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RESUMEN

Con el finde estudiarla hidrofobicidad superficial delas proteinas del gluten, se
utilizo cromatografia de interaccion hidrofdbica en agarosaaltamente acetilada (HA),
unamatrizde baja hidrofobicidad, sintetizada en el laboratorio. El buffer de equilibrio
fueacetatodesodiopH36yla

elucion sehizo en pasos incrementando las proporciones de propanol

Sefraccionaronlas subunidades de gluteninas y las gliadinas de dos variedades
detrigoy/lasfracciones se analizaron por electroforesis

desnaturalizantey reductoray electroforesis capilar de zonalibre,

respectivamente. Se encontro que la subunidad 10 presentaunagran

afinidad porlamatriz La alta hidrofobicidad de estasubunidad puede

ayudaraexplicar sufuncionalidad y su estabilidad a la desnaturalizacién
quimica. El comportamiento de gliadinas en HIC difiri6 entrelas variedades de trigo del
cual provienen. Ademas la proporcién de subdases de gliadinas (o, B,y y w) entre
fracciones fue cambiandoal irse incrementando la concentracién de propanol durante
laelucion. Proteinas pertenedientes ala subdase de gliadinas o3 mostraron mayor
afinidad porlamatrizquelas otras subdases. Los resultados obtenidos paragliadinasy
subunidades de gluteninas difiere del comportamiento de estas protefnasen
cromatografia defasereversa dealta presion (RP-HPLC),

Sefraccionaron también las gliadinas y gluteninas solubles en acido acéticode
20 variedades de trigo. Andlisis de regresion muiltiple con el

modelolineal general ylatécnica en pasos se usé pararelacionar el indice de
hidrofobicidad superficial conlas propiedades reoldgicas delas masas. Los indices de
hidrofobicidad superficial definidos paragliadinasy gluteninas solubles explicaron
parte delavariabilidad del indice de hinchamiento, extensibilidad y fuerza delamasa
medidos con el alvedgrafo, explicaron también parte delavariabilidad en absorcién de
agua, medida con el farindgrafo, pero nomostraron ningunarelacién con el tiempode
mezdado.



1:.dvedgnifo, explicaron también p:irte de Ird variabilidad en absorcion de
ligua, niedida con el fadnégn1u], pero no mostraron ninguna relaciéon con

el tiempo de m.ezclado.

La combinacion de las técnicas, cn:imatogniffo de interaccidon
hidrofébk:a y calorirrletria de Ix,rrido diferencial perrnitieron conocer de In
rchicion de las propiecfodes quimicHs, especialrnente hidnifobicid111d
s11pafidll] de las proteinas del gluten con sus prcipiedades
l:errnodindmkas. Se deterrninanm las temperaturas de desnaturalizacion
de gliadinu.s y subunidndes de gluteninas en solucion, encontrandose una

relaciéon positiva entre las estabilidad térrnica e hidro!é.ibiddnd superficial

de estas protd.l.rms.

[i1 ngarosn ultnment:e rjcetilaifa 1Jlostrd ser una motriz util para el
estudio de la hidrofobicidad superfi.cial de las pnitcinlls del gluten con
cl.-omntognilfa de interacciéon hidrofébica . Comparando los rcsujtn.dos con
los reportados previamente, HA mostré una mejor selectividad y

cripi;iddad de discrirninacion que motrices cornerciales.
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INTRODUCCION

Los granos de los cereales proveen una gran proporaion de la
proteina consumida por ¢l hombre y apimales de granja. Ademas, la
funcionalidad de las proteinas de almacenamiento, como en el caso del
gluten de trigo ha sido clave para el desarrollo v la preparacion de
alimenios basicos en diferentes pucblos y culturas. BEn el trigo v otros
cereales, las proteinas de almacenamiento han evolucionado para cumplir
un papel totalmente diferente al que el hombre les ha asignado, como es
¢l de servir de reserva de nitrogeno para cubrir las necesidades de la
nueva plama durante la germinacion y las primeras clapas del desarroflo,
Coherente con su funcion de reserva, las proteinas de almacenamiento
{lenen en su compoesicion de aminoacidos gran proporcion de amidas,

plutamina y/o asparagina (Spencer 1984),

Lag proteinas de almacenamiento de los cercales son muy
numerosas,  ademas, como resultado de la duplicacion de genes, se
tiene la presencia de grupes fuerlemente unidos dentro del genoma. (Bietz
y Kruger 1994). Los genes resullantes expresan un gran mumero de
proteinas altamente homologas. En {rigo, esta complejidad se incrementa
por la poliploidia, traplicando potencialmente el namero de proteinas

presentes.

Al fraccionar estas proteinas se produce un patron o huella dactilar
gue es albamente especifico para cada genotipo. Por o gue el analisis de
estas proteinas puede ser usado para identibosr variedades o lineas en
forma mas precisa de lo que es posible a través del analisis de su fenotipo

(Bietz y Kruger 1994),



Las principales proteinas del gluten de trigo, gliadinas y gluteninas,
tenen como caracteristica importante su baja solubilidad y sus
propiedades de agregacion, Gliadinas y gluleninas son prolaminas
(Shewry y Col, 1992) en la clasificacion de Osborne (1907 ) v por lo tanto
son solubles en soluciones alcohdlicas, Ademads, las ghateninas ocurren
como polimeros lo que reduce también su solubilidad en alcohol. Las
proteinas del gluten tienen en su composicion a Jos amincacidos prolina,
glutamina y glicina en gran proporeion, La presencia de los aminoacidos
hidrofobicos y de glutamina hace posibles las interacciones hidrofobicas y
la formacion de puentes de hidrogeno, respectivamente (MacRitchie 1992).
Ademas las moléculas de glutenina contienen cisteinas en las regiones
carboxi y aminoterminales que pueden formar enlaces disulfuro entre

proteinas (Shewry y Tatham 1997) .

Ademas de la heteropeneidad, las caracteristicas de agregacion y
baja solubilidad de estas proteinas hacen dificil su estudio, s necesario
¢l uso de solventes orgénicos, acidos o bases, desnaliralizantes, o
delergenies para poder romper las interacciones no covalentes (Betz y
Kruger 1994).  La mayoria de las téenjcas se han desarrollade para ¢l
estudio de proteinas solubles y éstas no se pueden aphicar directa y
facilmente al estudio de las proteinas del gluten, Esto ha hecho que los
avanees en el conocimiento de la estructura de estas proteinas no este 2

la par del gue se tiene de las proteinas solubles.

La hidrofobicidad de las proteinas del gluten se ha estudjado vsando
sondas hidrofobicas (Greene y Kasarda 1971, Popineau y Pineau 1987),
cromatografia de fase reversa de alta presion (Van Lonkhuijsen 1992,
Huebner y Bietz 1994, Burnoul y Bietz 1985) y cromatopralia de
interaccion hidrofdbica usando oetil y fenil-Befarosa (Caldwell 1979,
Chung y Pomeranz 1979, Popincau y Godon 1282, Popinean y Pineau

1987, Magnus y Khan 1992). Se ha encontrado que la hidrofobicidad varia



pgrandemente entre clases y subclases de proteinas y en gencral, las
gluteninas son mas hidrofébicas que las gliadinas, En los estudios en
donde sc usd cromatografia de interaceion hidrofobica, se concluyd gque las
proteinas de gluten de trigos de buena calidad penadera son mas

hidrofébicas gque aquellas de menor calidad.

En el presente estudio se empled agarosa altamente acetilada para
estudiar la hidrofobicidad superfical de las proteinas del gluten y

relacionarla con propiedades funcionales y de calidad de trigo,

Hipdtesis: Las cadenas cortas de baja hidrofobicidad  de los griypos
acetilo unidos & agarosa y la alta densidad de sustitucion, hacen de la
agarosa allamente acetilada una matriz apropiada para estudiar la
hidrofobicidad superficial de las proteinas del gluten, Mas contactos de
baja intensidad proporcionardn una mejor selectividad en cromatografia de
interaccion hidrofobica. Ademas, la hidrofobicidad superficial, siendo
]’_N.':!l."t‘é'iu&'i.]l')‘”.lti‘?l"l te responsable de las propiedades de agregacion de las
[Zil.‘()l'.[‘.ll;lliii‘.‘.%; del pluten, se relaciona con sus propicdades funcionales y
consccuentemente con la calidad de los trigos panaderos.  Eslas hipotesig

fucron probadas en los diferentes capitulos gue comprenden esta tesis,

B} trabajo de tesis consta de 6 capitulos. En el primero se hace una
sintesis biblografica que {rata de las caracteristicas de las proteinas del
gluten y de las interacciones hidrofobicas, ya que éstas son importantes en
la definicion de las propiedades de agregacidn de las proteinas de gluten,
1 segundo y tercer capitulo tratan de la separacion de glateninas y
gliadinas por cromatografia de interaccion hidrofobica en agarosa
altamente acetilada, Se hizo huscande una alternativa de fraccionacion
basada en hidrofobicidad, distinta a las utiizadas hasta ¢l momentg, Se

encontrd gue 1os resultados de los trabajos coinciden con informacion



reciente sobre interaccion no covalente y estabilidad de proleinas de

gluten (Qrnebro y Col. 1999, Lafiandra y Col, 1999},

] enarto capitule es un estudio de desnaturalizacion o
desdoblamiento de estructura remanente de gliadinas y gluteninas
estabilizadas, Kl uso de una téenica calorimétrica de alta sensibilidad,
Jurnto con deconvolueion gausiana del termograma, hizo posible gque se
lograran identificar algunas temperaturas de desnaturalizacion en el rango
de 45 a 85°C, siendo esta informacion la primera reportada para proteinas
de gluten eén solucidn, Bl quinto capitulo es un estudio calorimétrico de la
(ransicion vitrea del gluten con contenidos bajos de humedad. Se detectod
una transicion a temperaturas mas bajas que la temperatura de transicion
vitrea y se relactond con las caracleristicas gquimicas, especialmente

hidrofobicidad superficial de las proteinas del glaten,

B¢ observd en estudios preliminares una clara relacion de las
fracciones mas hidrofobicas de las proteinas separadas por cromatografia
de interaccion hidrofobica con propiedades reoldgicas de las masas, por lo
gue se decidio estudiar un namero mayor de muestras, resultados que se
presentan en el sexto capitulo. En este Gltimo capitulo, se definid un
indice de hidrofobicidad superficial de gliadines y gluteninas solubles, de
acuerdo al comportamiento de estas proteinas en cromatogralia de
interaccion hidrofobica, Este indice se relaciond con caracteristicas
reoldogicas de las masas v de calidad de trigos panaderos, vsando la

téenica estadistica de regresion multiple con seleceion de variables,

Por aliimoe, se emubmera Jo gque en opinidén del autor son las
contribuciones mas importantes del trabajo de investigacion al

conocimiento cientifico,



CAPITULO I

SINTESIS BIBLIOGRAFICA

Proteinas de Gluten de Trigo

Constitucion Gendética do los Trigos Panaderos

Los trigos panaderos {Triticum aestivium) son hexaploides, contienen
fres genomas diploides diferentes Hamados AA, BB y DID. Los tres genomas
estan muy relacionados ¥ se sabe gue los donadores originales de los
genomas fueron especies diploides de Triticum. y Aegiops (Riley 19635). Cada
penoma consisie de sicte pares de cromosomas, dando un total de 21 pares
en el ntcleo, A cada par de cromosoma se le da un namero seguido de una
letra, 1a letra se refiere al genoma del cunl ¢ par es hevedado, A los
cromosomas de los diferentes penomas gque son genéticamenie similares
Bomdlopos entre ellos se les da el mismo nimero; por gjemplo, Cromosoma
1A, 1By 1D, Los genomas A, By D codifican juegos de proteinas de
almacenamiento que son distinguilles entre ellos por electroforesis, debido
a las mutaciones que han sufrido sus genes estructurales y la divergencia

resultante de los ancestros (Payne y Col. 1984),

Como los cromosomas de Jos trigos hexaploides estan triplicados, las
deleciones parciales o totales de un cromosoma generalmente no son
ielales, por que los genes esenciales en los cromosomas eliminados estan
también presentes en sus homdlogos (Payne y Col. 1984). Lag lineas
ancuploides (carnctenizadns por faltarles parte del material genético) han
side de valor invaluable en el analisis gendético de las proteinas de
almacenamiento, particularmente en ¢l estudio de la localizacion y

ligamicnto de Jos genes (Sears 1954).



Proteinas de Almaconamiento

Se reconocen generalmente dos grupos de proteinas de
alnacenamiento en trigo: pliadinas y gluteninas, aungue su composicion
pucde cambiar de ncuerdo a la forma en que se extraen.  Basados en la
clasificacion de Osborme (1907), el grupo de gliadinas se defline como el
prupo de proteinas solubles en ctanel al V0% a temperstura ambiente y el
prupo de glateninas como las gue son insolubles en soluciones aleoholicas,
pero solubles en medios disociantes como mezclas de acido acético diluido,
urea y detergentes ionicos, Se prefiere, sin embargo, clasificar a estos
prapas de proteinas de acuerdo a su estado de ARregAcian y no o su
solabilidad, Las gliadinas son un grapo de polipéptidos monoméricos,
mientras gque las ghateninas son polimeros de subunidades que estan
unidas principalmente por medio de enlaces disuliuro, Para esta
clagificacion, ghadinas y gluteninas se separan efectivamente por

cromatogralia de exclusion moelecular (MacRitchie 199.2),

La composicion de gliadinas y plateninas de trigo es similar,
contienen cantidades relativamentie altas de acido glutdmico en forma
amidada y de prolina. Las gliadinas contienen mas prolina y menos glicina
gue las ghitertinas, La principal diferencia entre ellas, es la capacidad de
las gluleninas de polimerizar a través de enlaces disuluro (MacRitchie

1992).

Las proteinas de gluten tepen como caracteristica distintiva sus
propicdades de agregacion, la presencia de residuos de glutamina
favorecen la interaccion entre polipéptidos a través de puentes de
hidrogeno, asi mismo la presencia de amingsacidos con residues
hidrofpbicos permiten la interaceion hidrofobica. Bin embargo, son
principalmente los enlaces covalentes (disullure} entre su bunidades de
phateninas los que definen en gran medida la apregacion y propiedades

elasticas del gluten (MacRitchie y Col. 1990),



Las gluteninas en su estado native no se resuelven por electroforesis.
Las moléculas grandes o no entran al gel o forman un ba rrido cercano al
origens, Pespuéds de la reduccién de los enlaces disullure con
mercaptoetano] o ditivtreitol se observan cuatre grupos de subunidades. A
el grupo de subunidades de gluteninas que muestra la mas baja movilidad
se les lama subunidades de peso moleoular allo o A, Hus masas
moleculares estimadag por SDS-PAGE estan en el rango e BO OO0 a 120
000, aungue otras estimaciones, como la obtenida por secuenciacion de
aminoacidos muestran un rango menpyr (60 000 a B0 000), (Anderson y Col,
1988). A las subunidades de gluleninas restantes se les llama gluteninas
de bajo pese molecular y se clasifican a su vez como B3 y C, siendo el ullimo
prupe el de mas alta movilidad, Las gluteninas de peso molecular bajo se
traslapan con las gliadinas cuando se analizan por SDE-PAGE, por lo gue
cB Necesario remover estas proteinas monoméricas antes de el analisis de
pluteninas, Existe ademas una region en el vlectrofloregrama Namada 12, en
donde se pueden encontrar las gliadinas o y Jas ghiteninas 1 (Ma soiy Col,

1993, Kasarda y Col. 1998),

Cuatro grupos de gliadinas se distinguen cuando se separan por
clectroforesis acida en gel de poliacrilamida (APAGE). Estas son o, iy y o
en orden decreciente de movilidad y por lo tanto crecienie en tamano
molecular. Esta nomenclatura se basa en la movilidad de las ghadinas en
peles de almidon a pld 3. Las ghiadinas o, el grapo de mas alto peso
molecular son las prolaminas pobres en azufre (Shewry y Col. 1986), Estas
gliandinas o se separan de las otras gliadinas en SDE-PAGE, BHeNIras gue e
observa un traslape entre las gliadinas o, 3y y. Las ghadinas presentan
enlaces disulfuro, pero estos son aparentemente intramoleculares

{(MacRitchie 1992).

£l conocimiento gque se tene de la estructura de las glhiadinas y
pluteninas proviene del conocimiento de la secuencia de sus aminodcidos

(Anderson y Col. 1988, Anderson y Greene 1989, Shewry y Tatham 1997 l,



estudios espectroseopicos, viscomeétricos (Tatham y Col. 1990), y de
microscopia (Shewry y Col. 1997, Humphris y Col. 2000), Las gliadinas y
gluteninas estan formadas por una region repetitiva (Fig 1) y en el caso de
las pluteninas dos regiones no repetitivas en Jas regiones amina y carboxi
terminales, La region repetitiva comprende hexapéptidos y nonapéptidos (en
las subunidades %) y regiones tripeptidicas. Las diferencias en el tamarno
molecular de la subunidad resulta en la variacion de la region repetitiva,
Estudios espectroscodpicos de la region repetitiva muestran la presencia de
diferentes tipos de giros . La forma de bacilo formada por Ja region
repetitiva es coincidente con una espiral hasada en piros (3. Las regiones
carboxi y amine terminales no repetitivas pueden ser globulares (Shewry y

Col, 1992).

