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RESUMEN

El objetivo de la tesis fue evaluar la calidad galletitera de 44 lineas de trigos
blandos y estudiar su asociacion con la composicion fisico-quimica de las harinas y la
composicion molecular de las proteinas del grano. Se encontré una gran variacién anual y
genotipica en la textura de los granos, la composicién fisico-quimica y la calidad galletitera
de las harinas. El Factor Galletita (FG) oscilé entre 5,03 y 7,86. EI FG correlaciond
significativamente (p<0,05) con el tamafio de particula de la harina (PSA) (r= -0,31), el
contenido de almidén dafiado (AD) (r= -0,46), de pentosanos solubles (r= -0,67) y totales
(r="-0,41), mientras que no mostrd asociacion significativa con el contenido de proteinas ni
el gluten. Se encontrd una asociacion fuerte y negativa entre el FG y los SRC de sacarosa
(r="-0,73) carbonato (r=-0,53) y agua (r= -0,66). Los alelos de los loci Glu-Al, Glu-B1 y
Glu-D, y la translocacién del centeno tuvieron un efecto significativo sobre las propiedades
fisico-quimicas de las harinas y sobre su perfil de capacidad de retencion de solventes
(SRC). La presencia del alelo nulo para el locus Glu-Al tuvo un efecto positivo sobre el
FG y mostro los mayores valores (7,10), mientras que la presencia de ambas
translocaciones del centeno, 1BL/1RS y 1AL/1RS, mostraron un efecto negativo. EI mayor
FG se obtuvo con la siguiente combinacion de gluteninas y secalinas: Glu-Al= nulo, Glu-
Bl= 7+8, Glu-D1= 2+12 y sin secalinas. Los tres cultivares que presentaron dicha
combinacion fueron el 19, el 44 y el 47. Se desarrollaron dos ecuaciones para predecir el
FG de trigos blandos: una utilizando la composicion de las HMW-GS, y la otra usando
parametros fisico-quimicos de las harinas, donde los mejores predictores del factor galletita
fueron: PSA, AD y SRC sacarosa. La composicion del almiddn presentd variabilidad
Unicamente entre genotipos, mientras que las propiedades térmicas y de pasting también
variaron entre afios de cosecha. El FG se relacioné con % Vol A (r= 0,35), To (r=0,52) y
con diversos parametros del RVA, mostrando un efecto del almidén sobre la calidad
galletitera de trigos blandos. Los resultados indican que la composicién alélica de las
proteinas del grano y las propiedades fisico-quimicas de las harinas pueden ser
herramientas Utiles en los programas de mejoramiento a la hora de seleccionar trigos

blandos con buena aptitud galletitera.

Palabras clave. Trigos blandos, HMW-GS, secalinas, calidad galletitera, almiddn.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the cookie-making performance of
flours from a set of 44 soft wheat lines and study their relationship with flour
physicochemical composition, HMW-G composition and wheat-rye translocations. There
was an important variation between genotypes and crop years on composition and cookie
quality. Cookie factor (CF) values were 5.03—-7.86. Particle size average (PSA) (r= -0.31),
damaged starch (DS) (r=-0.46) and soluble (WSP) (r=-0.67) and total pentosans (TP) (r= -
0.41) were significantly associated to CF, while protein content and gluten did not exhibit
any significant correlation. High and significant negative correlations between sucrose
SRC (r= -0.73), water SRC (r= -0.66), carbonate SRC (r= -0.53), and CF were found.
Flours with the best cookie quality produced cookies with the highest CF and lowest
firmness, and had the lowest DS, TP, WSP content, and sucrose SRC values. Alleles
encoded at Glu-Al, Glu-B1 and Glu-D1 loci showed a significant effect on
physicochemical flour properties and SRC profile. The null allele at Glu-Al locus
presented the highest cookie factor observed (7.10). 1BL/1RS and 1AL/1RS rye
translocations had a negative influence on CF. Genotypes with no rye translocations
presented flours with higher CF. The combination of glutenins and secalins with the
highest cookie factor was: Glu-Al= null, Glu-B1= 7+8, Glu-D1= 2+12 and no secalins.
There were three genotypes with that combination: lines 19, 44 and 47. Two prediction
equations to estimate the CF were developed: one using the HMW-GS composition and the
other using physicochemical flour parameters, where SRC suc, SRC carb, water soluble
pentosans, damaged starch and protein resulted in better CF predictors. Starch composition
varied between genotypes, whereas thermal and pasting properties also varied between
crop years. CF was related with % Vol A (r=0.35), To (r= 0.52), and several parameters of
pasting profile, showing an effect of starch properties of soft wheat on the cookie quality of
their flour. All this data suggest that the grain protein allelic composition and
physicochemical flour properties can be useful tools to select soft wheat on breading

programs.

Key words: Soft wheat, HMW-GS, secalins, cookie quality, starch.
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CAPITULO 1



INTRODUCCION GENERAL

GENERALIDADES SOBRE EL TRIGO

El trigo es uno de los cereales mas importante en el mundo en términos de cultivo y
alimentacion humana. Es el segundo en produccion mundial, después del maiz (Figura 1.1)
y se encuentra entre los tres cereales que mayor rango geogréafico y climatico tiene para su
produccion (FAOSTATS, 2013). Esta amplia adaptacion a diversas condiciones
ambientales es posible gracias a la gran variabilidad genética existente, con produccion de
mas de 2500 cultivares (Shewry et al., 2003).

Produccion mundial de granos

Millones de
Cereal ~
B Mai toneladas/afio
alz Maiz 876
™ Trigo Trigo 696
i Arroz Arroz 466
Soja Soja 239

Figura 1.1. Produccion mundial de cereales y oleaginosas 2011/2012 (F.A.O.)

Todos los trigos pertenecen al género Triticum de la familia de las gramineas, y la
mayor parte del trigo utilizado como alimento pertenece a dos especies botanicas, Triticum
aestivum y Triticum durum (Lukow, 2006). Anualmente se producen 100 kg de trigo por
cada habitante en el mundo y casi toda su produccién se destina a la alimentacién humana.
Si bien las proteinas del trigo poseen menor valor nutritivo que las de origen animal debido

a que son deficientes en lisina, el consumo de cereales es recomendable desde el punto de

2



vista nutricional, ya que proporcionan a la dieta hidratos de carbono complejos, fibra
dietética, minerales y vitaminas del complejo B y son de bajo contenido en grasa; por ello
son el primer grupo en el ovalo nutricional (Figura 1.2).

=
$22)
S i,
s> @ e L\

Comer variado es
bueno para vivir
con salud

Figura 1.2. Grafica de la Alimentacion Saludable (Guias Alimentarias para la Poblacion
Argentina, 2000)

En Argentina se producen en promedio 13,3 millones de toneladas anuales de trigo
pan, de las cuales unas 5,4 millones de toneladas son molidas; esto representa una
produccién mensual promedio de 400 mil toneladas de harina. Esta harina se destina
principalmente para la elaboracién de pan, en segundo lugar se encuentra la produccién de

galletitas y bizcochos, y el resto se vende y se exporta fraccionada (Lezcano, 2011a).

GRANO DE TRIGO

El grano de trigo al igual que los demas cereales, es una caridpside y se encuentra
constituido por tres partes principales: el salvado, el germen o embrién, y el endosperma

(Figura 1.3). EIl salvado estd constituido por las capas externas del grano (pericarpio,



cubierta de la semilla, epidermis nucelar y capa de aleurona) cuyas células tienen un alto
contenido de celulosa y hemicelulosa; estos componentes rodean al endospermo y son
eliminados durante la molienda del grano. EI germen constituye un porcentaje muy
pequefio del grano, y es el lugar donde se iniciara una nueva planta. Es relativamente rico
en proteinas, azlcares y aceite y por esta razon es eliminado de la harina con el fin de
evitar el enranciamiento (Hoseney, 1994). Por ultimo, el endosperma cuyas células se
encuentran repletas de granulos de almidon incluidos en una matriz proteica, que esta
constituida por proteinas de reserva, que en el caso del trigo constituyen el gluten, y por
proteinas metabdlicamente activas (Pomeranz, 1971).

Salvado

Endosperma

Germen

Figura 1.3. Grano de trigo

Las paredes celulares del grano de trigo estan formadas por celulosa,
hemicelulosas, pentosanos y B-glucanos. El espesor de las paredes celulares varia con la
posicion en el grano, segun los distintos tipos de trigo. Por ejemplo los trigos duros
contienen paredes celulares gruesas con gran cantidad de hemicelulosa, que otorga a las
harinas capacidad de absorber agua, por lo que son elegidos para la elaboracion de pan.
Los trigos blandos tienen paredes celulares delgadas, con menor cantidad de hemicelulosa,
por lo que su harina no absorbe grandes cantidades de agua (Hoseney, 1994). El contenido

y la pared celular de las células del endospermo constituyen la harina blanca.



TEXTURA DEL GRANO

La textura del grano, es decir su mayor o menor dureza, es una de las principales
caracteristicas para clasificar el trigo y determinar el uso final de sus harinas. La dureza
puede ser definida: a) como la resistencia a la deformacion o propiedades de fractura, b) el
nivel de almidon dafiado luego de la molienda (Anjum y Walker, 1991; Glenn et al., 1991;
Pomeranz y Williams, 1990) y c) la distribucion del tamafio de particula de la harina,
después de la molienda.

La dureza del grano esta determinada por la forma en la que sus componentes se
encuentran empaquetados en las celulas del endospermo. Segun su textura los trigos
pueden dividirse en tres clases principales: blandos y duros hexaploides (Triticum aestivum
L.) y extra duros tetraploides (T. durum desf.) (candeales). En trigos de textura blanda, la
adhesion entre los granulos de almiddn y la matriz proteica, es mas débil que en los trigos
con endospermo de textura dura. En la molienda, la textura del grano afecta los
requerimientos de acondicionado, el tamafio de la particula y la densidad de la harina, el
contenido de almidon dafiado, la absorcion de agua y el rendimiento en el molino
(Delwiche, 1993). Generalmente las harinas de trigo duro son de textura tosca, contienen
méas almidon dafado, el cual tiene mayor capacidad de absorber agua y es facilmente
hidrolizado por las a-amilasas (presentes en el grano) por lo que aumenta la cantidad de
azucares fermentables por las levaduras; esto es beneficioso para elaborar panes y otros
tipos de productos esponjados (Bettge et al., 1995), mientras que las harinas de trigo
blando son de textura mas fina, poseen gran nimero de granulos intactos y son usadas para
fabricar galletitas, tortas y otros productos menos esponjados. Las harinas de trigo candeal
presentan un incremento adicional de la dureza, esto produce harinas con textura mas tosca
denominadas semolinas y altos niveles de almidon dafiado, este tipo de harinas es

generalmente usado para pastas (Giroux y Morris, 1998).



La interaccion entre el almidon y la matriz proteica tiene una gran influencia sobre
la calidad y el uso final de los trigos, y se encuentra muy relacionada a la textura o dureza
del endosperma (Preston, 1998). Existen dos tipos de proteinas que se encuentran
asociadas a los granulos de almidon, las proteinas de almacenamiento y las proteinas
asociadas al granulo. Dentro de estas uUltimas se encuentra un complejo de 15kDa
denominado friabilinas. Este grupo de proteinas ha sido estudiado por SDS-PAGE vy se
determind que los trigos blandos presentaban una importante banda en la zona del gel
correpondiente a un tamafio de aproximadamente 15kDa, en trigos duros la banda es débil,
y en trigos extra duros tetraploides esta ausente (Greenwell y Schofield, 1986; Schofield y
Greenwell, 1987). Este complejo proteico regula el grado de adhesién entre los granulos de
almiddn y la matriz proteica, y representan la base genética y molecular de la dureza del
grano (Morris et al., 1994; Morris, 2002; Hogg et al., 2004). Las friabilinas estan
constituidas por la puroindolina A (pin A) y la puroindolina B (pin B). Estas proteinas son
las responsables de la textura del grano, la cual varia dependiendo de las distintas
mutaciones que puedan presentar (Giroux y Morris, 1998).

Es generalmente aceptado que la dureza es una cualidad altamente hereditaria y que
el fenotipo blando es el caracter dominante (Morrison et al., 1989). En trigo la textura del
endosperma es controlada por un gen principal, Hardness (Ha), que esta ubicado en el
brazo corto del cromosoma 5D Yy posee los genes que codifican para ambas puroindolinas
(Law et al., 1978; MacRichie, 1980). Las puroindolinas son polipétidos ricos en lisina y
contienen un dominio rico en triptéfano (Blochet et al., 1993), responsable de la adhesidon
de estas proteinas a los lipidos de la membrana de los granulos de almidon (Marion et al.,
1994; Greenblatt et al., 1995).

Los trigos blandos poseen la forma salvaje (Ha), o wild type, para ambos genes
(Pina-Dla y Pinb-D1a) por lo que tanto pin A como pin B estan presentes en el grano, y
ambas son totalmente funcionales. En trigos de textura dura el locus se encuentra mutado
(ha) lo que provoca que, en el grano, alguna de las dos puroindolinas esté ausente o

presente cambios estructurales (Gazza et al., 2005; Bhave y Morris, 2008). Los trigos



candeal, o extra duros (Triticum durum Desf. 2n= 4x= 28 genoma AABB), carecen del

genoma D, por lo que no tienen puroindolinas (Jolly et al., 1993; Morris et al., 1994).

