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RESUMEN

Se plante6é estudiar el grado de modificacion de cada una de las
fracciones que componen a las proteinas del gluten de trigo (gliadinas y
gluteninas), de una variedad Rafi, adicionando una enzima tipo tripsina extraida
de visceras de sierra (Scomberomorus sierrra). Esta fue aplicada en un sistema
harina-agua, los tratamientos aplicados a las masas fueron tres dosis de
enzima, 0.0, 0.14 y 0.28 U (unidades de actividad) y cuatro tiempos de reaccion
enzima-sustrato (0, 30, 90 y 120 min), la extraccién de la proteina se hizo de
acuerdo a su solubilidad con solventes organicos, se utilizd la técnica de RP-
HPLC para ver el grado de modificacion de cada una de las fracciones que
componen a las gliadinas y gluteninas.

La modificacién fue revelada por el aumento o la disminucion de las
areas de los picos del cromatograma de las fracciones extraidas de la masa,
después de transcurrir el tiempo de reaccion. La disminucion de las areas de los
picos fue considerada como una respuesta debida a una hidrélisis y el aumento
de las areas debida a una agregacion. El efecto de las dos dosis estudiadas se
obtuvo sustrayendo el efecto obtenido con el tratamiento sin enzima en cada
tiempo de reaccion.

Las proteinas que manifestaron una mayor modificacion por efecto de

una hidrélisis fueron las gluteninas de alto peso molecular y las de bajo peso



molecular tambien la presentaron a los 30 y 90 minutos de reposo de la masa
con las dos dosis de enzima.

En las o-gliadinas se presentd como una agregacién durante el tiempo
de reaccion, y, la hidrélisis se manifestd en o+p- gliadinas con una dosis de
enzima de 0.28U a los 30 min, y en las y- gliadinas al inicio y final de la reaccién
con 0.14 U y al inicio con 0.28 U.

Como consecuencia de la modificacion de las proteinas del gluten de
trigo mediante la accion de la enzima tripsina, con respecto el tiempo, se obtuvo
un comportamiento el cual se ajustd a un modelo cuadratico, que permite
predecir el grado de modificacion (hidrélisis o agregacién) en cualquier tiempo

de reaccidén enzima- sustrato y en cada una de las fracciones de proteinas.

XVi



INTRODUCCION

El trigo es uno de los cereales mas importantes cosechados en el mundo
en términos de produccién y utilizacién (Serna-Saldivar, 1996), es una fuente de
energia, proteina y fibra dietaria en la nutricién humana (Kent, 1984; Anjum y
col., 2007).

En nuestro pais, la produccién de trigo es de 3.015 millones de
toneladas, es importante mencionar que Sonora ocupa el primer lugar
aportando mas de la tercera parte de la produccién de este cereal (1.049
millones de toneladas) (INEGI, 2006).

Existen diferentes clasificaciones del trigo en México, dependiendo de la
funcionalidad del gluten, los granos que pertenecen al denominado grupo V son
conocidos como trigo cristalino, agronédmicamente muestran mayor resistencia a
los cambios climatoldgicos y registran rendimientos méas elevados por hectarea
(Serna— Saldivar, 1996), por esta razén en México, muchos de los estados que
producian trigos panaderos y suaves han optado por trigos cristalinos, del total
de trigo que se produce en el estado de Sonora el 76% corresponde a los trigos
del grupo V (trigos cristalinos) (SAGARPA, 2006).

En algunos paises, estudian el comportamiento de trigos cristalinos, para
la elaboracién tanto de panes como para pastas (Liu y col., 1996). El proposito

dual de estos trigos es un objetivo deseable porque muchos cultivares, podrian



tener alternativas de mercado en afios de alta produccién (Boggini y Pogna
1989).

Debido a esto, se han estado buscando alternativas para darle un valor
agregado a este tipo de trigo, se han modificado genétiéamente para producir
pan con buenas caracteristicas sensoriales (Pefia, y col., 1994; Ammar y col.,
2000; Rao y col., 2001) y en el estado de Sonora se han realizado estudios
relacionados con la caracterizacion y utilizacion de tripsina de origen marino
(Olivas, 2001; Cabrera, 2005; Gutiérrez, 2006). Sin embargo, el conocimiento
obtenido hasta ahora del comportamiento de las proteinas del gluten de trigos
cristalinos adicionando esta enzima, especificamente sobre las gliadinas vy las
gluteninas, no es suficiente para confirmar cual de los fragmentos de estas
proteinas esta contribuyendo en las modificaciones observadas en las masas
(Gutiérrez, 2006), debido a esto se planteo estudiar el grado de modificacion de
las proteinas del gluten de trigo por una tripsina de visceras de sierra

(Scomberomorus sierra).



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el grado de modificacion de las gliadinas y gluteninas de una
variedad de trigo cristalino Rafi, por la accién de una enzima tipo tripsina

extraida de visceras de sierra (Scomberomorus sierra).
Objetivos particulares
> ldentificar las fracciones de las proteinas del gluten que se modifican
utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucidon de tipo

fase inversa (RP-HPLC).

» Obtener un indice de modificacién de las proteinas del gluten de trigo

(gliadina y glutenina) de variedad Rafi por medio de RP- HPLC.

» Obtener el comportamiento cinético de la enzima tipo tripsina sobre las

fracciones que forman el gluten en el sistema masa.



ANTECEDENTES

Generalidades del Trigo

El trigo es uno de los cereales mas importantes cosechados en el mundo
en términos de produccion y utilizacion (Serna-Saldivar, 1996), es una fuente de
energia, proteina y de fibra dietaria en la nutricion humana (Kent, 1984; Anjumy
col., 2007)

La composicion quimica del grano de trigo en general esta dada por
carbohidratos, compuestos nitrogenados, lipidos, minerales, agua, pequefias
cantidades de vitamina y pigmentos. Los constituyentes principales del trigo
comprenden: 64-70% carbohidratos, 14% proteinas, 2% lipidos, 1.8% minerales

y 12% fibra dietaria (Fabriani y Lintas, 1988).
Produccioén de Trigo

La produccion mundial de trigo es de 629.566 millones de toneladas, en
el continente americano se produce 110.252 de las cuales México ocupa el 5to
lugar después de Estados Unidos, Canada, Argentina y Brasil con una
aportaciéon de 3.015 millones, es importante-mencionar que dentro del pais,
Sonora ocupa el primer lugar ocupando mas de la tercera parte con una

produccion 1.049 millones de toneladas (Figura1) (NEGI, 2006).
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Clasificacion del Trigo

El trigo es el cereal que tiene mas sistemas de clasificacion por su alta
versatilidad y los distintos usos terminales. Por sus caracteristicas genéticas, se
clasifico en tetraploides (AABB), y hexaploides (AABBDD), el trigo cristalino
pertenece a los tetraploides mientras que los panaderos pertenece a los
hexaploides, este trigo a diferencia de los cristalinos tienen un genoma D, la
ausencia de este genoma, reduce el potencial para la panificacion (Atwell,
2001).

Por cosecha el trigo se clasifica en invernal y primaveral; por textura del
endospermo, en vitreo y harinoso; por dureza del endospermo, en duros y
blandos, y segun su fuerza en: fuertes y débiles (Garza, 1999).

En Meéxico el trigo se clasifica en cinco grupos de acuerdo a la
funcionalidad del gluten (Tabla 1) (Serna-Saldivar, 1996). Los trigos suaves
(grupo lll) se cosechan principalmente en la region del Bajio y en el estado de
Chihuahua, mientras que los trigos panaderos y cristalinos (grupos |, Il, IV y V)
se siembran principalmente en el estado de Sonora y norte de Sinaloa (Serna-

Saldivar, 1996).



Usos del Trigo

En general los trigos que pertenecen al grupo | y Il se usan para
panificacion, los trigos Il para la industria galletera y el trigo V, también llamado
trigo cristalino se usa principalmente para pastas como ya se menciond
anteriormente (Tabla 1).

En menor proporcion, se usa en la elaboracion de cerveza, whisky y
alcohol industrial. Los trigos de menor calidad y los subproductos de la
molienda y de la elaboracién de cervezas y destilados se aprovechan como

piensos para el ganado (Fabriani y col., 1988).

Usos del trigo cristalino. Los granos que pertenecen al denominado
grupo V son conocidos como trigo cristalino y agronémicamente muestran
mayor resistencia a los cambios climatolégicos y registra rendimientos mas
elevados por hectarea (Serna— Saldivar, 1996); por esta razén, en México,
muchos de los estados que producian trigos panaderos y suaves han optado
por trigos cristalinos; del total de trigo que se produce en el estado de Sonora el
76% corresponde a los trigos del grupo V (trigos cristalinos) (SAGARPA, 2006).
El uso principal de estos trigos es para la produccion de pastas debido a que
presenta caracteristicas mas favbréb!es que la harina de trigos panaderos, ya
que presenta mejor textura, resistencia superficial a la desintegracion,

caracteristicas que no se presentan en pastas elaboradas con trigos panaderos,



Tabla 1.

Clasificacion de los trigos mexicanos con base en la

funcionalidad del gluten.

Grupo Denominacion

Caracteristicas

I

Fuerte

Medio-Fuerte

Suave

Tenaz

Cristalino

Gluten fuerte y elastico apto para la industria mecanizada
de panificaciéon. Usados para mejorar la calidad de trigos

débiles.

Gluten medio-fuerte apto para la industria artesana de
panificacién.

Gluten débil o suave pero extensible apto para la industria

galletera. Usado para mejorar las propiedades de trigos

tenaces.

Gluten corto o poco extensible pero tenaz, apto para la

industria pastelera y galletera

Gluten corto y tenaz, apto para la industria de pastas y

sopas.

Fuente: Serna — Saldivar, 1996.



aunque también se usa para otros productos como bulgur, couscous, cereales
para desayunos y en algunas partes del mundo para elaborar varios tipos de
panes, aunque el uso comercial en panificacion, ha sido restringido debido a
que las proteinas del gluten de este tipo de trigo carece de fuerza elastica
(Boyacioglu y D'Appolonia, 1994a). Sin embargo, en paises del Mediterraneo,
el trigo duro ha sido tradicionalmente usado en panes, estos tienen un color
amarillo deseado, una caracteristica de sabor, olor, una estructura de miga
uniforme vy fina, y tiene una vida de anaquel mas prolongada; todo esto es
atractivo para algunos consumidores (Lin y col., 1996). La utilizacion del trigo
duro en regiones del mediterraneo ha incrementado, de acuerdo a Palumbo y
col., (2000) en lItalia en los ultimos 10 afios, la parte de trigo duro usado para
panificacién, ha incrementado de 4% a 10% de produccion.