Localizacién Cromosdémica de los Genes de las Proteinas de

Almacenamisnlto

La electroforesis acida (pi de 3.2) en geles de almidon, la
clectroforesis acida en geles de poliacrilamida, la electoforesis en dos
dimensiones, el enfoque isoeléctrico, y la clectroforesis despaturalizante y
reductora (SDS-PAGE) junto con ¢l uso de lineas de wigo ancuploides
fueron jos métodos que se utilizaron para conocey la localizacion
cromosomal de los penes de estas profeinas (Payne y Col. 1884). Los genes
de Jas subunidades de masa molecuiar alta se encuentran en ¢l brazo largo
de los cromosomas 1A, 13y 1D, (Payne y Col. 1984). Estos foof se
desipnan Glu-Al, Glu-B31y Ghi-D1, respectivamente. Estudios
electroforéticos han mostrado gue existe un polimorfismo en el namero y
movilidad de las subunidades de peso molecular alto en diferentes
variedades de trigo. Eslo es gque los genes en el brazo largo del cromosoima
1 muestran alelismo muliple.  Las subunidades se catalogan por la
nomenclatura introducida por Payne y Lawrence {1983). Basados en
estudios electroforéticos |, Payne y Col, {1981) propusieron dos tipos

principales de subunidades , las tipo x y las tipo y, siendo las primeras de
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Fig. 1. Representacion esgquematica de las subunidades de ghtienina de
masa molecular alla xy y (HMW-x vy HMW-y, respectivamente),
subunidades de masa molecular baja (LMW), gliadinas tipo v y ghiadinas
tipo . Areas sombreadas, sequencia Gnica; areas blancas, secuencias
repetitivas; barras negras, enlaces disulfuro intermoleculares; barras
unidas, enlaces disulfuro intramoleculares, Fuente: Kasarda (1990},
Nota: Figura incluida con permiso del autor.



peso molecular relativamente mas alto, Una subunidad en particular s
nombra por su cromosoma, seguido por su clasificacion x oy, finalmente el
numero gue designa la subunidad. Asi, la variedad “Chinese Spring”, en la
cual se han realizado la mayoria de los estudios genéticos tene la
composicion de gluteninas de peso molecular alto comeoe sigae: 1B3x7, 1By8,

1Dx2, 1Dy12 {siendo nule el locus Glu-AT ), (MacRitchie 1992),

Los genes de las subunidades de gluteninas de masa molecular baja y
los de dag pliadinas o,y y de alpuanas de las gliadinas |3 se encuentran en el
Brazo corte de los cromosomas 1A, 13y 1D y los genes de Jas gliadinas
o, By alpunas de las pliadinas y se encuentran en el brazo corto de los

cromosomas OA, 6B y 6C (Payne y Col, 1984),

Variacion de las Proteinas de Almacenamiento y la Calidad de

Panificacion de los Trigos

2} trige presenta como caracteristica inica entre los cereales su

copacidad de formar una masa viscoelastics que es la gque permite la

preparacion de los diferentes productos de panificacion. Las caracteristic
reologicas de Jas masas, principalmente as relacionadas con fuerza y
extensibilidad se reflejan en la calidad de los productos inales,
especialments el pan, Al ser Javada la masa con agua, hasta remover 1a
mayor parte del almidén, queda el pluten, material proteinaceo que es el
responsable de la viscoclasticidad de Ja masa. Bl principal componente del
pluten es proteina y de las proteinas las gue conforman la mayor
proparcion son las de almacenamiento, gliadinas y gluteninas, Se ha
relacionado a las gliadinas como responsables del componente viscoso y a

las gluteninas con la elasticidad de las masas (MacRichie 1992),
Siendo el gluten una mezcla tan compleja de proteinas, es la

interaccion entre ellas In que define sus caracieristicas viscoeldsticas, Sin

embarge, se ha logrado relacionar la presencia de clertas proweinas

1



especificas en una variedad de trigo con Ja calidad de panificacion,
principalmente subunidades de pluteninas de masa molecular ajta y en

cierta medida algunas gliadinas.

Bl problema para relacionar gliadinas especificas con caracleristicns
de calidad y poder verificar estas relaciones, ha sido la diferencia en
nomenclaiura en los diferenies jaboratorios (Skerrit 1998}, Se han s
cromatografia de alta presion en fase reversa (RP-HPLC) para relacionar
composicion de gliadinas y calidad. Van Lonkhuijsen y Col, (1992)
ercontraron Una relacion negativa entre tres fracciones {picos) de
o ghiadinas y una posiliva entre una y phadina y volumen de pan. Huebner
y Cnl. {1997) Lambién obluvieran una relacion significativa entre las
cantidades de una y gliadina y ¢l volumen de pan. Algunos estudiios han
yelacionado algunas gliadinas con la fuerza de Ja masa, pero en realidad
astos han sido indicadores y no responsables de Ja caracteristics (Cressey y

Col. 1987).

in el caso de las subunidades de gluteninas de masa m oleoular alta,
Payne y Col. {1981) examinaron la progenie de seid cruzas, estimando la
calidad de panificacion con el volumen de sedimentacion como indice. Los
resultados enfocaron la atencion a las subunidades 5 + 10 (heredadas
eI pre juntas) comao asociadas con una mejor ealidad y su perior en este
aspecto a las subunidades 2 +1 2. Estos resultados fueron confirmados
posteriorments en estu ding gue incluyeron panificacion, Los estudios de
rayne y Col, (1981) y Payne {1 9B7) permitieron formalizar Ia relacion de la
composicion de las subunidades de pluteninas de peso molecular alto en
forma de una calificacion de calidad (Gl ] score), (TABLA 1) y en cuadro en
donde se ordenan las subunidades en funcion del efecto del alelo en la

calicnd panadera (Fig. 2).



TARLA |
Calificacion de Calidad (Score Glu 1) Asignado a Subunidades
de Glutenings de Masa Molecular Alta

Calificacion Cromosoma

1A 113 10D
4 . . 5+10
: | 17+18 "
3 2 78 "
i e 13+16 s
2 e 79 2412
2 . - 3412
1 Nulo 7 4412
) . G+8 .
1 20

Nota: Para obtener la calificacion Glu 1, se suman las
calilicaciones senaladas en 1a tabla por la presencia de las
subunidades de masa molecular alia.

Fuente: MacRitehiey Col, (1990),
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Fig. 2, Variacion alélica en subunidades de ghiteninas de masa molecular
alta y su relacion con cabidad de panificacion, Las subunidades se
fraccionaron por SIS-PAGI. En el lado izquierdo se encuentran las
subunidades de masa molecular alta estandar de la variedad “Chinese
Spring”. Las subunidades se separaron en tres grupos de acuerdo a los
penes que las controlan: 1A, 118, 1D, La letra gue esta debajo de cada
prupo alélico, representa la designacion alélica. Fuente: Payne y Col.
{1984).

Nota: Figura inchuida con permiso del autor,



Interacciones Hidrofobicas

Hay dos escuelas de pensamiento para interpretar el fenémeno
hidrofébive, Una exphcea la interaccion hidrofdbica como uerzas entropicas
(Tanford 1980}, mientras que otra la explica como una forma especial de
atraccion de van der Waals cuando las moléculas se colocan en algun

solvente (Van Oss y Col, 1986) .
Fuerzas Entrépicas

2] efecto hidrofohice surge de las interacciones no favorables entre
moléculas de agua y los residuos no polares de una proteina. Cuando una
molécila de hidrocarbure se introduce en agua, ésta induce cambios en la
estructura del apua, reduciends su entropia. Para minimizar este cambio
desfavorable de entropia, Jas moléculas se forzan a coalesoer juntas
formando gotas o globulos, n ¢l caso de la proteing, ésta se ve forzada a
doblarse en una estructura micelar con los residuos hidrofobicos hacia

dentro y los hidrofilicos hacia fuera,

Lo remocion de los residuos no polares del contacto con el agua hace
una contribucion mayor a la energia de estabilizacion conformacional, Asi,
en la teoria del efecto hidrofobico, éste es puramente el resultado de la fobia
del agua al contacto con los hidrocarburos, no es debido a la alinidad
mutua entre las cadenas no polares a través de Jas fuerzas de van der

Waals.
Efectos de Bolvente

Nakai (1988), haciendo un tratamiento tedrico del comportamiento de
macromoléculag en solucion y usando el modelo de enrejado (Lattice)
aplicado por Flory and Huggins, junte con el coeficiente de Hamalker, lepd a

tas siguientles conclusiones, La fuerza neta debida a las fuerzas de



dispersion es siempre atractiva si las particulas son del mismo material.
Ademas, el agua puede inferactunr Con los materiales ne polares
aricamente por dispersion, Consecuentements, la con tribucion de
orientacion e induceion es insigmlicante. Por lo gue las luerzas de
dispersion hacen una contribucion importante a la interaceion de

materiales no polares en agua,

Dos materinles no polares van o desarrollar nmayores fuerzas de atraceion de
van der Waals entre ellos, cuando el medio en gue se cRCHEnIran oS apua, que

cuando el medio es no polar.

Efecto e Sales

De acuerdo a Melander y Horvath (1877), la solubilidad de proteinas
en soluciones de sal de oerta molardad, puede expresarse en funcién de el
sambio nelo de energia debido alas in teraceiones clectrostaticas, dela
superficie no polar, gue ©s iambien 1a reduceion del aren de la proteins por
agregacion y el incremento de la tension superficial debido o la sal. I%)

spimer término {interaceion electrostatica) es funcion de la sal,
!

Las sales han sido tradicionalmente ordenadas en la seric de
Hofimesiter (liotropica) de acuerdo a su habilidad de precipitar proteinas. 1]
efecto de sales en la polimerizacion de agrepados de proteinas puede
describirse cupntitativamente en 1erminos de los incrementos molares de
tension superficial, Melander and Horvath (1977) propusieron gue 1a
tension superficial de las sales representa cuantitativamente lag series
lintropicas empiricas que regularon la agociacion y disociacion de las

maléculas de proteina,

1] fuerte campo eléctrico de los cationes, junto con su tendencia de
asociarse con los atomos de oxigeno, resulta en el rompimiento de la
estructura normal del agua en la presencia de éstos. Las estyuciurag

(ridimensgionales que resultan de la fuerte prientacion de las moléculas del



apua hacia los cationes, forma una estructura que es mas organizada que
la estructura normal del apua. Cationes y aniones juntos, forman una
estructura de iones maltiples, mas organtzada, oue tiene mas enlaces de
hidrogeno que el ajpua normal. Por lo tanto, las moléculas de agua se
mantienen unidas por fuerzas de orientacion, induceidn y de dispersion y

la solucion se caracteriza por una lension superficial mayor,

Por el contrario, log anfones prandes, debido a su tamano, rompen i
catructura normal del agua pero son incapaces de formar sus propios
ensambles, debido a gue el campo eléctrico es débil. Bl rompimiento de
estructura ocurre también coando los iones como el tiocianaio de
guanidina consisteniemente promueven ensambles bidimensionales, en
lugar de los tridimensionales del agua pura, Asi, las soluciones de jones
gue rompen estructura tendran mas ensambles bidimensionales y sc
caracterizaran por ung lension superficial mas bajn (Melander y Morvath

1977).

Métodos para Medir Hidrofobicidad

Una revision extensa y un andlisis critico de los métodos para una
estimacion cuantitativa de la hidrofobicidad de proteinas en alimentos se
puede enconirar en Nakai (1988}, La informacion vertida a continuacion es
un resumen de lo ahi publicado, con algunas adiciones resullanies de la

experiencia obtenida.

Una forma de predecir la hidrofobicidad de una proteina es a través
del uso de escalas de hidrofobicidad de amineacidoes, Lag escalas
publicadas pueden dividirse en dos grupos, aguellas derivadas de
mediciones de solabilidad y aguellas calculadas empincamente por la
estractura molecular, Generalmente los dos tipos de escalas conoverdan,
Cuando se observan desviaciones, éstas son debidas a la presencia de
residuos hidroldbicos en la superficie y a gue 1os residuos hidrofébicos

estan escondidos en la proteina,

1



Se ha utihizado también la fluorescencia intrinseca y la extineion. de
fluorescencia para investigar Ia relacidn entre proteinas y lipidos, stos
métodes miden ¢l comportamicento de los residuos aromiticos en las
moléculas de proteinas y no se relacionan directamente a la hidrofobicidad

total de las proteinas,

Las sondas hidrofobicas |, especialmente  1-anflinonailaleno-8.
sulfonato (ANS) son las mas utilizadas para estimar la hidrofobividacd
superficial de proteinas, 2] método se basa en la repla de gque la emision de
Miorescencia depende criticamente del ambiente. Mientras gue son muy
fluorescentes en un solvente no polar, las emisiones de flucrescencia se
extinguen considerablemente en agua, Olra sonda es ¢) dcido cig-
parinarico (CPA), 1l para el estudio de fluidez de membranas, por su
caracteristica similar a los dcidos grasos gue oourren naturalmente. Otra

sonda hidrofébica es el 2-p-toluidilnaftaleno-6-sulonato (TNS).

La cromatoprafia hidrofobhica en sus dos versiones fase reversn, ¢
interaceidon hidrofébica es il para el estudio de Ja hidrofobicidad de las
proteinas, pero los resuliados que se obticnen con cada una de ellas son

diferentes,

En la cromatografia de particion, el coeficiente de particion (k} es )
principal factor gue contribuye & la separacion cromatoprafica, siendo ke
25/ Cm, en donde Cs y Cm son las concentraciones de soluto en las {ages
estacionaria y mévil respectivamente. Un soluto con coeficiente de
particion alto en cromatografin hidrofobica se puede constderar que es
hidrofobico, mientras que un seluto con un cocficiente bajo se considera

hidrofilico.

El gue se hayan podido unir cadenas de prapos alguilo de diferente
longitud y grupos arflo a los materiales para cromatografia hizo que la
cromatogralia de fase reversa se convirtiera en an método B para la

geparacion de compuestos. Para eluir solutes, la polaridad de los eluentes



se reduce, morementando Ia proporeion de solventes no polares miscibles

en el eluente acuose, En el caso de proteinas, para eluir los compuesios y
evilar la desnaturalizacion por el uso de solventes OrgAmcos, se reduce la
fuerza idnica reduciendo la concentracion de sal en el eluente; a osta

téenica se le lama cromatografia de internccion hidrofobica {11,

Los resultados que se oblienen con cromatografia de lase reverss de
peplidos, concuerdan con los valores de hidrofobicidad caleulados por la
composicion de aminoacidos. En el caso de proteinas complelas es mas
complicado.  Las condiciones de crom atografia de {ase reversa son
generalmente desnaturalizanies, La d ureza de la matriz, la densidad de
substitucion de las cadenas de alquilo y Ia naturaleza organica de los
eluentes ace que las proteinas se desnaturalicen. En el caso de
cromatografin de alta resolucion de fage reversa para separar gliadinas y
gluteninas, existe una condicion desnaturalizante extra, Estas proteinas
requieren de temperaturas relativamente altas (70°C) ppara separarse (Bieltz

y Cobb 1985},

Fr otro método para estimar la hid rofobicidad, se mide 1a capacidad
de una proteina de unir of com puesto hidrofobico. Entre los métodos que
s¢ basan en la union hidrofsbica, tenemos los aque usan hidrocarburos,
dodecil sulfato de sodio (5138) o triglicéridos, todos ellos han demostrado
ser atiles, especialmente el método gue ulidiza triglicéridos, para proteinas

de alimentos (Nakai 1988).
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CAPITULO 1

SEPARACION DE SUBUNIDADES DE GLUTENINAS USANDO
CROMATOGRAN{A DE INTERACCION HIDROFOBICA

La cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC) es il para el
estudio de la hidrofobicidad superficial de las proteinas de gluten y para
detectar cambios en conformacion. La adsorcion en fases estacionarias
hidrofabicas débiles depende de los residuoes de aminoacidos accesibles y
la interaceiton matriz-proteina produce anicamente cambios sutiles y
reversibles, Las subunidades de glutenina de dos trigos hexaploides,
extraidas con B0% propanol conteniendo B-mercaptoetanol comn agente
reductor y estabilizadas por alquilacion con 4- vinil-piiding, se
fraccionaron por cromatografia de interaceidon hidrofébica con agarosa
altamente acetilada como matriz hidrofobica y acetalo de sodio a pH 3.6
como bufferde equilibrio. La elucion se Hevo a cabo en pasos,
incrementando las concentraciones de propanol, Kl polimorfismeo
conformacional se dedujo por ¢l comportamiento cromatografico de las
subunidades, evaluado a través del analisis electroforético (SDS-PAGI) de
las fraceiones cromatograficas. Se observaron diferencias entre las
subunidades de gluteninas de alto y bajo peso molecular, asi como las
subunidades tipo x y tipo y. La subunidad de glutenina de masa
molecular alta 10 mostrd mayor alinidad por la matriz hidrofobica que la
subunidad 5 vy fueron separadas en diferentes fracciones, 12 polimorfismo
conformacional mostrado por las subunidades de ghatenina, puede ser

una consecuencia de su estabilidad relativa inicial y es nnportanie gue se
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considere cuando se estudie la funcionalidad de los polimeros de

plutenina.

