dae02

30008
2B403
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27401
332006

25800
28401
Jar0n
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Ave0l

PR IR
TR T L A5
AT &R
AE0 B3

BB BG

FE A2V S
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O & 3G
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206415
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148,83 £ 9.7
NIN I B A

171628

242270
2042 18
1384 584
D e 174

it G 58

17808 264
VAT 0k 140
1189 401
YR 109
1T L1008

mESOUETY

Walores promipdls de fplcados o desviacion seliandar LE = ned experimental, BN

fanilizacion nittogenacda, sy = fesistencia maxdma a Ly adebisidn, Ext = axtansiicdag,
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diferencias significativas en la aplicacion unica o fraccionada de fertilizante,
reportande valores mas altos de maxima resistencia a la extension en los
esquemas de fertifizacion fraccionadas para las LE 1y 2, mientras que para las
LE 3y 4 fue la aplicacidn de 150 kg urea/ha independiantemenie de su modo de
aplicacion (fraccionada o Onica). La LE B presentd los valores mas bajos de
maxima resistencia de la masa y no se observd una huena respussta a la

fertiltzacion nitrogenada, excepto cuando se le aplicd & tratamiento 150-0-0.

Bn las masas reposadas 90 mm se observd el mismo comportamientio
que a Jos 45 min, La LE 1 mostro [z mayor resistencla a la extension en los
ratamientos donde ta fertilizacion fue fraccionada, La LE 2 también presents fa
mayor resistencia a la extension en tas aplicaciones fraccionadas de fertilizante,
mientras que las LE 3 v 4 mostraron sy mdxima resistencia a la extension
cuandn se les aplicod 180 kg wea/ha indistintamente del momento de aplicacion y
la LE & mostrd los menores valores de resistencia a la extension en todos los

fratamientos, excapto en 150-0-0,

En la extensibilidad de la masa reposada 40 min no se encontraron
diferencias significativas en las LE 3 vy 5, giendy la llnea experimental 2 3 que
presents g omayor extensibilidad de la masa, Mo se encontraron diferencias
significativas en el momento de aplicacion de 300 kg de urea/ha, solamente el
tratamiento 50-50-50 presentt diferencias significativas en la extensibilidad de

sus harinas,

lL.a masa de la LE 2 reposada 90 min presentd la mayor extensibitidad en
lodos los esquemas de aplicacion de pitrégene y splamente las LE 1y 4 no
presentazron diferenclas significativas en la medicion de este parametro reoldgicn
enire  tratamientos, No  se  encontraron  diferencias  slgnificativas entre

tratamientos, pero sl se observaron difgrencias significativas en cuanin al



momenio de aplicacion del fertitizante, ya que para fas LE 1, 2, 3 ¥ & fueron las
fertilizaciones fraccionadas lag gue parmitieron obtener mayor exiensibilidad de
la masa, mientras que para la LE 4 fue indistinta la aplicacton unica o
fraccionada de 300 kg urea/ha vy fue fa que reportd la mayor extensibifidad en la

masa,

El area bajo la curva en masa reposada 45 min, presentd valores entre
1012 v 441.6 gem, migntras que &0 la masa reposada 90 min vario de 117.0 &
B2B.9 gom, La masa de la LE 1 reposada 45 min fue la que repartd la mayor
area parz el tratamiento 100-100-100. En ef caso de la LE 2 la favorecieron las
fertlizaciones fraccionadas, siendo el tratamiento 50-50-50 el gue reportd la
mayor area para esta linea. La LE 3 no presenld diferencias significativas en
agte parametro, mientras que la LE 4 presentd la mayor drea bajo la curva
cuando sele aplicd una sola dogis de 150 kg de urea/ha v la L 5 no incremento
al drea bajo la curva con ninguna de las aplicaciones de nitrégeno, ya que se
ancontrd que la mayor area fue la que produjo |a haring de esta linea cultivada

sin fertilizante 0-0-0.