Palumbo y col., (2000) examinaron la calidad de masas de genotipos de
trigos duros derivados de cruzas con trigos panaderos, para transferir
gluteninas de APM codificadas por Glu-A1, ausentes en muchos cultivares de
trigos duros, ellos no observaron mejorias, en panificacion. Hay reportes de una
relacion entre calidad panificable y la variacién alélica en Glu-B1 para genotipos
de trigos duros ltalianos (Boggini y col., 1998; Boggini y Pogna 1989) y
Mexicanos (Pefia y col., 1994), sin embargo Ammar y col., (2000), destacaron
una contradiccion en las conclusiones, ellos indicaron que la calidad panificable
es dependiente de la accién del genotipo evaluado y el tipo de proceso de

panificacion usado (ejemplo fermentacion largo, o corto).
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La calidad para panificacion y elaboracién de otros productos a partir de
los trigos duros y trigos panaderos son usualmente correlacionados con el
contenido de proteina (Fabriani y Lintas, 1988; Kuktaite y col., 2004; Gianibelli y

col., 2001; Anjum y col., 2007).

Proteinas del Gluten de Trigo

La habilidad de la harina de trigo para ser procesada en diferentes
alimentos es determinada por las proteinas del gluten (Anjum y col., 2007).

El gluten se forma durante el proceso de amasado, debido a la ruptura e
intercambio de enlaces disulfuro, asi como a interacciones hidrofobicas y
enlaces hidrégeno, de los dos grupos de proteinas que lo componen (Larre y
col., 2000; Bushuk y col., 1997).

El gluten esta formado principalmente por proteinas llamadas prolaminas,
las cuales fueron inicialmente definidas en base a su solubilidad, en mezclas de
alcohol y agua (Osborne 1924). Esta definicién ha sido usada para incluir a las
proteinas que no son solubles en mezclas de alcohol-agua en el estado nativo.
En el trigo estos dos grupos de prolaminas, monomeéricas y poliméricas se
conocen como gliadinas y gluter}inas, respectivamente (Shewry y col., 1986,
referenciado por Anjum y col., 2007)

Se ha reportado también otra clasificacion de estos dos grupos de

proteinas de acuerdo a su estado de agregacién (Jackson y col., 1983). Las



gliadinas son una mezcla compleja de polipéptidos simples, mientras que las
gluteninas, consisten de subunidades que son agregadas principalmente por

enlaces disulfuro (Shewry y col., 1986).

Gluteninas y su Clasificacion

Las gluteninas son de las moléculas méas grandes en la naturaleza, su
tamario puede llegar hasta 10 millones de Da y contribuyen a la elasticidad del
gluten (Wrigley y Békes, 1999; Cherian y Chinachoti, 1996; Hernandez y col.,
2004), al tratarse con un agente reductor se disocian en varias subunidades que

pueden ser de alto y bajo peso molecular (D Ovidio y Masci, 2004).

Gluteninas de alto peso molecular. Las gluteninas de alto peso
molecular (APM) estan en menor componente en términos de cantidad, pero
son factores claves en el proceso de panificacion, son la mayor determinante en
la elasticidad del gluten, estas subunidades promueven la formacion de
polimeros grandes de gluteninas (Anjum y col., 2007; Anjum y col., 2000) y
estas han sido estudiadas ampliamente (D"Ovidio y Masci, 2004). En los trigos
panaderos se han encontrado de 3 a 5 subunidades, mientras que en los trigos
cristalinos contienen de 1 a 3 subunidades (Anjum y col., 2007).

De acuerdo a su peso molecular en SDS-PAGE se ha encontrado dos

tipos de subunidades, las gluteninas de APM (80,000 a 130, 000 Da) y las



gluteninas de Bajo Peso Molecular (BPM) (10,000 a 70,000 Da). Sin embargo
hay otros estudios donde hablan de este peso molecular y lo llaman “aparente”
porque mediante la secuencia de aminoacidos muestran valores diferentes
(60,000 a 90,000 Da, para gluteninas de APM (Anderson y Green, 1989;
Gianibelli y col., 2001; D"Ovidio y Masci, 2004).

Las gluteninas de APM son controladas por genes de brazos largos de
cromosomas 1D y 1B, y mediante el analisis de RP-HPLC indican que estas
subunidades son mas hidrofilicas que las gluteninas de BPM (Gianibelli y col.,
2001).

Estas subunidades son ricas en glicina (17%), glutamina (32.36 %) y
prolina (10.13%) por mol de proteina, estos aminoacidos se derivan de la
secuencia repetitiva la cual forma la parte central de la proteina (Shewry y
Lookhart, 2003), el dominio de la parte central presenta caracteristicas
hidrofilicas, mientras que la caracteristicas de hidrofobicidad se las confiere los
dominios de C y N terminal (Anjum y col., 2007), el dominio repetitivo central les

confiere elasticidad a las moléculas de proteinas (Gianibelli y col., 2001).

Gluteninas de bajo peso molecular. Las gluteninas de BPM
representan cerca del 60% del total de las gluteninas, las subunidades de BPM
(20,000 y 45,000 Da, en base a su secuencia de aminoacidos) incluyen un largo

numero de polipéptidos y su estructura, organizacion y relacién con la calidad
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en el procesamiento del grano todavia no han sido investigado como las de
APM (D"Ovidio y Masci, 2004).

En los trigos las subunidades de BPM, tienen la habilidad para formar
grandes agregados que estan relacionados con la fuerza de la masa, Payney
col. (1984), fueron los primeros en asociar las gluteninas de BPM con
caracteristicas de calidad en trigos tetraploides.

Con base a sus caracteristicas bioguimicas y estructurales, las
gluteninas de BPM se clasifican en tres grupos: B, C y D (D'Ovidio y Masci,
2004). Con respecto a las secuencias de las subunidades de B, se sabe que se
subdividen en BPM-s, BPM-m y BPM-i, cuyos aminoterminales son serina,
metionina e isoleucina, respectivamente. También se sabe que los polipeptidos
con mayor presencia son los de BPM-s y BPM-m, mientras que los de BPMi,
hasta hace muy poco tiempo, se ha confirmado su expresién en el endospermo
del trigo como parte de la fraccion glutenina (Ferrante y col., 2004; lkeda y col.,
2004; referenciado por Ferrante y col., 2007). Mediante el analisis secuencial
del grupo D de las gluteninas de BPM, se han encontrado componentes de
omegas-gliadinas, que han adquirido un residuo de cisteina. La identificacion de
residuos de cisteina en omegas-gliadinas,-(tipicamente carece de este residuo
de aminoacido), fue la primera evidencia que subunidades ricas en gliadinas,
estuvieran presentes en polimeros de gluteninas (Masci, 1999, referenciado por

D’'Ovidio y Masci, 2004).



En general los subgrupos C y D estan compuestos principalmente de
a/p-, v- y o-gliadinas con cantidades distintas de residuos de cisteina. Hay
evidencia de que se incorporan a la red polimérica del gluten con un residuo

extra de cisteina (Ferrante y col., 2006).

Gliadinas y su Clasificacion

La gliadina es un polipéptido monomérico de tamafio mediano, en un
rango de 30,000 a 50,000 Da y es responsable de las propiedades de
extensibilidad y cohesividad. Con base en el peso molecular, de acuerdo a
estudios genéticos y composicion de aminodcidos, las gliadinas se clasifican en
a ,B, v Y o gliadinas (Wrigley y Békes, 1999; Cherian y Chinachoti, 1996).

Las gliadinas componen acerca del 50% del gluten, son proteinas
monoméricas solubles en alcohol e interactian con enlaces de hidrégeno e
interacciones hidrofobicas. Pueden ser clasificadas en varias fracciones como

a, B, v, Y w, basado en la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida

acidos (pH 3.1) (Uthayakumaran y col., 2001). Las a, By y gliadinas son ricas
en enlaces disulfuros mientras las w gliadinas son pobres en estos (Shewry y
Tatham, 1997).

Las masas suplementadas con gliadinas generalmente tienen un tiempo
corto de mezclado, gran resistencia a la ruptura, baja la resistencia maxima a la

extension, y disminuye el volumen del pan (MacRitchie, 1987; Uthayakumaran y
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col., 1999). Sin embargo, estudios realizados como el de Uthayakumaran
(2001), demostraron que la fraccion a + B gliadinas fue menos perjudicial para
la altura del pan y fue util para reducir el tiempo de mezclado, pero también
aportaron un incremento a la resistencia de ruptura mientras que las © tuvieron
un efecto negativo en la altura del pan.

En base a su hidrofobicidad utilizando la técnica de RP-HPLC, las y son
mas hidrofobicas que las o + B, y estas a su vez que las o- gliadinas. En el
estudio de Uthayakumaran (2001), se observé que cuando incrementa la
hidrofobicidad (y gliadinas), disminuye el tiempo de mezclado, la maxima
resistencia a la extensién vy el pico de resistencia, mientras la extensibilidad
incrementa. Sin embargo hay otros estudios que correlacionan a las y gliadinas
con efectos positivos con la fuerza de la masa, tolerancia al mezclado y en la
panificacién (Van Lonkhuijsen y col.1992; Branlard y Dardevet, 1985; Dong y

col., 1992; citado por Uthayakumaran, 2001).

Modificacion de las Proteinas del Gluten de Trigo

Las proteinas del gluten de trigo se han modificado con diferentes
propdsitos, para que puedan ser utilizadas en la industria alimentaria (Kong y
col., 2007), o bien para modificar las propiedades de la masa y ampliar las

alternativas de utilizacion de las diferentes variedades de este cereal
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(Boyacioglu y D’Appolonia, 1994a, 1994b; Boggini y col., 1995, Ammar y col.,
2000).

Las proteinas del gluten pueden ser modificadas genéticamente, por
medio de aditivos quimicos o empleando enzimas (Boyacioglu y D"Appolonia,
1994b; Kong y col., 2007).

Aproximadamente hace 50 afios se encontré que existian compuestos
quimicos que podian ser utilizados para mejorar las propiedades del pan como
el bromato de potasio y el &cido ascérbico. En general estos aditivos son
agentes oxidantes que actian sobre los grupos sulfhidrilos de la proteina en la
fraccion de glutenina, favoreciendo la formacion de una red que retiene agua 'y
gas provenientes de la fermentacion. Sin embargo, en estudios realizados en
animales de laboratorio se ha demostrado que el bromato de potasio es un
mutageno con potencial para provocar cancer (Velich y col., 2004), la accién de
estos agentes oxidantes todavia ha sido sujeto de muchas investigaciones
(Larré y col., 2000)

La industria de panificacion utiliza mezclas de harinas de diferentes
clases de trigos, para obtener asi harinas con caracteristicas adecuadas.