Introducciéon

La importancia de la funcionalidad de Tas gluteninas en trigos
panaderos ha sido probada mas alla de cualguier duda. La composicion
de jas gluteninas de peso molecular alte se ha relacionado con calidad en
gluten, La presencia del par de alelos 5410 se ha encontrado o ha sido
frecuentemente observado en trigos de buena calidad panadera, mientras
que las subunidades 2412 en trigos de baja calidad (Payne y Col. 1979, El
polimero de glutenina y el polimero insoluble de glutenina han sido
relacionados con fuerza de la masa y tenacidad respectivamente
(MacRitchie 1992). El entrecruzamiento a través de los enlaces disuliuro,
ta formacion de enlaces de hidropeno adicionales por la gran cantidad de
plutaming presente en su composicion y las interacciones hidrofobicas le
confieren a estas moléculas sus propiedades de agregacion y propiedades

funcionales,

El efecto mejorador de la presencia de lags subunidades 5+10 ha sido
explicado con la presencia de una cisteina extra en la region amino
terminal de la subunidad 5, que le confiere a esta subunidad una
capacidad mayor de polimerizar (’Ovidio y Col. 1997). Otra hipdtesis ha
sido ¢l patron mas regular de giros 3 en la region repetitiva de la
subunidad 10, lo cual le proporciona mejores propiedades clastions a esta

subunidad (Shewry y Col. 1992).

La presencia de varias formas de la misma proteina ha sido
reporiada anteriormente para subunidades de glutenina, Con la {fnalidad
de detectar polimorfismo conformacional, Lafiandra y Col, (1999)

estudiaron el comportamiento de las subunidades de masa molecular alta
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tipos &y ¥ en electroforesis de poligerilamida con un gradiente transversal
de urea. Las diferencias entre los dos tipos de subunidades sugiere la
presencia de varios intermediarios de diferente conformacion en las
subunidades tipo x. En ¢l mismo trabajo, Lafiandray Col. (1999), |
mostraron un comportamiento diferente de la subunidad 10 en relacion a
las ofras subunidades de glutenina de masa molecular alta, la subunidad

10 mosird ser mas cstable a la desnaturalizacion quimica,

Bl estudio de la hidrofobicidad superficial de las subunidades de
glutenina estabilizadas, puede ayudar a entender el papel de las
interacciones no covalentes en la funcionalidad de estas proteinas, Las
cromalografias de interaccion hidrofébica (HIC) y de fase reversa de alta
presion (RP-HPLC) han sido utilizadas para estudiar la hidrofobicidad de
phuteninas, Debido a la alta hidrofobicidad de la matriz, los buffer
utilizados y las altas temperaturas de analisis necesarias para el analisis
de las proteinas de gluten, RP-HPLC puede considerarse comp una técnjca
gue desnaturaliza las proteinas, La hidrofobicidad estinada con RP-HPLC
correlaciona con la hidrofobicidad calenlada a través de la composicion de
aminoacidos. Se piensa que es la cadena extendida Ja que interaceions
con la matriz. Por el contrario, HIC ¢s una técnica que no desnaturahza
dehido a la bajas hidrofobicidad de las matrices. Unicamente los
aminoidcidos accesibles, aguellos que estéan en la superficie son los gue
interaccionan. Bsta (éonica es capaz de detectar cambios sutiles en

conformacion (Popinean 1994},

Magnus y Khan (1992) fraccionaron subunidades de gluteninas
estabilizadas usando (enil-Sefarosa, Bllos encontraron que las
subunidades de glutening de variedades de trige de mejor calidad fueron

mas hidroféhicas,
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£l objetivo del presente trabajo fue fraceionar y estadiar la
hidrofobicidad superficial de Jas subunidades estabilizadas de ghitenina

usando HIC en agarosa altamente acetilada.

Materiales v Métodos

Trigos

Se usaron harinas de las variedades de trigo Qasis del grupo 1
(eluten fuerte, Norma Oficial Mexicana NMX-1-036-1996-5CI) cosechado
en 1998, asi como la variedad Karl 92, trigo rojo fuerte invernal, cosecha

1996,
Extraceiéon y Estabilizaciéon de Gluteninas

Con el fin de remover las proteinas solubles, cuatro viales
conteniendo 250 mp de harina se extrajeron con 1 ml de 50% propanaol.
Las muestras sc agitaron continuamente por 5 min, usando un agitador
vortex equipado para contener 30 viales (Vortex Genie?, Scientific
Indusiries, Bohemia, NY) y se centrifugaron posteriormente en una
centrifuga Eppendorf 5415C a 8160 x g por 2 min. La remocion completa
de las proteinas solubles se hizo con tres extracciones (Bean y Col. 1998),
Las gluteninas se extrajeron del pellet resultante con 1 ml de 50%
propanol conteniendo 5% § mercaptoetanol, agitando por 30 min con el
equipo y condiciones mencionadas antertormente, Las glateninas se
estabilizaron por alquilacion con 4 vinilpiridina. La solucion de alguilacion
contenia wrea 4 M, 25% propanol y 50% vinilpindina (Lew y Col. 1992}, Se

usaron para alquilar, 50 pl de Ja solucion alguilante por cada 500 pl del

pRiracto,



Cromatografia de Interaccién Hidrofbbica

Cromatografin de interaccion drofobica en agarosa altamente
acetilada se usd para (raccionar las gluteninas estabilizadas, La matriz se
sintetizd en el laboratorio, usando agarosa entrecruzada (613, Pharmacia,
Upsala, Suecia), anhidrido acético y piridina (Vazquez-Moreno y Col.

1092), Se usaron 5 mi de matriz en upa columna de 1.5 em de didmetro,
1) buffer de equilibrio fue acetato de sodio, pH 3.6, El {lujo de los buffer fue
de 0.5 m)/min. Las proteinas se alimentaron a la eolumna en cantidades
de 30 mg (6 mg de proteina por ml de maitriz), La chicidn se realizd por
pasos con el bulfer de acetato de sodio pH 3.6, incrementando la
concentracion de propancl en una scouencia similar a la reportada por

Magnus y Khan (1992).

] contenido de proteina de las soluciones se determing con ¢l

procedimienio de Bradford (1976).
Electroforesis

Para conocer la composicion y la distribucion de las subumdades de
glutenina en las fracciones cromaltograficas, se usé electroforesis
desnaturalizante y reductora (SDS-PAGIE), con el provedimiento descrito
por Bean y Lookhart (1998). Se usaron geles homogéneos, de 1.5 ml de
grosor y tamano de 14 x 16 cm. Los pHs de los geles superior y de corrida
fueron 6.8 y 8.5 respectivamente, Los geles se tiberon con azul de

Comassie,
RP-HPLL

Para i cromatografia de fase reversa de alta presion se usd una

columna Vydac C18 de 150 x 2 mm de tamano, de 5 p de tamario de



particula y de 300 A de poro. Para la elucion se uso un gradiente en
pasos de agua y acetonitrilo, en presencia de dcido trifluoroacético al 0.1%.

La deteccion fue a 210 nm (Bean y Lookhart 19%7),
Resultados

La Fig. 3 mestra el perfi) de elucidn de jlas ghadinas estabilizadas
de Jas variedades de trigo Oasis v Karl, La grafica se realizd colectando
racciones de 1 ml durante la cromatografia y analizandolas por ¢l
procedimiento colorimétrico de Bradford (1976), En la primera parte del
cromatograma, en las primeras fracciones eluidas, sc pueden observar
diferencias en el comportamiento de subunidades de gluteninas en las dos
variedades estudiadas, Las glutenimas de la variedad Oasis mostraron una
fraccion no retenida (fraccion 1) mayor que las ghiteninas de Kar] 92,
Para las dos variedades, una gran proporcion de las proteinas se unieron
fucrtemente a {a matriz, ya que fue necesario usar urea 8M para eluirlas.
i1 la TABLA Il se muestran los porcentajes de proteina eluida en cada una
de las fracciones. Iin ambos casos, la mayor cantidad de proteinas se

eluyd en las fracciones mas hidrofobicas.

En la Figura 4 se observa la composicion de gluteninas de las
variedades estudiadas. Las dos variedades tienen la misma composicidn
de gluteninas de masa molecular alta y contienen ¢l par de alelos 5 + 10,

relacionado con buena calidad de panificacion,

La Figura % muestra la composicion de las fracciones
cromatograficas para las dos variedades estudiadas, analizadas por
electroforesis desnaturalizante y reductora (SDS-PAGE), Las glideninas de
Karl eluidas en la fraccion no retenida no se anglizaron, por la poca
cantidad de proteina eluida. Las dos variedades tuvieron una distribucion

similar de las proteinas en las fracciones cromatograficas. Las



}
N
L
§
:
£
1

{ngim
Pt
e
<
=
Loy
2,
:; B
e T
-
2|

TEINA

\, W g
o N,w,,m‘ \“‘{ ﬁ"\ .-J

3\ "
- Oasis

CONTENIDO DE PRO

VOLUMEN DE ELUCION (mi)

Fig. 3. Perfil de elucion en cromatograflia de inleraceion
hidrofobica de subunidades de ghiteminas estabilizadas por
alguilacion, La elucion se hizo con bufferde acelato de sodio {(pH
3.6) con concentraciones crecientes de propanol. 1, Fraccion no
retenida; 2, 30% propanol; 3, 35% propanol; 4, 40% propanol; 5,

HO% propanol; O, Urea 8M.
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TARLA 11
Distribucidn de Proteing en Jas Fracciones de
Cromatografia de Interaccion Hidrofdbica

Recuperacion

Fraceion Dasis karl

| No retenida 14,45 1.38

30% propann) 8.23 9.21

35% propano] 16.%91 2216
J0% propanol 20,410 22.29
$0% propanol 13.15 13.76

8M Urea 26.83 3117

Nota: Recuperacion fue entre 85y 110%, los
porcentajes son en funcidn de una
recuperacion corregida del 100%. Error
estandar entre cornidas cromatograficas
repetidas fueron entre 2y 3.5%,
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Pig. 4. Subunidades de ghuteninas separadas por electroforesis
desnaturalizante y reductora (SDS-PAGE). HMW, subunidades de
ghatenina de masa molecular alta; LMW, subunidades de masa
molecular baja. 1, Variedad de trigo Oasis; 2, variedad de trigo
Karl,
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Fig, 5. Analisis electroforético (SD3-PAGE) de fracciones de
cromatografia de interaccidon hidrofébica de ghuteninas estabilizadas de
las variedades de trign Oasis (A) y Karl (B) 1, Completa; 2, no retenida; 3,
Propanol 30%; 4, Propanol 35%; 5, Propanol 40%; 6, Propanal B0%; 7,
Urea 8M.



subunidades x, 1, 85 v 7 sc encontraron en la fraceion eluida con 30%
propanol, La subunidad y, 9, se distribuyo en todas las fracciones y 1a
subunidad y 10 se eluyo en la fraccién de urea 8M y en menor cantidad
ent la fraceion no retenida en el caso de la variedad Oasis, Las gluteninas
de masa molecular baja se encontraron distribuidas en todas las
fracciones . Sin embargo, la fraccion eluida con 30% propanol preserio
una proporcion reducida de estas subunidades, Algunas subunidades de
masa molecular baja se eluyeron en las fracciones de urea 8M y no fueron

Jas mismas para las dos variedades.

Se observaron en Ja region de gliadinas o, unas bandas conspicuas
para la variedad Oasis. Habiéndose extraido las proteinas solubles con
50% propanol, se puede esperar poca contaminacion con gliadinas, La
presencia de estas bandas en la region de las gliadinas w indica Ja
presencia de ghateninas 1D que son gliadinas w mutadas, con una cisteina
que hace posible que se integren a el polimero de ghiteninas, Fstas
actiian como terminadores de cadena (Masci y Col, 1993} Jlstas
subunidades D se distribuyeron en las fracciones no retenida, 30%
propanol y Urea 8M. En las proteinas de Karl, se observaron estas bandas
Unicamente en la fraccion de urea 8M. En este caso, muy probablemente
si es contaminacion con gliadinas o, aungue no se descarta la presencia de

subunidades de glutenina [ en muy pequenas cantidades.

Para comparar los resultados de cromatografia de interaccion
hidrafobica con los de fase reversa, se incluyen cromatogramas de las
gluteninas separadas por cromatografia de fase reversa de alta presion
(RP-IHPLC), (Fig. 6). Las subunidades de gluteninas de masa molecular
alta se eluyen en las fracciones menos hidrofobicas y las de masa

molecular baja en las fracciones mas hidrofobicas,
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Fig. 6. Cromatopramas de gluteninas de las variedades de trigo
Karl y OQasis, separadas por cromatogralia de fase reversa de alta
resolucion (RP-HPLC) HMW-GB, subunidades de glulenina de
masa molecular alta; LMW-GS, subunidades de glutenina de
masa molecular baja.
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La elucion de una subunidad de plotenina en varias fracciones de
diferente hidrofobicidad, es probsblemente causado por la presencia de
diferentes formas de la misma proteina o por agregacion que levd a formas
con  hidrofobicidad superficial relativa redacida, La cromatografia de
interaceion hidrofébica usando agarosa altamente acetilada mostrd una
mejor selectividad v capacidad de diseriminacidon gue fenil-Sefarosa

(resultados reportados por Magnus y Khan 1992).

Aun para una conformacion tan estable como la esperada para las
proleinas del ghiten, la extraceion y manejo de las gluteninas para la
estabilizacion produce desnaturalizacion, Aunqgue las condiclones de
adsorcion en cromatografia de interaccion hidrofdbica no son
desnaturalizantes, la elucion con propancl pude haber producido alpunos
cambios conformacionales en las subunidades de glutenina eluida o

adsorbida  (Katzeniein y Col, 1986),

Las diferencias observadas entre los tipos de subunidades de masa
molecular alta x vy ¥ en el comportamiento cromatoprafico y observado en
SDB-PAGE, pueden deberse a diferencias estructurales entre estas
subunidades de plutenina,  Las tipo X tienen en su composicidn un
tripéptido, que no se encuenira en las tipo y, asi mismo, ¢l namero de
cadenas repetidas es diferente en los dos tipos de subunidades (Lafiandra
y Col, 1999) . El comportamiento cromatografico de In subunidad 10
apoya lo reportadoe por Lafianfra y Col. (1999) en donde mostrd, nsando
electroforesis con gradiente transversal de urea, que la subunidad 10 es
mas estable a la despaturalizacion quimica que las otras subunidades de

plutenina de masa molecular alta,



La subunidad 10 muestra un comportamicnto diferente al de lag
otras gluteninas de masa molecular alta, tambidn en HIC. Bl gue ka
subunidad 10 se eluya en la fraccion de wrea 8M (méas hidroldbica) y que
se encuentre Unicamente en proporciones importantes en la fraceién no
retenida, muestra que la subunidad 10 es mas estable, La presencia de la
subunidad en la fraccion no retenida, puede explicarse con la formacion de
agrepados de reducida hidrofobicidad gue no interaccionan con la

columna,

La cromatografia de fase reversa de alta presion (RP-HPLC), una
téonica muy utilizada para caracterizar proteinas de gluten, separa las
profeinas de gluten en forma diferente gue la cromatografia de interaccion
hidrofobica (HIC), La hidrofobicidad estimada a través de RP-HPLOC
correlaciona con la hidrofobicidad caloulada a través de la composicion de
aminoacidos, lo que no sucede con la hidrofobicidad estimada por HIC.
Por ejemplo, en proteinas modificadas de la subunidad 5, en donde se
ohltuvieron diferentes longitudes de la region repetitiva, las proteinas con
la region repetitiva mas larga fueron menos hidrofobicas que las mas

cortas, fsto estimado por fase reversa (IYOvidio y Col. 1997).

Se puede concluir, que la cromatografia de interaccion hidrofobica
usando una matriz de baja hidrofobicidad como la agarosa altamente
acetilada, es (] para estudiar la hidrofobicidad superficial de las
subunidades estabilizadas de glutenina. 1 comportamiento
cromatografico puede servir para detectar diferentes formas de la misma

proteina y puede relacionarse con estabilidad,



CAPITULO 1)

SEPARACION DE GLIADINAS USANDO CROMATOGRAF{A DE
INTERACCION HIDROFOBICA EN AGAROSA ALTAMENTE ACETILADA

Resumen

Gliadinas extraidas con. etanal al 70% se fraccionaron por
cromatogralia de interaccion hidrofobica (HIC) usando agarosa allamente
acetilada como matriz. B buffer de equilibrio fue acetato de sodio pli 3.6
la elucion se hizo con un gradiente en pasos incrementando la
concentracion de propanol en el buffer de chicidn, La composicion de las
fraceiones se analizd con electroforesis capilar de zona libre y

electroforesis desnaturalizante y reductora.,

Kl comportamiento de ghiadinas en RIC difind enire las variedades
de tripo del cual provienen, Mostrando mayor afinidad por la matriz las
gliadinas de una variedad que las de la otra. La proporcion de subclases
de ghiadinas (u, f, vy y o} éntre fracciones fue cambiando al irse
incrementando la concentracion de propanol durante la elucion. Las
proteinas pertenecientes a la subclase de gliadinas o-p en Ia variedad
Dasis y las y, en la variedad Karl, mostraron mayor afinidad por la matriz
que las otras subclases, resultade que dificre en parte del comportamiento
de ghiadinas en cromatogralia de fase reversa de alta presion (RP-HPLC).
Las ghadinas y se cluyen en las fracciones mas hidrofébicas cuando se

separan por RP-HPLC,



Introduccion

La hidrofobicidad superficial de las proteinas del gluten ha sido
reconocida como un factor importante para la interaccion con olras
proteinas ¥ con componentes de la harina para formar la red de gluten
hidratado (Hoseney y Col. 1970, Kobrehel y Bushuk 1977, Bekes y Col.
1983, Zawitowska y Col. 1985, Uthayakumaran y Col, 2001). Se ha
reportado que las proteinas de las harinas de mejor calidad de panificacion

interaccionan mas fuertemente con los lipidos (Chung y Pomeranz 1979).