Las masas de lag LE 1, 2 y 4 reposadas 80 min no preseniaron
diferencias significativas comparadas con el control. La LE 3 y 5 si presentaron
diferencias significativas en el drea bajo ta curva. La LE 1 respondid mejor a fa
fertilizacion fraccionada de 300 kg de wrea/ha, mientras que la LE 2 presentd la
mayor area bajo fa curva en el tratamiento H0-50-50. La LIz 4 mosird [a mayor
area cuando se le aplicd 150 kg urea/ha de manera fraccionada v 1as harinas de
lag LE 3 v 5 no mostraron ningun aumento en este parametro con ninguno de los
asquemas de ferlilizacion aplicados, ya que el controf reporid las mayores draas
para estas dos LE. Come se puede observar, algunas harinas perdieron fuerza y
capacidad de retengr gas durante periodos prolongados de fermentacién y/o

descanso y esto concuerda con o reportado por Serna-Saldivar (1996).



La masa que ha sido reformada despues del reposo, muesira un
remarcado incremenio en a fuerza, to cual fue atribuide al proceso oxidativo que
ocurre en la red del gluten con el oxigeno 0 a un mejor entrecruzamiento de oy
polimeros de glutenina, permitiendo mas interacciones fisicas entre ellos (Kieffer
y Stein, 1999),

Basicamente, la extensibilidad det gluten esta relacionada con la variedad
de frigo y una seleccidn cuidadosa del trigo puede resultar en conformidad con
gstandares de calidad, Tanto la extensibilidad como la resisiencia a la axtension
pueden ser modificadas en algun grade por el tratamiento de maduracion
(Maithot v Patton, 1988}, De ahl que es recomendable que la evaluaciin
replogica de una harina se realice al menos 15 dias despuds de haberse

realizado la molienda,

La resistencia méxima de la masa reposada tanto por 45 min como por 80
min se corelaciond positivamente con PPT (r=0.30 y r=(136, respectivamente) y
con PRENEH (=032 v r=0.23, respactivamente). Ademas la resistencia maxima a
los 45 min de reposo presentd una asociacidon negativa con la fraccion de
gliadinas (r= -0.29), mientras que a jos 0 min de reposo fue de r= -0.36. La
axiensibiiidad de la masa reposada 486 win presentd una correlacion negativa y
significativa con PPNET (r=-042) y la reposada 90 min se corelaciond
negativamente con PPT (r=-0.51} v con la fraccion de alb/glob (r= -0.44),
mientras que con otras fracciones proleicas se comefaciond positivamente
(ghadinas, r= 0.59; PPH, r=0.83; PPNEM, r=0.27). El trabajo para deformar 13
masa reposada 45 min se conelaciono positivamente con las fracciones
proteicas PET y PPNEF (r=0.00 y r=0.32 respectivamente), y 1a fraccion de
gliadinas presemntd una correlagion negallva, r= -0.30) v ¢f de fa masa reposada
90 min se correlaciond con PPH (r=0.26) v con PENEH (r=0.28) (Cuadro 9).

Algunas de esfas relaciones ya han sido reporadas por otros  auiores

d)



{MacRitchie, 1992, Gupta et al,, 1992,1993, Weegels ot al, 1996, Cuniberti et al.,
2003, tslas-Rubio el ab, Z005). Estos resultados demuestran que 1a proteina
pofimérica jusga un papel importante en la determinacian de fas propiedades

fepldgicas de la masa.

Composicion Qulmica

Contanido de Humedad

El contenido de humedad de las harinas de las lUneas experimentales de
frige se muestra en la cuadro 5, Bl contenido de humedad varid de 114 a 13.7%,
La determinacidén de la humedad es un paso olfico en la evaluacion de s
calidad de granos y cersales. Generalmenie, el cosio de los cerpales se
establece tomando como referencia el 12% de humedad para grang o & 14%
para harinas, Los granos con mayor hufnedad son penalizados va que tienen
menos solides, son menos estables al almacenamiento y mas propensos a
deteriorarss, La determinacion del contenido de humedad es tambien muy
importante en la evaluacion de la materia prima de las industrias molineras, ya
gque  estd vinculada con los reguerimienios de  acondicionamiento  (Serna-

Saldivar, 1986).