Lépez Ahumada y col., (1991), evaluaron mezclas de trigos duros y trigos
panaderos para la preparacion de masas, los resultados del estudio moétraron
que la mejor mezcla fue hecha de 40% de trigo duro y 60% de trigo panadero, y
ademas de la mezcla, la fermentacién fue importante para obtener una masa

con buenas caracteristicas.
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Estudios realizados como el de Uthayakumaran y col., (2000), han
incorporado a las masas subunidades de APM para mejorar las propiedades de
la masa y han encontraron que el tiempo de mezclado, el pico de resistencia, la
maxima resistencia a la extension y el volumen del pan incrementan.

El uso de enzimas proteoliticas es un método eficiente para modificar las
proteinas. Controlando las condiciones de reaccién durante la hidrolisis
enzimatica, es posible obtener diferentes caracteristicas de estas proteinas

(Kong y col., 2007).

Fuentes de Enzimas

Las enzimas son catalizadores biolégicos; es decir, tienen la capacidad
de acelerar ciertas reacciones quimicas. En los Ultimos afios su uso en muchas
industrias ha adquirido gran relevancia. Los procesos catalizados por enzimas
en la industria son cada dia mas numerosos, ya que presentan ventajas frente a
los catalizadores no biolégicos (Horcasitas y col., 2002).

Las enzimas se obtienen de diversas fuentes, éstas pueden ser de origen
fungico, bacteriano y animal (Nightingale y col., 1999), por lo general estas
enzimas se usan en la industria alimentaria como auxiliares de procesos. De
todos estos procesos, posiblemente €l uso mas importante de las enzimas es

en la hidrolisis de carbohidratos y proteinas (Whitaker, 1994).
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Existen diferentes tipos de enzimas, sin embargo las de mayor aplicacion

en la industria alimentaria son las hidrolasas.

Enzimas hidroliticas. Estas enzimas, forman un grupo muy numeroso
que comprende cerca de 200 enzimas, que poseen en comun, la capacidad de
introducir los elementos del agua (H+ y OH-) en el sustrato, produciendo asi
una hidrélisis (Lehninger, 1995). Dentro de las enzimas hidroliticas se
encuentran las proteasas, que ademas de hidrolisar pueden catalizar la
reaccion inversa, esto es la formacién de un enlace peptidico (Figura 2). En la
reaccion |, un sustrato activado (péptido 6 aminoacido) es utilizado por la
enzima que cataliza la transferencia del grupo acil a un nucleofilo que puede ser
un aminoacido 6 un peptido. En esta reaccion la proteasa actua como una
transferasa. Compitiendo con esta reaccion, esta la hidrélisis del sustrato
activado (reaccién 1l). El producto es tambien un sustrato para la proteasa y
puede ser hidrolizado en la reaccion Il

Dentro de las proteasas, la tripsina es una de las mas estudiadas, la cual
se ha observado que es abundante en el ’Fracto digestivo de las especies
mamiferas. En el estado de Sonora se han estudiado tripsinas de diferentes
especies marinas, entre las cuales destacan Scomberomorus sierra, Mugil
cephalus y Sardinops sagax (Olivas y col., 2001; Cabrera, 2005; Castillo y col.,
2005).

Para que se lleve a cabo la hidrolisis, las enzimas tipo tripsina, por la
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Transferasa

Pi.P1-x + P1.Piy +H20 ____, Pi.P1-P1._Piy +xH+H20

Hid rolasa\ /Hldrolasa

..P1-OH+P1.Pi-y+x-H

Figura 2. Modificacion enzimatica de las proteinas por una proteasa

Pi, P’i : Residuo de aminoacido

- X : Grupo que activa el grupo carboxilo terminal del péptido Pi...P1

-Y : Grupo que protege el carboxilo terminal del péptido
(aminoacido) P'1...P’i



20

presencia de un residuo de aspartico, presentan una preferencia muy alta por
sustratos con residuos de arginina (Arg) y lisina (Lis) (Copeland, 2000). Sin
embargo, cuando catalizan una sintesis, hay evidencia de que los aminoacidos
especificos ademas de Lis y Arg son Asparagina (Asn), Glutamina (Glu),
Tirosina (Tir), Valina (Val), Leucina (Leu), Fenilalanina (Fen) y Metionina (Met)
(Kasche 1990).

De los aminoacidos antes mencionados para que se lleve a cabo la
sintesis de proteinas por tripsina, Fen y Glu se encuentran en cantidades
considerables en gliadinas, los valores se muestran en la Tabla 2, asi como las
cantidades de aminoacidos para que lleve a cabo la hidrélisis (Arg y Lis), se
puede observar que la cantidad de lisina y arginina es mayor en las gluteninas
(Atwell, 2001). Ademas, las subunidades de glutenina de APM contienen de 6 a
8 mol de lisina/mol de proteina (Thompson y col., 1985, Anderson y col., 1989)
y 1 mol de lisina/mol de proteina en subunidades de glutenina de BPM (Pitts y
col., 1988, Colot y col., 1989); de acuerdo a esto se favoreceria una hidrélisis
parcial y controlada y se propiciarian cambios que diversificarian el uso de las

harinas de trigo.

Caracteristicas de la tripsina de origen marino. El tracto digestivo de

muchas especies marinas es rico en enzima tipo tripsina, muchos trabajos han
descrito que la actividad de las enzimas digestivas en peces es influenciado por
la edad y/o por la etapa de desarrollo (Rathore y col., 2005). Sin embargo, hay

otros factores como el tipo de alimentacion, la época y la temperatura de
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Tabla 2. Composicion de aminoacidos en las proteinas del gluten en el

trigo
Aminoacido Grano® Harina® Gliadina®*® Glutenina***®
Triptofano 1.5 1:0 33 16
Lisina 23 1.9 0.5 1.5
Histidina 2 1.9 1.6 1.7
Arginina 4 = 1.9 3.0
Ac. Aspartico 47 37 1.9 2.7
Treonina 2.4 2.4 s 2.4
Serina 4.2 4.4 3.8 4.7
Ac. Glutamico 30.3 34.7 41.1 34.2
Prolina 10.1 11.8 14.3 10.7
Glicina 3.8 3.4 1.5 4.2
Alanina 3.1 2.6 1.5 2.3
Cisteina 2.8 2.8 2.7 22
Valina 3.6 3.4 27 3.2
Metionina 1.2 1.3 1.0 1.3
Isoleucina -~ 3.0 31 3.2 2.7
Leucina 8.3 6.6 6.1 6.2
Tirosina 2.7 2.8 22 3.4
Fenilalanina 4.6 4.8 6.0 4.1

* Solubilidad de la gliadina en una solucién de etanol al 70%

** Solubilidad de la glutenina en una solucién de acido acético 0.5M
#g/16g de N
Fuente: Atwell, 2001



climatizacion, en si estas enzimas reflejan los patrones de alimentacion del
habitat y la capacidad digestiva (Lundstedt y col., 2004).

Las tripsinas de origen marino pueden ser de aguas frias y aguas

tropicales (Olivas, 2001).
a) Tripsinas purificadas de especies de aguas frias: Se ha observado que las
tripsinas purificadas de intestinos de especies de aguas frias como las del
Atlantico norte y Groenlandia muestran rangos de actividad 6ptima a pH de 7.5,
esto para el bacalao Gadus morhua y Gadus ogac respectivamente (Simpson y
Haard, 1984). Para anchoveta (Engraulis japonica) se tiene una actividad
6ptima a pH de 8-9 (Heu y col., 1995).

El efecto de la temperatura sobre la actividad de tripsinas de especies de
aguas frias tienen por lo general su éptimo a 40°C, para la tripsina de bacalao
(Gadus ogac) de Groenlandia se tuvo una temperatura de 30°C y la del
Atlantico norte (Gadus morhua) mostré una temperatura de 40°C (Simpson y
Haard, 1984; Simpson y col., 1990).

b) Tripsinas purificadas de especies de aguas tropicales: Las tripsinas
purificadas de especies de aguas tropicales como las del Golfo de California
muestran rangos de actividad 6ptima a pH de 7.8-9.0; esto péra la lisa (Mugil
ssp) y es estable en un rango de 7.0-10.0 (Pavlisko, 1999). Otro estudio para la
lisa (Mugil cephalus), mostré estabilidad a pH de 4.0, 7.0 y 9.0 donde mantuvo
su actividad de 65, 61 y 90% respectivamente (Olivas, 2001). La tripsina

purificada de sardina (Sardinops sagax caerulea) mostré un pH de 8.0 de
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méaxima actividad y estabilidad a pH de 7.0-8.0 (Castillo, 2005). En un estudio
para sierra (Scomberomorus concolor) se mostré que la actividad 6ptima se dio
a un pH de 9.0 y fue estable a pH de 4.0, 7.0 y 9.0 (Olivas, 2001).

La lisa (Mugil cephalus) mostré dos picos de temperatura 6ptima a 40°C
y a 60°C (Olivas, 2001). Pavlisco (1999) para la lisa (Mugil spp) obtuvo una
temperatura 6ptima a 60°C. La sardina (Sardinops sagax caerulea) mostré una
temperatura optima de 50°C (Castillo, 2005). Mientras que la tripsina de sierra
(Scomberomorus concolor) muestra una temperatura Optima a 40°C,
observandose a su vez, un rango de estabilidad mas amplio con temperaturas
de 30-60°C (Olivas y col., 2001). La diferencia de estas enzimas son las
caracteristicas que presentan para llevar a cabo la reaccién. La enzima tripsina
de sierra, como ya se mencioné anteriormente presenta un rango de estabilidad
mas amplio, lo que puede ser una ventaja para su uso en la industria

alimentaria.

Aplicacion de Enzimas en Proteinas del Gluten de Trigo

Las enzimas se aplican a las proteinas del gluten con el unico fin de
mejorar las propiedades en panificacién, u obtener un producto que tengan
ciertas caracteristicas deseadas.

Una variedad de enzimas son usadas para modificar las proteinas del

gluten de trigo. En la industria de panificacion, se utilizan para modificar la masa
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que conduzca a mejorar las propiedades mecanicas. Las proteasas se usan
para hidrolizar a las proteinas del gluten y disminuir su fuerza elastica (Harada y
col., 2000).

Hay reportes, donde las enzimas hidroliticas, ademas de madificar las
proteinas del gluten para mejorar las propiedades de las masas, tambien se han
aplicado para modificar el gluten, con el fin de hacerlo mas soluble y que pueda
servir como ingrediente en la industria alimentaria. Los péptidos liberados como
consecuencia de la hidrélisis, han sido evaluados para conocer sus propiedades
fisicoquimicas, tales como las propiedades emulsificantes y espumantes (Kong
y col., 2007; Wang y col., 2007). Todos estos trabajos se han realizado con el
fin de aprovechar el gluten ya que hoy en dia es un subproducto de la industria
del almidon (Linares y col., 2000)

En un estudio realizado por Kong y col., 2007, se evalud la hidrdlisis
enzimatica del gluten de trigo empleando diferentes proteasas (se utilizé una
tripsina comercial) y encontraron que la mayor liberacion de péptidos se llevo a
cabo entre los primeros 30 min de la reaccion.