En el caso de gliadinas, Ia importancia de la hidrofolncidad en las
interacciones entre cadenas se demostrd en el trabajo de Popineau y
Pineau (1987), en donde se utilizd cromatografia de filtracion en gel para
detectar caumbios en la conformacion y una sonda hidrofdbica (2-p-
toluidinil naftaleno 6 sulfonato ) para medir hifrofobicidad superficial, 12
doblado v 1a agregacion de gliadinas se acompafian por camlbios en la
hidrofobicidad superficial, La forma expandida es a la que Je corresponde
el mayor numero de sitios hidrofobicos accesibles. El doblado redujo
ligeramente el munere de sitios. Por otro lado, en condiciones que
promueven agregacidn, la reduccion del nimero de sitios hidrofébicos fue
muy grande. Esto indica la importancia de las mieracciones hidrofdobicas

SOLre IMenGImeros.

La cromatografia de interaccion hidrofdbica es una téonica 1t para
fraccionar proteinas de hidrofobicidad diferente (Popineau y Pincaw 1987),
~aldwell (1979) obtuvo buenos resuliados con octil v fenil selarosa
separando pliadinas.  Popineau y Pineau (1987) compararon la

cromatoprafia de interaccidon hidrofobica con cromatografia de fase reversa
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de alta presion y con el uso de sondas hidrofobicas para estimar
hidrofobicidad superficial de gliadinas. Como una de las conclusiones
mencionan que la retencion de gliadinas en HIC no se relaciona a las
hidrofobicidades promedio calculada a través de la composicion de
aminoacidos, Asi que la retencion de las gliadinas durante la
cromatografia de interaccion hidrofobica, es proballemente debida a la
localizacidn de los residuos no polares, a su accesibilidad v a la

conformacion de las proteinas.

Il ohjetivo del presente trabajo fue evaluar el comportamiento y la
separacion de gliadinas de dos trigos panaderos en cromatoprafia de

interaccidon hidrolobica en agarosa allamente acetilada,

Materiales y Métodos

Be estudiaron las gliadinas de las variedades de trigo Qasis (grapo 1,
ghaten fuerte ) y Karl | (trigo fuerte invernal, clasficado en los Estados

Unidos, equivalente al grupe 1 de la clasificacion Mexicana),

Fxtraccion de Ias Gliadinas

Dos pramos de hanna se extrajeron con 20 ml de acido acético 0.7M,
dejando la muestra y ¢l solvenie en contacto por dos horas, agitando cada
media bora, Los tibos se centrifugaron (2700 x p) x 25 min con la
centrifuga refmgerada Beckman (J2-M] Beckman Instraments, Ing,,
centrifugaron los tubos por 25 min en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente, Las gliadinas se extrajeron del pellet con 70%

(v/v) alcohol etilico,
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Cromatografia de Interaccion Hidrofobica

8¢ uso 1 ml de matriz en una columna de 0.7 cm de didunetro, con
los materiales y condiciones descritas en ¢l capitulo 1. Las fracciones se

dializaron contra acido acético 0.01 M y se hofilizaron.

Para preparar las proteinas para cromatografia, éstas se dializaron
en el buffer de equilibrio y los contenidos de proteina de soluciones s¢

determinaron por el método de Bradford (1976).
Electroforesis

Para conocer la composicion de las gliadinas de las variedades de
trigo estudiadas, se wtilizo clectroforesis dcida en geles de poliacrilamida
(A-PAGE), con el procedimicnto descrito por Clements (1987). Se usaron
geles homogéneos de 12.5% de poliacrilamida , con un pH de 2.6, de 14 X
16 em y de 1.5 mm de grosor. Bl buffer de la cdmara superior fue lactato
de aluminio con un pH de 3.1 y el de la camara inferior una solucion de

acido lactico con un pH de 2.6, Los geles se tineron con azul de Comassie,

Para conocer la composicion y la distribucion de las subclases de
gliadinas en las fracciones cromatograficas, se uso cleciroforesis capilar y

electroforesis desnaturalizante y reductora (SDB8-PAGE).

Para SD3-PAGE, se usd el procedimiento descrito por Bean y
Lookhart (1998). Se usaron geles homogéneos (12T, 1 35C), de 1.0 mum de
grosor y tamario de 10 x 10 cm, Los pHs de los geles superior y de corrida
fueron 6.8 y 8.5 respectivamente, Los geles se tifieron con azul de

Comassie,
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La eleciroforesis capilar de las fracciones de gliadinas se realizd con
el instrumento de Beckman PACE 5510, empleando capilares de silice sin
recubrimiento de 7 m x 27 cm (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ), ]
buffer fue 50 mM de acido iminodiacético (IDA) y 20% acetomitrilo. Las
condiciones de electroforesis incluyeron: una corriente de 30 Kv y

temperatura de 45 *C. Las muestras se inyectaron a 0.5 psi por 2-6 seg,
Cromatografia de Fase Reversa de Alta Presion

Para el analisis de gliadinas se uulizd una columna Zorbax 813 C8
de 4.6 mun x 15 om y un gradiente lineal (agua y sctonitrilo, conteniendo
cada une 0.1% de acido trifluoroacético) para la chacion. La temperatura
s mantuve a 50°C. Se detectd a 210 nm usando un detector UV,

Resultados

La Pig. 7 muestra la composicion de pliadinas de las variedades de
trigo estudiadas, separadas por A-PAGE, Puede distinguirse claramente el
patron de bandas o composicion tan diferente para las dos variedades en
las tres regiones del gel, donde se separan las gliadinas o, v, ¢ ¥y . Las
gliadinas de 1a varicdad de trigo Arowa se ulilizaron como estandar para la

identificacion de las subclases de ghadinas,

Bn la Fig, 8, se muestra el perfil de elucion de las gliadinas en HIC,
1 comportamiento en cromatogralia de interaccion hidrofobica de las
gliadinas de las variedades Karl y Oasis fue muy diferente. Las ghadinas
de Qasis se distribuyeron en vartas fracciones, Por el contrania, las
pliadinas de Karl muestran una fraceion grande de proteing no retenida y
no se empieza a eluir proteina en forma importante hasta la fraccion con

40% propanol. Bstas diferencias observadas sugicren gue la variabilidad

A



Fig. 7. Separacion de subelases de gliadinas en electroforesis acida
en peles de polinerilamida (A-PAGE)}. Variedades: 1, Rarl; 2, Oasis;
3, Arowa (estandar),
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CONTENIDO DE PROTEINAS (ug/mi}

VOLUMEN DE ELUCION (mi)

Fig, 8. Perfil de elucion de gliadinas de las variedades de trigo Karl y
Oasis en cromatografia de interaceion hidrofdhion,
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en la hidrofobicidad superficial puede tener influencia en la variacion de
calidad de los trigos,  En la TABLA 111, se muestra la proporcion de las
proteinas eluidas en las racciones cromatograficas. Podemos decir, que
las ghadinas de Karl tienen una hidrofobicidad superficial mayor que las
de Oasis, ya que su {raccion no retenida fue mayor y las proteinas se
cluyeron en las fracciones con las concentraciones mas allas de propano
y en la fraccidn de urea 8M. Para la variedad Qasis, la composicion de
gliadinas en las fracciones hasta la eluida con 35% propanol son muy
similares, con excepeion de la fraccion no retenida, como lo podemos
observar en los electroforegramas (Fig.9). A partir de esa concentracion de

propancl, la reduceidn de el niumero de proteinas es evidente,

A composicion de subclases de pliadinas fue cambiando al ir
aumentando la concentracion de propanol para eluirlas de la columna
(TABLA 1V}, En la composicion de las ghadinas eluidas con 50% propanol,
una de las més hidrofobicas, se observa un enriquecimients de las
gliadinas o~ y una reduccion de las gliadinas y y o, Eslos resultados
coinciden con los de Ornebro y Col, (1999) en donde, usando la técnica de
clipsometria observaron gue las ghadinas o se absorben mas fAcilmente a

una superficie hidrofobica gque las otras subclases de gliadinas,

Para la variedad Karl, el comportamiento fue diferenic. 8e observa
también una reduccion en ¢l numero de proteinas (Fig. 10} al ir
aumentando Ja concentracion de propanol en las fracciones. Sin embargoe
en este caso fue la {fraccion de gliadinas y la que se enriquecid o aumento

en proporeion en las fracciones mas hidrofobicas (TABLA V).

No concuerdan los resultados de HIC, especialmente para las

phiadinas de la variedad Qasis cuando se separan por cromatografia de alla
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TABLA 111
Distribucion de Proteina en las Diferentes
Fracciopes Cromatograficas, cuando las Gliadinas
de las Variedades de Trgo Oasis y Karl se
Separaron por HIC,

Proteina eluida (%)

Fraccion Oasis Karl Fraceion

No retenida B.4 18.5 }
30% propanol 5.7 0.3 2
35% propanol 33.4 1.2 :
40% propanol 284 26.3 4
50% propanol 16,49 14.9 5
Urea 8M 10,1 39.1 6

* Porcentaje de la proteina eluida,

Nota: Recuperacion fuc entre 85y 110%,
error estandar entre corridas cromatograficas
repetidas lue entre 2y 3.5%.
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Fig, 9. Electroforesis capilar de zona libre (FZCE) de fracciones de

cromatografia de interaceion hidrofobica (HI1CQ) de gliadinas de Qasis.



TABLAIY
Proporcion de Subelases de Gliadinas de Qasis en las Fracciones
Cromatogrificas, Deteyminada por Electroforesis Capilar,

Subelases de pliadinas (%)"

Muestra o/fd ¥ )

Total 68.24 17.05 14.17
30% propanol 58.91 23.1 17.99
35% propanol 60,02 18.57 R1.41
40% propanol 67.88 15.39 16.76
50% propanol 78.88 Q.90 11.23

* Peterminados por electroforesis capilar de zona libre,
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Fig. 10. Electroforesis capilar de zona libre (FZCE) de {racciones de

cromatografia de interaccion bidrofébica de gliadinas de Karl,
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TABLAV
Proporeion de Subelases de Gliadinas de Karl en las Fraceiones
Cromatograficas, Determinada por Electroforesis Capilar.,

Subclases de gliadinas (%)"

Mugestra o/ ¥ 0

"Total B6.0 4.0 10.0
36% propanol 804 5.1 14.5
40% propanol B6.9 6.1 7.0
50% propanol 79.9 0.6 10.5

" Determinados por electroforesis capilar de zona libre,
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presion de fage reversa (RI-HPLC), (Fig 11}, lo que sugiere gue HIC separa

en funcidn de la hidrofobicidad superficial, lo gue no sucede con RP-HPLC,

Analizando las fracciones restantes: la fraccién no retenida esta
formada por gliadinas y gluteninas agregadas, en donde evidentemente las
subunidades de gluteninas de masa molecular alta estdn presentes
(Fip.12). La fracciom de urea (Fig, 13}, tiene en su composicion todas las |
subclasces de gliadinas, pero hay diferencias entre las variedades. La
fraccién de urea de Oasis muestra una banda muy definida en la region de
lag pliadinas », Sc observa también que estan presentes en peguena

proporcion las subunidades de gluteninas de masa molecular alta,

Conclusiones

Las gliadinas de las variedades de tripo Karl v Oasis tienen en su
composicion proteinas con dilerente hidrofobicidad superficial, como es
evidente en su comportaniento en cromatogralia de interaccidn
hidrofobica y posterior andlisis por electroforesis. Bstas diferencias entre

variedades tienen indudablemente una fundamentacion genética.

Las subclases de gliadinas w-f para la varnedad de trigo Oasis y las 'y
para la de Karl se eluyeron preferentemente en las fracciones mas

hidrofdbivas de HIC,
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Fig. 11, Cromalogramas de gliadinas de las variedades de trigo Karl y

Oasis, separadas por cromatoprafia de lase reversa de alta presion

(RP-HPLC).
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Fig. 12, Composiciin de la fracciéon no retenida de cromatografia
de interaccion hidroldbica de gliadinas, obtenida por electroforesis
desnaturalizante y reductora (SD8-PAGE). 1) Karl, 2) Oasis. HMWG,
subunidades de gluteninas de masa molecular alta, LMWG,
subunidades de gluteninas de masa molecular baja.
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Fig. 13. Composicion {SDS-PAGE) de las proteinas que forman la
fraccion de gliadinas de las variedades 1) Karl y 2) Oasis, eluidas
con urea # M en cromatografia de interaccion hidrofébica.
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CAPITULO IV

ESTUDIO CALORIMETRICO DE LA ESTABILIDAD TERMICA DE
GLIADINAS Y GLUTENINAS ESTARILIZADAS DE LA VARIEDAD DE
TRIGO QABIS

Fracciomes oblenidas por cromatografia de interaccion hidrefobica
de pliadinas vy subunidades de gluteninas estabilizadas por alguilacion,
de la variedad de trige Qasis, ueron estudiadas por microcalorimetria
de barrido diferencial con el fin de relacionar la hidrofobicidad

superficial de estas proteinas con su estabilidad térmica.

Las proteinas se encontiraban en solucidon acuosa en donde se
ajustd el pH a 3.0 con dcido acélico. Las concentraciones de las
soluciones estuvieron entre 26 y 130 pg/ml Los barridos
calorimétricos se hicieron de 20 a 110°C a una velocidad de 10°C/min.
Se analizaron los termogramas en la region de 45 a 85°C, que fue en

donde ge obtuvo reproducibilidad.

Se midieron las temperaturas de las transiciones endotérmicas,
que pueden asipgnarse a desdoblamiento o desnaturalizacion de
proteinas. Sin embargo, las entalpias (AH) de las transiciones en su
conjunto, fueron relativanmiente bajas, lo gue puede significar que no se
detectaron todos los eventos térmicos en la repion del termograma que

s estudio,

Las temperaturas de desnaturalizacion encontradas arriba de los
45 °C y hasta 81°C, muestran que, como es de esperarse por la
composicion de aminodcidos de las proteinas del gluten, éstas son muy

estables a la desnaturalizacidn térmica.
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Introduccion

La despnaturalizacion de una proteina es caalguier modificacion
gue no involucra el rompimiento de enlaces peplidicos. Por olre lado, la
estabilidad conformacional es la habilidad de una proteina de conservar
su conformacion nativa bajo la influencia de varios factores
desnaturalizantes (calor, agentes desnaturalizantes, pll extremo). La
forma mds comun de medir estabilidad conformacional de una proteina
es a través de la medicion de la energin libre de desnaturalizacion, que
g5 la diferencia entre las energias libres de los estados nativo y el
desnaturalizade (Grinberg y Col. 1989), Pocas referencias relacionadas
a la estabilidad conformacional de las proteinas de gluten de trigo se
pueden encontrar en la literatura, Esto indica quizd las dificoltades
experimentales que conlleva este trabajo. La principal dificultad es la
baja solubilidad general de estas proteinas v sus propiedades de
agregaciinm (Bietz y Kruger 1994), Durante la desnaturalizacidn, la
tendencia de la proteina a agregarse avmenta considerablemente v esto
sucede con liberacién de calor. Como resultado, no se estima
correctamente la capacidad calorifica de la solucidon. Es posible evilar
esta situacion usando soluciones extremadamente dilaidas y un pi o
mas alejado de su puntoe isoeléctrico (Privalov y Khechinashvili 1974),
121 desarrollo de la calorimetria de alta sensibilidad permite el uso de
bajus concentraciones de proteina {Privalov y Khechinashvili 1974), Ex
muy importante ¢l uso de un equipo de alta sensibilidad para detectar
Jos cambios de calor producidos durante la desnaturalizacion, Debido a
las fuertes propiedades de agregacion de las proteinas de trigo
{(IMalverson y Zeleny 1988) vy a gue las interacciones hidrofohicas, las
cuales son may importantes en Ja estabilidad de las proteinas del
gluten, son dirigidas por Ja entropia, contribuyen poco a la entalpia de

desnaturalizacion,

Analizando la estructura primaria de las proteinas del glaten, es

razonable pensar que éstas tienen una conformacion nmy estable. La
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presencia de glutamina en grandes proporciones pennite la formacion
de puentes de hidrogeno (Brock 14991). La alta proporeion de
mmincacides no polares favorece la interacciim hidrofdbica, Ademds, 1a
presencia de puentes disulfure intrameleculares (Tatham y Shewry
1990) puede proporcionar una estabilidad adicional. Sin embargo, con
el fin de estudiar 1a desnaturalizacion térmica usando calorimetria, es
necesario estabilizar los grupos sulfidrilo, Bsto para poder mantener
las subunidades plutenina en solucidn y evitar los problemas que se
presentan por la oxidacion-reduceion de los grapos salfidrilo {Martinez
y Col, 1995), La estabilizacion de estos grupos y las condiciones del
procedimiento van a producir cambios, reduciendo la estabilidad e
introduciends  probablemente modificaciones en la conformacion.,

La hidrofobicidad de una proteina e el resultade del contenido y
arreglo de los aminoacidos. Considerando la hidrofobicidad superficial
comb una consecuencia de la hidrofobicidad total, Ia hipdtesis del
presente irabajo es que las fracciones de proteina con hidrofohicidad
superficial mas alta seran conformacionalmente mas estables,
Considerandp mas estables, las que presenien mayores Lemperaturas
de desnaturabizacion.  El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
estabilidad térmica de fracciones de glindinas y gluteninas
estabilizadas, vsando calorimetria de alta sensibilidad y su relacion con

ia hidrofubicidad superficial estimada por HIC.