En la actualidad se sabe que los genes Pina y Pinb tienen diferentes alelos en trigos
hexaploides, lo que produce una gran variabilidad en cuanto a la textura de los granos.
Hasta la fecha se han reportado 7 alelos para Pina y 18 para Pinb en Triticum aestivum
(Morris y Bhave, 2008). Las distintas mutaciones en los genes, Pina y Pinb, producen
variaciones en la funcionalidad de las puroindolinas, lo que afecta de manera significativa
la dureza del grano, las propiedades de molienda y el uso de los trigos (Morris, 2002; Hogg
et al., 2005; Wanjugi et al., 2007; Martin et al., 2008). Cuando se encuentra presente el
alelo Pina-D1b, o alelo nulo, la puroindolina A no se transcribe, por lo que no se encuentra
en el grano, dando lugar a un fenotipo de textura dura. Este alelo o el alelo Pinb-D1b son
los mas comunmente encontrados en trigos duros. Este ultimo produce una modificacion
en el dominio rico en triptéfano, el aminoacido glicina se cambia por serina, lo que
incrementa la capacidad de union de la puroindolina B a los lipidos de membrana (Giroux
y Morris, 1998). Se ha especulado que la ausencia de pin A (alelo Pina-D1b) confiere
mayor grado de dureza que mutaciones puntuales presentes en Pinb (Morris, 2002). Las
lineas de trigo que no tienen la puroindolina A presentan menores valores de PSI, menor
rendimiento en la molienda y una mayor capacidad de absorcion de agua (Cane et al.,
2004; Gale, 2005).

HARINA DE TRIGO

La harina blanca de trigo proviene del endosperma del grano, y su composicion
quimica puede variar segun el tipo de trigo del que proviene, el cultivar, la zona y las
condiciones de cultivo y el afio de cosecha. Existe una variacion en la composicion

quimica de la harina respecto del grano producida durante el proceso de molienda.



La harina de trigo es la Unica con la habilidad de formar masas cohesivas, capaces
de retener gases durante el horneado y dar productos aireados y livianos. Estas propiedades
caracteristicas de la harina de trigo se deben a su composicién quimica, y en especial a sus
proteinas y su capacidad de formar gluten. En la Tabla 1.1 se muestran los intervalos
tipicos de composicion del grano de trigo.

Tabla 1.1. Intervalos de variacion en la concentracion de los principales componentes del
trigo (Matz, 1999).

Composicion quimica del trigo (%)

Componentes Minimo Méaximo
Almidon 60,0 68,0
Proteinas 7,0 18,0
Cenizas 15 2,0
Lipidos 1,5 2,0
Fibra cruda 2,0 2,5
Humedad 8,0 18,0
PROTEINAS

El concepto de calidad de un trigo es muy complejo, y se encuentra determinado
por diversos parametros, relacionados en su mayor parte con el contenido de proteinas del
grano. Se ha demostrado que a mayor contenido de proteinas de una harina, mayor sera el
volumen de pan obtenido a partir de ésta, pero en general producen mejores galletitas las
harinas con bajo contenido de proteinas (Abboud et al., 1985; Ledn et al.; 1996). Pero no
solo la cantidad de proteinas de un trigo es importante, sino también la proporcién de los
diferentes tipos de proteinas que hay en él. Asi en funcion de esas proporciones, se tendra
un trigo que sea mas apto para conseguir harinas que produzcan masas mas elasticas y de
mayor tenacidad, aptas para la elaboracion de productos leudados como el pan o mas

extensibles, apropiadas para la obtencién de galletitas.



Osborne (1907) fue el primero en separar las proteinas del trigo en cuatro
fracciones de acuerdo a su solubilidad. Denomind albuminas a las proteinas solubles en
agua, globulinas a las proteinas solubles en soluciones salinas diluidas, gliadinas a las
solubles en alcohol y gluteninas a las solubles en soluciones acidas o basicas diluidas.

Las proteinas de trigo se pueden dividir en dos grandes grupos, las proteinas
capaces de formar el gluten y aquellas que no lo forman. Las primeras son proteinas de
almacenamiento, mientras que entre las proteinas que no forman gluten, se encuentran la

mayoria de las enzimas (Pomeranz, 1971).

Las proteinas que no forman gluten representan entre un 15-20% del total de las
proteinas del trigo, son solubles en soluciones salinas diluidas por lo tanto corresponden a
las albdminas y globulinas del fraccionamiento de Osborne (1907). Son proteinas
monoméricas, metabdlicamente activas y/o estructurales que se ubican en las capas mas
externas del grano de trigo. Su funcion en la panificacion no esta clara aun (Veraverbeke y
Delcour, 2002). Estas proteinas poseen un buen balance de aminoacidos, contienen
proporciones relativamente altas de lisina, triptofano y metionina; tres aminoacidos que se

encuentran en baja proporcion en la mayoria de los cereales.

Las gliadinas y gluteninas son proteinas funcionales formadoras de gluten, y
representan entre el 80-85% del total de las proteinas del trigo (Kasarda et al., 1976). Se
encuentran en el endosperma del grano maduro donde forman una matriz continua
alrededor de los granulos de almidon. Las proteinas del gluten son insolubles en agua o en
soluciones salinas diluidas y pueden ser divididas en dos grupos de acuerdo a su
funcionalidad: las gliadinas monoméricas y las gluteninas poliméricas (extraibles o no
extraibles). La composicién de aminoacidos de gliadinas y gluteninas es similar, se
caracterizan por tener altas concentraciones de glutamina (un tercio o mas del residuo total
de aminoacidos) y de prolina (una séptima parte 0 mas del residuo total de aminoacidos).

Las gliadinas y las gluteninas son capaces de polimerizar durante el amasado formando la



red de gluten, de importancia fundamental en la elaboracion de pan (Hoseney, 1994). Se
considera en general que las gliadinas son las responsables de la viscosidad del gluten,
mientras que las gluteninas son las encargadas de conferirle fuerza y elasticidad (Hoseney
1994).

La calidad y cantidad de proteinas del gluten determinan la fuerza de la masa; en
general los trigos duros tienen altos contenidos proteicos y gluten fuerte por lo que son
utilizados para la elaboracion de pan, mientras que los trigos blandos con gluten débil y
bajo contenido de proteinas son preferidos en la elaboracion de galletitas, donde no es
deseable el desarrollo de la red de gluten (Gaines, 1991; Souza et al., 1994).

GLUTENINAS

Las gluteninas se encuentran formando agregados proteicos, unidos por puentes
disulfuro (S-S) y fuerzas no covalentes intermoleculares. Payne y Corfield (1979)
encontraron que, de acuerdo a su movilidad en geles SDS-PAGE, luego de la reduccién de
los puentes S-S, las gluteninas se pueden clasificar en cuatro grupos de subunidades
denominados: A, B, C y D. EIl primer grupo con masa molecular aparente entre 80-120
kDa (subunidades de gluteninas de alto peso molecular, HMW-GS); el segundo grupo
entre 42-51 kDa, y el grupo C entre 30-40 kDa. Los grupos B, C y D corresponden a las
gluteninas de bajo peso molecular (LMW) (Figura 1.4).

Las subunidades de gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) presentan fuertes
similitudes estructurales entre ellas, pero también diferentes caracteristicas. Una de estas
diferencias es el comportamiento en la polimerizacion y se relaciona con el namero de
grupos sulfhidrilo. En base a esta diferenciacion, las HMW-GS son clasificadas en dos
subgrupos: subunidades tipo-x y tipo-y. EI dominio N-terminal de las subunidades tipo-x

contiene cuatro residuos de cisteinas, mientras que el dominio N-terminal de las
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subunidades tipo-y contiene cinco residuos de cisteinas. Ademas, las subunidades tipo-x
tienen una menor movilidad electroforética que las subunidades tipo-y (Figura 1.4)
(Tatham, 1995).

Tipo x \
Tipoy

' 1D

B

C

Figura 1.4. SDS-PAGE de proteinas poliméricas (Gianibelli et al., 2001). Grupo A:
subunidades de gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS), tipo x y tipo y. Grupos B, C
y D: subunidades de gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GS).

En la Figura 1.5 se muestra un modelo estructural basado en datos espectroscopicos
detallados por Shewry et al., (2001). Los estudios muestran a las subunidades de gluteninas
de alto peso molecular, como moléculas alargadas que poseen una estructura espiral  en la
region central repetitiva. Mientras que los dominios N- y C-terminal poseen una estructura
similar a las proteinas globulares, presentado a-hélices y estructura desordenada. En los
dominios terminales se encuentran la mayoria de los residuos de cisteinas que proveen de
los sitios para la formacion de puentes disulfuros intermoleculares. EI dominio central es

hidrofilico y los dominios C- y N- terminal son hidrofobicos.
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Dominio N-terminal Dominio central [ Dominio C-terminal
no reperitivo a-hélice reperitivo espiral no reperitivo a-hélice

Figura 1.5. Modelo estructural de una subunidad de glutenina de alto peso molecular
(HMW-GS) (Shewry et al., 1986).

La estructura espiral p de la regidn central presenta elasticidad intrinseca, pero la

contribucion a las propiedades elastoméricas del polimero no esta ain dilucidada.

Las subunidades de gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GS) son un grupo
complejo de proteinas que poseen la habilidad de formar enlaces disulfuro, permitiendo su
incorporacion dentro de los polimeros de gluteninas. La mayoria de las LMW-GS
contienen entre siete y ocho residuos de cisteinas (Grosch y Wieser, 1999, Wieser, 2003),
seis residuos se encuentran en el dominio C-terminal, y por lo tanto pueden formar puentes
S-S intramoleculares. Los residuos de cisteinas adicionales no son capaces de formar
puentes disulfuro intramoleculares, probablemente por impedimento estérico, por lo que
formarian puentes disulfuro intermoleculares formando agregados proteicos entre ellas y
con HMW-GS (Pogna et al., 1994). En general las LMW-GS tipo B actian como
extensores de las cadenas poliméricas crecientes, ya que pueden formar dos puentes
disulfuro intermoleculares; mientras que la mayor parte de las LMW-GS tipo C y D acttan
como terminadores de las cadenas poliméricas crecientes, ya que solo poseen una cisteina
disponible para formar un puente disulfuro intermolecular (Kasarda, 1989). Existe poca
informacion sobre la estructura de LMW-GS. Tatham et al., (1987) propusieron que en el
dominio N-terminal se encuentran distribuidas irregularmente estructuras secundarias

espiral B, mientras que en el dominios C-terminal predomina la estructura a-hélice.
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Lindsay y Skerrit (2000) basado en imégenes de microscopia electrénica de transmision
determinaron que las LMW-GS forman estructuras agrupadas discretas, pero no fue
posible determinar si esas asociaciones son covalentes o no covalentes. Aunque las HMW-
GS son el grupo principal de proteinas del gluten que determinan las caracteristicas
panaderas de la masa, las LMW-GS también cumplen un importante rol. En general, las
LMW-GS se relacionan con la resistencia y la extensibilidad de la masa (Metakovskii et
al., 1990; Andrews et al., 1994; Cornish et al., 2001) e incluso algunas formas alélicas
causan mayores efectos sobre las propiedades de la masa que las HMW-GS (Payne et al.,
1987; Gupta et al., 1989; 1994).

GLIADINAS

Como se menciond anteriormente, las gliadinas son mayormente proteinas
monoméricas ricas en glutamina y prolina, y ademas poseen un bajo nivel de aminoacidos
cargados. Constituyen un tercio de las proteinas de la harina (Lindahl, 1990) y son
clasificadas en a-, B-, y- y w-gliadinas en base a su movilidad en electroforesis a pH acido
(Shewry et al., 1986). Estas proteinas poseen una masa molecular entre 30-80 kDa y estan
formadas por un dominio no repetitivo rico en estructura secundaria a-hélice y por un

dominio repetitivo heterogéneo rico en estructura espiral B (Tatham y Shewry, 1995).

Las a- y B-gliadinas estan estrechamente relacionadas y se suele referir a ambas
como gliadinas tipo-a. Las y- y w-gliadinas son estructuralmente distintas (Shewry y
Tatham, 1990). Las a- y y-gliadinas son proteinas monomeéricas y consisten de 250 a 300
residuos de amino &cidos. Poseen un dominio N-terminal repetitivo que representa entre
1/3 y 1/2 de la secuencia de la proteina, que es rica en residuos de prolina y glutamina, y
un dominio C-terminal no repetitivo que posee residuos de cisteinas (Shewry y Tatham,
1990). Las w-gliadinas estan formadas por aproximadamente 350 residuos de aminoacidos
y contienen repeticiones sucesivas de un octapeptido (Pro.GIn.GIn.Pro.Phe.Pro.GIn.GIn) y

no contienen residuos de cisteina, por lo que estan limitadas para formar interacciones

13



covalentes en la masa (Tatham, 1995). Las y-gliadinas poseen ocho residuos de cisteinas
que se encuentran localizados en el dominio C-terminal y forman cuatro enlaces disulfuro
intramoleculares, por lo que no son capaces de formar nuevos enlaces covalentes con otras
proteinas del gluten. Las a-gliadinas poseen seis residuos de cisteinas igualmente ubicados
como en las y-gliadinas que forman tres enlaces disulfuro también intermolecularmente.
Sin embargo, estos enlaces disulfuro son importantes para retener el plegado de la
estructura de las gliadinas que determina la naturaleza de las interacciones no covalentes

con la red de gluteninas (Wrigley et al., 1998).