Otra enzima empleada en las proteinas del gluten es la transglutaminasa,
se usa para mejorar la elasticidad de las rﬁasas, estudios como el de Larré vy
col., 2000, han encontrado que al tratar las masas con esta enzima, las
proteinas solubles decrecen drasticamente, debido a la formacion de largos

polimeros insolubles.
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Aplicacion de enzima tipo tripsina de origen marino en proteinas de
trigo. Para modificar las proteinas del trigo provenientes de trigos cristalinos
hay muy pocos trabajos y aun mas cuando se utiliza una enzima tripsina de
origen marino.

Uno de los trabajos es el de Olivas (2001), encontré mediante la técnica
de caida de pH, que la tripsina era capaz de hidrolizar a las proteinas de gluten
de tres variedades de trigo (dos cristalinas y una harinera), con peso molecular
de 36 a 84 kDa, que corresponden a las subunidades de glutenina de BPM y a
las w-gliadinas. Ademas se ha caracterizado la reaccion enzimatica con gluten,
gliadina y glutenina por separado, y se encontré por los parametros cinéticos
que la tripsina (extraida de visceras de sierra (Scomberomorus sierra)) presenta
mayor afinidad por gluteninas de una variedad panadera como de una cristalina
(Cabrera, 2005).

Gutiérrez (2008), realizd un estudio sobre la hidrdlisis de las proteinas en
las masas de una variedad de trigo cristalino mediante las técnicas de
calorimetria de barrido diferencial, viscosidad extensional biaxial, y la fuerza de
la miga, ademas determiné la influencia de la concentraciéon de enzima sobre
los parérhetros de calidad del pan elaborado con esta harina.

En este estudio se encont!‘c’) por medio de calorimetria de barrido
diferencial que la enzima present6 una mayor catalisis en las proteinas a los

120 min ya que la masa control requiri6 una mayor energia (entalpia mayor)
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para desnaturalizar a las proteinas, indicando que la adicién de la enzima afecta
a la estructura nativa de la proteina disminuyendo su estabilidad térmica.

Utilizando la técnica de compresién uniaxial, la viscosidad extensional
biaxial fue menor aplicando ambas dosis de enzima con respecto al control en
todos los tiempos de reaccion enzima-sustrato, indicando que la enzima afecta
a las proteinas del trigo responsables de esta propiedad fisicoquimica. También
encontrd que con una concentraciéon de 0.28 U de enzima tipo tripsina, la
firmeza de la miga del pan aumentaba.

Lograr que el trigo cristalino tenga un uso en panificacion podria
incrementar las alternativas de mercado, sobre todo en los afios de alta
produccion o en regiones donde se produce en mayor proporcion, (Boggini y

col., 1995), o simplemente la modificacién de estas proteinas mediante la

1

hidrolisis enzimatica con tripsina de origen marino, podria tener un uso en la

industria de los alimentos.

Analisis de las Proteinas del Gluten de Trigo

Para analizar las proteinas del glﬂuten de trigo existen muchas técnicas, la
mas usada es cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-
HPLC) esta técnica ofrece excelente resolucién, automatizacion, cuantificacion
y se basa en la separacién por diferencias en hidrofobicidad (Gianibelli y col.,

2001).
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Separacion de Proteinas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de

Fase Inversa (RP- HPLC)

En general, la cromatografia es un método fisico de separacion basado
en la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases
inmiscibles, una fija o estacionaria y otra moévil. En cromatografia liquida, la fase
movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase
fija. Dependiendo del tipo de fase y del tipo de fenémeno fisico que provoca la
separacion la cromatografia liquida de alta resolucién puede ser: a)
cromatografia de adsorcion, b) cromatografia de reparto, ¢) cromatografia idnica
y d) cromatografia de exclusion por tamafio (Skoog, 2001).

En lo particular, la cromatografia de reparto se subdivide en
cromatografia en fase normal y fase reversa. En esta, el compuesto unido
quimicamente al soporte so6lido de silica es un hidrocarburo alifatico y se
emplean fases moviles polares, provocando que las sustancias mas polares
eluyan primero (Skoog, 2001).

Existen dos teorias sobre el principio de retencién en cromatografia de
fase inversa llamadas teoria solvofébica y de particion. En la teoria solvofébica
la fase estacionaria tiene un comportamiento parecido al sélido mas que al
liquido y la retenciéon es considerada con interacciones hidrofobicas entre los
solutos y la fase movil. En la teoria de particion el soluto esta completamente

embebido entre las cadenas de la fase estacionaria mas que adsorbido sobre la



superficie y por lo tanto se considera que hay particion entre la fase moévil y la
fase estacionaria “como liquido” (Weston y Brown, 1997 referenciado por
Bariuelos, 2003).

La cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC)
es la técnica mas empleada para el andlisis de proteinas del gluten. Tiene a su
favor que la resolucién es equivalente o excede a otros métodos utilizados, es
rapida, reproducible, sensible, cuantificable, y da buena recuperacion. Este
método separa a las proteinas de acuerdo a sus diferentes fases de
hidrofobicidad (Shewry y Lookhart, 2003), y puede ser usada sola o
complementarla con otros métodos de separacion, como la electroforesis en
geles de poliacrilamida (Gianibelli y col., 2001).

Esta técnica se ha utilizado para relacionar la hidrofobicidad de las
proteinas de trigo, su estructura y sus tendencias de agregaciéon con sus
propiedades funcionales tales como viscoelasticidad, emulsificacion y formacién
de espumas (Popineau, 1994).

En lo referente a la caracterizacion de estas proteinas utilizando RP-
HPLC, se tiene que los picos que presentan menos hidrofobicidad
corresponden a las gluteninas de APM, y los picos que contienen mas
hidrofobicidad pertenecen a las gluteninas de BPM. De las gliadinas, las w-
gliadinas son menos hidrofébicas, y en seguida aparecen los picos
correspondientes a las a+B-gliadinas y por ultimo las y-gliadinas

(Uthayakumaran, 2001). Esta técnica se ha empleado para caracterizar
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hidrolizados derivados de hidrélisis enzimatica de gluten (Wang y col., 2007),
para observar los cambios en el perfil de las proteinas del gluten cuando se
emplea una enzima transglutaminasa (Mujo y Ng, 2003), para ver cambios en
las proteinas del gluten durante la elaboracion de la masa (Singh, 2004), los
resultados que se obtienen permiten obtener una cuantificacion por medio de

las areas, empleando formulas.

Ecuaciones Utilizadas Para Medir Hidrolisis

Para medir la hidrélisis de proteinas se han empleado muchos métodos y
ecuaciones, uno de ellos es el grado de hidrdlisis, el cual es definido como el
porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados o rotos (ecuacion 1) (Nielsen y
col., 2001), otra forma de medir hidrélisis es midiendo la desaminacion la cual
es expresado como una proporcion (%) de la cantidad de amonio relacionada
con la completa desaminacion del gluten (ecuacion 2) (Mimouni y col., 1999), en
este mismo estudio se empled otra ecuacién para obtener un indice de
nitrégeno soluble después de haber tratado al gluten con enzimas (ecuacién 3).

También se conoce que mediante el alvec’)gir;f'd'se puede determinar el
indice de degradacién proteolitica de una harina atacada por insectos
(ecuacion 4) (manual del fabricante Chopin, 2001), y por ultimo en un estudio

realizado por Gutiérrez (2006) utilizé una formula para obtener un IDP (ecuacion
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5), donde involucra, la modificacion de las proteinas mediante enzimas

empleando calorimetria diferencial de barrido.

DH% = LAl Ecuacion 1

tot

DH= Grado de hidrolisis
h 1t = el numero total de enlaces por unidad de peso.
h= numero de enlaces peptidicos rotos.

(NH,) relacionada con la desaminacion

parcial del gluten

% de Desaminacion = - ———X100 - Ecuacion 2
(NH, ) relacionada con la desaminacion
total del gluten

INS (%) = Cantidad de' nitrégeno en f:!l sobrenadante X100 —ommmmemmeeeeee Eslinoign &

Cantidad total de nitrogeno
INS= Indice de Solubilidad de Nitrégeno

W. —
%IDP = —2 Wiao *100 Ecuacion 4
20

Donde:

IDP= indice de Degradacién Proteolitica
Woo= W después de ocurrir 20 min de reposo
Wi20= W después de ocurrir 3 horas de reposo

W= Energia de deformacion



%IDP = AH . — A 4100% Ecuacion 5
AH

1c
% IDP= indice de Degradacién Proteolitica.

El tratamiento control (AHrc) menos la relacion de tratamiento con enzima
(AH+g) sobre el tratamiento control (AHrc) por 100%.

AH= Entalpia
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Como materia prima se utilizaron peces de la especie Scomberomorus
sierra, los cuales se capturaron en el Golfo de California en el mes de
Noviembre del 2006, los pescados se transportaron al Laboratorio de Productos
Marinos del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos (DIPA); y
se llevd a cabo el eviscerado de la sierra. Tambien se usé un trigo de la

variedad Rafi, cosechado en el verano del 2006.

Obtencion de la Harina

El trigo se limpié en un Clipper M2BC, se acondiciond y se realizd la
molienda en un molino Brabender Instrument modelo Quadrumat Sr. y
posteriormente se le realizé algunos analisis quimicos como contenidos de
humedad y proteina y se le realizdé una prueba en el farindgrafo, necesario para

la elaboracion de la masa.

Obtencion de la Enzima Tipo Tripsina

Para la obtencién de la enzima tipo tripsina, se siguié la metodologia

descrita por Olivas (2001). Las visceras de sierra se molieron, homogenizaron,
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congelaron y liofilizaron. Posteriormente se pesaron 30 g a los cuales se les
adicioné 5 volumenes de solucién amortiguadora de extraccion 0.05M de Tris-
HCI a un pH de 7.8, conteniendo 0.02M de CaCl, a 4°C (1:5 p/v). La mezcla
obtenida se agité por 4 h. a 4 °C y se centrifugd por 30 min. a 3,000 x g; el
precipitado se descart6 y al sobrenadante (F1) se le adicioné una solucion Brij
35 (polioxietilen laurel éter) hasta obtener una concentraciéon final de 0.3%. El
sobrenadante se mantuvo por 8 h a 4°C, después se centrifugé a 10,000 x g por
30 min. a 4 °C. El precipitado se descarté y el sobrenadante (F2), se fracciono
con sulfato de amonio a 4°C (30 — 60 % de saturacion). Posteriormente se
centrifugé a 6,000 x g por 30 min. 4 °C. El sobrenadante se descartd y el
precipitado fue disuelto en 100 ml de solucién amortiguadora de extraccion
0.05M de Tris-HCI| a un pH de 7.8, conteniendo 0.02M de CaCl; a 4°C para
obtener la fraccion (F3). La solucién obtenida se dializ6 utilizando una
membrana de celulosa marca Spectrum con un limite de exclusién molecular de
25,000 Da por 16 h con tres recambios de buffer obteniéndose asi la fraccién
(F4).