Materiales v Métodos

Se estudiaron las gliadinas y gluteninas de 1a variedad Oasis,
KEsta variedad de trigo esta clasificada como del grupo 1, de gluten

fuerte y destinadoe a panificacion,
Extraccidén de las Proteinas

Con el fin de remover albuminas y globulinas, 250 mg de harina
se extrajeron con una solugion salina gque contenia .05 M trig-HCL,
100 mM KCly 0.005 EDTA (Bean y Lookhart 1998). Las mucsiras se



apitaron continuamente por 5 min usando un agitador vortex
equipado para contener 30 viales (Vortex Genie2, Scientific Industries,
Bohemia, NY) y se centrifugaron postleriormente en una centrifuga
(Eppendort 5415C) a 8160 x g por 2 min,  La extraccion se realizd con
soluciones Nias (5 °C) dos veces usando la solucion salina y una vez
con agua fria (5 °C). Las gliadinas s¢ extrajeron del pellet resullante de
la extraceion anterior usando 1 m) de BO% propanol, se agitd por 5 min
y se centrifupd por 2 min, La remocion completa de ghadinas se realizé
con tres extracciones iguales (Bean y Col. 1998). Las gluteninas se
extrajeron del residuo de las dos extraceiones anteriores con 1 ml de
50% propanc] conteniendop 5% P mercaptoetanol, agitando por 30 min
con el equipo vy condiciones mencionadas anteriormernte . Las

‘

gluteninas se estabilizaron por alguilacion con 4 vinilpiridina (Lew y
Colo 1992), La solucion de alguilacion contenia urea 4 M, 25% propanol
y 50% vinilpiridina, Se usaron 50wl de la solucion por cada 500 ) del
extracto, Para preparar las proteinas para la cromatogralia, éstas se

diglizaron en el buffer de equilibrio (acetate de sodio, pld 3.6).
Cromatografia de Interaccion Hidrofébica

Se usaron los procedimientos descritos en los capitalos 11 y 1]
para subunidades de gluteninas y glisdinas respectivamente, Kl
conienide de proteina de Ias fracciones y de las soluciones de proteina

fue determinado por el procedimiento de Bradford (19706),
Electroforesis

Los procedimientos electroforéticos, SDS-PAGE para
subunidades de pluteninas y fracciones de ghadinas eluidas con urea
8M y electroforesis capilar de zona libre para gliadinas, son los que se

describen en los capitulos 11y 11 respectivamente,



Cromatografia de Fase Reversa de Alta Presion

Los procedimientos de cromatografia de fase reversa son los que
se deseriben en los capitalos 11y HI para las gluteninas y glindinss

respectivamente,
Calorimetria

Lag solaciones de plindinas y gluteninas estabilizadas se
dializaron exhaustivamente en soluciones de acido acético, pld 3.0 para
prepararlas para las corridas calorimétricas, Las proteinas tuvieron
una conceniracion entre 26 y 130 ng/1 estimado por ¢l procedimicnto de

Bradford, Ademas, se colocaron 0.5 ml en cada celda del calorimeiro,

Se utitizé un micreocalorimmetro de barrido diferencial {Caloyrimetry
Sciences Corp. CSC, Utah ), cuyas caracteristicas incluyen cuatro
celdas herméticas de 1 cc, una linea base de & 1pW y una capacidad de
bayrido de ~30 o 110°C . Los barridos calorimétricos se realizaron de 10
a 110 °C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min, aunque los
termogramas solo se pudieron analizar en el rango de 435 a 85 °C, en
donde produjeron resultados reproducibles y sin interferencias,  Las
determinaciones sc hicieron por triplicado, Para analizar los
termogramas se utilizo el programa PeakFit, version 4. Para identificar
log picos de absorciom endotérmica, se utilizd deconvolucion gausiana,

usando el mismo programa Pealkbit,
Anilisis Estadistico

Se realizd estadistica descriptiva wilizando el paguete estadistico

STATISTICA (SBtatBolt, Inc. 1995).
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Resultados v Discusion

La hidrofobicidad superficial de las proteinas gue forman una fraccion
de HIC, se espera gque sea similar. Sin embargo, ¢s importante
considerar que las proteinas gue forman la fraceidn son diferentes, por
lo que es de esperarse que sucedian en un MIsNIo ermMograma varios

G DKW T téﬂ'ﬂj 0,
Glindinas

La Fig. 14 muestra los termogramas y la identificacion de picos
por deconvolucion gausiana, Los termopranias se analizaron en la
region de temperatura de 45 a 85"C, Esta fue Ja region en donde habo
reproducibilidad v no se observaron grandes transiciones exolérmicas
gque pudicran enmascarar la presencia  de transiciones endolérmicas,
resultantes de cambios debidos a la desnaturalizacion de proteinas, Las
transiciones observadas pueden asignarse al desdoblamiento de Ja
estructura remanente, después de los procesos desnaturalizanies de
exlraccion y cromatoprafia. Pueden ser también una estrictura

formada duranie Ja exposicion a la solucion acida durante la dialisis.

Enla Fig. 14, A B v C puede obscrvarse gue hay pioos que se
repiten en los termogramas de las fracciones cromatograficas eluidas
con 30y 40% propanocl y Urea 8M. Los picos que se repiten son a 59,
65, 71 y 81 °C, aundgue la propoercion del calor con que contribuyen al
calpr total de desnaturalizacion es diferente para cada fraccidn (TABLA
V1), Los picos mas importantes en relacion al calor absorbido en la
transicion de Ja fraccion de 30% propanaol fueron 71, 76 y 81 "C,
aungue se observaron {ransiciones a partir de los 52 "C, En la fraccion
de 40% propanol los picos mas importantes fueron a 55 y 59°C, aungue
s observa un pequeno pico a los 81 °C. En el caso de la fraccion de
urea 8M, la trapsicion a 81 °C es la mas im portante, se observan otras
dos transiciones & 65 y 71 "C. Podemos observar en Ia Fig, 15y TARBLA
VH como cambian las subclases de pliadinas en las fracciones eluidas
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TABLA VI
Temperatura y Calor de Desnaturalizacion de Gliadinas de Qasis
Contenidas en Fracoiones de Cromatografia de Interaceion Hidrofébica.

Fraceion Pico n" A Q (Joules)” ds

x10° x10"

30% propanol

52.8 0.2 0.1
59.6 2.5 1.5
05,1 3.1
71.9 2 10.1 1.0
T6.3 2 11.8 0.9
R1.0 ! 46.0

40% propanol
55.4 3 2.6 1.5
59,1 3 2.7 0.6
51,2 3 0.2 0.3
Urea 8M
65,8 2 0.5 0.5
71.2 2 1.4 1.0
76,3 1 1.8
Bl1.1 2 4.0 2.8

" Frecuencia de aparicion del pico en tres repeticiones.
b Calor de desnaturalizacion.
" Desviaciton estandar,

by
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Tabla V1]
Proporcion de las Subclases de Gliadinas de Oasis Eluidas

en Fracciones de Cromaiografia de Interaccion Hidrofobica

y Analizadas por Electroforesis Capilar de Zona Libre.

Subclases de gliadinas (%)

Fraceion o ¥ o

30% propanol 58.91 23.1 17.99
40% propano] 67.80 15.39 16.76

* Determinada por la proporcion en la respuesta del detector

UV, cuando fueron separadas por clectroforesis
capilar de zona libre.
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con 30y 40% propanocl. La proporcion de Jas ghadinas oy § aumentan
en la fraccion eluida con 40% propanol y las ghadinas vy disminuyen,
Las ghiadinas o redujeron minimamente su concentiracion. La fraceion
eluida con urea 8M {Fig. 16}, contiene proteinas en las regiones de las
cuatro subclases de gliadinas, Esta raccion contiene las pliadinas con

las temperaturas mas alas de transicion,

Comparanda los picos que reducen la proporcidn de calor con que
contribuyen al calor total de desnaturalizacion y la reduccion de las
subclages de gliadinas en las fracciones eluidas 30 y 40% propanol,
podeinos presumir gue las gliadinas y son las proteinas con mayor
temperaiura de desnaturalizacion, 51 esto es cierto, este
comportamiento tendria mas relacion con la hidrofobicidad estimada
por cromatoprafia de fase reversa de alta presion. Las ghadinas y son
las gque se eluyen en las fracciones mas hidrofabicas (Fig. 17). Muy
probablemente los picos observados a 58 y 59°C corresponden a Jas
pliadinas oy 3, porgue estas subclases de ghadinas son las que
incrementaron su conceniracion en la fraceién eluida con 40%
propanol, y son los picos que estan en el rango de temperatura 50 -
59°C 1os que contribuyen en mayor proporcion al calor absorbido

durante la desnaturalizacion de las proteinas de esta fraccion,
Giluteninas ¥stabilizadas

En el caso de las gluteninas estabilizadas, aungue se observan
picos repetidos en las fracciones estudiadas, el nimere de es1os ¢8
menor que en ¢f caso de gliadinas. 12 gue mas notoriamente se repitio
ert las tres fracciones fue ¢ de 81 °C (Fig. 18 A, By C). Los picos mas
importantes, los que mas contribuyen al calor de desnaturalizacion de
la fraccion eluida con 30% propanol son 76 y 81°C, aungue se

observaron picos a 55, 65 y 69 °C {I9g. 18, A y TABLA V1),

g
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Fig. 16. Composicion (8DS-PAGE) de la fraccion de
cromatografia de interaceion hidrofébica, eluida con urea 8M
de gliadinas de Oasis.
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por cromatografia de fase reversa de alta resolucion (RP-HPLC).
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TABLA V1II
Temperatura y Calor de Desnaturalizacion de Gluteninas de Oasis
Contenidas en Fracciones de Cromatografia de Interaccion Hidrofdbica,

Praceion Pico n" A Q (Joules)” s
x 107 % 10°

30% propanol

o

55.6
HB5.5
59.6
76.8
51,2

2.9 3.9
5.8 0.2
5.5 2.1
10.0
9.0

O

Bk Gk

40% propanol

ha

2.6 0.4
0.6
(hO 1.5
1.3
1.G
1.6 2.0

S0.7
541
YR
04,3
67.7
81.3

Lres 8M
0.5
1.1 1.1

93,1
59,5
69.8 2.3

792 3.6 0.6
81.1 3 3.0 0.2

Bl v

2
Tt =

* Frecuencia de aparicidon del pico en tres repeticiones.
b Calor de desnaturalizacion,
" Desviacion estandar.
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Para la froccion de 40% propanol, las gluteninas presentaron un
comportamiento similar al de las gliadinas . Los picos mds importantes
geurrieron a temperaturas mas bajas, Para la raceidn de Urea 8M, se
phservd una distribucion de las temperaturas de las transicionoss en
forma muy similar entre si (TABLA VHI). Observandoe la composicion de
las fracciones de pluteninas en andlisis eleciroforético (Fig. 19),
podemos asumir que las temperaturas de transicion altas observadas
en la fraccion de 30% propanocl, corresponden a las subunidades de
masa molecular alla tipo x y las temperaturas mas bajag a gluteninas

de masa molecular baja,
Entalpia de lag Transiciones

La erdalpia de Jas transiciones pars gliadinas fueron de 0,003,
0.008 y 0.002 kJ /g, para las fracciones eluidas con 30, y 40 % propanol
y Urea 8M, repectivamente, FEn el caso de las pluteninas los valores
fueron 4.004, 0.001 v 0,002 kJ/p . Estos valores se calcularon
tomando en cuenta todos los eventos térmicos detectados, Estos son
muy bajos en relacion a los reportados para otras proteinas; lo que

puede significar gue no se detectaron todos los eventos térmicos.

Conclusiones

Se pudieron medir temperaturas de transicion gue pueden ser
alribuidas a desdoblamiento de gliadinas y gluteninas, ésto usando
micro-calorimetria de barrido diferencial, lo que no habia sido reportado
con anterioridad, Las temperaturas para estas transiciones estuvieron
entre 45 y 85°C, lo que confirma la estabilidad térmica de estas
proteinas, Se observd una relacion de la hidrofobicidad superficial y las
temperaturas de desnaturalizaciim, Las temperaturas mas altas de
desnaturalizacion, gue sepun el criterio antes mencionado son un
indicador de estabilidad, las presentaron las protelnas con mayor

hidrofobicidad superficial,
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HMW-GS

Gluteninas 1D

o LMW-GS

Fig. 19. Composicion (SDS-PAGE) de fracciones de cromatografia
de interaccion hidrofobica de gluteninas de Qasis, eluidas con
diferentes proporciones de propanol en el buffer de equilibrio. 1,
pluteninas completas; 2, fraccion de 30% propanel; 3, fraceion de
A0% propanocl; 4, fraccion ehuida con urea 8M. HMW-GS5,
subunidades de glutenina de masa molecular alta; LMW-(33,
subunidades de glutenina de masa molecular haja.
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CAPITULO V

TRANSICIONES EN LA REGION VITREA DE GLUTEN CON CONTENIDO
BAJO DE HUMEDAD, DETERMINADA POR MICROCALORIMETRIA ¥
RELACION CON LAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE 5US8 PROTEINAS

Resumen

Con ¢l fin de relacionar las propedades quimicas de las proteinas del
glaten con las transiciones que ocurren en la region vitrea y la sensibilidad a
la plastificacion por agua, se determinaron Jlos cambios en la capacidad
calovifica cuande ¢l ghaten de diferentes variedades con contenidos bajos de
humedad (4 y 8%) se calentaron de —20 a 110 °C usando un microcalorimetro

de barrido diferencial,

Se {raccionaron las proteinas solubles mediante cromatografia de
exclusian melecular de alta presion y se determind el contenido de proteina
polimérica ingoluble,  Sc determind la composicion de la fraceion de
gluteninas de masa molecular alta por electroforesis capilar, Ademas se
fraccionaron las pliadinas y las gloteninas solubles en Acide acético usando
cromatografia de interaccidn hidrofobica (MI1C) con agarosa altamente acetilada
como matriz hidrofobica, Se definié un indice de hidrofobicidad, usando el
perfil de elucién en HIC, tomando en cuenta las profteinas eluidas en las

fraceiones mas hidrofohicas.

No se encontrd una relacion entre la temperaturs de transicion vitrea de
ghaten con 8% de humedad y las caracteristicas quimicas de sus proteinas, Se
observd sin embargo, una transiciim de segundo orden a aproximadamente
la temperaturs ambiente, Esta coincide con transiciones reportadas
anteriormente para gluten con contenidos similares de humedad vy Que se
relacionan con fendmenos que ocwrren a lemperaturas menores a la de la
transicidn vitrea (sub-Tg) come relajacion, movilidad molecular Iocalizada y

cambios reoldpicos. Esta transiciom fue sensible a cambios en humedad. Se
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observaron mayores lemperaturas de esta (sub-Tp) transicion en gluten con
contenidos de proteina polimérica inseluble mayores. Una sensibilidad mas
alta a la plastificacion por agua se encontrd en pliten cuyas gluteninas
solubles presentaron un indice de hidrofobicidad mayor. No hubo una
relacion entre la composicion de gluteninas de peso moplecular alto y 1a
transicion sub Tg determinada, con la excepeion de que Jos ghitenes mas

sensibles al contenido de humedad contuvieron el par de subunidades 5410,

La medicion de las temperaturas de transicion en la region vitrea, en
ghuten con contenidos bajos de humedad, usando microcalorimetria, es una
herramienta prometedora no unicamente para predecir Ja estabilidad y
propiedades de alimentos, sino también para avanzar en el conocimiento de la

interaccion proteina-proteina y proteina-agua en el gluten,

oduccidon

El pluten es el material proteinaceo que imparte las propiedades
viscoelasticas a las masas v e8 el responsable de las propiedades tnicas de
panificacion del trigo. Kl gluten forma ia matriz continua en donde los
granulos de almidén se imbiben para formar la. masa y es también el

componente mas importante de la matriz en los productos horneados,

Bl gluten extraido contiene alrededor de 80% de proteing y el restante
20% se compone de cantidades similares de almidon y lipidos (Tatham y Col.
1990}, Las proteinas que componen al gluten pueden dividirse en dos grupos
principales: las pliadinas monoméricas y las gluteninas que forman polimeros
unidos por enlaces disulfuro, Las subunidades de gluteninas de masa
molecular ala son de particular importancia en la variacién de la calidad de
panificacton (Payne 1987) y se ha demostrado su efecto en la formacion de los

polimeros de masa molecular alta (Popineau y Col. 1994, Gupta y Col. 1995),

La estructura de las subunidades de gluteninas de masa molecular alta
comprende tres regiones distintas, una region central repetitiva rodeada por

las regiones amino y carboxy terminales no repetitivas, Existe bastante
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evideneia basada en estudios espectroscopicos, de microscopia y de prediccion
de estructura de que Ja region central repetitiva de las gluteninas consiste de
piros [ tipo 11 regularmente repetidos. Esta superestnictura en forma de liston
se enrolla en forma de hélice para produgir una subunidad en forma de bacilo
que interacciona con otras subunidades por agregacion en paralelp (Shewry y

Tatham 1990),

Las interacciones entre subunidades estédn determinadas en parte por
las cadenas laterales de prolina, glicing y plutamina, que dominan la region
repetitiva, Las cadenas laterales de prolina y glicina son hidrofobicas y las
cadenas laterales de glutaming son hidrofilicas & hidrofobicas en parte. Kstas
altimas contribuyen principabnente a fa formacion de puentes de hidrogeno

(Brock 1991).

metudips de conformacion usando espectroscopia de infrarrojo sugieren
gue Jas interacciones entre subu nidades en polimeros de glutenina invelucran
hojas (b localizadas en las regiones repetitivas (Popineau y Col, 1994}, listas
repiones son ricas en plutaming y pueden formar una red extensa de puentes

de hidrdgeno.