Contenido de Proteina

izt efacto de ta fertilizacion nitrogenada en et contenidn de protelns de tas

muestras experimentalés de trigo se muestra en el cuadro &, Bl contenido de



Cuadro B- Contenido de humedad de las harinas de lineas experimentales de

trige”,

b2

L4]

8

19,47 % 0,50
12.84 £ 0.206
13,33 £ 018
1208 £ 0.22

12,76 4 0.06

178 £ 0.25
12,36 £ 0.16
1330 £ 013
12.56 £ 0.35

13712011

12.62 0,15
13680 2 0.24
13,38 £ Q.36
13.72 2 0.07

13,306 £ 023

13459028
1327 £ 07
1381 £ 023
13544 £ 018

12,84 ¢ 0189

12,87 4 0.30
13,364 0,00
13,49 4 012
13,38 % 0.25

T3 0.39

" atoras pronmadio de triplicades & desviacian astandar,

TLE = linea expeimental, EEN = esquema de ferliizagien aitrogenada,
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Cuadro 6« Contenido de proteina de fas barinas de lineas experimentales de

trigo®,

.-\‘w\-.-\.---||..|...\- L E w

EF N

=3

5

9,60 1 014
9,66 & 0.20
11.86 + 0.13
11,48 = 0.6

1,28 £ 037

11.05 3 0.02
11,30 % 042
1361 20,26
12,16 4 0.37

1356404

879+ 0.34
8,87 40,02
19,79 & 0.38
10,43 £ 0,33

1188 +0.38

10.05 3 0.38
10,64 + 0.2¢
11,53 4 0.21
11.88 £ 0.10

12224012

8,04 & 019
2,86 2 0.01
11,20 4 0.07
1036 £ 0.25

11.69 £ 0.2%

“alorag promedio deg Inphoades & desviacidon estandar,

LE = inea axparimental, EFN = esguema de ledifizasién nitrogenada,
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proteing de las harnas varid de 8.64 a 12.61%. Las harinas con mas alto
cortenido proteico e obtuvteron con las iineas experimentales (LE) 2 v 4. Tres
e las havinas (LE 1, 3y &) presentaron contenidos de proteina menores al 10%
én los esquemas de fertilizacion nitrogenada (150-0-0) v (0-0-0}, En general, se
puede observar que todas 1as LE aumentaron su contenido de proleina con la
fertilizacidn nilrogenada, La aplicacién de 300 kg/ha (Unica o fracclonada)
presentd los mayores contenidos proteicos para lodas las LE, pern np se
gncontraron diferencias significativas entre estos tratamientos, siendo indistinto
el momente de aplicacion del fertilizanle, Esto pudiers deberse & que al
momento de llenado del grano, que es el momento donde se sintatizan vy
actnulan fas proteinas en el grano de trigo, pudo haber un remanente de
nirogeno  disponible en el suelo para la planta. Por otra parte, en los

i

o

fratamientos de 130 kg de urea/ha en aplicacion unica o fraccionada si
observa una diferencia sighificativa del efecto gque tiene el momanto de
aplicacion del fertilizante, ya que con una sola aplicacion el contenido de -
proteina fue significativamente menor, atribuyendose a una menor dispenibilidad

de nitrdgeno en las etapas tardlas de desarrollo (formacton v flenado del grano).

FPor to general, una harina panadera presenta un contenido de proteina
det 10 at 13%. For otro lade, harinas con contehido proteico del 7.6-10% son
egpeciales para la produccion de galletas o pasteles, son harinas débiles ©

blandas (Serna-Satdivar, 1996),

1 contenido de proteina es importante porque se correlaciona coh casi
lodas las propiedades de la harinag (requerimiento de agua para el amasado,
telerancia al amasado, volumen de pan y caracteristicas de [a miga) (Fomeranz,
1987).