ESTRUCTURA DEL GLUTEN

Las particulares propiedades de la harina de trigo que le permiten formar una
masa cohesiva son derivadas de las proteinas presentes en el gluten. Las propiedades
reologicas de la masa son gobernadas por la estructura del gluten y las interacciones que se
establecen entre las proteinas que lo componen, particularmente entre los polimeros de

gluteninas unidos por enlaces disulfuro (Lindsay y Skerritt, 1999).

El gluten es definido como un gel formado por las proteinas de almacenamiento
del grano de trigo cuando se trabaja mecanicamente una mezcla de harina y agua. Las
proteinas que lo forman se encuentran localizadas en cuerpos proteicos en el endosperma
del grano. Durante el amasado se produce la ruptura de estos cuerpos y su hidratacion,
formando una red tridimensional continua en donde se encuentra embebido el almiddn. Las
interacciones de tipo covalentes y no covalentes entre los polipéptidos mas grandes que

forman la masa producen una matriz elastica y extensible.

Como ya se mencioné anteriormente, las subunidades de glutenina de alto peso
molecular estan presentes en forma de polimeros (macropolimero de gluteninas). La

importancia de tales polimeros en determinar la viscoelasticidad del gluten ha sido
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apreciada durante muchos afios, aunque su tamafio, complejidad y baja solubilidad limita el
estudio detallado. La importancia de los puentes disulfuro en estabilizar estos polimeros ha
sido extensamente demostrada. Hay evidencia de la formacion de puentes disulfuro
intermoleculares entre gluteninas de alto peso molecular, y de estas con LMW-GS (Shewry
y Thatham, 1997; Kasarda, 1999). Los enlaces disulfuro son entonces considerados

esenciales para la viscoelasticidad del gluten.

La composicion de aminoacidos de las proteinas del gluten muestra que
aproximadamente la mitad de los constituyentes son glutamina y prolina, por lo que hay
gran cantidad de puentes de hidrégeno en el sistema. Otro aporte importante son las
interacciones hidrofébicas, ya que aproximadamente el 35% de los aminoécidos poseen

cadenas laterales de naturaleza hidrofobica (Hoseney, 1994).

En la Figura 1.6 se presenta un esquema de la estructura del gluten (Shewry et al.,
2001) en el cual las gluteninas de alto peso molecular forman la columna vertebral del
polimero, estas HMW-GS se encuentran unidas entre si a través de puentes disulfuro
intermoleculares ubicados en los extremos. Esta columna vertebral de gluteninas de alto
peso molecular sirve de base para que se unan a ella las subunidades de bajo peso

molecular (LMW-GS) mediante puentes disulfuro formando puntos de ramificacion.

Las gliadinas, consideradas tradicionalmente por contribuir a la viscosidad del
gluten, interacttan principalmente con los polimeros de gluteninas mediante interacciones
no covalentes. En el dominio central de las HMW-GS ocurren fuertes interacciones
puentes de hidrogeno probablemente entre las amidas de los residuos de glutamina. Estas
interacciones son muy importantes porque contribuyen a la viscoelasticidad de la masa
(Ewart, 1989; Jeffrey y Saenger, 1994; Belton, 1999).
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Figura 1.6. Esquema general de la estructura de la red de gluten.

Belton (1999) propuso un modelo para explicar la elasticidad del gluten (Figura
1.7). Este investigador describe al gluten formado por una estructura de bucles y colas,
“loop and train”, regiones donde existen interacciones polimero - solvente y regiones con
interacciones polimero - polimero, respectivamente (Figura 1.7A). En este modelo las
proteinas del gluten estan estabilizadas por interacciones no covalentes entre moléculas
paralelas. Las HMW-GS inicialmente presentan una conformacién en forma de bucle
(loop) que son extendidas durante la extension del gluten para formar polimeros alineados
en los cuales la formacion de altas proporciones de estructuras lamina [ se encuentra

favorecida. Por esta razon tales polimeros son altamente resistentes a la extension.

El estiramiento de los polimeros (Figura 1.7 B) produce primero la deformacién de
los bucles (“loops™) y posteriormente de las colas (“train™), a la vez que se rompen las
interacciones no covalentes. Durante la extension, los puentes diulfuro se rompen y se
restablecen derivando en una red alineada en direccion a la extension. Sin embargo, puede
producirse la restauracion del equilibrio de bucles y colas espontdneamente, resultando en
la relajaciébn de la estructura del polimero. Estos modelos estructurales fueron
extensamente relacionados con la viscoelasticidad del gluten y con la estabilidad de los

polimeros (Belton, 2005, Wellner et al., 2005). Wellner et al., (2005) postularon que en
16



algunos casos la extension no resultaria en alineamientos favorables y por lo que la
relajacion de las conformaciones de los bucles (espiral ) seria mas rapida dependiendo del
tamafio del polimero. Mediante microscopia atomica se demostr6 que las moléculas de
HMW-GS se alinean para formar un gran polimero ramificado previamente a la formacion
de puentes disulfuro, sugiriendo en parte que la habilidad de formar puentes disulfuro esta
direccionada por las interacciones no covalentes (Humphris et al., 2000). Previamente,
Pezolet et al. (1992) ya habian sugerido que la elasticidad del gluten resultaria de
interacciones intermoleculares que involucran estructuras lamina p. Sin embargo, Belton et
al. (1995) postularon que los puentes disulfuro pueden incrementar la probabilidad de la
formacion de interacciones intermoleculares. Mas tarde, Shewry et al. (2003) observaron
que el namero y el patrén de puentes disulfuro en los polimeros de gluteninas del trigo
afectan la fuerza de la masa. Por lo tanto, estructuras lamina B y puentes disulfuro

contribuyen a la estabilizacion de los polimeros como fue propuesto por Belton (2005).

Disposicion de las HMW-GS en
la masa antes de la extension.

A O Representa las regiones de
uniones S-S
Disposicion de las HMW-GS
B después de la extension de la

masa. Se destaca la deformacion
M\ en la region del bucle.

Figura 1.7. Modelo estructural del ordenamiento de las gluteninas antes (A) y después (B)
de la extension. eRepresentan regiones de uniones puentes disulfuro.

Dado que las caracteristicas estructurales de las gluteninas y gliadinas le confieren
cualidades viscoelasticas Unicas a las masas provenientes de harinas de trigo; las
caracteristicas y la genética de estas proteinas han sido ampliamente estudiadas con el

objeto de determinar las bases bioquimicas y moleculares de sus propiedades funcionales,
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para lograr mejorarlas por métodos genéticos convencionales, optimizacion agronémica,

condiciones de procesamiento e ingenieria genética.

GENETICA DE LAS GLUTENINAS

Los trigos blandos y duros hexaploides contienen tres genomas, denominados A, B
y D, con 7 pares de cromosomas en cada uno. Los genes que controlan las HMW-GS se
encuentran en el brazo largo del cromosoma 1 de cada genoma (1A, 1B y 1D). Estos loci
que, contienen los genes que codifican para las HMW-GS, se denominan Glu-Al, Glu-Bly
Glu-D1, respectivamente (Lawrence y Shepherd, 1981). Cada locus contiene dos genes
estrechamente ligados que codifican para dos polipéptidos, las subunidades tipo X y tipo v,
(Payne et al., 1982; 1987; Shewry et al., 1992). Las distintas variedades de trigo pueden
presentar, en teoria, 6 HMW-GS pero debido al “silenciamiento” de algunos genes lo
normal es que tengan entre 3y 5; 2 codificadas por genes ubicados en el locus Glu-D1, 1 o
2 en Glu-B1, y 1 o ninguno en Glu-Al(Lawrence y Shepherd, 1980; Payne et al., 1981).
Cada locus puede codificar para una importante variedad de alelos para las distintas
HMW-GS, siendo el locus Glu-B1 el de mayor variabilidad. Payne y Lawrence (1983)
resumieron esta gama de alelos como 3 formas alelicas para Glu-Al, 11 para Glu-B1y 7
para Glu-D1, y lo asociaron con la calidad panadera (Figura 1.8). Desde ese momento se
han descubierto mas variantes alélicas y se las ha nombrado siguiendo la numeracion de
Payne y Lawrence (1983). Actualmente se encuentran descriptos en el catdlogo de genes
(Mclntosh et al., 2003) un total de 22 alelos para Glu-Al, 56 para Glu-B1, y 37 para Glu-
D1, mucho de los cuales han sido identificados solamente en las especies progenitoras del
trigo (T. turgidum, 2n= 4x= 28 AABB y Aegilops tauschii, 2n= 2x= 14 DD).

Las distintas HMW-GS estan estrechamente asociadas a la calidad panadera de los
trigos, ciertas subunidades imparten efectos diferenciales sobre la calidad del gluten. Por

ejemplo el locus Glu-D1 puede tener como variantes alélicas las subunidades 5+10,
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asociadas a la buena calidad del gluten, y 2+10 asociada a un gluten débil de baja calidad
(Payne et al., 1981).
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Figura 1.8. Variacion alélica de las HMW-GS para los tres locus (Glu-Al, Glu-B1, Glu-
D1), y su relacion con la calidad panadera (Payne et al., 1984) basado en su
fraccionamiento por SDS-PAGE. Los patrones de Chinese Srping en la derecha se
agregaron para comparar las movilidades relativas.

Las gluteninas de bajo peso molecular (LMW) y las gliadinas han sido poco
estudiadas, en cuanto a su composicion alélica e influencia sobre la calidad de los trigos,
en comparacion con las gluteninas de alto peso molecular (HMW). Esto se debe a que
resulta muy complicado poder identificarlas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
debido a su abundancia, ya que son muy polimérficas, y al solapamiento que existe entre
ellas (LMW vy gliadinas); resultando extremadamente complicado poder asociar las
variantes alélicas con la calidad panadera. Se ha sugerido que el efecto de estos alelos no
puede determinarse independientemente de la composicion de HMW-GS (Gupta y
MacRitchie, 1991), y numerosos trabajos han encontrado que el efecto de las LMW-GS
sobre la calidad panadera de los trigos es menos importante que el de las HMW-GS (Gupta
et al., 1994; Eagles et al., 2002; Branlard et al., 2003; He et al., 2005).
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TRANSLOCACION DEL CENTENO

Existe un cierto namero de genes provenientes de la translocacion del trigo con el
centeno (Secale cereale L.) que fueron introducidos con el objetivo de conferirle al trigo
una mayor resistencia a las enfermedades y aumentar su produccién en ambientes adversos
(Villareal et al., 1998). Sin embargo la presencia de estas translocaciones disminuye la
tenacidad y elasticidad del gluten (Bullrich et al., 1998). Estas translocaciones se producen
entre el brazo largo del cromosoma 1 (genomas A, B y D) del trigo, y el brazo corto de
cromosoma 1 del centeno (genoma S), y se denominan 1AL/1RS, 1BL/1RS y 1DL/1RS
respectivamente (Graybosch, 2001), siendo las dos primeras las mas comdnmente

encontradas.

Las prolaminas del centeno se denominan secalinas, y también se encuentran en
trigos que presentan alguna translocacion con el centeno. Se clasifican, segun su movilidad
en geles SDS-PAGE y su composicion de aminoacidos, en cuatro grupos: HMW secalinas,
w-secalinas (ricas en azufre), 40Ky- y 75Ky-secalinas (pobres en azufre) (Shewry et al.,
1984; Tatham y Shewry, 1995). Son ricas en los aminoacidos glicina, glutamina y prolina
y su secuencia de aminoacidos del dominio N-terminal muestra claras similitudes con la de
las subunidades de gluteninas HMW del trigo (Shewry y Tatham, 1990). Las w-secalinas
tienen pesos moleculares de 48-53 kDa y son ricas en los aminoacidos glutamina, prolina y
fenilalanina. Las y-secalinas se dividen en dos grupos, 40Ky- y 75Ky-secalinas, con pesos
moleculares de 40kDa y 75kDa, respectivamente; tienen un dominio N-terminal rico en
prolina y un dominio C-terminal que contiene las cisteinas (Shewry y Tatham, 1990). Las
- y y-secalinas poseen propiedades y conformacién muy similares a las o- y y-gliadinas
del trigo (Shewry y Tatham, 1990; Tatham y Shewry, 1995), por lo tanto su presencia en

trigos puede ser determinada mediante una electroforesis en medio acido (A-PAGE).
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La presencia de la translocacion 1BL/1RS ha sido asociada con un deterioro en la
calidad panadera: pobre tolerancia al amasado, pegajosidad superficial de la masa y bajo
volumen del pan (Moonen y Zeven, 1984; Dhaliwal et al., 1987; Martin y Stewart, 1986;
Tatham y Shewry, 1995). Algunos autores (Law y Payne, 1983; Martin y Stewart, 1986;
Dhaliwal et al., 1987; Graybosch et al., 1990) han atribuido los defectos en la calidad de
las lineas de trigo con la translocacion 1BL/1RS a la presencia de secalinas provenientes
del centeno. Otros autores (Koebner et al., 1986; Payne et al., 1987, Amiour et al., 2002),
en cambio, han atribuido el deterioro de las propiedades reoldgicas de la masa a la pérdida
de las prolaminas del trigo codificadas por los genes del brazo 1BS (fundamentalmente las
subunidades de gluteninas LMW codificadas por el locus Glu-B3). Por otro lado, los trigos
que contienen la translocacion 1AL/1IRS han mostrado un mejor desempefio en la
elaboracion de productos esponjados que los que tienen la translocacion 1BL/1IRS
(Graybosch et al., 1993; Kumlay et al., 2003).