Una variedad de téenicas como 1a calorimetria de barrido diferencial
{3S8C), analisis termico-mecanico dindmico (DMTA) y resonancia magnética
nuclear (RMN) han demostrado que el gluten es un sistema polimérivo amorio
que es sensible a la plastificacion por agua, pero no soluble en ella (Gontard y
Ring 1996 y referencias, Grant y Col, 1999). Levine y Slade (1990)
consideraron que los polimeros de alimentos se comportan como polimeros
sintéticos, mostrando un estado vitreo. 3¢ hecho €] gluten asi como otros
polimeros de alimentos existen en estado amorfo, el cual se define por la falta

de orden de large rango (Roudaut et al 1999).

La temperatura de transicion vitrea (Tp) de un polimero amorfo se
deseribe como una transician de vidrio quebradizo a material viscesoe o dictil

(Gontard y Ring 1996}, La transicion vitrea de polimeros se observa en
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calorimetria de barrido diferencial como un incremento en forma de escalon de
la capacidad calorifica de la muestra durante el calentamiento, esto delhido o
un incremento de el movimiento melecular del polimero (Matakeyama 19949),
La presencia de compuestos de bajo peso molecular, agua en el caso de
polimeros hidrofilicos como el ghuten (Grant y Col. 1999) hacen que la Tp se
reduzea. Teoricamente, la adicion de plastificantes bajo condiciones
isotérmicas tiene el mismo efecto en la movilidad moelecular que el indrements
de temperatura, B agua incrementa el volumen libre y permite por lo tanto la

movilidad de los segmentos de la cadena polimérica (Gontard y Ring 19406),

Se han uitlizado principalmente calorimetria de barnido diferencial y
analisis termomecadnico para determinar la temperatura de transicion vitreas
del pluten {Levine y Slade 1990, Hoseny y Col. 1988, Nichols y Col 1995, Fujio
y Lim 1989}, Las transiciones gue ocurren a temperaturas por debajo de la
temnperaturs de la transicion vitrea, que se presume proveen informacion de Ja
movilidad molecular en los matenales vitreos, se han reconocido

recientemente {(Kalichevsky y Col. 1993).

En el presente estudio se identificaron relaciones entre las
caracteristicas quimicas de las proteinas del gluten de diferentes variedades de
trigo con las temperaturas de transicion en la regién vitrea y se determing su
susceptibilidad a ser plastificado por el agua, usando microcalorimetria de
barrido diferencial, que es un método muy sensible para detectar cambios en

las condiciones termodindmicas de las muesiras,

Materiales y Métodos

Bl gluten al cual se le hicieron los estudios calorimétricos, se obtuvo a
partir de harina. A la misma harina se le extrajeron las proteinas solubles en
50 % propanol (ghadinas y plateninas solubles) y se analizaron por
cromatografis de exclusion molecular de alta resolucion. La cantidad de
pluteninas insolubles, se analizaron, a través del analisis de nitrogeno por el
método de Dumas, Se realizd también un andlisis de la composicton de

stbunidades de gluteninas de masa molecular alta usando electroloresis

)



capilar. Ademas, las gliadinas y gluteninas solubles se analizaron por
cromatogralia de interaccion hidrofébica. En la Fig, 20 se muestra el
dingrama de la experirnentacion, Se relacionaron las caracteristicas quimicas
de las proteinas del gluten con las transiciones de segundo orden, medidas

con calorimetria de alta sensibilidad,
Obtencidén del Gluten

Se analizaron glatenes de las variedades de trigo, Oasis y Rayon {(prupo
1, pluten fuerte, Norma Oficial Mexicana, NMX-FI036-1 1996-8CF), Cucu rpe
{mrupo 3, gluten débil) y de la varicdad Karl (irigo fuerte de Invierno). Las
variedades Mexicanas fueron de la cosecha 1998, proporcionados por el
Instituto Nacienal de Investipaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
{(INIFAP), Campo Experimental Costa de Hermosillo, mieniras gue la variedad
Karl, de la cosecha 1996, fue proporcionada por ta Universidad Estata) de

Kansas (Manhatan, Kansas),

El gluten se aislo mediante el procedimionto de Khaktar y Col. (1995),
La masa con un contenido optimo de humedad y completamente desarrollada
se dejé reposar en agua destilada por 30 min, Posteriormente la masa se lavo
con aproximadamente 6.5 L de agua por kg de haring, hasta que ol glhuten

quedd libre aparentemente de almidon.
Electroforesis Capilar

Las pluleninas se extrajeron de la harina (250 mg) con 1 m! de 50%
propanol, conteniendo 5% de -mercaptoctanol (Bean y Lookhart 1999),
después de la remocion de las proteinas solubles con tres extracciones de 50%

propanc! (Bean y Col, 19498),

Be utilizod el instrumento de electroforesis capilar Beckman PACE 5510
para la separaciom de Jas subunidades de pluteninas, empleando capilares de

silice sin recubrimiento de 7 pm x 27 cm {Polymicro Technolopies, Phoenix,
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Fig. 20, Diagrama de la experimentacion. Determinacion de la iransicion
vitrea del gluten y caracteristicas quimicas de sus proteinas. 1PP, proteina
polimérica insoluble; SE-HPLC, cromatografin de exclusion molecular de
alta presion,
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AZ). Bl buffer BioRad CE 8IS, conteniendo 15 % de etilen glicol, Las
condiciones de electroforesis fueron una corriente de 8 Ky, una temperatura
de 30 °C y un tiempo de inyeceion de 15 seg a 0.15 psi (Bean y Lookhart

2000).

Cromatografia de Interaccién Hidrofobica

Dos gramos de harina se extrajeron con 10 ml de acido acético 0.7 M por

una hora, agitando cada 30 min, La solucion se centrifugo a 10,000 x g a 5°C
por 15 min con una centrifugn refrigerada Beclman (J2-M1 Beclkoman
Instruments Inc.). Las gliadinas y las gluteninas solubles se precipitaron con
clorure de sodio 0.25 M, procedimiento reportado por Lew y Col. (198Y9). Las
pliacinas se extrajeron del pellet con 70% etanol y las proteinas residuales
(eluteninas solubles en dcido) se solubilizaron en dcido acético 0.7M
conteniendn 50% propanol y 0.25% ditiotreitol (DTT). Para preparar las
proteinas para Ia cromatografia, estas se dializaron on un huffer de acetato de

sodin 7 mM, pH 3.6,

Agarosa altamente acetilada (HA) sc usé como matriz hidrofolica, Fsta
se sintetizé con agarosa entrecruzada (CL-B1, Pharmacia, Upsala, Buecia) y
anhidrido acético con piridina {Vazquez-Moreno y Col. 1992}, Un ml de HA se
empaco en columnas de 0.7 cm de didmetro, Durante la cromatogralia se
empled el sistema controlador y la bomba peristaltica del instrumento “Econo-
System” de BIO-RAD. £l buffer de equilibrio fue acetato de sodio 7 mM a pH
3.6, Las gliadinas y gluteninas solubles se aplicaron a la columna en
cantidades de 2 mg, La clucion se Hevd a cabo en pases, con el buffer de
acetato de sodio de pH 3.6, incrementando las concentraciones de propano)
en una secuencia similar a la reportada por Magnus y Khan (1992), El O0ltimo

fue buffer Tris 0.015M en Urea 8M,

Kl contenido de proteina de las fracciones y de las soluciones de

proteina fue determinado por el procedimiento de Bradford (1976).
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Se le lamo indice de hidrofobicidad (HGLI y HGLUS para gliadinas y
glateninas sotubles respectivamente) a la proporeion de proteina eluida en las
fracciones juntas, deade la que contenia 40% propanol hasta la que contenia

Ures BM,
Contenido de Proteina Polimérica Insoluble

Se utilizd el procedimiento reportado por Bean y Col (1998), Las harinas
(250 mp) se extrajeron tres veces con 1 ml de propanol. Las muestras se
apitaron continuamente por & min para cada extraceién usando un agitador
vortex equipado para contener 30 viales (Vortex Genie2, Scientific Industries,
Bohemia, NY). Las muestrag se centrifugaron posteriormerite en una
centrifuga Eppendort 5415C a 8160 x g por 2 min y el sobrenadante de las dos
prix.nc:lrﬂi:f; exlracciones se conserve para su posterior analisis por cromatogralia

de exclusion molecular,

A los pellets se les tratd con 1 mi de acetona para remover el solvente
residual y facilitar el secadn. La acetona se descarto después de centrifugar,
Los pellels s¢ secaron en una homo de convecetdn a 130°C por 1 hora, Se
analizo ¢l contenido de nitrégeno en los pellets secos en un determinador de
nitrogeno LECO FP-428 (5t Josepl, M.L). Se usd el Jactor de conversion de

5.7 para calcular los contenidos de proteina.
Cromatografia de Exclusion Molecular

Las proteinas solubles, extraidas con propanol se analizaron en un
cromatdgrafe de liguidos de alta presion (HPLC) Hewleti-Packared 1090 A,
usando una columna para exclusion molecular Waters ProteinPak 3005W.
Las condiciones de separacion las describen Batey y Col. (1991}, El solvente
de elucion fue acetonitrilo y agua en una proporeion del 50%, conteniendo
ademas 1% de dcido trifluoroacéticn. La temperatura de la eolumna sc

mantuve a 40°C,



Temperatura de Transicion Vitrea

Se determind la temperatura de transicion vitrea al ghaten liofilizado,
desintegrado para formar polvo, secado por doce horas en una estfa con

vacio y equilibrado a 4 y 8% de humedad por al menos 24 horas,

Se utilizd un microcalorimetro de barrido diferencial (Calorimetry
Sciences Corp. CSC, Uiah ), cuyas caracteristicas incluyen cuatro celdas
herméticas de 1 oo, una linea base de + 1pW y una capacidad de barrido de —~
30 a 110°C, Los barridos calorimétricos se hicieron de -20 a 110 °C a una
velocidad de calentantiento de 10°C/min. La temperatura de las iransiciones
se identificod en la mitad de la transicidn de segundo orden de la capacidad
calorifica (Cp), (Slade y Levine 1989). Se utilizd la primera derivada de Cp/7T,
para identificar la temperatura de las transiciones, se midio donde la primera
derivada alcanza su méximo. Las muesiras de ghuten analizadas tuvieron un

peso aproximado a los 50 mg, Las determinaciones se hicieron por triplicado.
Andlisis Estadistico

e hizo estadistica descriptiva y analisis de varianza atilizando el

paguete estadistico STATIBTICA (BtatSoft, Inc. 1995),

Temperatura de Transicion Vitrea

La Fig. 21 muestra la primera derivada de la capacidad calorifica
{dCp/dT) del gluten con 8% de humedad de lag variedades estudiadas. Los
maximos, que corresponden 2 los cambios en fonma de cscaldn en la prafics
de capacidad calorifica contra tiempo, distintivos de una transicién de
segundo orden, esiuvieron alrededor de los 20°C, Los valores enconirados
fueron menores gue los reportados anteriormente para la temperatura de
transicidn vitrea (Hoseney y Col. 1988, Fujio y Lim 1989, Nichols y Col. 1995).

La diferencia principal  entre el presente estudio v los anteriores, gue pudicra
! o ]
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Fig. 21. Primera derivada de los termogramas de glhiten con
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explicar el que esta transicion no haya sido reportada antes, es el uso de un
método muy sensible como es la microcalorimetria, Estudios anteriores
utilizaron calorimetrin de barride diferencial y termogravimetria, Otra
diferencia es la forma en gue se encontraba la muestra; s usaron en olros
estudios, peliculas o laminas de gluten, mientras que para ¢l presente esiudio

la maestra se encontraba en forma de polvo,

s importante hacer notar, que la fransicion encontrada coingide con
datos.de movilidad molecular observados mediante resonancia magnética
nuclear, espectroscopia dinamica y con los datos de fracturabilidad de gliten
y productos de trigo, que con un contenido de humedad similar pourren a
termperatura ambiente (Roudaut y Col. 1999, Fontanet y Col. 1997, Le Meste y

Col. 1996, Gontard y Ring 18906) |

OHras regiones del termograma no presentaron transiciones tan claras
como las descritas que ocurrieron alrededor de los 20°C.  Reescalando la
seccidn del termograma de 30 a 110°C, se observt una transicion endotérmica
pequena (1,10 a 1.39 J/g, error estandar promedio de Jas mediciones, 0.09)
que varid entre 52 a 54 “C para los gluten de las diferentes variedades
(Fig.22). Se observd también un cambio en la linea base inmediatamenie
después de la transicion endotérmica, Se considerd que la primera transicion
de primer orden corresponde a un mismo fendmeno de relajacion, por lo gue la
temperatura de transicion vitrea se midio en la primera inflexion de la curva.
Este valor de la trangicion estd mas cercano a los reporiados anleriormente
para la transicion vitrea. No se observd una relacion aparente entre la
temperatura de transicion vitrea y las caracteristicas quimicas de las proteinas

del phaten.

Fn la Fig. 23 se muestran las temperaturas de la transicion, observada
cerca de la temperatura ambiente (Sub Tg), del pluten con contenidos de
humedad de 4 y 8%. Podemos observar que la temperatura de la transicion

sub T de gluien con 4% de humedad de la variedad Oasis fue mayor gue la
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del resto. Asi mismo se puede observar gque en gluten con 8% de humedad se
puede hacer una distincion de la temperaturd de transicion entre variedades.
Lag temperaturas de transicion de glaten con 8% de humedad fueron

significativamente diferentes (p<0.01) entre variedades,

Se observa también en la Fig. 23, que Ia linea gque une las dos T tienen
una pendiente diferente para el gluten de cada una de las variedades; con Ja
salvedad de los pocos valores, podemos interpretar la pendiente como una

disposicion o sensibilidad a ser afectados por la presencia de agua,
Composicién de Subunidades Gluteninas de Masa Molecular Alta