Se encontraron cortefaciones significativas v positivas entre el contenido
de proteina y algunas fracciones proteicas (Gliadinas, r=0.54;, PPNET, r=0.33;
PEH, =0 88, PPNEM, r= 0.61), con la extension de la masa reposada 90 min
(r=0,69) y con el volumen de pan (r=0.82), Por otra parte, ¢l contenido de
proteina se correlaciond inversaments con la FRT (r=-0.43) v con Alb/Giob, = -
0685 (Cuadro 9). Algunas de estas correlacicnes encontradas concuerdan con o
repoitado por varios autores {islas-Rubio et al, 2005, Zhu vy Khan, 20071,

Cunilbarti et at,, 2003, Gupta &t al., 1993).

Tanto ta cantidad como la calidad de la profeina juegan un papel
importante en la capacidad de retencion de gas de la masa dwrante |a
fermentacion y en estados lempranos del proceso de panificacion (MacRitchie,

2003).

Confenido de Cenizas

El contenido de cenizas de las harinag de las tineas experimentaies de
trigo varid de 0.37 a 0.53% (Cuadro 7). Estos valores estan dentro de los rangos
permitidos para harinas panificables. Sema-Saldivar (1996) reporta valores enlre
(032-0.50%, migntras que Falder-Rivere (2002) menciona que las harnas
blancas con una extracoion aormal para la panificacién deben contener de 3.45
a 0.60% vy que no son admisibles porcentajes mayores s 5@ desea considerar |3

harina de buenha calidad y apariencia,

Ef contenido de cenizas en una haring es importante porquea nos indica la
eficiencia de la motisnda del grano y por otra parte, afects el coior de la harina;

eantre menol sea la remocidn de pericarpio del grano duranle la molienda, los



valores de cenizas serdn mas altos v la harina presentard una coloracion rmas

oscura (Serna-Saldivar, 1996, Moseney, 1988, Falder-Rivero, 2002),

Cuadre 7- Conienide de cenizas de las harinas de lineas experimentzlies de

trige”,

.|-\||-‘w-m-|.--‘-‘\ EW E |

EFN

&

B

046 % 0.00
241 % 0,01
0.38 & 0.00
0,42 % 0.03

2.39 ¢ 0,01

0.53 x 0.00
0.48 £ 0.02
0.44 & 0.01
0.50 ¢ 0.01

Q.44 2 0,09

0.49 & 0.01
0,39 & 0.02
037 = 0,01
.40 % 0.00

QL7 0.0

048 & 0.01
0,43 ¢ 0.0
0.39 1 0.00
0486 & 0.02

0.40 & 0.01

0.48 + 000
0,43 4 0,00
0.38  8.01
D43 4 40,01

0.38 4 0.0

alores promedio de iplcados © desviacian estandar.

LE = e axpermentdl EFN = psouema de fertilzacidn niregens,
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Composicion Proleica de las Harinas