ALMIDON

El almidon es el componente mayoritario de las harinas de trigo. Este se encuentra
en pequefas organelas limitadas por una doble membrana, que se denominan amiloplastos,
presentes en el endosperma del grano. El granulo de almiddn esta constituido
principalmente por polimeros de a-D-glucosa. Quimicamente se pueden distinguir dos
tipos de polimeros: la amilosa, que es un polimero esencialmente lineal compuesto por
unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1-4), con escasos puntos de ramificacion
formados por enlaces a-(1-6) (Shibanuma et al., 1994); y la amilopectina que esta formada
por una cadena central similar a la de la amilosa pero posee ramificaciones con enlaces ao-
(1-6) cada 9 a 20 unidades de D-glucosa (Whilster y Daniel, 1984). En los granos de trigo
y otros cereales se pueden encontrar dos tipos de granulos de almidon: los tipo A, grandes
y de forma lenticular con un didmetro cercano a 20 um vy los granulos tipo B, pequefios y

de forma esférica con un diametro menor a 10 um (Eliasson y Gudmundsson, 1996).
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La organizacion del almidén en los granulos es radial, lo cual queda evidenciado
por la aparicion de una cruz de malta cuando son sometidos a luz polarizada. El interior de
los granulos esta formado por regiones cristalinas, debido a zonas ordenadas de cadenas de
amilopectina, y amorfas alternadas, compuesta principalmente por las regiones ramificadas
de la amilopectina y las cadenas de amilosa (Figura 1.9), por lo que el almiddn es descripto
como un polimero semicristalino o parcialmente cristalino (Eliasson y Gudmundsson
1996).
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Figura 1.9. Regiones amorfas y cristalinas del almidén

Durante la molturacion de los granos de trigo para la elaboracion de harinas se
produce un dafio fisico sobre una fraccion de los granulos de almidon debido a la
resistencia que ofrecen a la molienda, produciendo lo que se conoce como almiddn dafiado.
Los niveles de almiddn dafiado dependen de la dureza del grano y las condiciones de
molienda. Los trigos duros ofrecen mayor resistencia a la molienda por lo que presentan
mayor contenido de almidon dafiado, que es facilmente hidrolizado por las a-amilasas,
aumentando la cantidad de azlcares fermentables por las levaduras, lo que puede ser
beneficioso para elaborar panes y otros tipos de productos leudados (Bettge et al., 1995).
En el caso de trigos blandos, con menor resistencia a la molienda, se obtienen harinas de

textura mas fina con un mayor nimero de granulos intactos.
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El almidén dafiado afecta las propiedades de las harinas modificando la capacidad
de hidratacion, ya que absorbe 3 veces mas agua que el almidon intacto (Bushuk, 1998).
En la elaboracion de galletitas el almidon dafiado tiene un efecto negativo ya que una
excesiva absorcion de agua ocasiona un incremento en la dureza y una disminucion del
didmetro de la galleta (Gaines et al., 1988). De igual modo el exceso de agua produce
masas pegajosas que dificultan su laminado y recorte, que deben ser horneadas por mas
tiempo para evaporar el exceso de humedad, aumentando los costos de energia (Bushuk,
1998).

PROPIEDADES FUNCIONALES DEL ALMIDON

Si se calienta almidén en presencia de agua, se puede provocar la pérdida de
cristalinidad y de la organizacion estructural de los granulos de almidon. A estos cambios
que sufren los granulos de almidén en determinadas condiciones de temperatura y
contenido acuoso se los conoce como gelatinizacion (Atwell et al., 1988). La
gelatinizacién del almidon es un proceso endotérmico durante el cual las regiones amorfas
de los granulos comienzan a absorber agua y se hinchan, lo que provoca la disrupcién de la
organizacion radial y la ruptura irreversible de la estructura cristalina (Jenkins y Donald,
1998; Tester y Debon, 2000). Este fendmeno es dependiente de la cantidad de agua, y
comienza a una temperatura de 60 °C en el caso del almidon de trigo, requiriendose
mayores temperaturas en condiciones limitantes de agua (Donovan, 1979; Biliaderis et al.,
1980).

Paralelamente a la absorcion de agua, y al hinchamiento de los granulos que ocurre
durante su calentamiento en presencia de agua, las moléculas de amilosa comienzan a
liberarse del granulo hacia el medio acuoso, resultando en un incremento de viscosidad que
alcanza un valor maximo, cuando el ndmero de granulos hinchados y el grado de

hinchamiento es el mayor (Hoseney et al., 1986). Posteriormente, se produce una
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reduccién de la viscosidad, cuando los granulos se rompen parcial o totalmente y las

moléculas de almiddn se dispersan en la fase acuosa (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Hinchamiento, ruptura y dispersion de los granulos de almidon durante la
gelatinizacién (adaptado de BeMiller y Whistler, 1996).

Durante el enfriamiento las moléculas de almiddn se reasocian dando lugar a un
estado mas ordenado o cristalino, proceso llamado retrogradacion (Atwell et al., 1988), en
donde se forman estructuras compactas. La amilosa gelificada forma una red continua
rodeando los granulos de almidén hinchados y deformes (Eliasson y Larsson, 1993). Estas
estructuras son térmicamente muy estables y solamente pueden ser rehidratadas a 80-150
°C, dependiendo del grado y la naturaleza de la retrogradacion (Haralampu, 2000). Durante
la retrogradacion, la amilosa lixiviada a la solucibn como un polimero enrollado, se
reorganiza como dobles hélices estabilizadas por medio de uniones puente hidrégeno. En
las hebras individuales, las hélices contienen seis unidades de glucosa por vuelta, que al
retrogradar, se empaquetan en una unica celda hexagonal (Figura 1.11) (Haralampu, 2000).
La retrogradacion de la amilopectina ocurre a una velocidad mucho menor que la amilosa.
Por lo tanto, la retrogradacion de la amilosa determina principalmente la dureza inicial de

un gel de almidén o un producto de panificacion, mientras que la retrogradacion de la
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amilopectina determina el endurecimiento a largo plazo y la pérdida de la aceptabilidad

en los productos de panificacion esponjados.
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Figura 1.11. Esquema de retrogradacion de la amilosa (Haralampu, 2000).

El proceso de gelatinizacion del almidon puede ser estudiado con diversas técnicas.
Debido a que es un proceso endotérmico puede ser facilmente analizado mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Shogren, 1992; Liu et al., 2006). Mediante DSC
se mide el flujo de energia caldrica cuando una muestra pequefia es sometida a un cambio
constante de temperatura, y es la técnica mas utilizada para el estudio de la gelatinizacion.
El andlisis de los termogramas que se obtienen con esta técnica permite determinar la
temperatura a la que ocurre el proceso y su entalpia (AH). DSC es muy util cuando se
desea inferir las diferencias estructurales de almidones, temperaturas elevadas estan
relacionadas con un alto grado de cristalinidad, lo que indica estabilidad estructural y
resistencia de los granulos a la gelatinizacion (Barichelo et al., 1990). Asimismo, el AH de
gelatinizacién es generalmente interpretado como la cantidad de estructura de doble hélice
en una suspension de almidén que es desorganizada durante el calentamiento en presencia
de agua (Xie et al., 2008). Los cambios en el perfil de viscosidad que sufre una mezcla de
almidén y agua en funcién de la temperatura es cominmente analizado mediante la
utilizacion de un Amilografo Brabender o un Rapid Visco Analyser (RVA). Este equipo
permite medir bajo agitacion continua los cambios en la viscosidad producidos en ciclos de
calentamiento y enfriamiento programados de mezclas de almidén y agua (Biliaderis,
2009).
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PENTOSANOS

Los pentosanos son componentes de la harina altamente hidrofilicos que absorben
mas de 10 veces su peso en agua (Kulp, 1968; Jelaca y Hlynka, 1971). Quimicamente se
los puede clasificar como polisacaridos no almidonosos, fundamentalmente arabinoxilanos
y arabinogalactanos. Estos forman parte del endospermo, las paredes celulares y el salvado
del grano de trigo. Los arabinoxilanos (Figura 1.12) son residuos de D-xilosas unidas por
enlaces B-1,4 que estan sustituidas en el carbono tres (C(O)-3) y/o en el carbono dos
(C(0)-2) por mondémeros de L-arabinosa (Perlin, 1951), por lo que la relacién
arabinosa/xilosa es variable. Pueden tener acido ferulico unido al carbono cinco (C(O)-5)
de la L-arabinosa mediante una union tipo ester (Fausch et al., 1963).

Pueden clasificarse de acuerdo a su solubilidad en agua en pentosanos solubles e
insolubles, los cuales comprenden el 25% y 75% respectivamente de los pentosanos
presentes en la harina de trigo (Meuser y Suckow, 1986). La diferencia estructural entre los
pentosanos solubles e insolubles radica principalmente en el peso molecular (Meuser y
Suckow, 1986) y en la relacion arabinosa/xilosa (Gruppen et al., 1993). Los arabinoxilanos
insolubles en agua poseen una alta capacidad de retener agua. Esta propiedad es
igualmente atribuida a los arabinoxilanos solubles en agua. Se ha estimado que durante la
preparacion de la masa, un cuarto (1/4) del agua agregada es retenida por los

arabinoxilanos (Atwell, 1998).

Los pentosanos solubles presentan algunas caracteristicas fisicas que les permiten
inmovilizar agua (Jelaca y Hlynka, 1971; Rouau y Moreau, 1993) y formar soluciones
viscosas 0 geles mediante enlaces covalentes cruzados con las proteinas (Geissmann y
Neukom, 1973; Izydorczyk et al., 1990), estas caracteristicas influyen en la formacion y en

las propiedades del gluten.
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Figura 1.12. Elementos estructurales de los arabinoxilanos. (A) Residuo de D-
Xilosa no sustituida. (B) Residuo de D-Xilosa sustituida en el C(O)-2 con un residuo de D-
arabinosa. (C) Residuo de D-Xilosa sustituida en el C(O)-3 con un residuo de D-arabinosa
que tiene unido al C(0O)-5 una molécula de acido ferulico. (D) Residuo de D-Xilosa
sustituida en el C(0)-2 y C(O)-3 con residuos de D-arabinosa.

Si bien los pentosanos son componentes minoritarios de la harina de trigo (2-3%),
juegan un importante rol en la reologia de la masa, afectando la distribucion de humedad
entre los distintos constituyentes de la misma y aumentando el tiempo de amasado (Jelaca
y Hlynka, 1972; Kim y D’Appolonia, 1977). El contenido de pentosanos de la harina se
relaciona con un menor didmetro de galletita y un menor volumen de bizcochuelo (Kaldy

et al., 1991), por lo que inciden de manera negativa sobre ambos productos.
LIPIDOS

Los lipidos de la harina de trigo constituyen un grupo heterogéneo de compuestos
con diferentes estructuras quimicas y composicion. Se pueden encontrar libres o unidos a
algun constituyente de la harina, principalmente almidén y proteinas. Los lipidos asociados
al almidon son generalmente polares y comprenden en gran parte liso-fosfolipidos que
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forman complejos de inclusion con la amilosa durante la gelatinizacion del almidén, sin
embargo estos complejos también se encuentran en el almidén nativo del cereal (Morrison
et al., 1993). Esta fraccion de lipidos se encuentra dentro de los granulos de almidon y solo
queda disponible cuando se alcanzan las condiciones de gelatinizacion durante la coccion.
La fraccion de lipidos no asociados al almiddn esté constituida por cantidades similares de
lipidos polares y no polares. Parte de ésta fraccion corresponde a lipidos que se encuentran
libres y parte asociados principalmente a proteinas. Los lipidos que se encuentran libres
son polares, principalmente glico y fosfolipidos, mientras que los que se encuentran
asociados son lipidos no polares, mayormente triglicéridos (Chung, 1986; Eliasson y
Larsson, 1993).

En el patron de acidos grasos de los lipidos de la harina de trigo se encuentran el
mayoritariamente el &cido linoleico y en menor cantidad el &cido palmitico, oleico y
linolénico (Eliasson y Larsson, 1993).

Durante el desarrollo de la masa, los lipidos que se encuentran libres se asocian a
las proteinas del gluten mediante interacciones especificas, modificando las propiedades
reologicas de la masa. En particular, los lipidos polares (especialmente los glicolipidos)
pueden promover tanto interacciones hidrofébicas como hidrofilicas entre el gluten y el
almidén (Matsuo et al., 1986). Se ha demostrado que los lipidos de la harina juegan un rol
muy importante en la elaboracion de galletitas, ya que si son elaboradas a partir de harinas
desgrasadas se obtienen galletitas de menor diametro (Kissel et al., 1971; Papantoniou et
al., 2003).