Para la obtencién de la enzima tripsina, la fraccién 4 (F4) se pasé por
una columna de afinidad. La columna de afinidad se prepar6 de acuerdo a lo
descrito por el fabricante Pharmacia Fine Chemicals (1979). La F4 fue
inyectada en la columna de afinidad SBTI — Sefarosa 4B (4 ml). El material

retenido fue eliminado por lavados con buffer Tris — HCI, y la tripsina fue eluida
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con HCl 5 mM. El eluato de la columna fue colectado en fracciones de 3 ml.

(F5) (Olivas 2001).

Cromatografia de afinidad. Como se mencioné anteriormente, para la
obtencién de la enzima tripsina, se utilizé una columna de afinidad, esta fue
preparada de acuerdo a lo descrito por el fabricante Pharmacia Fine Chemicals
(1979), la cual consiste en pesar 2 g de Sepharose® 4B a los cuales se les
adiciona 20 mL de HCI 1mM, y posteriormente se incuba por 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se adicionan 200 mL del mismo acido, se deja
sedimentar por 10 minutos. Posteriormente se centrifuga a 180 x g por 2 min en
una centrifuga Beckman GS-15R, solo se recolecta el sedimento. Este Ultimo
paso se realiza dos veces. Al gel sedimentado se le agregan 10 mL de NaHCOs
0.1M, pH 8.3 y se deja agitando por 5 min a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo se centrifuga a 180 x g por un min y el sobrenadante se
descarta. Posteriormente se adicionan 10 mL mas de NaHCO3 0.1M, se agita
por 5 min a temperatura ambiente y se centrifuga a 180 x g por un min, el
sobrenadante se descarta y el gel se mezcla con la solucién que contiene al
ligando (inhibidor de tripsina de soya).

La preparacion del. ligando se realiza de la siguiente manera: se pesan
38.5mg de SBTI (inhibidor de tripsina de soya), los cuales se suspenden en 7
mL de NaHCO; 0.1M, pH de 8.3, esta soluciéon se mezcla con el gel de

Sheparose anteriormente preparado, se deja incubar por 2 h a 25°C con
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agitacion suave, después se centrifuga a 180 x g por 2 min y el sobrenadante
se descarta. El bloqueo de los grupos activos de la matriz se realiza utilizando
glicina 0.2 M a pH de 8.0 incubandose por 48 h en refrigeracion. Despuées el gel
se lava con NaHCO; 0.1M, pH 8.3 y se mantiene en refrigeracion hasta su

utilizacion.

Actividad de la tripsina. La actividad de tripsina se midi6é en cada una
de las fracciones (F1, F2, F3, F4) y en la fraccién 5 (F5), con la finalidad de
observar que tanto se purifico a partir del extracto crudo (F1), es importante
mencionar, que en F5 se obtiene la mayor actividad especifica ya que el ultimo
paso consiste en pasar F4 por cromatografia de afinidad y esta es ampliamente
recomendada para este tipo de separacién (Simpson y Haard, 1987).

Para medir la actividad se utilizé el sustrato sintético Benzoil-Arginina-p-
Nitroanilida (BAPNA) de acuerdo a Erlenger y col.,, (1961). El BAPNA fue
disuelto en dimetil sulféxido (DMSQ) para obtener una solucién 1 mM. Después
se ajustd el volumen con una solucion buffer Tris-HCI 50mM a pH de 7.8. La
determinacion se realizé a 37°C. En tubos de ensayo se adicion6 1.25 mL de la
solucion buffer conteniendo el BAPNA y 0.025 mL de cada fraccidon colectada
(F1, F2, F3 Fay Fs). La reaccion se detuvo a los 30 minutos afiadiendo 0.25 mL
de acido acético al 30% y se leydé la absorbancia a 410 nm en un
espectrofotémetro. La actividad especifica de la tripsina se obtuvo de acuerdo a

la siguiente expresion:
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(A4bs410nm/min) *1000 * mIRx
8800 * mg Proteina

Ecuacion 6

donde, 8800 es el coeficiente de extincion de la p-nitroanilida. Las unidades de
actividad se definen como la unidad de actividad que cataliza la hidrolisis de un

umol de BAPNA a 25°C y pH = 7.8.

Determinacién de la concentracion de la proteina. En la etapa de
extraccion y purificacion de la enzima tripsina se determiné la concentracion de
la proteina mediante el método de Bradford (1976). Utilizando una curva
estandar con seroalbumina de bovino (1mg/mL y 0.1 mg/mL). Leyendo la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro Perkin

Elmer UV/VIS modelo Lambda 28S.

Elaboracion de la Masa

Se tomaron 100 gramos de harina al cual se le adicioné la cantidad de
agua requerida para obtener el desarrollo del gluten (parametro obtenido del
farindgrafo). En esta égua se 'di[uyc’Jr la dosis de enzima obtenida a partir de la
actividad especifica calculada, utilizando el sustrato sintético BAPNA, la dosis
aplicada fue de acuerdo al disefio de experimento (Tabla 5), posteriormente se

mezclé en una mezcladora Kitchen Aid (St. Joseph, Michigan, USA) durante
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1.40 minutos segun el tiempo de desarrollo (parametro obtenido del

farinégrafo).

Analisis de Gliadinas y Gluteninas por RP-HPLC

Una vez obtenida la masa se tomaron 250 mg a diferente tiempo de
reaccion (0, 30, 90 y 120 min) para extraer las gliadinas y gluteninas para su

analisis por RP- HPLC y electroforesis.

Gliadinas

Extraccion de la proteina. Se parti6 de 250 mg de masa, se le agrego
0.25 mL de acido acético para detener la reaccion y posteriormente se siguio la
metodologia descrita por Bietz y col. (1984). Se le agregd 1 mL de una solucion
de etanol/agua al 70% se agitd con vortex por 30 min y posteriormente se llevo
a cabo una centrifugacion por 25 min a 15,000 x g. y posteriormente se analizé

por RP-HPLC .

Separacion de las fracciones de gliadinas mediante RP-HPLC. Para
la separacion de proteinas’ en RP-HPLC se utilizd6 una columna ZORBAX
300SB-CN, tamario de poro de 300 Angstrom, 4.6 mm de diametro, 150 mm de

longitud y un tamarfio de particula de 5 ym (marca Agilent).



Se utilizé un gradiente en pasos y una fase movil de acetonitrilo (ACN) y
agua con 0.1% de &cido trifluoracetico (TFA) cada uno. En la tabla 3, se
presenta el programa del gradiente y la fase mévil utilizada en cada paso, el
solvente A consisti® en ACN, el solvente B en ACN con 0.1% de TFA y el
solvente C agua con 0.1 % de TFA, el volumen de inyeccién fue de 10 pL y el
fluio de 0.5 mL/min a 65 °C por 71 min, el gradiente inicic con 25% B,
aumentando a 33% B por 10 min, después a 40% B por 10 min, después 50%
de B por 40 min, manteniendo la misma concentracién por 8 min mas; por
Gltimo se realizé un lavado por 3 min con 100% A y después se tomaron las
condiciones iniciales; el tiempo de equilibrio entre inyecciones fue de 10 miny la
lectura a 210 nm (Bafiuelos 2003). Se utilizé un programa Varian Star, version
5.5, para la integracion de los picos y se obtuvo como resultado las areas de los

picos en Unidades de Absorbancia (UA).

Gluteninas

Extraccién de la proteina. Se partié¢ de 250 mg de masa, se le agrego la
concentracion de enzima de la forma antes mencionada. Después se siguio la
metodologia de Bean y col. (1998) con algunas modificaciones, se le agregaron
950 uL de 1-propanol al 50% y 50uL de 2-mercaptoetanol y se agito con vortex
por 1 h y se centrifugd por 15 min a 15, 000 x g antes de su analisis por RP-

HPLC.



Tabla 3. Programa de gradiente’ de la fase mévil para gliadinas

Tiempo ACN ACN+ 0.1% Agua + 0.1%
(min) (%A) TFA (%B) TFA (%C)
Inicial 0 25 75

10 0 33 67
20 0 40 60
60 0 50 50
68 0 50 50
69 100 0 0
71 100 0 0

' Gradiente modificado ligeramente del reportado por Bafiuelos (2003)
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Separacién de las fracciones de gluteninas mediante RP-HPLC. El
equipo, la columna y las fases moviles fueron las mismas que se utilizaron para
el analisis de gliadinas.

El gradiente en pasos inicidé con 23% B aumentando a 33% B por 5 min,
después a 43% B por 30 min, posteriormente 55% B en 1 min y sigui6
aumentando hasta 58% B en 14 min manteniendo la misma concentracion por 2
min mas; por ultimo se lavé con 100% de A por 3 min y después se regreso a
las condiciones iniciales (Tabla 4). El tiempo de equilibrio entre inyecciones fue
de 10 min, la temperatura 50°C, el volumen de inyeccién fue de 10 L y la
lectura fue a 210 nm (Bariuelos 2003). Se utilizd un programa Varian Star,
version 5.5, para la integracion de los picos y se obtuvo como resultado las

areas de los picos en Unidades de Absorbancia (UA).

Ecuaciones Utilizadas Para el Calculo del Grado de Modificacién y el

Comportamiento Cinético de las Proteinas del Gluten de Trigo.

indice de Degradacién Proteolitica (IDP)

Midiendo la diferencia entre las areas del pico en unidades de
absorbancia (UA) (concentracion relativa (Wieser 2000)) de la proteina sin

enzima al tiempo t y la de la proteina con enzima al mismo tiempo, fue posible



Tabla 4. Programa de gradiente’ de la fase mévil para gluteninas.

Tiempo ACN ACN+ 0.1% Agua + 0.1%
(min) (%A) TFA (%B) TFA (%C)
Inicial 0 23 77

5 0 33 67
35 0 43 57
36 0 55 45
50 0 58 42
52 0 58 42
53 100 0 0
55 100 0 0

' Gradiente modificado ligeramente del reportado por Bariuelos (2003)
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determinar el grado de modificacién de dicha proteina durante la reaccion
enzimatica.