La composicion de las gluteninas de masa molecular alto es un criterio
importanie para seleccionar y predecir la calidad y uso final de las variedades
de trigo (Payne 1984), La presencia del par de subunidades 5+10 se ha
relacionado con fuerza de la masa, que se refleja en una buena calidad de
panificacion, Este par de subunidades se encuentra en tres de las variedades
estudiadas: Karl, Qasis y Rayon (Fig. 24), que son variedades de trigo
destinadas a panificacion, La variedad Cucurpe, que es de ghiten suave
contiene los pares de subunidades 13+16 y 2+12, Las variedades Karl y Ouasis
tienen la misma composigion de gluteninas de peso molecular alto, No se
abservd una relacion clara entre la composicion de la fraceion de subunidades
de gluteninas de peso molecular alto y las temperaturas de las fransiciones
observadas. Lo que se observa es gue las variedades con mayor pendiente,
Karl v Oasis contienen las subunidades 5+10, aunque Ja variedad  Rayon

también las conticne,
Hidrofobicidad Superficial de Gluteninas Solubles

Las Mguras 25 y 26 muestran los patrones de elucion de gliadinas y
gluteninas respectivamente, obtenidos por cromatografis. de mteraceion
hidrofobica. Se observa en general, que tanto ghadinas como ghiteninas

solubles se adsorbieron fuertemente a la matriz, Fueron necesarias
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cantidades iguales o mayores que 30% de propanol para que Ja proteina
comenzara a eluir ¥y en alginos casos como en las gliadinas de Cucurpe y las
ghuteninas sohubles de Karl 92 se necesitaron concentraciones de propanc

mayores gue 40% para que esto sucediera,

Se observaron diferencias claras en Jos patrones de elucion pars los dos
Lpos de proteinas en Jas varicdades de tripo estudiadas, Be le lamo indice de
hidrofobicidad de gliadinas (HGLY y de gluteninas solubles (HGLUS) a la
proporeion de proteinas eluidas en las fracciones mas hidrofdbicas, o partir
de Ja fraccion con 40% propanol, incluyendo hasta la eluida con urca 8M, En
la Fig. 27 se muestran los indices de hidrofobicidad de gliadinas y gluteninas
solubles en acido acético de las cuatre variedades de trigo estudiadas. Se
ohserva claramente que la hidrofobicidad superficial de las proteinas del
gluten de la variedad de trigo Karl tienen vna mayaor hidrofobicidad superficial,

gspecialmente las gluteninas solubles,

Se observd una relacion entre la pendiente de la linea que une las
temperaturas de transicion a 4 v 8% de bumedad y HGLUS con un valor de 1a
regresion de 0.99 (p<0.05), (g, 28). Aun cuando son pocos los datos, ef
valor de la represidn s muy alto,  8i consideramos la hidrolebicidad de los
polimeros sohibles un reflejo de la hidrofobicidad del polimero de glutenina, la
relacidn entre hidrofobicidad superficial y facilidad de plastificacion supiere
la cooperatividad entre puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas en
las interacciones proteina-proteina en ¢l ghiten. Se ha reportado (Nakai 1988}
que la energia de union de los puentes de hidrogeno en un ambiente

dieléctrico bajo (ambiente hidrofGhico}, es mayor.
Tamanoe Molecular

La Figara 29 muesira los patrones de ehicion en cromatografia de
exclusion molecular de alta presion de las proteinag solubles del pluten, Las
proteinas solubles estan compuestas por gluteninas poliméricas solubles (bajo

peso molecular), ghiadinas (mondmeros) y albiuminas y globulinas, .‘,
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La proporcion entre gliadinas y gluteninas solubles dibiere en las
variedades, Puede deberse a un mayor contenido de glindinas en la variedad o
en un contenido menor de proteina polimérica soluble, reducida en cantidad
por la formacion del polimero de glutenina insoluble, La TABLA IX muestra la
proporeiom de gliadinas, glatenina polimérica soluble v plutenina polimérica
insoluble. No se observd una relacion entre las temperaluras de transicion y

la proporcidn en la composicion de las proteinas solubles,

Sin embargoe, se observd una clara relacion entre el contenido de
proteina polimérica insoluble (IPP) expresada como proporcion del contenido
de proteina de Ja harina (Fig, 30). A mayor IPP (%), mayor la temperatura de
transicion en pluten con 8% de humedad, En la variedad Karl, sungue ésta
sigue el mismo patron de comportamiento, la reduccidon en temperatura de
transiciton es mucho mayor en relacion & la reduccion en IPP (Fig, 30). En la
Frz, 27 se observa que la variedad Karl tiene un mayor HGLUS {mayor
proparcidn de ghuteninas sohubles hidrofdhicas), gue puede ser un reflejo de la
hidrofobicidad superficial del polimero inaoluble de glutenina, Esta es la
diferencia mas obvia, que puede explicar el comportamiento diferente de la

variedad Karl,

Mayor contenido de proteina polimérica insoluble corregida por ¢l
contenido de proteina de la harina, significa un mayor entrecruzamicnto a
través de enlaces disulfuro. Sc ha reportado que la presenoa de
entrecruzamientos v oxidacion en gluten produce una reduccion de la
movilidad o rigidez de s cadena polimérica que se refleja en mayores Ty
(Cherian y Chinachot 1997, Lefebvre y Col. 2000), En este caso, no se
ohservd una relacion entre 1PP ¥ 1a Ty, pere si entre ¢l contenido de proteina
polimérica insoluble (1IPP) y la temperatura de transicion sub Tg en ghuten con

3% de humedad.
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TABLA 1X
Proporcion de Glindinas, Gluteninas Poliméricas Solubles y
luteninas Poliméricas Insolubles de las Proteinas del Ghaten

Trigo Harina Projeinas de Gluten
Variedad  Proteina  Gliadinas”  Gluleninas Gluteninas

solubles” insolubles”
(%) (%) (o) (%)

Cucurpe 10,48 41.37 25121 33.92
Karl 15.10 4970 15.51 34.79
asis 11.06 32,25 19.31 41.44
Reyon 10.22 3930 19.64 41,00

* Obtenidos por cromatografia de exclusion molecular (SEC)
" Obtenidos por determinacion de nitrogeno (método de Dumas).
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Discusion

La presencia de una transicion en el ghiten con bajo contenido de
humedad, que ocurre alvededor de la temperatura ambiente no se habia
reportado en estudios gue ulilizaron calorimetria de barrido diferencial,
aungue tampoco se encontraron estudios de ghaten en donde se usara un
calorimetro de la sensibilidad del empleado en el presente estudio,. Esta
transicion fue sensible a los cambios de humedad v se comporté como una,

transicion del tipo vitreo,

Los efectos de las caracteristicas de la composicion quimica de las
proteinas en esta (ransicion fueron similares a los que pudieran esperarse en
una. transicion vitrea de un polimero hidrofiliceo (Hatelayama 1999). Por
ciemplo, Ia oxidacion de los prapos sulfidnlo que aumenta el tamaro
malecular por la formacion de enlaces disulfuroe y por lo tanto la viscosidad y
la rigidez de la cadena, aumenta la Tg {Cherian y Chinachoti 1997, Lelebvre y
Col, 2000); el entrecrizamients gque resulia de ln formacion o la presencia de
enlaces disulfuroe ticne un efecto restrictivae en el movimiento de la cadena
principal {Hatakeyama 1999). En el presente estudio, gluten con mayor
contenido de proteina polimérica insolhuble presentd mayor temperatura de
transicion. También e) electo de la diferencia en hidrofobicidad superficial
entre Jag proteings del gluten (Hatekayama 1999) pudo observarse en esta
transicion,  El gluten con mayor contenido de gluteninas solubles hidrofobicas

presentd una mayor temperatura de transician.

Esta transicion coincide con fendémenes reportados que ocurren por
debajo de la temperalura de transicion vitrea., Roudaut y Col, {1999) usando
espectroscopla mecanica detectaron dos eventos diferentes cuando calentaron
pan con un contenido bajo de humedad (£ 9%), Un maximo en la pérdida de
tangente se observd a aproximadamenie a 10 °C y se atribuyd a una relajacton
secundaria debido a la reorientacion o vibracion de los grupos laterales o
pequerios segmentos de polimeros, Bl segundo evento se cenlyrd en 60°C y se

atribuyd al rompimiento de interacciones de baja energin como enlaces de
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hidrogeno entre agua y ¢} biopolimero. Los mismos autores usando
resonancia magnética nuclear, asociaron el componente de relajacion rapida
(T2) con el agua presente en el pan, Este (T2) mostréd un incremento
exponencial desde temperaturas bajas hasta 20°C donde exhibid un maximo y
decrecio hasta B0, La parte gue se incrementd de T2 se caracterizd por una
energia de aptivacion aparenie de 19 kJ/mol, cercano a el valor del
rompimiente de los puentes de hidrégeno. Le Meste y Col. (1996), observaron
que en productos de cereales con bajo contenido de bumedad {10%) el
mecanismo de fractura fue particularmente afectado por una transicion vitreo-
ductil, gque ocurre a temperatura ambiente, mieniras que los productos
estaban aparentiemente en estado vitren, Fonlanet y Col, (1997) estudiando el
clectn del apus en las propiedades mecanicas de panes planos con hajo
contenido de humedad (9%) observaron también una transicion de vitreo a

dacti] a temperatura ambiente,

La plastificacion o reduccion de la temperatura de transicion vitrea por
clecto ded agua se explica por un aumento del volumen libre gue permite una
mayor movilidad de lag moléeulas {Sears y Darby 1982). No se puede sin
embargo dejar de lado las interacciones entre cadenas y el papel tan
importante que juega la presencia del agua en esas interacciones, Los
polimeros hidrofilicos o que tienen componentes hidrofilicos como grupos
hidroxilo o grupos amida {forman enlaces intermoleculares en presencia de
agua y presentan una mayor Tg que un polimero similar con componentes
hidrofobicos {(Hatakeyams 1999). La movilidad molecular se restringe debido a
los puentes de hidropeno. Ahora, la adicion de una mayor cantidad de agua,
rompe estas interacciones y la Tg se mueve a temperaturas mas bajas
(Hatakeyama 1999, La reduccitn de la temperatura de transicion vitrea
puede oourrir debida al reemplazo de los enlaces de hidrdgeno entre polimeros

por enlaces mas labiles proteina-agua (Kalishevsky y Col, 1992),

Se observa una mayor sensibilidad al efecto del agua en gluten con

contenidos bajos de humedad (menores que 10%) (Gontard and Ring 1996),
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E] haber hecho Jos estudios en ghiten con contenidos bajos de humedad (4 y

89%) nos permitld diferenciar el electo de la hidrofobicidad superficial,

En el termograma, mmediatamente antes del cambio en forma de
cucalon de la linea de Cp, se observa un pico. Este fendmeno ya ha sido
reconocido anteriormente (Hatakeyams 1999) y se le Hama relajacion de la
entalpia. Los polimeros aumorfos, que se encuentran por debajo de la
transicion vitrea no estédn en equilibrio termodinamico y se relajan hacia el
equilibrio con el tiempo, Por esta razom, 1a entalpia de un polimero vitreo
decrece en funcidn del tiempo, si la muestra se mantiene a una tlemperatura
por debajo de la Tg, A este fendmenc se le Hama relajacion de la entalpia y se
monitores a través del cambio de Cp en la transicion vitrea (Hatakeysma

1999).

Por limitaciones del equipoe, no se pudo medir la Tg en ghaten con 4% de
humedad, ya que ésta pcurre a temperaturas mas altas que ol rango posible
de calentamiento en el calorimetro, por 1o gue sc contd con menos datos gue
en el caso de la transicion observada a temperatura ambiente para analizar la

relacion entre las caracteristicas quimicas de las proteinas del glaten y la Ty,
Conclusiones

Se determing una transicion en la region vitrea (suh ~Tg) del gluten con
bajo contenido de humedad, Esta transicion ocurrtd aproximadamente en la
region de temperatura que podemos Hamar ambiente, Esta transicion fuce

sensible a los cambios de humedad,

Una sensibilidad mayor al efecto del agua para esta transicion se
encontrd en gluten cuyas gluteninas solubles tuvieron una hidrofobicidad

superficial relativa mayor.

Mayuor contenido de proteina polimérica insolulle, reflejo del tamano

molecular y del entrecruzamiento, afectd la temperatura de transicion,
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presentdndose mayores temperaturas en ghiten con mayor contenido de

proteing polimérica insoluble.

Par el contrario, no hubo mucha variacion entre las temperaturas de
transicion vitrea del gluten de las variedades estudiadas y no se observo una
relacion entre las caracteristicas quimicas de las profeinas del gluten y esta

Tg.
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CAPITULO VI

CONTRIBUTION OF HYDROPHORBIC SOLUBLE GLUTEN PROTEINS,
FRACTIONATED BY HYDROPHOBIC INTERACTION
CHROMATOGRAPHY IN HIGHLY ACETYLATED AGAROSE, TO DOUGH
RHEOLOGICAL PROPERTIES
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Contribution of Hydrophobic Soluble Gluten Proteins, Fractionated by
Hydrophobic Interaction Chromatography in Highly Acetylated Agarose,
to Dough Rheological Properties

oL Torres ™ Lo Vazguez-Muorend,” A, L Ledesma-Osuna,® and C, Medina-Rodrigues?

ARSTRACT

Bydenphobb: wraction chromaagraphy with highty seetylited agarose
in Eanl eolumng wag ased o ractionite plinding sad acid-solable plaening,
Proteing were ehulind in dwe tractlons, the Dt with acetate buller (pld 3.0}
contmining 355 propapel, wmd the secomd with Vs buffec in B0 urea,
The proporion of eluted prodein i the seootd Gaction wis ealled the
surface bydeophobisity indes, The study Inebaded 20 wheal sanples of
didferent Laking qualities, Multiple regresshon nnalysis using the genersd
linear model combinest with the stepwise eehmigque wan used 1o relate the
surlinee hydeophobicity ndex of soluble gluten proteiny o specific dough

Comeal Chem, 61707007

rhealogival characieristica, Suelace bydrophobicily index of glinding and
acetie acid soluble glurening caplained part of the variabitity of swelling
ey, exlenuibilivy, aud work of deformation Glough stengih) measured
willy the alveograph, ahd part ol the farinograph water absorption
wariatility, but showed no relationstip o dough mixing charncteristics,
Mydrophobic sehuble platen proteing fractionatemd by Sydrophobic inder-
petion chrommtagiaphy (HICY explained 3 pait of the variobiliny of dough
theatopicn] propeties,

Impottant charncterdstics of gluen proteing are apgregastion props
erties and bow solubility by water, The high proportion (30-40%)
of amine acids vesidues with noopotar and neatrad chaing and the
low anwunt of ionizable aming acidy are responsible for tis Jow
sobability (MacRitchie 19923, Dilferences in solubility of glinding and
sotuble pltening in alcohols of tifferent alkyl chaio fenpth (ropa-
ol = ellianet = methanob) (Bean et al 1998 clearly show \he impar-
tanee of the hydrophebleity of these prowing, The hydrophobic
imeractions, whong with hydvagen bonds and covatent disulfide bonds,
define e aggregation properties of gluwen prowing and make an
important contgibution o e rheologieal properties of gloten and
dough (Popineay and Pinean 1987),

The surface hydrophubicity of gluten proteiny has been studicd
wsing differem methods, Greene snd Kasarda (19715 and Popinesy
it Tineow (39870 used hydrophmabic prolies w study ghading, Preston
{1984} studied the agpregation of ghuten proteins in the prosence
ol neatral sulis of the lvolropic series. In a recent stydy (Bean and
Lookhart 1998), the selective exteoction of HMW glutenin subunits
in the presence of o nonchasropic salt was explained by the agpre-
gasion of monomerte ghinding ws o backbone of polymeric glutenin,
prassibly through hydrophabis Interactions,

Reversed-phase (RPY HPLE hos Bean used o study the hydie-
phabicity of pluten poteins (Burnool and Bietz 19853 The most
important contribution of this methedology bay been the identi-
fication aod quantitation of the proteln species, 1S useful in varlketla)
wlentification (Huehner apd Riclz 1994a) and in relating projein
proups w guality (Muebner and Bz 1994, Wicker o al F994b),
Van Lonklmijsen (1992) wsed RIFBIPLC wo redane a bighty lepdro-
phabic pgliadin ty loal volume ond Zeleny sedimentation value,
Huehner et al (1997) also found o very high correlaton (D.93)
hetween y-pliadin peaks and loaf vodume, Reconstitution sluadies
show the benefloinl effecrs of hydrophobic glinding o bread-
making quality of tlours (Weegels et al 1990),

Hydrophobic interaction chromalography (HIC) s also been
used 10 study ghuten proteing. Cadwell (1979), Popinent md Pineay
CRBET), and Popinean and Ciodon (1982} vsed TIC successtully
fractonule and 1o study sarface hydrophobicity of glinding, Chuug

U Chantunter aturdesin, Centio de Tnvesijacion en Alinkastachon y Desarrotla, Heriosilo,
Seman, Murio, Bl pltsyrres G goay acan ason s

T Cresponding wuthor, Profossar, Conten de Jovestigacion en Alimenincian v
Dresurritle. Catetera a lp Viclorin Km 0.6, Apda. Postal P73 CLPB30D00. Fe-mall:
Ivirquvzireareabelelad.mx Mane: (62) BOGDS5H,

Tiescarviur, Univershdad de oo, Hepmosibs, B, Mesics,

Frublicetion ng. S.2000.1010.033.
4o 2000 Americar Asbochation of Ceraal Chemisty, (60
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and Pomeranz (H79) used BIC in pheny! sepharose as the malrix
ry separnte soluble ghaenins amd found that ghutening Trom Jow
auality fowrs were tess hydroptolic s those from good quatity,
Magous and Khan (1992} found similar resulis when separiating
reduced abd albylaied glatening using phenyl seplarose,

Many studies hove shown that o small oumber of HMW
plutenin subomits are relabed o foure quabiy, sspeciolly mixing char-
aperistes and bremd volume (Payne et al 1979 Breandad and
Pradever 12853 On e other hand, this smadl mumber of poly.
peptides explaing only a part of the variability of dough rbeo-
Jogical characieristios and flowr quatiny (Graybosch o al 1990),
White the contriBetion from individual polypeptides i obviously
aportant, i is the ineractions of wll proteins that detenmines
gluen gquality (Hoseney ot ab 1987, Primasd s al 19913,

In thiy stody, glinding and acid-goluble glutening were frag-
ionated according o sorfaee hydrophobicides vsing HIC in highly
acetydated agaroye, The small acetyd chaing in the agarase mintris
and e high density of substitution were used as an abtemative w
phenyl or larger alkyl chaing of commuerial prodects, The mors
Byshrophobic fraction, called the surface hydrophabicity indes,
was reloted i oaowide comtext and usigg 2 rvge ol guadiiies in Gour
matily from wheat cultivatesd in Mesico W spocitic dough theg.
logieal charpererisiicy.,

MATERIALS AND METHODS

Wheal

Tweenly wheal samples (rom 1997 and 1998}, including com.
mercind and experimental materials, Som four quality groups were
uged: By strong glulen; 23 medium strong pluten; 3) weak gluten,
Al 4) temacious glaten (as claasilicd by the Norma Oficial Mexis
cang, NMX-0-030-19906-5CF), The sumples includied the caltivary,
Rayon, Arivechi, Qsis, Oopata, INIFAE, Tobarit, Cucurpe, Binvagor,
and Tepoca, The cultvar Kl 92 (hird sed winler wheat, erop
1996 was included, Whea) was milled in an espevimental rolley
mill (Brabender Sr.),

Flour Quality

Flour prowein content was determined by the micro-Kjeldah
method (N = 5.7) Water absorplion, dough development time, and
stability were measured with o Tarinograph (Reabender 881043),
Swelling index (G, resistance 1o deformation or tenacity (), and
work of deformation (W) of the dongh were mcasured with a
Chopin alveograph, Sedimentation wsl was also performed asing
Approved Methody (AACC 2000),