GALLETITAS

Para elaborar galletitas, tortas y otros productos que no requieren de un desarrollo
importante de la red de gluten se utilizan harinas de trigo blando (Abboud et al., 1985).
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Estas son de textura mas fina y se emplean para elaborar galletitas, biscochuelos y otros
productos que no necesitan de un gluten tenaz para su desarrollo. Sus propiedades
reoldgicas son muy diferentes a las del trigo pan o trigo duro hexaploide.

El codigo alimentario argentino (C.A.A.) define a las galletitas en el Capitulo IX:

“Alimentos Farinaceos- cereales, harinas y derivados”:

Art. 760: "Con la denominacion genérica de Galletitas y Bizcochos (Cakes,
Crackers, Biscuits, etc.), se entienden numerosos productos a los que se les dan formas
variadas antes del horneado de una masa elaborada a base de harina de trigo u otras o sus

mezclas, con o sin agentes quimicos y/o bioldgicos autorizados”.

Las galletas o galletitas comerciales pueden ser dulces o saladas. Las dulces a su
vez se dividen en secas, rellenas u obleas. Mientras que como saladas se identifica a las
crackers, las galletas de agua y las crackers saborizadas. Las galletitas dulces se elaboran a
partir de trigos poco tenaces y se caracterizan por tener altos niveles de azlcar y grasa y un
bajo contenido de humedad. Pueden identificarse los siguientes tipos basicos de galletitas

dulces industriales (Lezcano, 2011b):

* Dulces secas

* Dulces tipo “maria”

* Dulces variedades

* Dulces rellenas

* Obleas (generalmente rellenas, también pueden estar bafiadas y asociarse
mas a una golosina)

* Dulces rellenas bafiadas (o alfajores)
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Esta amplia variedad demuestra que las galletitas y bizcochos constituyen un grupo
de productos farindceos muy diverso. Su consumo es tradicional en Argentina e integran la
canasta basica de alimentos (especificamente se incluyen las galletitas de agua y las dulces
sin relleno). La produccién Argentina de galletitas dulces se mantiene por encima de las
saladas: 60% - 40%, respectivamente (Samela, 2011). Actualmente en Argentina se
producen 400 mil toneladas de galletitas y bizcochos, de las cuales 35 mil toneladas son
utilizadas para exportacion (Informe de producto, web-alimentos argentinos). En los
altimos 10 afios el consumo interno de galletitas crecié fuertemente, alcanzando en la
actualidad a un consumo per capita de entre 12 y 13 kg anuales, lo que nos posiciona coémo
el primer consumidor de galletitas en el mundo. Las galletitas tienen en la Argentina un
consumo importante porque estan dentro de la dieta alimentaria ya que se considera un
alimento cuando en otros lugares del mundo es un "snack™ de consumo ocasional. La
categoria galletitas es la segunda mas grande del mercado de productos de consumo

masivo en la Argentina, ya que son consumidas en el 97% de los hogares.

Cuando se habla de galletitas dulces, denominadas a nivel mundial como cookies o
biscuits, se refiere a productos formulados principalmente a base de harina, azucar y grasa;
con un bajo contenido de humedad (1-5%) (Chevallier et al., 2002).

Existen diferentes métodos para elaborar galletitas, y de ello dependeran las
propiedades reoldgicas de la masa y su influencia sobre el procesamiento y la calidad del
producto. Hay un método de un solo paso, donde todos los ingredientes son mezclados en
forma simultanea para dar lugar a la formacion de una masa no extensible. En el método de
cremado la mezcla de los ingredientes se hace en dos pasos, primero se mezclan el azucar,
la grasa y el agua y se forma una crema. En un segundo paso se agrega la harina, con
minimo mezclado, dando como resultado una masa que no es elastica ni extensible con un

minimo desarrollo de gluten.
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Manley (2000) describe a la estructura de la masa de galletitas como una mezcla de
particulas de proteinas y almiddn con la grasa, que estd presente en forma de grandes
globulos o bloques, interconecatados en una solucion de azucar (Figura 1.13). La
estructura de la masa va a depender de la proporcion de sus componentes; en las
formulaciones con grandes contenidos de grasa, esta Ultima va a formar una fase continua;
y en las de bajo tenor graso se presentara de forma mucho mas dispersa (Baltsavias et al.,
1999).

Figura 1.13. Estructura de la masa de galletitas dulces en forma de emulsion de lipidos en
una solucion saturada de sacarosa (gris), con una matriz que consiste en particulas
dispersas de proteinas ( ), granulos de almidon (o)y particulas de harina (e), con particulas
alargadas de grasa (Pareyt y Delcour, 2008).

Luego de mezclar los ingredientes, la masa suele dejarse reposar por un periodo de
tiempo (al menos 30 minutos), durante el cual las proteinas y el almidén absorven el agua
en forma pasiva produciendo un “secado” de la masa que facilita su posterior laminado y

corte.

Durante el horneado, la masa se expande debido a la evaporacion del agua y a los
gases liberados por los leudantes quimicos (Chevallier et al., 2000). Miller y Hoseney
(1997), demostraron que durante el horneado las galletitas incrementan su diametro de
manera lineal durante un tiempo y luego se fija su estructura de manera repentina. La
expansion de la galletita es causada por dos factores: la liberacion de gases por parte de los
leudante quimicos y a la disminucion de la viscosidad provocada por la fusion de la grasa y

la disolucion del azlcar (Hoseney y Rogers, 1994). El diametro final de la galletita estara
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controlado por la velocidad de expansion y del tiempo en el que ocurra la fijacion de la
estructura (Hoseney y Rogers, 1994; Miller y Hoseney, 1997). Este tiempo lo determinara
la cantidad de agua que se encuentre libre en la masa para actuar como solvente y a la
fuerza de la masa (Ram y Singh, 2004); por lo que también podriamos afirmar que los
componentes de la harina capaces de ligar agua juegan un importante rol en el desarrollo

de la galletita.

CALIDAD GALLETITERA

La calidad galletitera puede ser resumida en dos terminos generales. EI primero es
el tamafio de la galletita, tanto el diametro o el ancho como la altura, siendo esperable una
galletita delgada y de buen diametro. El segundo es su textura o consistencia a la mordida.
Las galletitas de buena calidad resultan tiernas a la mordida (Hoseney, 1994).

El ingrediente principal de una galletita es la harina, proporcionando la matriz sobre
la cual se van a incorporar los deméas ingredientes para formar la masa. Los trigos de
textura blanda tienen propiedades Unicas que los hacen aptos para la produccion de
galletitas. Sus harinas tienen un menor contenido de proteinas, gluten mas débil, menor
capacidad de absorber agua, menor contenido de almidon dafiado y una granulometria mas
fina que las harinas de trigos duros (Tanilli, 1976). En trigos blandos la adhesion entre los
granulos de almiddn y la matriz proteica es menor que en trigos duros, por lo que muchos
granulos permanecen intactos durante el proceso de molienda, produciendo menor

contenido de almidén danado.

Las galletitas elaboradas a partir de trigos blandos tienen una mejor apariencia y
textura, y resultan mas tiernas que las elaboradas a partir de trigos duros (Wade, 1988;
Hoseney y Rogers, 1994). Asi mismo se sabe que las galletitas de trigos blandos se
expanden a mayor velocidad y fijan su estructura mas tarde, durante el horneado, que las
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elaboradas con trigos duros (Doescher et al., 1987; Miller y Hoseney, 1997). Esto es asi
dado que las masas obtenidas con harinas de trigos duros incrementan su viscosidad mas
rdpidamente y a menores temperaturas durante el horneado que las masas elaboradas con
trigos blandos (Wade, 1988).

Para evaluar la calidad galletitera se realiza una formulacion sencilla que permita
observar diferencias cuando se modifica alguno de los ingredientes. La calidad final de una
galletita va a estar determinada por sus ingredientes principales: harina, grasa, azlcar y
agua. En la presente tesis el foco estard puesto en la calidad y las caracteristicas de la
harina y como afectan a la calidad galletitera.

El contenido de agua es un parametro muy importante a tener en cuenta durante la
elaboracion de galletitas, ya que un exceso de agua produce masas pegajosas que dificultan
su laminado y recorte, que deben ser horneadas por méas tiempo para evaporar el exceso de
humedad, aumentando los costos de energia (Bushuk, 1998). Ademas, una baja absorcion
de agua por parte de la harina provoca una mayor absorcion por parte del azucar,
incrementando la formacién de jarabe y produce una disminucion en la viscosidad de la
masa durante el horneado, haciendo que la masa se expanda y se obtengan galletitas de
mayor diametro (Slade y Levine, 1994). La composicion quimica de la harina va a
determinar la cantidad de agua Optima para la elaboracion de galletitas, ya que sus

componentes tienen diferente capacidad de absorber agua.

EL ROL DEL ALMIDON

Una de las principales razones por las que las galletitas son elaboradas a partir de
trigos blandos es su menor contenido de almidon dafiado. Muchos autores han asociado al
almidén dafiado con un menor didmetro de galletita (Hoseney y Rogers, 1994; Miller y

Hoseney, 1997; Donelson y Gaines, 1998; Barrera et al., 2007). Esto se debe a su gran
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capacidad de absorber agua, tres veces méas que el almidon nativo (Manley, 2000), siendo
probablemente el principal componente de la harina responsable de la absorcion de agua.
Un mayor contenido de almidon dafiado producird un aumento en la viscosidad de la masa,
debido a que absorbe méas agua, limitando de este modo la expansion de la masa durante el
horneado.

Otros parametros a tener en cuenta, que han sido poco estudiados, son el contenido
de amilosa y la gelatinizacion del almidén. Kaldy et al. (1991) encontraron una asociacion
positiva entre el contenido de amilosa y el diametro de la galletita. En cuanto a la
gelatinizacién, muchos autores le han restado importancia ya que al ser un producto con
bajo contenido de agua y altos niveles de azUcar, gran parte del almidon no gelatiniza
(Hoseney, 1994; Chevallier et al., 2000). Parey y Delcour (2008) enfatizaron el hecho de
que no se pueden sacar conclusiones respecto a esto dado que existen muchisimas
formulaciones de galletitas, con diferentes contenidos de agua, y que hay pocos trabajos

sobre el tema.

EL ROL DE LAS PROTEINAS

Aunque las proteinas son cuantitativamente menos importantes que el almidon,
tienen una gran influencia sobre la calidad galletitera, fundamentalmente en el diametro de
la galletita. EI porcentaje de proteinas de una harina y su calidad afectan las propiedades
reologicas de la masa, particularmente cuando la harina es uno de los componentes
principales de la formula. Para la elaboracion de galletitas buscan harinas provenientes de
trigos blandos con bajo contenido proteico y un gluten mas débil (Gaines, 1990; Hou et al.,
1996; Kaldy et al., 1993).

Al igual que sucede con el almidon dafiado, las proteinas afectan la consistencia de

la masa ya que tienen la capacidad de absorber el doble de su peso en agua (Manley,
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2000). Debido a que para el desarrollo de gluten es necesario hidratar convenientemente a
las proteinas de la harina y luego aplicar energia durante el amasado, muchos autores
consideran despreciable su desarrollo en masas de galletitas debido al bajo contenido de
agua, altos niveles de azucar, y al escaso amasado que tienen este tipo de masas. Sin
embargo, Gaines (1990) probd que las proteinas formadoras de gluten (gliadinas y
gluteninas) son capaces de asociarse estableciendo unas pocas uniones intermoleculares
durante el amasado y el laminado de las galletitas. Asi mismo durante el horneado, la
presion que ejercen las burbujas de gas sobre las proteinas incrementa su hidratacion y
fuerza las interacciones entre ellas, volviendolas mas funcionales y favoreciendo el

desarrollo de gluten.

Como se menciond anteriormente, la galletita se expande durante el horneado
debido a una diminucién de la viscosidad de la masa. La expansion continda hasta que
ocurre un aumento repentino en la viscosidad de la masa. No estan claras ain las causas de
este aumento repentino en la viscosidad (Hoseny y Rogers, 1994). Dado que se considera
que el almidon gelatiniza muy poco, este efecto se le atribuye a las proteinas (Hoseney,
1994).