El porcentaje de proteina pelimérica total, PPT (fraccion 1, fig. 2A) varid
de 43.1 a 49.9 %, el de gliadinas {fraccién 2, fig. 2A) de 43.7 a 51.3 % y &l de
atbuminas/globulinas  {fraceién 3, fig. 2A) de 52 8 7.1 %, Se encontraron
diferencias slgnificativas entre lingas experimentates y entre esquemas de
fertilizacion nifrogenada (Cuadro 8). La LE 4 presentd el mayor conlepido de
PRET an tedos los esquemas de fertilizacion nitrogenada. Esta LE no presento
diferenciag significativas comparadas con el control, mientras que las LE &y 2 se
destacaron por presentar contenido significativamente menor de PPT para fodos
Jos fratarmientos, Es imponantie hacer menclén que todas fag Liz presentaron un
mayor porcentale de FRT en el batamiento 0-0-0 vy oue la fertilizacién
nitrogenada no favorecid a esta fraccion proteica, lo cual concuerda ¢on o
hallazgos de Gupta et al, 1992, esios autores reportaron que cuando hay un
incremento debido a una mayor disponibilidad de nitrdgeno, esie se va a la
sintesis de gliadinas, disminuyendo asl las gluteninas, La proteina polimérics
juega un papel muy importanie en la determinacion de las propiedades de la
masa (Bekes et al, 1984), El drea relativa de ia fraccion 1 en Sk-HIFLC
{considerado  principalmente glutenina) se ha encontrado que corelaciona
positivamente con el volumen de pan, con la resistencia y extensibilidad de fa
masa medidas en el extensografo v con gl TAM en e mixdgraio (Singh. et al,,
1980, Islas-Rubio et al, 2008), En otro estudio (Gupta, ef al, 19%3) se
ancontraron correlaciones significativas entrg la proteina polimérica total {FPT,

fraccidn 1 fig, 2A) y la fuerza de la masga,

La PRT se correlaciond positiva y significativamente con la PRNEM (1=
0.393 v con algunas mediciones reoldgicas (maxima resistencia a la extension de

masa reposada 45 y 90 min (=0,30 v r=0.36, respectivamente} v el trabajo de



Cuadro 8- Composicion proteica de las lingas experimentaias de trigo”,

i
IE*

EEN'
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Gliadinas
(")

Al Glok"
(")
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3
4
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A9 85 & 0,37
AB 1B £ 019
A48 4: 4,02
AT 02 4 024
47 83 9 0,20

V.71 037
dad B2 4 3,69
43,05 ¢ Q37
dd O 4 0.48
382 & 030

A9.88 4 010
46,80 £ 0,34
A4.72 £ 022
46,486 4 0,38
$5.G0 + 0,432

43,87 & 066
49 84 11 0.30
43,74 0 0.50
48,82 % 0.70
500 4 .4

4573 % 0.34
d4.38 & 059
4347 4 0,34
4307 & Qda
43,35 4 0.4

42,98 4 0.06
dAG.57 & 027
4708 4+ 0,31
AT 29 & 017
Al T2 040

4589 £ 0.4
5128 £ 047
BOOT 030
1.4 2038
A28 07

4373 1 059
A89.18 & 0,35
4762 4+ 0.43
AB.53 4 032
43,60 + 0.7

44 37 £ 0.58
45406 + 0,18
A5 B2 4 0,5
45837 4 041
A, 07 & 0,44

46 85 4 0.40
B8 £ 0,34
A8.94 1 0,08
S12G £ 013
A9 25 2 045

3.54 4 032
580010
591 £ 0,38
B.00 w020
GV 029

666 4 045
505 40,30
5871 & 0,35
5714010
B0 & 308

(3,97 ¢ 014
§,22 40,24
504 £ 0.08
574 £ 0.25
G0 w055

6.7 4 038
5325037
TG &0 14
A0 L0 14
G289 +0.18

711 %086
GAT #0132
G20+ 044
5033 4 020
G4 e 0,06

Malores promedio de plcades & desvackin estdndar, LE ® linea expenmental, BFM # esquema de
Peetilpeacidn nitreganada, PET = proteing polimeric wotal, AllAGHok = aibaminis y glotulings,
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deformacion de masa reposada 45 min (r=0.30). También se encontro una
retacion significativa e invarsa con la extensibilidad de la masa reposada 90 min

(r=-0.51) (Cuadro 8).