Extraction of Gluten Protelng

Flon G2 gy woy extraeted with 10 b of G7M acetic agid for 1y
agitaling every 30 min, Tubes were centrifuged ac 10,000 = g foy
P ot 570 with o redvipeeated cebbrifuge (J2-M1, Beekman
Wstrmmenisy, Ghindins and acid-soluble glutening (s-glulening)
wire precipitated with DS Mol proceduss reportad by Lew of
ol (19893, Glioding were exiracied from the pellet with 7T0% eihy!
aleohol, and te residuad proteins (acid-soluble glutening) were sola-
Islied b OUFAF ncetiv acid costaining 50% propanol and 0.25%
dithiatheeitol (LT,

Tlue okgiog] Mo pellel wis exiractsd with 078 acetic acid con-
aining 0% propanal and 025% DT, based in the procedure
repaited by Keuger and Marchylo (1990), This Jast fraction was

valled avid-insoluble platesing (-gloening), Pratein content of

protein solutions aid chromatographic fractions was deternmined
Iy the Bradfiond dye-binding procedure (Bradtord 19763, calibried
far pliten proteing, ‘T prepare gluten proteing for chromaygraphy,
ghiading and acid-soluble plutenbng were dialyzed in 7 mAf sodivm
avetme baffer (pH 3.6 for 12 ke The residual Howr pollet was
saveed, deied, and protein conient determined with e micee-1eldabl
method. The rade between peller and flowr protein contents (%
dry basis) wog used ns an estimator of insoduble palynerie protetn
(021, based in the work roporsed by Bean et ol {1998), However,

differences in the procedure of extraction were the presence of

acetic peid and o reducing agent in the solwion, in addition jo the
50% propnal,

Hydrophobie Internction Chromaiapraphy

Higltly ncetylated agarose wis wsed as the hydrophobic matris,
This wag symbesizmd wsing cross-linked agarose (CLA0T3, Pharacia,
Uppsata, Sweden), amd acetic anhydride wilh pyridine as the
citntyst {Mazguesr-Moreno ot al 1992}, Acetylated agatose atris
(1 mby was psed Inoa column with a 0.7 cm diameter, Chro-
matopraphy was nade vsing o conlrobler system and peristaliic

TABLE]
M Valuey andd Yardndion of Flove Quality Favsmeters of Whea

Muun Wi Max CiN
Msteskt crantint {4h)" 12304 1 44 1552 (]

Sedimentation (m).) Mt 20,40 4 7 T2

1P1 (gt 025 .20 42 11113
Al mesistremenis (1)
Tenavity, K555 5300 LAt 22Hd
LEstengibitity, L R8T 5240 |44, 50 24.00
Bwebling todes, of .83 6.4 s 1.8
L8] Ak 20 7.5 118
Work of defoemation, W AR L3l 0% 37140 3
Farlnvgraph meisirements
Absorption () 6137 i B0 Gl tH) 364
Faeweloge e ane {min) 6,04 1,36 H)H) e
Subibity (min) a3 1 Sau 4.5H)

S A
Y ngobulite polymerie protein (risio betwess petled protein snd oo pralein),

pamp (Bio-Rad Eeone-Systemy, The equilibrium bulfer was 7
M sodivm acete at pH 360 Twe protein feactions (plisding ad
aeid-soduble phinenins) were apphied onto 1he cobumn in amounts
of 2 g (e capaeity in the linear repion of the isotherm was 8
sng/mbd The elutlen wis i two steps, The Tirss ehaion bulfer way
sodium acelate pH 3.0 containing 359%: propannl, and the second
wos OOP8M Tris in 8M Uren, The flow vate was 0.5 mb/min,
Butler change was applied when fractions coblected bad a nephis
pible profein content ns estimated by the dye binding procedure
{(Bradfond F970) Recoveries were between 85 and 1H%, The
froction cluled with M yres conluined proweins that were more
songly bound w the bydrophobic mats, and presumably bad
Bigher sueface hydrophobicities, The propostion of peotein eluted
in the 8M wren fraction was colted swrface bydrophobicity indes.
The slandard ervor of the proaportion of prowsin ehied in the two
fractiony amongy repeated chromatographic rans was 33, 5%,

Statistieal Analysis

Degeriptive siatdstical snnlysis way peformed using the soltwore
Statistica (StalSolt, Inc)o Multiple regression, using the general
linear wodel {On 1984) and the stepwise procedure was dosie
gk the SAS/STAT soltware (3AS ostituie, Ine), Additive ettty
of biothemical characteristes mainly from soluble gluten proleing
with high surfice bydraphohicity on doogh rieotogival characier
istics were studied,

RESULTS

Wheat Cualitly

The flowrs stwdied represented o wide sange of gualities and
exhibiled a koge variation in protein contenn, dough rbeological
eharacteristios, and sedimentation values (Table 1),

TANLY 1
Deteembnation Covfiabents for Models wd Fartinds
Tor Farinugraph Varioliey®

Puctint B2 Madel K1

Pependent Viriabie eob » F

Stalliy
e 0435 EEN a.u00r
MO na7 s o
ELEIN| 0.0 5% IR
Water absseption
PROT 0.2 0.2 100113
B il .09 0001
OGN an? 0.1t D01
BALILUT 0.4 081 D006t
Ul foprnent fling
1 RN o .0404
PROT .00 01 (hapty
SN (.40 .24 {1068

SR, dnsodble polymeric protein rdio between peblen protein atd Dour
preseind. PROFY, Do protedn coiienss WGLL saeface hydampholicily indis
of ghinditg; SEL sedimentalion; HOLUS, switscd hydrophabicity bdexs of
solnbde ghntening, 50T acid-solubibe gluteming extoncted.

TARLE N
Corretnton CoslTheiono: Between Dough Bheological Froperies sl Blachemicad Characteristics of Glaten Froteins™

RED GlLia LGLUT  5GLUT r o i W AlS Iy RN
PR Q3w (3. 200 0.34* A Gy 0.50%+ Db 020"
MG (.4 0.3
HOLLE .35
HED o}, 20 =030 [E A4 e
UiLIA (.3
e {hadper Bt iy
SAOLUT 0.4

w51, wedimentatlon, GLEA, amount of extenctsd liading FOLUT amupt of estiewed aehd iosohulse giening, 5-GLATT, smaunt of extmeted peid-suluble glo-
tenbngs 17, tenncity; G swebing inde PR3, spmewy of slveopaph curve; W, dough strengti; A8, farinogrgh sbsompeon, DT, development tme: 8T, st
Bllitys THRLOPT, Thou prestednn comtent; 1GLL hydraphobicily siches of glsding: HGLUS, vdoophobicity indes of selubde glutenios 109, insotuble polyomenic pronin.

o e gt gl o O wad 0.0, sespoetively.
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HEGLUS explafnet T of this variability. Surface hydrophebicity
tndex ol glinding (HALE slso explained 2% of the vasiability, In
trltiphe vegression analysis, osing the stepwise provedure, p 0259
fevel of signilicance is recommended 1o avold leaving important
viwiables out of dwe madel (O 1934), Because HGLY had o bevel
ol signiticne of 0.23%, this variable may be important in detin
ing weater whsorpion and might be more evident 100 group of wheabs
with o sicnller range in protein contents were wsed Tor the study.

Hydrophabic platen proteing showed an oppostie relutonship o
waler absorpion, For example, in Fig. dA, HGLE shows o positive
effect, while the effect of HGLUS & nepative,

The variahde that best explained dough forinopraphic stabitity (437%)
was 1P (Table 11, However, Mowr protein content and the surfoes
hedrophobicity index of glimting defined part of the tarinogrphis
stability variability {7 wnd 3%). In Fig, 4B, douph-mising stability
fv greatly affected by PP, whereas suefiee lydrophobicity indes
of phiading bas aonegatlve effect on stabilivy, 100 integesting, that o
destabiliziop charcteristic like hydmophobic plinding positively
nffected woter absorption. Findings agree wiltlh cesulls reported
garlier, where o strengthening and stabitizing effeet such as the one
expeetesd by the hydrophobic interactions of ghatening is aecompanicd
by decreased water absoeption (Preston 1989).

Swifling Todex

The variables thar best explained swoelling index (G} were the
sedinentation vatue (0% of the variation), st of the extracted
i-plutening, and swioce  hydrophobicity index of s plutening
(HGLUS), CTable 1V), These last two variahles explained 3 and
205 of the variation, respectively, The mubiple regression nwdel
explatimsd 52%: of the observesd variability. Figuya A shows the

o T
1P t
) ‘g i
ﬁ»&-}g 3 : ‘ oo
W i i

u ‘

T
o

ey -Max
AR5, TR,

Median

PR 3 T
=1t

-l

>

=]

& GLIADING S-GLUTENING “
P 3 Disteibition of e estinuted suefuce Dydeophobicity indeses of
plitedang wawd saluble phaeniog,

TARLE BV
Pretermimabion Caelficiead S e Model aod Fartlals
for Alviogeaph Yarinblos

Partiol & Ml &Y

Prepensdenl Vardolie Peob w F

Wk ol delorgation (W}

PROT 0y 0.7 (0006

L A 02 AN

HULAS BRG] 1140 .04356
Swalllng fodiey (07

SR 0.7t 0.7 O

WL 1h.od 1179 0037

POGLUT 0.3 082 10330
Tenagity (14

KED 7 nat REI]

PROT 017 .44 0015

ey L3 .48 010003

AP, dnanluble polymegie preten (ko berween pedlet peatedn g Sy
pranela). PROAS Novr prstein gohtent, HGLT, swelage bydmpholvicity iodex
ol plinding SEEY sedimetation; HOLUS, suzfie Dydmphebicity indes ol
soluble platening, 5-GLE, weid-soldble ghitening sstraated.

positivey effect of sedbventation value apd JHCLUS. Preston (543
olmerved incraased extensibility (related w0 swelling index by a
simple conversion) by the presence of bigh kevels of o nonchaotropic
sobt and explained the effect by hydrophobic intersctions between
pluten profeins,

Dough Strength

Farinegraph development time and alyeagraph tenacity (£ shiowed
i relatively Bigh (R w 0730 and very signbicunt correlation ¢ «
DALY These tw sardables wers rebated and were defioed by the
same varinbles, but in different way, Tenacity was poshively affected
by IPP apd negatively affected by the sedimoation value, On the
sther iod, the sedimenintion salue oud P12 had a positive eflect
on dongh development tin,

The Zefeny sedimentalion st provides o semigquantitative deter-
wination of the mnount ol ghatenin macrepolymer {Weepels ot al
P9y, Cartt et ab (19960) fouod that the correlation Doetween insolulile
pedymerie protein (eft in the Qour peller after sonjeation) and 2
waw better thay the correlation banween total potyteric prolein
ad PO resulty are comparable W those obtained by Cialfi
{19900, even though the relationships were found in simple correla-
tionss fhat wistk, and we nee wsing nabtple regression and an indirest
mwthod (he sedimentatbon value) w index the polymeriv protein,
Both showed the rebatbve importance of inseluble ghutenin protein,
defining 2 in regard w polymeriv protein in Qoyr.

Avnother way of estimating dough steenpgth is wsing the alves.
praph parsnicter W, which s piven by the area under the alveo-
prapte enrve, Flour protein conent, P2 and surfnee ydeopbobleity

it
i

AR S

Pl A A, Sertaee iystrophobicity index of plisding (HGLLY and shrfas
bydropbolicity index of soluble glutening (HGLAURY on fartegraph waler
absorpiion, 1, insahble polymerte protein (1PP) i surtisce haliopha-
bicity indes of BOLY eo dough Pavinograph stobiliy.
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more hydeophobic and stipwed lager variahility dan glisding, St
ple correlutions sitistics did nor show the relationship of surfaee
hydrophobsheity of soluble gluten peoteing v dongh rheological chor-
acheristics. Muoltple lnear regression with the selection variable pro-
cedure showed severnl yeladonships. Althowph e determination coef-
ficients were relatively bow, ond surfiwe hydrophobicity of soluble
phutening exploined only a small part of the variation, the variables
were fncludied in the models with very hiph levels of significance.

Mixing time was st related 1o surface hydrophobicity of proteing
measwred with BT Howaver, surface bydrophobicity of phinding
el sosbable ghening affect fariograph waler absorption. Alveagraph
dougle strength oWy and swelling index (07 were more Tikely w be
iected by surfice bydrophobicity of solulihe glaten proteing,

Protein content and the sedimenitation value defined large pan
ol dongh rheological propertics. The insoluble polimerie protein
(PP weas retuied w douph wenacity, dougth strength, and stability,

The hydrophalie fraction of solubhe gluten proteins, being only
a simall part of the pluten proteins, explained o propartion of the
varkabitity of dough realopica) propecties.
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CONCLUSIONES GENERALES

La agarosa altamente acetilada (HA) es una matriz 0til para el
estudio de Ja hidrofobicidad superficial de las proteinas del ghaten
usando cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC).
Comparando los resultados con los reportados previamente, HA
mostré una mejor selectividad y capacidad de discriminacion gue

fema} y octil sefarosa.

Los resultados de 1a fraccionacion de gliadinas y gluteninas
estabilizadas, usando HIC en agarosa altamente acetilada,
coinciden con descubrimientos recientes de interaccion y
estabilidad guimica. La subunidad de glutenina de masa
molecular alta y, 10, que es una de las proteinas del par de
alelos 5+ 10 mas relacionados con buena calidad en trigos de
panificacion, mostrd un comportamiento diferente en HIC que las
otras subunidades. La subunidad 10 se eluyd en la fraccion méas
hidroféhica vy la estabilidad de esta subunidad se evidencid, por
las pocas formas mostradas en ¢l analisis clectroflorético de las

fracciones cromatograficas de diferente hidrofobicidad., En el

otra, mostraron mayor hidrofobicidad gque las otras subclases de
pliadinas,

Se midieron las temperaturas de desnaturalizacion de gliadinas y
gluteninas solubles, separadas por hidrofobicidad, usando
calorimetria de barrido diferencial de alta sensibilidad. Datos
similares no habian sido reportados anteriormente. Proteinas en
fracciones de mas alta hidrofobicidad mosiraron mayor

estabilidad térmica. La presencia de esas {ransiciones en ¢l

04



rangoe de 45-85°C, confirma la estabilidad térmica de eslas
proteinas.

Be midio la temperatura de transicion vitrea (Tg ) del ghiten con
cantidades bajas de humedad y se encontrd una transicion de
sepundo orden en la region vitrea gue ne se habia detectado en
estudios de calorimetria pero si en estudios reoldpicos y de
resonancia magnética nmuclear, Bsta transicion sub-Tg se
comporté como una transicién de tipo vitreo, en la relacion gue
presenta con las propiedades quimicas de las proteinas y la
hidrofobicidad  superficial.

Se definid un indice de hidrofobicidad para las gliadinas y
pluteninas solubles, basado en ¢l comportamientio cromatografico
en HIC de estas proteinas, Este indice se relaciond con las
propiedades reologicas de las masas usando regresion lincal
multiple con el procedimiento de seleccion de variable en pasos
(stepwise}). Kl indice de hidrofobicidad de gliadinas afecto
positivamente la absorcion de agua y negativamente la estabilidad
de las masas., Kl indice de hidrofobicidad de gluteninas solubles
se relaciond con extensibilidad y fuerza de la masa medida con el
alveografo, pero no se encontrd una relacidn de las proteinas
sohables hidrofobicas y las propiedades de mezclado de las

MABNE,
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CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO CIENTIFICO

La mas importante contribucion de este trabajo es la de proveer de
una herramienta para el estudijo de las proteinas de trigo, como es ¢l Lso
de la agarosa altamente acetilada en cromatografia de interaceion
hidrofobica, Esta téenica permitid identificar caracteristicas de
hidrolobicidad superficial en las proteinas del ghaten de trigo responsables

en parte de propiedades funcionales importantes para panificacion,

Se mostro gue una de las caracteristicas de la subunidad de masa
molecular alta de glutening, 10, que forma parte del par de subunidades
(5+10) que mis se relaciona con buena calidad de panificacion, es de ung
hidrofobicidad relativa alta. Se evidenaid su estabilidad a ia
desnaturalizacion quimica, por el comportamiento de esta subunidad en

cromatogralfia,

Se midieron temperaturas de desnaturalizacion de proteinas de
pluten en solucion acida, usando microcalorimetria de barrido diferencial,
Datos de este tipo no han sido reportados con anterioridad. stas
femperaturas de desnaturalizacion estuvieron en el rango de 45 a 85°C, lo

que comprueba la estabilidad térmica de estas proteinas,

Se detectd, en gluten con contenidos bajos de humedad, una
gransicion de segundo orden que ocurre a temperatura ambiente. Esta
(ransicion habia sido reportada en estudios que utilizaron resonancia
magnética nuclear y mediciones reolégicas, pero no en estudios de
calorimetria. 8¢ demosird que la combinacion la téenica de
mijerocalorimetria de barrido diferencial y téenicas guimicas como la
cromatoprafia de interaccion hidrofdbica en materiales proteicos con bajo
contenido de humedad puede ser muy Gtil para entender las interacciones
proteina- proteina y projeina-agua.
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ANEXO

Datos Crudos de Calidad y Determinaciones Bioquimicas de las
Harinas de los Trigos Estudiados
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