Numerosos trabajos explican el efecto de los distintos tipos de proteinas sobre la
calidad de las harinas para la elaboracion de pan, pero muy pocos relacionan la
composicion alélica de las proteinas de reserva y las puroindolinas con la calidad
galletitera. Souza et al., (1994) observaron que las subunidades 13+19 del locus Glu-B1
tuvieron un efecto negativo y significativo sobre la calidad de las galletitas, mientras que
no encontraron ninguna asociacion con las variantes alélicas de los loci Glu-Al y Glu-D1.
En este estudio la calidad galletitera estuvo mas afectada por la cantidad de proteinas de la
harina que por su composicion proteica. En un estudio realizado en lineas recombinantes
por sustitucion (entre el cromosoma 1A de T. monococcum y 1A de Chinese Spring) se
encontré que los genotipos que contenian el alelo HMW-GS Glu-Al nulo proveniente de
Chinese Spring y el alelo LMW-GS Glu-A3 de T. monococcum presentaban una relacion

positiva con los parametros de calidad de galletitas (Tranquili et al., 2002). Finney y Bains
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(1999) encontraron que los cultivares que contenian las subunidades 5+10 del locus Glu-
D1presentaban un menor contenido de almidon dafiado y un mayor diametro de galletita
que aquellos que contenian las subunidades 2+12 del mismo locus. Hou et al. (1996)
encontraron una correlacion positiva entre el diametro de la galletita y la subunidad 1 del
locus Glu-Al y una correlacion negativa para con la subunidad 2*, lo que se contradice con
lo encontrado por Payne et al. (1981) y Souza et al. (1994) quienes le otorgan el mismo
puntaje para ambos alelos en diferentes test de calidad. Estos estudios presentan resultados
contradictorios y poco claros respecto a la relacién entre la composicion alélica y la
calidad galletitera. Los factores que determinan la calidad en los trigos blandos son
numerosos y probablemente sea la razén por la que actualmente, no se puede predecir la
calidad de galletitas exclusivamente a partir de las variaciones alélicas de los genes que
codifican las proteinas de reserva. Es necesario realizar estudios adicionales a fin de
identificar dicha relacion que podra ser utilizada en la seleccion de cultivares de buena

calidad galletitera.

EL ROL DE LOS PENTOSANOS

Los pentosanos modifican la distribucion del agua en la galletita, ya que son
capaces de retener hasta 10 veces su peso en agua. Los pentosanos insolubles pueden
atrapar grandes cantidades de agua y los solubles pueden disolverse en la fase acuosa
produciendo ambos un aumento en la viscosidad del sistema. Tanto los pentosanos
solubles como los insolubles disminuyen la capacidad de expansion de la galletita,
afectando su calidad (Pareyt y Delcour, 2008).

TRIGO BLANDO EN ARGENTINA

En la actualidad Argentina es productor de trigo pan o trigo duro hexaploide de
muy buena calidad En nuestro pais el cultivo de trigo blando no esta extendido por temor
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a que se produzcan mezclas con trigos panificables, que afecten la calidad panadera de este
altimo. Sumado a los bajos rendimientos y la gran sensibilidad a enfermedades que poseen
los trigos blandos disponibles para su cultivo en el pais, son menos rentables que las
variedades de trigo panadero. Por este motivo las harinas provenientes de trigos blandos
resultan méas costosas y la industria prefiere utilizar harina de trigos panaderos con el
agregado de aditivos que logran imitar las propiedades del trigo blando a un costo méas
conveniente. Hasta el afio 2012 las variedades disponibles eran extranjeras y no
presentaban una buena adaptacion a los suelos y ambientes argentinos. Como resultado de
esto, a nivel industrial la mayoria de las galletas se elaboran a partir de harinas de trigo pan
a las cuales se les incorpora aditivos o enzimas para reducir la fuerza del gluten.
Actualmente existen en el pais 4 variedades de trigo inscriptas para su cultivo, y una de
estas ha sido desarrollada en el pais por INTA e inscripta en 2012 (variedad Biointa 3007
BB). Desde hace dos afios Molino Campoddnico cultiva y comercializa unas 2000
toneladas de trigo blando (variedad QALBIS) en el pais para Terrabusi (Kraft Foods) y
algunas empresas mas pequefias (com. pers. Miguel Cardos, Molino Campoddnico, 2013).
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HIPOTESIS

La composicion fisico-quimica de las harinas incide sobre la calidad galletitera de
trigos blandos.

Las variantes alélicas de las HMW-GS y la presencia de secalinas en los distintos
genotipos de trigos blandos influyen sobre la calidad de las harinas destinadas a la
elaboracién de productos no leudados.

Las caracteristicas del almidon (distribucion de volumen de granulos, contenido de
amilosa, perfil térmico y de viscosidad) varian entre cultivares y afectan las
propiedades y la calidad de las harinas.

Conocer la composicion genética de las proteinas de grano y la composicion fisico-
quimica de las harinas permite desarrollar herramientas Utiles para la seleccion de
cultivares de trigos blandos aptos para la elaboracion de galletitas en programas de

mejoramiento genético
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad galletitera de las harinas obtenidas a partir de 44 lineas de trigos
blandos y estudiar su asociacion con la composicion fisico-quimica de harina y la

composicion molecular de las proteinas del grano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicion molecular de las subunidades de gluteninas de alto peso

molecular (HMW-GS), las secalinas y las puroindolinas.

2. Analizar la composicion y las caracteristicas fisico-quimicas del almidon.

3. Evaluar la relacion entre los componentes de las harinas y su calidad galletitera.

4. Estudiar la calidad galletitera de las harinas mediante diferentes pruebas de
prediccion.

5. Proveer herramientas para el mejoramiento genético de trigos blandos en funcion

de los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL

El estudio se llevd a cabo con 44 genotipos de trigo blando, incluyendo lineas
avanzadas y cultivares de diversos origenes adaptados a la region central de Argentina. Los
trigos fueron cultivados durante dos afios consecutivos, 2006 y 2007, en Marcos Juarez
(Cordoba) (32°42' S, 62°07' W). En la Tabla 2.1 se muestran el origen y el nombre de los
44 genotipos de trigo. Todos los trigos se sembraron en las fechas recomendadas usando
un disefio 7 x 8 alpha lattice con tres replicaciones (parcelas de 5,0 m de largo x 7 hileras)
y una densidad de siembra de 300 plantas por m® Los ensayos fueron realizados en
condiciones de secano adicionandose nitrogeno (150 kg/ha), fosforo (57,2 kg/ha) y azufre
(12 kg/ha). Patdgenos y pestes fueron prevenidos por tratamiento quimico y las malezas
fueron removidas a mano para evitar efectos negativos de herbicidas hormonales en el

desarrollo del cultivo.

Tabla 2.1. Entrada, nombre y origen, de los 44 genotipos de trigo.

N° Entrada Cultivar/linea/cruza Origen
1 CADOUX Australia
2 BRS 177 BRASIL
3 94309-7-2 Georgia USA
4 LA95177BUB26-1-3-B Louisiana USA
5 941673-3-1 Georgia USA
6 T84-331/COKER9134 AWD97-6961R, Louisiana USA
7 95468-9-3 Georgia USA
8 FLLA95134-A7-B11 Georgia USA
9 95151-10-8 Georgia USA
10 AW-M94*1549-1 Louisiana-USA
11 MASON/3/FREEDOM//N8675/CATBIRD 97-1078-7-2, Arkansas USA
18 931257-1-3 Georgia USA
19 92485 E15 Georgia USA
20 LA 9585 D 17-2 Louisiana USA
21 94776-1-1 Georgia USA
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Tabla 2.1. Entrada, nombre y origen, de los 44 genotipos de trigo. Continuacion.

N° Entrada Cultivar/linea/cruza Origen
22 901146 E 15 Georgia USA
23 93435-1-10 Georgia USA
24 GA 932911 E 38 Georgia USA
25 FL 93024-6-1 Georgia USA
26 94261-22-2 Georgia USA
27 YACO//ALTAR84/AE.SQR(191)/3/2*YACO CIMMYT
29 CROC_1/AE.SQR(205)//BORL95 CIMMYT
30 LA 422 Louisiana USA
31 CROC_1/AE.SQR(205)//BORL95 CIMMYT
32 CROC_1/AE.SQR(205)//BORL95 CIMMYT
ABT/BPAT/3/VI/ISNB'S"//PAZUL/5/DONAT
33 AJ3/FLN/ACC//ANA/4/ALD INTA EEA M JUAREZ
34 951181-17-2 Georgia USA
35 AR 839-25-8-2 Arkansas USA
36 NC 98-26192 North Carolina USA
37 GA 932911 E38 Georgia USA
38 YACO//ALTAR84/AE.SQR(191)/3/2*YACO CIMMYT
39 SS 520 Louisiana USA
41 FL 93024-6-1 Georgia USA
42 951216-2-2 Georgia USA
43 FFR502W//8576A53-2-1 LA9397D5-3-3, Louisiana-USA
44 931257-1-3 Georgia USA
45 951255-17-2 Georgia USA
47 TERRAL LA422 Louisiana USA
48 951300-7-1 Georgia USA
49 931257-1-5 Georgia USA
50 94665-2-4 Georgia USA
55 P 2684/PRL 97-00066-5, Arkansas-USA

CARACTERIZACION MOLECULAR

EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN gendomico se realizd segun el siguiente protocolo: de cada
variedad a evaluar se cortaron aproximadamente 10 cm del apice de hojas jovenes y se
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introdujeron en un microtubo de 2 mL. Luego se colocd inmediatamente el microtubo en
un recipiente con nitrogeno liquido a fin de evitar la degradacién del ADN. A continuacién
el material vegetal congelado se moli6 en el mismo microtubo con una varilla plastica
hasta tomar apariencia de polvillo. Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron 160
uL de SDS 20% y 800 pL de Solucién de Extraccion constituida por 100 mM tris base pH
8, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8, se mezcl6 suavemente y se incub6 en bafio térmico
a 65 °C durante 40 min, agitdndose por inversion cada 10 min. Una vez finalizada esta
etapa se adicionaron 600 pL de fenol-cloroformo-isoamilico 24/25/1, y cada tubo se agit6
vigorosamente hasta formar una emulsion. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
13500 rpm durante 30 min utilizando una microcentrifuga (Eppendorf, 5417 C). Luego, de
cada microtubo se extrajo el sobrenadante y se trasvasd a microtubos de 1,5 mL. A
continuacion, a cada microtubo se adicionaron 800 pL de isopropanol y 80 uL de acetato
de sodio 2,5 M. Cada tubo se agité suavemente por inversion para precipitar el ADN.
Posteriormente se centrifugo a 13500 rpm durante 5 min y el pellet obtenido se lavo con
800 uL de etanol 70 % (v/v). Luego se dejo secar el pellet a temperatura ambiente durante
20 min y se lo resuspendi6 en 200 uL de agua destilada en bafio térmico a 65 °C durante 15

min.

PUROINDOLINAS (PINA-D1Y PINB-D1)

La constitucion alélica de los genes Pina-D1 y Pinb-D1 de cada muestra fue
determinada utilizando marcadores moleculares basados en PCR desarrollados por
Tranquilli et al. (1999). Para la amplificacién de Pina-D1 se utilizaron los primers Pina-
D1F (ccc tgt aga gac aaa gct aa) y Pina-D1R (tca cca gta ata gcc aat agt g) y Para Pinb-D1
los primers Pinb-D1F (atg aag acc tta ttc ctc cta) y Pinb-D1R (tca cca gta ata gcc act agg
gaa). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termocilador (MJ Reserch, PT100)
utilizando 100 ng de ADN gendmico, 1X Taqg buffer, 250 uM de dNTPs, 3mM de MgCls,
1 ng/pL de cada primer y 1U de Taq Polimerasa en un volumen final de 25 pL. El
programa de PCR utilizado fue un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 3 min, seguido

por 39 ciclos de 94 °C por 90 s, 50 °C por 90 sy 72 °C por 90 s, mas un paso de extension
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final a 72 °C por 10 min. En el caso de Pinb-D1 una vez finalizada la PCR, 10 pL del
producto se digirieron con 3U de la endonucleasa BsrBl, durante 2 h a 37 °C. Los
productos de PCR y digestion fueron separados por medio de electroforesis en geles de
agarosa en 2% tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV. La electroforesis
fue documentada por medio de una fotografia digital.

PROTEINAS DE RESERVA

Las fracciones de gluteninas se extrajeron y se separaron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar la composicion de subunidades de
gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) de los distintos genotipos estudiados
utilizando el protocolo de Pfluger et al. (2001).

Las proteinas monoméricas, como gliadinas y secalinas, se extrajeron a partir de
dos semillas de trigo molidas en mortero, utilizando una solucion de 1,5 M de dimetil
formamida (DMF). La relacion volumen de solvente/peso de grano fue de 5:1 (uL: mg).
Las muestras se centrifugaron y se almacenaron a -20 °C para su posterior analisis. El
precipitado obtenido de la extraccion de gliadinas, conteniendo las proteinas poliméricas,
se solubiliz6 con buffer Tris-HCI 0,08 M (pH 8,5) conteniendo 1,5 % de ditiotreitol (DTT)
y 1% de SDS. Posteriormente las muestras se alquilaron con 1,4 % de 4-vinilpiridina con
el objeto de prevenir la renaturalizacion de los puentes disulfuro en las subunidades de
gluteninas de HMG y LMG y de este modo mejorar la resolucion de estas bandas proteicas
por SDS-PAGE.

La fraccion de gluteninas reducidas y alquiladas se corrid en un gel vertical de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes durante 12 h a 30 mA/gel de acuerdo al
procedimiento descripto por Pfluger et al. (2001). Luego se dejaron tifiendo toda la noche

con coomassie blue R-250 al 0,2% (p/v), en etanol 5% (v/v) y &cido tricloroacetico 12%
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(p/v). Los geles se destifieron durante 24 h con agua. Para nombrar los diferentes alelos se

utilizé la nomenclatura de Payne y Lawrence (1983).