L.a proteina polimerica en la proteina de ta harina (PPH) vario entre 4.01 y
599 % entre las diferentes lineas experimentales (Fig. 3). Las L 4 y & fueron
lag que presentaron la mayor PPH en lodos los esguemas de fertilizacion
aplicada, migntras que ta LE 8 presentd una proporcion significativamenta meanor
para todos los esquemas de Tetilizacion pitrogenada. Se observaron diferencias
sighificativas cuando se aplicaron 150 kg Wreasha {Unica o fraccionada) en las LE
1y 4. La mayor proporcian de PPM se presentd con la aplicacion de 300 kg
urea‘ha, pere no se encontraron diferencias significativas en cuanio al momenio
de aplicacién de esta dosis de fertiizante, lo cual puede indicar que una sola
aplcacidén podria ser suficiente, La PPH presento una correlacion positiva con
PPNEM (r=0091) v con la extensibilidad v el frabajo de deformacion de 1a mas:

reposada 90 min {r=0.53 y r=0,26, respectivamente) (Cuadro &),

La proporcidn de proteing polimérica no extrailtle en [a proteina total
(PPNET) varie de 37.9 a 54.7 % (Fig. 4). L.a LE 4 fue significalivamente superior
en esle parametro al vesto de las harinas en todes los tratamiantos, mientras gue
la LE 5 fua significativamente menor, Solamente la LE 2 po presentd diferenciag
sighificativas en PPNET para ninguno de los tratamientos de fertilizacion
aplicados. En cuanto al efecto gue twvo el momento de aplicacion del fertilizants
en las lineas experimentales, e encontrd que los tratamientos (50-50-50) v
(300-0-0) presertaron diferencias significativas en PENET, excepto en la Lk 4,
Ademas se encontraron diferenclas significativas cuando las aplicacionas del
fertitizante se hicieron fraccionadas o en una sola aplicacion, favorecigndo mas a
esta fraccidn proteica los esquemas de fertilizacion en donde se hizo una sol

aplicacion al inicio del cultive en todas las LE. Esta fraccion proteica se ha



refacionado positivamente can 1a resistencia maxima medida en el extensografo
(Gupta et al., 1893). Se ha reporiado gue el parcentaje de proteina polimérics no
axtraible en la proteina total (PPNET) se correlaciona positiva y fuertemente con
las propiedades de fuerza de ta masa (Marchylo, et al., 1989, Un valor alto de

PRNET pusde
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deberse a una mayor cantldad de subunidades de glulenina de alto peso

melacutar en el trigo (Johansson et al., 200:2).

La PPNET presentd una corelacion significativa y posittva con PPH
(r=0.52) y con PPNEMH (1=0.63), mientras que con la extensibilidad de fa masa
reposada 45 min mostrd una correlacion negativa (r=-042) (Cuadro  8),

Correlaciones similares ya hablan sido reporladas (fslas-Rubio, et al., 2005),

La proteina polimérica no extralble en la proteina polimérica de ta harina
(PPNEH) fluctud entre 1.9 v 2.9 % (Fig, 5), La LE 4 presenta los mayores valores
de PPMEH en todos los esquemas de fectilizacion nitrogenada, migntras que |a
LE 5 fue significativamente menor para lodos los tratamienios, Las LE 1y 2 no
presentaron diferencias significativas en esla fraccion protetca, Ef tratamiento
50-50-50 fué ef unico gue presentd diferencias significativas en cuantd a esta
fraccion proteica. Se reporaron diferencias significativas entre 1a aplicacion
unica o fraceionada del fertilizante para ambas cantidades 150 kg ureasha y 300

kg urea/ha,

La PPNEH mostrd una correlacion positiva con la resistencia maxima a la
extension de masa reposada 45 y 80 min (1=0.32 v r=0.23, regpeciivamenie),
con la extensibilidad de la masa a los 90 min =0.27) v con el trabajo de
deformacion de masa reposada 45 y 80 min {r=0.32 y r=0.28, respectivaments)
(Cuadre ). Varios autores han reportadeo que la proporcion de proteing
polimérica no extraible tanto en la peoteina total (PPNET) como en la proteina de
la harina (PPNEM) pueden explicar cerca del 90% de la varacion en parametros
relacionados con la fuerza de la masa (TAM, Rag v Ext), Bs bien sabido que no
todas las proteinas poliméricas contribuyen a fa fuerza de la masa, solamente
una fraceion por arriba de cierlo tamano molecular (et tamaiio moelecular ¢ritico

para un enredamiento efectivo) (MacRitchie, 1892),
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Volumen de Pan