Para cuantificar el grado de modificacion se obtuvo un indice de
degradacion proteolitica (IDP), el cual se expresé como la proporcion (%) de la
proteina que ha sido modificada por la enzima en base al total de proteina que
no lo ha sido en el mismo tiempo de la reaccion; la ecuacion fue basada en las
formulas anteriormente mencionadas (Nielsen y col., 2001; Mimouni y col.,
1999; Manual del fabricante Chopin, 2001; Gutiérrez, 2006).

La ecuacion se expresa de la siguiente manera:

IDP - Ase,_ -A

ce,_, -
= X100 Ecuacion 7
Ase

t=n

IDP= Indice de Degradacion Proteolitica.
Ase= Area del tratamiento control (sin enzima)
Ace= Area del tratamiento con enzima

t= Tiempo de reaccion enzima-sustrato

n= Puede ser 0, 30, 90 y 120 min

Obtencién del Grado de Agregacion

En el analisis de gliadinas, las areas de los picos obtenidos de cada

fraccion extraida de la masa tratada con enzima, fueron ligeramente mayores al
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control, lo que significa que los productos de la reaccion, por la enzima tipo
tripsina extraida de visceras de sierra en proteinas, interaccionaron y formaron
agregados con gliadinas.

La ecuacién empleada para determinar el grado de agregacion para

gliadinas, fue basada en la de Qin Wang y Kulozik, (2006).

GA = (1 - Ace‘% )* 100 Ecuacion 8
set:,,

GA= Grado de agregacion

Ace= Area del tratamiento con enzima

Ase= Area del tratamiento control (sin enzima)
t= Tiempo de reaccidn enzima-sustrato

n= Puede ser 0, 30, 90 y 120 min
Comportamiento Cinético

La diferencia entre las areas de los picos de absorcion (UA), del
tratamiento sin enzima y con enzima, al mismo tiempo de reaccion, indica la
concentracién de sustrato que ha sido modificado por la enzima, y mediante
estos valores, se obtuvo el comportamiento cinético de las proteinas con

respecto al tiempo de reaccion.
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La férmula que se emple6 fue la siguiente:

Cs = ASQ;:n 5 Acetzn Ecuacion 9

Donde:

Cs= Concentracion de sustrato

Ase= Area del tratamiento sin enzima
Ace= Area del tratamiento con enzima
t= Tiempo de reaccion enzima-sustrato

n= Puede ser 0, 30, 90 y 120 min

Diseiio del Experimento y Analisis Estadistico

En la Tabla 5 se muestra el disefio experimental, que consiste de un
disefio factorial de dos factores completamente al azar, los factores fueron la
dosis de enzima y el tiempo de reaccion. Los niveles para la dosis de enzima
fueron 0.14 y 0.28 U y para el tiempo fueron 0, 30, 90 y 120 minutos.

La unidad experimental fue la masa que se elaboré mezclando harina,
agua y la enzima diluida en el agua cuando el disefio asi lo requirié y segun lo
explicado en el apadadorde elaboracion de la masa.

Las variables respuestas fueron:
a) La concentracién en unidades de absorbancia (UA) correspondiente al area

de los picos de cada una de las subfracciones de las gliadinas y gluteninas.
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Tabla 5. Disefio experimental para el analisis de las gliadinas y gluteninas

por RP-HPLC.
Tiempos ENZIMA
Dy D4 D,
t Dot Dt Dat
t Dot2 Dst, Dot,
ts Dots Dits Dats
ts Dot Dits Doty

Donde D es la Dosis de enzima, Dy: 0 U (control), D4: 0.14 Uy D,: 0.28 U,
t es el tiempo de la reaccion enzima-sustrato t;: 0, t 30, t;: 90y ts: 120 min.
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b) El indice de degradacion proteolitica o de agregacion de las fracciones de las
proteinas del gluten, calculados por las ecuacién 7 y 8 , respectivamente.

Los datos que se obtuvieron se analizaron aplicando un analisis de
varianza (ANDEVA), una comparacion de medias por la prueba de contrastes,
para establecer diferencias entre los tratamientos. Los analisis se realizaron
utilizando el paquete estadistico JMP 5.1 con un nivel de significancia de

p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Quimico de la Harina de Trigo Cristalino

En la Tabla 6 se muestran los resultados del analisis quimico y del
farinégrafo de la harina utilizada de trigo cristalino variedad Rafi. El contenido
de proteina de la harina en estudio fue de 11% y el contenido de humedad de
13.25%, estos resultados fueron similares a los reportados por Bariuelos 2003
para la misma variedad. La composicion de proteina y humedad del trigo, varia
ampliamente en cantidad y depende de la variedad y del medio ambiente en el
que se desarrolla la planta (Feillet, 1988). Conocer el contenido de humedad y
de proteina de la harina fue necesario para realizar el analisis reoldgico
(farindgrafo) y asi obtener los parametros para la elaboracion de la masa.

El tiempo de desarrollo fue de 2.4 min, este indica el tiempo en que tarda
la masa en alcanzar la méaxima consistencia, este parametro reolégico es
importante para la preparacion de masas, ya que proporciona el tiempo que se
debera mezclar la harina con los ingredientes para la elaboracion de masas
para panificacion, en este estudio solo fue agua mas harina, al comparar el
valor obtenido en este estudio con el de Gutiérrez (2006), es la mitad, sin
embargo, es similar a lo encontrado por Cabrera (2006) (3 min para variedad

Jupare) y Bafiuelos (2003) (3.5 min para variedad Rafi).
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Tabla 6. Composicién quimica y parametros farinograficos de la harina de

trigo variedad Rafi.

Composiciéon/Parametro Trigo Rafi
Contenido de humedad (%) 13.25
Contenido de proteina (%) 11.00
Tiempo de llegada (min) 1.40
Tiempo de salida (min) | 3.40
Tiempo de desarrollo (min) 2.40

Absorcién de agua (%) - 63.50
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El valor de absorciéon de agua obtenido mediante el farinégrafo fue de
63.5 %, esto indica la cantidad de agua que se debera agregar a la harina para
alcanzar una consistencia de 500 Unidades Branbender, el valor obtenido en
este estudio es similar al reportado por Gutierrez (2006), quien utilizé un trigo

cristalino de variedad Jupare.

Purificacion de la Enzima Tripsina de Visceras de Sierra.

En la Figura 3, se puede observar el cromatograma de purificacion de la
enzima, obtenido después de pasar la fraccion 4 (F4) por la columna de afinidad
(conteniendo como ligando un inhibidor de tripsina de soya), se puede apreciar
que en las primeras 10 alicuotas aparece la proteina que no se unié a la
columna, en estas alicuotas, la actividad especifica obtenida fue muy baja,
debido a la alta concentracion de proteina. Las alicuotas de 20 a 30 se observa
la mayor absorbancia a 410 nm, lo que indica que hay mayor liberacion de
producto, al poner la enzima en contacto con el sustrato sintético BAPNA. Las
alicuotas donde se obtuvo la mayor actividad especifica se recolectaron y se le
denomind F5.

En estudios previos a este, se confirmé que el extracto obtenido después
de la cromatografia de afinidad (F5), presentd caracteristicas tipo tripsina ya

que usando inhibidores especificos como el inhibidor de tripsina de soya (SBTI)
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Figura 3. Cromatograma de purificacion de la tripsina de visceras de sierra

(Scomberomorus sierra)



y tosil-lisina-clorometil cetona (TLCK) mostraron un porcentaje de inhibicion del
97% y 86% respectivamente (Olivas, 2001).

Los resultados de las etapas de purificacion se muestran en la Tabla 7,
donde se puede apreciar que la actividad especifica mas alta (2.12 U/mg) se
obtuvo después de la etapa de cromatografia de afinidad (F5) , lo cual era
esperado; ya que esta técnica es ampliamente recomendada para este tipo de
separacion (Tejeda y col., 1995).

El valor obtenido, concuerda con lo encontrado por Cabrera (2005), quien
utilizé la misma especie (Scomberomorus sierra); sin embargo, es menor al
reportado por Gutiérrez (2008), a pesar de que se utilizé la misma especie. Se
sabe que dependiendo de la talla, época o incluso del afio de captura, algunas
caracteristicas fisioldgicas de los organismos pueden variar ligeramente (Haard,
1992; Pérez y Ruiz, 1985).

Es importante recordar que la actividad obtenida es usando un sustrato
sintético BAPNA, y de acuerdo a esta actividad, se realizaron los calculos, para
agregar las dosis de enzima de 0.14 y 0.28 U de actividad a las masas.

Se logré una purificacion de 166.92 veces, tomando como referencia el
extracto crudo, este valor es superior a lo encontrado por Cabrera 2005 y
Gutiérrez 2006, quienes reportan valores de 52.08 y 51.18 respectivamente,
para tripsinas extraidas de la misma especie.

Se obtuvo un rendimiento de 43%, y representa el doble de lo obtenido

por Gutiérrez (2006), y mas de la mitad de lo encontrado por Olivas (2001),
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quien extrajo la enzima de lisa (Mugil cephalus). Sin embargo, es igual o
semejante a los obtenidos por Simpson y Haard (1984) y Kristjansson (1991),
quienes reportan valores de 46.6 para bacalao y 48.7% para Trucha arcoiris,

respectivamente.

Identificacion de las Fracciones de las Proteinas del Gluten Modificadas

Mediante los Cromatogramas Obtenidos por RP-HPLC

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion de tipo fase inversa
(RP-HPLC) separa a las proteinas debido a su hidrofobicidad molecular
(Shewry y Lookhart, 2003; Skoog, 2001) por lo que se considerd util para
identificar aquellas fracciones y subfracciones de las proteinas del gluten que
fueron modificadas por la enzima tipo tripsina (ETT) extraida del tracto digestivo

de sierra. Los resultados fueron los siguientes:

Gluteninas

En las Figuras 4, 5, 6 y 7 se presentan los cromatogramas
correspondientes a diferentes tiempos de reaccion y con diferentes dosis de
enzima. Aqui se observa que las gluteninas de APM, presentan menor afinidad
por la columna que las gluteninas de BPM, debido a que el tiempo de retencion

es menor, ademas se puede observar que son varios picos los que
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BPM

- |

Figura 4. Comparacion de las subunidades de gluteninas de alto y bajo
peso molecular aplicando diferentes dosis de enzima a los 0 min de

reaccion enzima-sustrato.

Em 0 Dosis de enzima
Bl Dosis de enzimade 0.14 U
Bl Dosis de enzima de 0.28 U
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BPM

Figura 5. Comparacion de las subunidades de gluteninas de alto y bajo

peso molecular aplicando diferentes dosis de enzima a los 30 min de

reaccion enzima-sustrato.