Las gliadinas y secalinas se separaron con la técnica de electroforesis &cida de geles
de poliacrilamida (A-PAGE) con buffer lactato de aluminio, pH 3,1, segin protocolo
descripto por Khan et al. (1985). Los geles se corrieron durante 3 h a 20 mA/gel con los
polos invertidos. Los geles se tifieron con coomassie blue segln protocolos estandar
(Sambrook et al., 1989).

OBTENCION DE LAS HARINAS

Las semillas se acondicionaron a un porcentaje de humedad del 16 % y se molieron
en un molino de laboratorio de cuatro rodillos (Agromatic AG AQC 109, Laupen, Suiza)

provisto con un tamiz de 250 um, que permitio separar la harina del salvado.

DUREZA DEL GRANO

Una fraccion de la harina se obtuvo sin tamizar para determinar la dureza de los
granos mediante el indice de Tamafio de Particula (PSI, Particle Size Index) (Método 55-
30, AACC). El indice se calculé como el peso de la harina que atravesoé el tamiz (75 pm) X

100 y el resultado se comparé con una tabla de modo de obtener la dureza relativa.
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TAMANO DE PARTICULA DE LAS HARINAS

La distribucién de tamafio de particulas de las harinas se determind con un
analizador de tamafio de particula por difraccion de rayos laser (Helos, Sympatec,
Alemania), combinado con un dispersor de polvos (Rodos, Sympatec, Alemania). Se midid
el diametro de las particulas de harinabasado en la distribucion de volumen; tomando el
volumen de particula medio (VMD) calculado usando la teoria de Fraunhofer. Se

informaron los valores en um con sus respectivas desviaciones estandar.

COMPOSICION Y CALIDAD DE LAS HARINAS

HUMEDAD

El contenido de humedad se determiné por diferencia de pesada en 2 g de harina
exactamente medidos antes y después de calentar en estufa a 135 °C a presion atmosférica
normal, durante 2 horas. Los resultados se expresaron como porcentaje de agua perdida
(Método 44-19, AACC Internacional 2000).

PROTEINAS

Se determino el contenido de proteinas mediante el método de Dumas usando un
equipo de determinacion de nitrégeno gaseoso (FP-2000, LECO; Estados Unidos), el
fundamento de la técnica consiste en la pirolisis completa de la muestra y la medicion del

contenido de nitrégeno de los gases liberados de la combustion. Se colocaron 100 mg de
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harina dentro de la cuba de carga y luego se la introdujo dentro del horno de combustion,
donde las muestras fueron carbonizadas a una temperatura de 950 °C, con inyeccion de
oxigeno para facilitar la combustion completa. EI N liberado luego de la combustion se
midi6é por diferencia de conductividad utilizando He puro como gas de referencia. El
porcentaje de proteina total se calcul6 como N x 5,7 (Método 46-13, AACC, 2000).

GLUTEN

Para la determinacion de gluten himedo, gluten seco, e indice de gluten se utilizé
un Glutomatic 2200 System (Perten Instrument, Suecia). Para el ensayo se utilizaron 10 g
de harina, a las que se adicionaron 4,8 ml de NaCl al 2%. Las mezclas fueron amasadas y
lavadas durante 5 minutos. Se tomo el peso del gluten hiumedo, luego se centrifugo, y se
tomo el peso del gluten que atravesé la malla para calcular el indice de gluten, y finalmente
se secO para el calculo del gluten seco. Los porcentajes de gluten himedo y seco se
calcularon en base a la harina al 14% de humedad, mientras que el gluten index se expreso
como una relacion entre el peso de gluten que atraveso la rejilla y el gluten himedo
(Método 38-12.02, AACC, 2000).

PENTOSANOS

La cuantificacion de pentosanos totales y pentosanos solubles se determind
siguiendo el método del Orcinol-HCI con las modificaciones realizadas por Hashimoto et
al. (1987).
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PENTOSANOS TOTALES (PT)

Se pesaron 10 mg de harina en tubos de hidrdlisis de 15 mL a los cuales se
adicionaron 2 mL de HCI 2 N. Se colocaron los tubos en bafio de agua a 100 °C por un
lapso de 2,5 horas. Pasado este tiempo se dejaron enfriar y se neutralizaron con 2 mL de
una solucion de carbonato de sodio 2 N. Se agregaron 2 mL de una suspension de levadura
y se dejé fermentar durante 2 horas a 30 °C para eliminar los azUcares fermentables. Luego
de este periodo se centrifugé a 1000 x g por 10 minutos. A 2 mL del sobrenadante se le
aplicé el método del Orcinol-HCI, que consiste en agregar 0,1 mL de solucién de orcinol al
1% en HCI concentrado. Los tubos se colocaron en bafio de agua a 100 °C durante 30
minutos y posteriormente se leyd su absorbancia a 670 nm. Se realiz6 una curva de
calibracion empleando soluciones estandar de xilosa (CsOsHjp) en agua de 80, 120, 160 y

200 pg / 3 mL, a las cuales se les aplico también el método del Orcinol-HCI.

PENTOSANOS SOLUBLES EN AGUA (PS)

A muestras de 100 mg de harina se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se
colocaron en bafio de agua a 30 °C por 2 horas con agitacion cada 30 minutos. Luego se
centrifugaron a 1000 x g por 15 minutos. Se tomd 1 mL del sobrenadante y se sometié a
hidrolisis con 1 mL de HCI 4 N durante 2 horas a 100 °C. Transcurrido este tiempo se dejo
enfriar y se tomo una alicuota de 1 mL a la cual se le aplico el método del Orcinol-HCI. Se
realiz6 ademas una curva estandar con soluciones de xilosa (CsOsHjp) en agua de 20, 40,

60, 80 y 120 pg/3 mL y se leyd su absorbancia a 670 nm.
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ALMIDON DANADO

Para determinar el porcentaje de granulos de almidon susceptibles a la hidrolisis por
a-amilasas en las muestras en estudio se utilizo el Método 76-30A de la AACC (2000). El
porcentaje de almidon dafiado se define como granos de almidon sujetos a hidrélisis
enzimética por 100 g de muestra sobre una base de humedad del 14 %. Para realizar esta
técnica se emple6 un Erlenmeyer de 125 mL en el cual se adiciond 1 g de muestra'y 0,05 g
de a-amilasa fangica de Aspergillus oryzae. Posteriormente se agregaron 45 mL de buffer
acetato (pH 4,6 — 4,8). La suspensidn formada se homogeneizo y se incubd en agua a 30 °C
durante 15 minutos. Luego de transcurrido este tiempo se adicionaron 3 mL de una
solucion de acido sulfarico 3,68 N 'y 2 mL de una solucion de tungstato de sodio al 12 %.
Luego de mezclar, se dejo reposar por 2 minutos y se filtré en papel de filtro descartando
las primeras 8-10 gotas. Inmediatamente se adicionaron 5 mL del filtrado en un tubo pirex
(25 x 200 mm) y se determino la cantidad de azlcar reductor presente mediante el método
80-60 de la AACC (2000), que consiste en una titulacion de los azucares reducidos con una
solucion de tiosulfato de sodio. Se prepard un blanco omitiendo el agregado de la muestra
y siguiendo todos los pasos indicados en el metodo. El porcentaje de almidon dafiado fue

determinado mediante el calculo de la siguiente férmula:

% Almidon dafiado = 0,082 x mg de maltosa/10 g de harina

Para la obtencidn de los mg de maltosa se realizé una sustraccion entre el volumen
de ferricianuro 0,1 N (en mililitros) reducido en el blanco y el reducido en la muestra
problema. Luego se utilizo la tabla de conversidon de ferricianuro-maltosa para 10 g de
muestra (Método 22-18, AACC, 2000). Finalmente se multiplicé por un factor (0,082 =
[164 / 100]) debido a que bajo las condiciones del método el 61% del almidon es
convertido en maltosa, por consiguiente, la multiplicacién del reciproco de 0,61 (1,64) es
necesaria para convertir los mg de maltosa a mg de almidén hidrolizado por cada 10 g de

muestra, la division de este término por 100 lo convierten en unidades porcentuales
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INDICE DE RETENCION DE AGUA ALCALINA (IRAA)

Este indice se calcula como la cantidad de agua alcalina que es retenida por la
harina al 14% de humedad luego de la centrifugacion (Método 56-10, AACC, 2000). Este
indice correlaciona negativamente con la capacidad de expansién de la galletita durante el
horneado. EI IRAA se utiliza para predecir la calidad de la harina para la elaboracion de

galletitas dulces, cuyas masas son ligeramente alcalinas debido a los agentes leudantes.

Se suspendié 1 g de harina en 5 mL de NaHCO3 0,1 N, se dej6 hidratar durante 20
min, y luego se centrifugd a 700 g durante 15 min. Se descart6 el sobrenadante y se peso el

precipitado. El IRAA se calculo de la siguiente manera:

. (PP\/ 86
RAA (/")_(ﬁ) (m)' 1100

PP = peso del precipitado; PH = peso de la harina, % H porcentaje de humedad

PERFIL DE CAPACIDAD DE RETENCION DE SOLVENTE (SRC)

La capacidad de retencion de solvente (Método 56-11, AACC, 2000) es el peso
ganado por la harina luego de la hidratacion con distintos solventes (sacarosa (C12010H22)
50% p/p, carbonato de sodio (Na,CO3) 5% p/p, acido lactico (C303Hg) 5% p/p y agua
destilada) y el posterior centrifugado. El patrén de comportamiento obtenido para cada
solvente se relaciona con la calidad de la harina para elaborar distintos productos de
panificacion. EI SRC de acido lactico se asocia con las caracteristicas de las gluteninas; el
SRC de carbonato de sodio se asocia con los niveles de almidon dafiado; el SRC de
sacarosa se asocia con el contenido de pentosanos y el SRC de agua con todos los

componentes de la harina capaces de absorber agua (Gaines, 2000).
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Para realizar este test se pesaron 5 g de harina en tubos para centrifuga de 50 mL,
luego se adicionaron 25 g de solvente y se dejé hidratar la harina durante 20 min con
sucesivas agitaciones cada 5 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 1000 g
durante 15 min, se descartd el sobrenadante y se dejo escurrir el tubo a 90° durante un
lapso de 10 min. Por diferencia de peso se determin6é la cantidad de agua retenida

obteniéndose el % SRC mediante la siguiente férmula:

"/SRC—[PG ( 86 )1]x100
° PH “\100-%H/ "

PG = peso del gel; PH = peso de la harina; % H =porcentaje de humedad

CARACTERIZACION DEL ALMIDON

AMILOSA

El contenido de amilosa se determind de acuerdo al procedimiento descrito por
Gibson et al. (1997), usando el kit enziméatico de ensayo para amilosa/amilopectina
(Megazyme International, Irlanda). Se pesaron entre 20-25 mg de harina, el almidon de la
muestra se dispersd6 completamente en dimetil sulfoxido (DMSO) y posteriormente se
calentd durante 15 min a 100 °C para gelatinizar completamente el almidén; se tomaron

dos alicuotas para el posterior anlisis de las fracciones de amilosa y almidon total.

La fraccion de amilosa fue analizada mediante precipitacion especifica de la
amilopectina con concanavalina A (Con A). La amilosa presente en el sobrenadante fue

recuperada por centrifugacion y tratada enzimaticamente con a-amilasa y amiloglucosidasa

51



para obtener D-glucosa por la accion combinada de ambas enzimas, la cual fue

determinada con el reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD).

La fraccion de almidon total fue sometida a una hidrolisis similar a la anterior y la
D-glucosa obtenida se determind colorimétricamente utilizando el reactivo GOPOD
(Espectrofotdmetro Spectrum SP 2000, China). La concentracion de amilosa en la harina
fue estimada como la relacion entre la absorbancia generada por el reactivo GOPOD a 510
nm de la alicuota precipitada con Con Ay la correspondiente a la de almidén total:

Abs sobrenadante Con A 6,15 100

% Amilosa = il
%o Amilosa ‘Abs alicuota almidon total 9,2 7

Los resultados fueron expresados en porcentaje de amilosa en almidon.

DISTRIBUCION DE TAMANO DE GRANULOS DE ALMIDON

Para determinar la distribucion de tamafio de los granulos de almiddn, se realizé
una extraccion del almidén de las harinas mediante una digestion acida utilizando pepsina
A (P7012, Sigma) en HCI 0,04 N durante 60 min a 37 °C. Luego del tratamiento con la
proteasa se incubo la muestra con hemicelulasa 90 (actividad 90,000 U/g, Amano Enzyme,
USA) en buffer acetato 0,1 M (pH=4,5) durante 3 h a 45 °C. Posteriormente se agrego una
mezcla de detergentes (5% SDS, 5% Triton X-100, 5% Tween 40, y 5% Triton X-15)
(Bechtel y Wilson, 2000), se centrifugd a 2500 rpm por 5 min. Se descarto el sobrenadante
y se realizaron lavados con agua. EI almiddn extraido se secé en estufa a 37 °C durante

toda la noche y se molié en mortero.

La distribucién del tamafio de los granulos de almiddn aislado se midié en un

analizador de tamafio de particulas por difraccion de rayos laser (LA-950E, Horiba, Japdn).
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Se us6 un indice de refraccion estandar para agua de 1,32 y de 1,52 para almidon. Para
separar las dos poblaciones de granulos (tipo Ay tipo B) se defini6 un corte a 10,1-pum de

didmetro. Los volumenes se calcularon suponiendo que todos los granulos eran esféricos.