Las harinas preseptaron difevencias en su calidad panadera, El volumen
de pan vario de 17016 a 28319 om’. Las harinas de todas las Hneas
experimentales aumentaron significativamente el volumen de pan con [a
aplicacion de nitrogeno (Fig. 8). El pan elaborado con la haring de fa LE 2 en sl
tratamiento  100-100-100 fue significativamente mayor que &l resto de las
harinas. Los segundos mejores volumenes de pan se obluvieron con 1a harina
de la LE 4 en todos log tratamientos. En general, se pudo abservar que las
harinas de las LE 2 y 4 fueron las que presentaron Jos mayores volimenes de
pan. La linea experimental 5 fue la que reportd un volumen significativamente
menor para todes los tratamientos, excepto para @l control, Ocho de las |'|:3I'in:;ia:a

produjeron pan de un velumen menor de 200 cm?,

Se encontraron diferencias significativas en el volumen de pan entre |a
aplicacion de 150 kg urea/ha, observandose que la aplicacion fraccionada 50-50-
50 presento volumenes de pan signiticativaments mayores, En la aplicacion de
300 kg/ha (dnica o fraccionada) no se observaron diferencias significativas en
cuanto a este parametro. El volumen de pan de las distintas LE se vip afectado

con la fertilizacidén fraceionada.

Las Li manejadas bajo los esquernas de FN de 300-0-0, 100-100-100 y
50-50-50 produjaron haripas con mayores volimenes de pan. Esto coincide con
los resultados sobre contenide de proteina para estos mismos tratamientos y
con (o reportado en la literatura {Johansson et al., 2001, 2003) de que a mayor

contenido de protelna mayor volumen de pan,

Ebvolumen del pan se correlaciond positiva y significativamente con el

contenido de proteina (r=0.82), con las fraceiones protelcas (Gliadinas, r=0.31;



PRNET, r=0.61; PPH, r=0.85 y FENEH, r=0.70), asl como con la extensibllidad

de la masa reposada 90 min (r=0.53} Ademas se enconird una asociacion
negativa entre el volumen de pan y Alb/Glob, 1= -0.68 (Cuadro 9}, El volumen del
pan constituye uno de oy criterios mas hmportantes de la calidad panadera,

porgue es un indicador de la capacidad del gluten para expandirse v retener gas

producido por la levadura durante la fermentacion,
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Fig. 8- Volumen de pan de lingas experimentalas de trigo.
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CONCLUSIQNES

Las propiedades reoldgicas de la masa, & contenido vy composicidn de
proteina y el volumen de pan fueroh influenciados paor la aplicacion de N, El
grado de afectacion dependivo de la linea experimental, el esguema de

fertilizacion uilizado y de su interaccion.

La aplicacion de nitrdgeno modificd ta distribucian de tamado de los
polimeros v las fracciones proteicas que tuvieron una mavar influgncia sobra el
volumen de pan fueron PPNET, PPH y PFPMNEH,

Ebvolumen de pan de las distintas {ineas experimentales se vio afectadn
diferentemente con la fertilizacién nitrogenada, siendo la aplicacion anica o
fraccionada de 300 kg de urea/ha vy la aplicacion fraccionada de 150 kg de

urea/ha tas que mas favorecieron a este parametro de calidad,
La mejor respuesta a la aplicacion de nitrdgenc la presento la linea

experimental 4. S recomienda aplicarle 300 kg de urealha, ya sea en aplicacion

unica (presiembra) o fracciehada 100-100-100.
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