Bl 0 Dosis de enzima
Bl Dosis de enzimade 0.14U
Bl posis de enzimade 0.28 U
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e | BPM

Figura 6. Comparacion de las subunidades de gluteninas de alto y bajo

peso molecular aplicando diferentes dosis de enzima a los 90 min de

reaccion enzima-sustrato.

Em 0 Dosis de enzima
I Dosis de enzima de 0.14 U
B Dosis de enzima de 0.28 U
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Figura 7. Comparacién de las subunidades de gluteninas de alto y bajo
peso molecular aplicando diferentes dosis de enzima a los 120 min de

reaccion enzima-sustrato.

B 0 Dosis de enzima
Bl Dosis de enzimade 0.14 U
B posis de enzima de 0.28 U
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corresponden a las gluteninas de BPM esto era lo esperado ya que las
proteinas de BPM representa mas del 60% del total de las gluteninas.

Ademas se puede observar que sin enzima, la regién de las subunidades
de APM muestra un solo pico (en los cromatogramas control, color verde), lo
que puede tratarse de una sola subunidad de APM, ya que en el estudio de
Bafiuelos (2003), se encontré que el trigo de variedad Rafi tenia una sola
subunidad identificada como la subunidad 20 , ademas se ha reportado que los
trigos cristalinos presentan de 1 a 3 subunidades de APM (Anjum y col., 2007).

Al adicionarle la dosis de enzima de 0.14 y 0.28 U, este pico se presenta
con un hombro o con un segundo pico solapado, indicando que esta subunidad
ha sido modificada.

Comparando de manera visual los cromatogramas de las Figuras 4, 5, 6
y 7, se ve claramente que las subunidades de APM fueron modificadas por la
enzima tipo tripsina cuando se le adicion6é una dosis de 0.28 U de actividad,
mostrando una reduccion del area del pico correspondiente a esta subunidad,
siendo mas marcado a los 30 y 90 min de reaccion enzima-sustrato. Contiguo a
este pico, perteneciente a la subunidad 20, aparecen 6 picos mas, los que
pueden ser péptidos deriVados de esta subunidad hidrolizada, que presentan
las mismas caracteristicas hidrofilicas, ya que se presentan en el mismo rango
del tiempo de retencidn.

Transcurridos 120 min de reaccion, el area bajo la curva de esta

subunidad de APM incrementé ligeramente. Se puede atribuir este aumento, a
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que los péptidos liberados de las gluteninas de BPM asi como los péptidos que
se muestran cerca de la subunidad 20, a los 30 y 90 min de reaccién, pudieron
haber sido involucrados y formar nuevamente un péptido con el mismo
comportamiento cromatografico. Hay evidencia de que durante el mezclado, las
subunidades de APM son disminuidas y durante el reposo se ha visto que hay
una agregacion de este tipo de proteina (Sluimer, 2005), por lo que a los 120
min, hubo, aparentemente, una agregacion de proteina, mientras que a los 30 y
90 min hubo una disminucién de las proteinas, por efecto de la hidrélisis con la
ETT de visceras de sierra .

En las proteinas de BPM se puede observar que hay un incremento de
dos picos, a los 30 y 90 min de reaccién, asi como disminucién de otros picos

pertenencientes a las subunidades de gluteninas de BPM.

Gliadinas

En la Figura 8, se pueden observar los cromatogramas obtenidos de las
gliadinas, con diferentes concentraciones de ETT, sefialandose las regiones
correspondientes a cada subclase de gliadina. Las diferentes subclases
aparecen en el siguiente orden de elucién: w, a+f y y - gliadinas de acuerdo
con Burnouf y Bietz (1985) y Bafuelos (2003). Las ultimas presentan mayor

afinidad a la matriz de la columna que las omega gliadinas, debido al principio



60

a+B
Al ey ¥

100

a7 | w ﬁ ! ey
250-] — J L Jnulkhwl flLI

225 f
— J\J\_ﬁf\ﬁ/»j\, »«..N'J\-/J J\/“I U

\
i

|
100~

2 MM\MM _______

Figura 8. Comparacion de las diferentes tipos de gliadinas (w, a+f y y -
gliadinas), aplicando diferentes dosis de enzima.

B 0 Dosis de enzima
Bl Dosis de enzimade 0.14 U
B Dosis de enzima de 0.28 U



61

de la técnica empleada. No se observo un efecto de las dosis de enzima y

tampoco en el tiempo de reaccion.

Grado de Modificacién de las Proteinas del Gluten de Trigo

Gluteninas

Para cuantificar el grado de modificacion de las gluteninas, se obtuvo un
indice de degradacién proteolitica (IDP), el cual se expresé como la proporcién
(%) de la proteina que ha sido modificada por la ETT en base al total de
proteina que no lo ha sido en el mismo tiempo de la reaccion, el calculo se
realizé de acuerdo a la ecuacion numero 7.

En la Figura 9 y 10, se muestra el indice de degradacion proteolitica de las
gluteninas debido al efecto de las dosis de enzima de 0.14 y 0.28 U. Las
gluteninas de APM con la dosis de enzima de 0.28 U presentaron valores que
superan el doble del obtenido con 0.14 U en cada tiempo de muestreo (Figura
9). En otros estudios, se ha visto que cuando se le agrega una dosis mayor de
enzima, hay un aumento en la modificacién de las proteinas del gluten, uno de
estos trabajos, es el de Valdez, 2007 donde midié IDP utilizando la técnica del
alveografo, empleando 2 variedades de trigo panadero y 2 concentraciones de
enzima tripsina de visceras de sierra (0.14 y 0.28 U), en este trabajo se observé

gue cuando se le aplica una dosis mayor, el IDP aumenta en ambas
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variedades, esto concuerda con el resultado obtenido aqui, mediante RP-HPLC.
Al analizar el efecto del tiempo de la reaccion, sobre el IDP de las gluteninas de
APM, por cada dosis de enzima empleada, se puede observar en la Figura 8,
que a los tiempos de 30 y 90 min fue diferente significativamente (P<0.05) para
la concentracion de 0.14 como para 0.28 U, mostrando un indice de 14.93 (30
min) y 14.63 (90 min), para 0.14 U y 42.34 (30 min) y 39.80 (90 min), cuando se
le aplica una dosis de enzima de 0.28 U. Esto indica que la accién de la enzima
para hidrolizar las subunidades de gluteninas de APM se da en los primeros
tiempos de reaccion, estos resultados concuerdan con lo reportado por Kong y
col., (2007) quienes emplearon proteasas y una de ellas la tripsina fue
empleada para hidrolizar el gluten, en este estudio encontraron que la mayor
liberacion de péptidos se da en los primeros 30 min de reaccion.

Al analizar el efecto de las concentraciones de enzima empleada, en las
subunidades de gluteninas de BPM (Figura 10 ), se puede ver que al igual que
las subunidades de APM, muestra diferencias significativas(P<0.05), entre las
dosis empleadas, excepto en el primer tiempo de reaccion. Ademas en esta
misma figura, se puede observar el efecto que tiene el tiempo de reaccion,
sobre el IDP, en cada una de la dosis de enzima empleada. Cuando se le
adiciona 0.28 U a la masa, el indice es mayor a los 30 y 90 min de reaccion,
mientras que cuando se le agrega 0.14 U de actividad de la enzima tipo tripsina,

se observa que hay diferencias significativas entre el tiempo 90 min con



respecto a 0 y 120 min de reaccion enzima sustrato, mostrando un valor de
10.79% a los 90 miny 5.22 y 3.62% para 0 y 120 min respectivamente.

Los valores bajos de IDP para esta subunidad son similares a los
reportados por Kong y col., (2007), quienes emplearon una enzima comercial y
obtuvieron valores alrededor del 5% de hidrdlisis. Se sabe que la capacidad
hidrolitica de las enzimas dependen de muchos factores, principalmente de su
origen y de la disponibilidad de los aminoacidos especificos del sustrato

(Nightingale y col., 1999; Lundstedt y col., 2004 y Rathore y col., 2005).

Gliadinas

En el andlisis de gliadinas, las areas de los picos obtenidos de cada
fraccién extraida de la masa tratada con enzima, fueron ligeramente mayores al
control, lo que significa que los productos de la reaccién adicionando ETT
extraida de visceras de sierra en las proteinas de la masa, pudieron haber
participado y formar agregados.

La ecuacion empleada para determinar el grado de agregacion para
gliadinas, fue basada en Aia de Qin Wang y col., (2006) (ecuacién 8).

Al obtener los valores mediante esa ecuacién se pudieron observar
valores negativos y en algunos tiempos de reaccién valores positivos, los
negativos significan que el area del tratamiento con enzima es mayor que el

area del tratamiento sin enzima, y significa aumento o formacién de agregados
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(Singh, 2005, Kasche, 1990), aunque en algunas fracciones de gliadinas como
las gama, se obtuvieron nimeros positivos cuando se le adiciona 0.28 U, a los
30 y 90 min de reaccion, lo que significa que hubo una hidrdlisis.

En la Figura 11, 12 y 13 se puede ver el efecto de la enzima en
gliadinas, siendo las w-gliadinas, las fracciones mas afectadas. En la Figura 11
se puede observar un porcentaje muy alto (negativo), desde el tiempo 0 hasta
los 120 min, al analizar el efecto de las concentraciones de enzima empleada,
se observa que no hay diferencias significativas (P>0.05), mientras que al
analizar el efecto del tiempo, se puede ver que el grado de agregacion es mayor
a los 30, 90 y 120 min cuando se le adiciona 0.14 U, y a los 90 y 120 min
cuando se le adicionan 0.28 U.

Se sabe que la tripsina puede actuar como una hidrolasa o como una
transferasa, cuando actla, como transferasa incorpora un aminoacido o
péptidos, obteniendo asi un aumento en el tamano de la proteina. Los
aminoéacidos que favorecen esta unién son Asn, Glu, Lis, Arg, Tir, Val, Leu, Fen,
Met, mientras cuando se da la reaccion de hidrélisis, actua en los aminoacidos
de Lis y Arg (Kasche 1990).

De los aminoacidos antes mencionados para que se lleve a cabo la
sintesis, glutamina y fenilalanina, son los que se encuentran en una cantidad
considerable en las gliadinas, por lo que esto, puede ser una explicacién a la

agregacion que se presenté en las fracciones de gliadinas.
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En la Figura 12, se muestra el comportamiento de las a+B-gliadinas con
la adicion de las 2 concentraciones de enzima. Se puede ver que en el tiempo
de 30 min el valor es positivo con una concentraciéon de 0.28 U, lo que indica
que hubo una hidrolisis, mientras en los demas tiempos se presento una
agregacién ya que las areas de estas proteinas aumentaron. Con una
concentracion de 0.14 el incremento de estas proteinas se did conforme
transcurrié el tiempo.

En las y-gliadinas (Figura 13), no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05), entre las concentraciones aplicadas, mientras al analizar el efecto' del
tiempo sobre esta fraccién de proteinas, por cada dosis de enzima empleada,
solo se encontré que el tiempo 0 fue diferente a 30, 90 y 120 min, cuando se le
aplicé una concentracion de 0.28 U, mostrando un valor positivo, lo que significa
que hubo una hidrélisis, el comportamiento fue diferente al dejar actuar la
enzima por mas tiempo (agregacion).

En general, podemos observar que la enzima acttio en mayor proporcion
como una hidrolasa en las gluteninas, sin embargo a los 120 min de reaccion, el
IDP disminuy6, en comparacién a los primeros tiempos de reaccion, este
comportamiento, es debido a que se trata de una hidrdlisis limitante, esto es por
la poca cantidad de aminoacidos especificos para la catalisis de hidrélisis (Lis y
Arg) lo que significa que el sustrato de la enzima, a ese tiempo, se agoto.

El grado de modificacion en gliadinas se presenté como una agregacion,

y debido al antecedente que se tiene de que la enzima ademas de hidrolizar, se
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puede comportar como una transferasa, en este estudio pudo haberse
comportado asi.

En el estudio de Cabrera, (2005) obtuvo un grado de hidrdlisis mayor en
gluteninas que en gliadinas, sin embargo, la diferencia de ese estudio, es que
en el de Cabrera (2005) la enzima se puso éen contacto con gliadinas y
gluteninas aisladas, mientras en este estudio la enzima fue adicionada a la
masa, y fue posible analizar por RP- HPLC el tipo de modificacion (hidrolisis o
agregacion) que presenta cada una de las subfracciones de las gliadinas y
gluteninas.

Comportamiento Cinético de las Gluteninas

La diferencia entre las areas de los picos de absorcion (UA), del
tratamiento sin enzima y con enzima, al mismo tiempo de reaccioén (ecuacion 9),
indica la concentracion de sustrato que ha sido modificado por la enzima, y
mediante estos valores, se obtuvo el comportamiento cinético de las proteinas
con respecto al tiempo de reaccion.

El comportamiento cinético de las gluteninas de APM y BPM se muestran
en la Figura 14 y 15 donde se puede observar que la cantidad de sustrato que
ha sido modificado por la enzima, fue mayor en el tiempo 2 que corresponde a
los 30 min de reaccion, en ambas subunidades (APM y BPM) y en mayor
proporcion con la dosis empleada de 0.28 U esto era de esperarse, ya que al

realizar los calculos para obtener el IDP el comportamiento fue similar.
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De una manera general, la mayor concentracién de sustrato (mayor
diferencia en areas mediante la ecuacién 9) se llevo a cabo en gluteninas de
BPM que en las de APM, esto indicaria que se esta llevando una mayor
hidrélisis en las de BPM, sin embargo esto no sucedi6 asi al obtener el IDP,
esto es debido a que a pesar de que las proteinas de BPM contienen 1 mol de
lisina/mol de proteina (Pitts y col., 1988, Colot y col., 1989) éstas se encuentran
en mayor proporcion que las de APM, segin D’Ovidio y Masci, (2004),
representan acerca del 60% del total de las gluteninas.

Asi mismo se puede observar en la Tabla 8 que el comportamiento
cinético de las proteinas de APM, se ajusta a un modelo cuadratico, con una
R2=0.97, para la concentracion 0.14 U, y con una R?=0.93 cuando se le aplica
0.28 U de actividad de la enzima tripsina, mientras para las gluteninas de BPM
se ajusta al mismo modelo, con una R?=0.99 y 0.82 para 0.14 y 0.28 U
respectivamente, la ecuacion del modelo, pertenece a una parabola, mediante
esta ecuacién se puede calcular la concentracion de sustrato modificado, a

cualquier tiempo de reaccion enzima-sustrato.

Comportamiento Cinético de Gliadinas.

El comportamiento cinético que presentaron las fracciones de gliadinas, se
ajustdé a un modelo cuadratico, en donde la ecuacion y la R? para cada

concentracién de enzima empleada se presentan en la Tabla 9, el



Tabla 8. Modelo matematico de las subunidades de gluteninas

W
Fraccion de

0.14U 0.28 U
gluteninas

W
Subunidades Y=9.28* 10°+4.91*10"X- Y = 2.65*10°+1.28"10°X-

de gluteninas ~ 4.56*102X? 1A TA0PC

de APM R?=0.97 R?=0.93

Subunidades Y = 4.52%10%2,09*10°X- Y = 7.49*105+4.61*10°X-
de gluteninas  1.85*10°X? 4.15*10°X?

de BPM R?=0.99 R?=0.82

oo T T N i e G T e S e ]

75



Tabla 9. Modelo matematico de las fracciones de gliadinas

Fraccion de

0.14 U 0.28 U
gliadinas
Y = -] A0*0°- Y = -1.03*10°-
6.05*10°X+4.12*10°X?  6.85*10°X+3.66*10°X?
- gliadinas
R%= 0.97 R?=0.99
Y =-1.91*10'- Y =-2.06*10"-

a+f- gliadinas

v- gliadinas

1.76*105X-2.97*10*X?

R?=0.81

Y &1,0850%
7.82*105X+5.82*103X?

R?=0.87

1.02*108X-2.54*10°X?

R?=0.98

Y = 1,93x107-
1.08*10%X+6.79*10%X?

R?=0.95




comportamiento se puede ver en las Figuras 16, 17 y 18.

En la Tabla 9 se puede observar que la fraccién de gliadinas que mejor
se ajusta son las o- gliadinas, con ambas dosis de enzima (0.14 y 0.28 U),
obteniendo una R?=0.97 y 0.99, respectivamente.

El comportamiento de las o- gliadinas, como ya se mecion¢ tiende a una
agregacién con respecto al tiempo, es importante recordar que la enzima se
adicion6 en la formacién de la masa, y esta pudiera estar hidrolizando otras
proteinas presentes en este medio acuoso (masa).

De las proteinas presentes en la masa, se encuentran las albuminas y
globulinas, se sabe que las primeras tienen 3.2 y 5.1 g de lisina y arginina
respectivamente por 16 g de N, y para globulinas 5.9 lisinay 8.3 g/16 g de N de
arginina, el nivel de estos aminoacidos, es alto comparado con lo que se
encuentra en gliadinas y gluteninas (Tabla 2) (Atwell, 2001), como ya se
menciond anteriormente la accion de la enzima para hidrolizar, es sobre estos
aminoacidos, lo que significa una mayor hidrolisis o liberacién de péptidos,
disponibles para llevarse a cabo una agregacién en gliadinas.

Ademas se sabe que la secuencia del N- terminal para las omega
gliadinas es PQQPY (Prolina,glutamina,glutamina, prolina y tirosina) y el
dominio del C- Terminal es PQQPFPQQ (prolina, glutamina, glutamina, prolina,
fenilalanina,prolina, glutamina y glutamina) (Shewry y col., 1986; Dupont, 2000),
como ya se sefiald la glutamina es uno de los aminoacidos especificos, para

gue se lleve a cabo la reaccion como transferasa y debido a esta informacion,
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la enzima pudo haber actuado asi, favoreciendo la mayor agregacion en w-
gliadinas.

Ademas las gluteninas de BPM pudieron haber participado para que se
llevara esa agregacion en w-gliadinas, se sabe que dentro de las gluteninas de
BPM se encuentran las del grupo D, estas proteinas de acuerdo a la secuencia
de aminoacidos se ha encontrado componentes de w-gliadinas, con un residuo
de cisteina extra, por lo que al momento de llevarse la hidrélisis, péptidos de las
gluteninas de este grupo, pudieron incorporarse a las w-gliadinas con este
residuo extra de cisteina, observando asi, una mayor agregacién en estas
subfracciones (D’'Ovidio y Masci, 2004).

Estudios como Paananen y col., (2006) dicen que las w-gliadinas, son
responsables del flujo viscoso, sin embargo, en un estudio realizado por
Gutiérrez (2006), se evalud el comportamiento de viscosidad, al aplicarle una
enzima tripsina extraida de la misma especie (Scomberomorus sierra) y se
observo que la viscosidad disminuia desde el tiempo O min con respecto al
control (sin enzima), el papel que tienen estas proteinas en la formacién de la
masa y su importancia en la calidad de la harina no ha sido bien definida

(Tatham y Shewry 1995, referenciado por Dupont y col., 2000).
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CONCLUSIONES

» La modificacién que presentaron las proteinas del gluten cuando se
aplicé la enzima tipo tripsina extraida de visceras de sierra
(Scomboromorus sierra) al iniciar el amasado de una harina de trigo
cristalino, fue diferente en cada una de las fracciones de las gluteninas y
de las gliadinas analizadas por HPLC de fase inversa.

» La modificacién fue revelada por el aumento (agregacién) o la
disminucion (hidrélisis) de las areas de los picos del cromatograma de
las fracciones extraidas de la masa después de transcurridos 0, 30, 90 y
120 minutos, con respecto al control (sin enzima).

» Las proteinas que manifestaron una mayor modificacion por efecto de
una hidrélisis fueron las gluteninas de alto peso molecular y las de bajo
peso molecular también la presentaron a los 30 y 90 minutos de reposo
de la masa con las dos dosis de enzima.

» El grado de modificacion de las gliadinas dependi6 de la dosis de enzima
y el tiempo de reaccién. En las w-gliadinas se presentdé como una
agregacion durante el tiempo de reaccion, y, la hidrélisis se manifestd en
a+B- gliadinas con una dosis de enzima de 0.28U a los 30 min, y en las
y- gliadinas al inicio y final de la reaccion con 0.14 U y al inicio con 0.28

]
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» El comportamiento cinético de las gluteninas y de las gliadinas se ajusto
a un modelo cuadratico, que permite predecir el grado de modificacion
(hidrolisis o agregaciéon) en cualquier tiempo de reaccion enzima-

sustrato y en cada una de las fracciones de proteinas.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio donde se analicen las proteinas remanentes después
de la hidrélisis, mediante la secuencia de aminoacidos, para comprobar la

agregacion y caracterizar los fragmentos involucrados.

Por lo encontrado en este estudio y aunado a lo encontrado por Gutiérrez
2006, se recomienda dejar actuar la enzima en 30 y 90 min ya que presenta

efectos favorables en las propiedades de la masa para la panificacion.

Otra recomendacién es hidrolizar al gluten de trigo cristalino y
caracterizar los productos de hidrodlisis, para buscar usos de esos hidrolizados
en la industria alimentaria, como agentes espumantes y emulsificantes, para

darle un valor agregado a estas proteinas.

La recomienda la técnica de RP-HPLC, para dar seguimiento a la

modificacion de las proteinas por efecto de las reacciones enzimaticas.
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