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Se utilizo un calorimetro diferencial de barrido DSC 823 (Mettler-Toledo, Suiza)
para el estudio de las propiedades térmicas del almiddn en las distintas harinas. El equipo
fue calibrado con indio y cinc, y una capsula de aluminio vacia y sellada (pero perforada),
fue utilizada como referencia. Se colocaron 10 mg de muestra en las capsulas del
calorimetro y se adiciond dos veces su peso en agua. Las harinas hidratadas se dejaron
reposar por 24 h a 25 °C. Para el ensayo la muestra fue calentada de 30 °C a 120 °C con
una rampa de 10 °C por min. Luego del analisis las muestras se almacenaron a 4 °C por 14

dias y se sometieron al mismo programa de calentamiento para medir la retrogradacion.

Flujo de calor

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 2.1: Registro de una corrida de DSC y sus principales indicadores: To (temperatura
de inicio de la gelatinizacion, Tp (temperatura de pico), Tc (temperatura de finalizacion) y
AH (entalpia de gelatinizacion).
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Se tomaron las temperaturas de inicio (To), de pico (Tp) y de finalizacion (Tc),
ancho de pico (se mide como la diferencia de temperaturas a la mitad de la altura del pico)
(Ap) y las entalpias de gelatinizacion (AHgel) y retrogradacion (AHret) (Figura 2.1). Todas
las determinaciones realizadas mediante calorimetria diferencial de barrido fueron llevadas

a cabo, como minimo, por duplicado.

PERFIL DE VISCOSIDAD (RVA)

Para analizar el perfil de viscosidad de las muestras en funcion de la temperatura y
el tiempo se utilizé un viscoanalizador (RVA-4; Newport Scientific Pty. Ltd., Australia)
siguiendo el método estandar 1 de Newport Scientific. Para el analisis se mezclaron 3,0 ¢
de harina (al 14% de humedad) con 25 mL de agua destilada en un canasto de aluminio. Se
realizo un ciclo de calentamiento de 50-95 °C en 283 s, con un mantenimiento a 95 °C
durante 150 s, y un posterior enfriamiento a 50 °C. Al inicio de cada ciclo las dispersiones
se mezclaron a 960 rpm por 10 s y luego a se mantuvo una velocidad de mezclado de 160
rpm durante todo el ensayo. Durante el proceso, se registraron los valores de viscosidad y
temperatura. El andlisis de estos datos fue llevado a cabo utilizando el software
Thermocline para Windows suministrado por el fabricante del equipo. A partir de los
viscogramas (Figura 2.2) se obtuvieron los siguientes parametros: temperatura de pico,
viscosidad méaxima, temperatura de pasting, viscosidad final, viscosidad de caida,

estabilidad y retrogradacion. Todas las mediciones fueron realizadas por duplicado.
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Figura 2.2: Curva de RVA tipo y sus principales indicadores (Newport Scientific, 1998).

Temperatura de pasting: es la temperatura al inicio del aumento de la viscosidad.
Proporciona una idea de la temperatura minima necesaria para el calentamiento de una
muestra determinada.

Viscosidad méaxima: se relaciona con la capacidad de absorcion del agua por el
parte del almidon o la mezcla.

Estabilidad (o Breakdown): es la diferencia entre la viscosidad maxima y la
viscosidad de caida. Se encuentra en la etapa en la cual se mantiene la pasta a temperatura
constante (normalmente a 95°C).

Viscosidad de caida (o trough): es el menor valor de viscosidad antes de que
comience la retrogradacion. Se encuentra en la etapa final del calentamiento a temperatura
constante, antes de disminuir la temperatura. La tasa de reduccion depende de la
temperatura y el grado de la mezcla, del esfuerzo aplicado a la mezcla y de la naturaleza de
los elementos implicados.

Retrogradacion (o setback): es la diferencia entre la viscosidad final y la

viscosidad de caida. Cuando la pasta vuelve a enfriarse el almidon se reorganiza, y como
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consecuencia de este fendbmeno, la viscosidad vuelve a incrementarse. Este fendmeno ha
sido correlacionado con la textura de varios productos.
Viscosidad final: Indica la capacidad del material para formar una pasta o gel

viscoso después del calentamiento y enfriamiento.

ELABORACION DE GALLETITAS

Para determinar la calidad galletitera de cada una de las muestras en estudio se
procedio a elaborar galletitas dulces segtin el Micro método IIT descripto por Finney et al.
(1950) con las modificaciones realizadas en el CIMMYT (Leon et al., 1996). Se utilizo la

siguiente formulacion:

Harina 45,00 g
Azucar impalpable 27,00 g
Grasa vegetal 20,20 g
Bicarbonato de sodio 0,50 ¢
Sal 0,429
Leche en polvo 2,259
Agua 8,50 mL

Primero se mezclo el azucar, la leche en polvo, la sal y el agente leudante; se agregé la
manteca y se batié durante 2 min hasta obtener una crema. Luego se incorporé el agua y se
batié por 1 min. Por ultimo se afiadi6 la harina y se batié durante 2 min. Con la masa
obtenida se formé un cilindro de unos 10 cm de largo y se lo colocé entre dos varillas de
madera (de 7 mm de alto) separadas entre si por unos 5 cm. Se realizaron 12 pasadas con
un palo de amasar, se cortaron cilindros de 45 mm de diametro que se colocaron sobre una
placa de horno. Las galletitas se hornearon a 200 °C durante 10 minutos, luego se dejaron
enfriar y se almacenaron en bolsas cerradas durante 24 h a 25 °C. Luego de ese tiempo se

les midi6 el factor galletita, el color y la textura con el fin de evaluar su calidad.
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Para las galletitas elaboradas con los trigos de la cosecha del afio 2006 se utilizé un
horno rotativo a gas Cyclo (Ciclo Ingenieria, Argentina); mientras que para las del 2007 se
utiliz6 un horno eléctrico Beta 107 IPA (Pauna, Argentina).

FACTOR GALLETITA

Se determind mediante la relacién entre el didmetro y la altura de 4 galletitas
tomadas al azar (Leon et al., 1996). Se colocaron los 4 discos elegidos uno al lado del otro
y se tomé el largo total (D), luego se gir6 cada disco 90° y se volvié a tomar el largo total
(Dy), se colocaron luego los discos uno arriba del otro para tomar la altura total (A), se
calculo el valor del Factor galletita del siguiente modo:

FG = [(D1+ D»)/2] / A

TEXTURA

La textura de una galletita es un parametro muy importante a tener en cuenta a la
hora de evaluar la aceptabilidad del consumidor. En galletitas se evalta principalmente la
resistencia a la mordida, lo que se puede realizar mediante un texturémetro. Este equipo
permite determinar las propiedades mecanicas de las galletas mediante la medicién de la
fuerza aplicada hasta lograr la ruptura de la galleta aplicando el método three-point break
(Gaines, 1991)

Para evaluar la resistencia de las galletitas a la mordida se utiliz6 un texturémetro.

Se coloc6 una galletita con una distancia de 4,5 cm entre los dos puntos de apoyo; y se

57



realizd la compresion a una velocidad de 0,5 mm/s usando una sonda tipo HDP/3PB. La

dureza se evalué sobre 4 galletitas 24 horas despues de la coccion.

Para medir la textura de las galletitas de la cosecha 2006 se utiliz6 analizador de
textura, Texture Analyzer modelo TA-XT2i (Stable Micro Systems, Reino Unido);
mientras que para las del 2007 se utiliz6 un Universal Testing Machine, modelo 3342
(Instron Corporatin, EEUU).

COLOR

Para medir el color en la superficie de las galletitas se utilizo con un
espectrofotometro de reflectancia Minolta 600d (Konica Minolta, Japén) de 8 mm de
apertura, angulo del observador 10°, iluminante D65., Los valores de color se expresaron
en término de luminosidad (L), equilibrio entre rojo y verde (a), y equilibrio entre amarillo
y el azul (b). Previamente se realiz6 la calibracion del instrumento. Como medida objetiva
del color se utilizo el sistema Cie-Lab (C.1.E., 1986), que define cada color a partir de tres
coordenadas denominadas L*, a* y b*. Las magnitudes L*, a*, y b* son adimensionales y
se definen en funcion del tipo de estimulo para tratar de simular a los observadores reales
(Joshi y Brimelow, 2002). La coordenada L* recibe el nombre de luminosidad y a* y b*
son las coordenadas colorimétricas que forman un plano perpendicular a la luminosidad,
siendo, a su vez, perpendiculares entre si. El valor a* es una medida de la intensidad de
color rojo, en el desplazamiento sobre el eje a* hacia valores positivos del punto
acromatico se observan los rojos y hacia valores negativos los verdes. El valor b* es una
medida de la intensidad de color amarillo, en el desplazamiento sobre el eje b* hacia
valores positivos del punto acromatico se observan los amarillos y para valores negativos

los azules.
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ANALISIS ESTADISTICO

En todos los casos se realizaron las determinaciones por duplicado y los resultados
se informaron como el valor promedio *+ la desviacion estandar. Estos analisis fueron
realizados mediante los programas INFOSTAT e INFOGEN (Facultad de Ciencias
Agropecuarias, UNC, Argentina).

Se calculd la frecuencia relativa de los alelos presentes en los locus Glu-Al, Glu-
B1, Glu-D1 y Secalinas de las lineas de trigo en estudio. Los datos obtenidos a través de
los diferentes estudios realizados se trataron estadisticamente mediante analisis de varianza
(ANAVA) v los resultados fueron comparados por el Método de la Minima Diferencia
Significativa (LSD) de Fisher o DGC, a un nivel de significacion del 0,05. Las relaciones
entre los parametros medidos fueron evaluadas por el Método de Pearson y los valores de

coeficiente de correlacion informados se consideraron significativos con un p < 0,05.

Para el analisis de la influencia de las distintas gluteninas y secalinas sobre la
composicion y calidad galletitera de las harinas se realizd primeramente un analisis de
componentes principales usando la composicion de gluteninas y secalinas como
observaciones, luego los datos se ajustaron con un Modelo Lineal General y Mixto
(MLGM), tomando el afio de cosecha y la composicion de Glu-Al, Glu-B1, Glu-D1 y
Secalinas como efectos fijos; y al genotipo como efecto aleatorio. Los componentes de la
varianza se estimaron con la verosimilitud maxima (ML) con el fin de comparar las
magnitudes relativas de las fuentes de variacion. Los valores medios se compararon por el
Método de la Minima Diferencia Significativa (LSD) de Fisher a un nivel de significacion
del 0,05. Del mismo modo se realizé un analisis de la varianza multivariado (MANOVA),
tomando a las gluteninas y secalinas como variables de clasificacion, con el objeto de
confirmar diferencias significativas entre las distintas variedades de trigo blando para las
variables estudiadas, utilizando el test de Hotelling a un nivel de significancia de 0,05 para

evaluar las medias
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Con el fin de predecir la calidad galletitera de las harinas se realiz6 una regresion
lineal multiple usando el factor galletita como variable dependiente. Se determind el
modelo que mejor ajust6 usando la eliminacion de variables de backward; y se calculé el
error predictivo medio (MSPE) usando el método de jackknife como una medida de la

capacidad predictiva del modelo.

Para evaluar la calidad galletitera de las harinas y de las distintas combinaciones de
HMW-GS vy secalinas, se realizaron anélisis de conglomerados, que luego fueron utilizados
para el ANAVA con el fin de identificar diferencias significativas entre los conglomerados

obtenidos.

Con el fin de explorar la variabilidad entre los distintos trigos en cuanto a las
caracteristicas y propiedades del almidén, se realizd un andlisis de componentes

principales utilizando las variables que mostraron diferencias entre genotipos.
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CAPITULO 3
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RESULTADOS Y DISCUSION

Primeramente se caracterizaron los genotipos de trigo seleccionados en cuanto a la
composicion molecular de gluteninas de alto peso molecular, secalinas y puroindolinas. Se
molieron las 44 lineas de trigo blando correspondientes a la cosecha 2006, y se determino
la textura de los granos. A las harinas se les determind la composicién fisico-quimicas, y
se evalu6 su calidad galletitera mediante distintos test predictivos y elaborando galletitas a
partir de las mismas. En base al anlisis de los resultados obtenidos en esta primera etapa,
se seleccionaron las determinaciones que mostraron un mayor impacto sobre la calidad

galletitera de los trigos para repetirlas en la cosecha 2007.

PRIMERA ETAPA

VARIABILIDAD GENETICA DE LAS DISTINTAS LINEAS
DE TRIGO BLANDO

En la Tabla 3.1 se muestra la composicion de puroindolinas, gluteninas de alto peso
molecular (HMW-GS) y secalinas para cada uno de los genotipos estudiados. Los 44 trigos
presentaron ambas puroindolinas totalmente funcionales (combinacion de alelos Pina-

1Da/Pinb-1Da), lo que corresponde a genotipos de trigo blando.
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Tabla 3.1. Composicion de los 44 genotipos de trigo en cuanto a: subunidades de
gluteninas de alto peso molecular, secalinas y puroindolina

Entrada Glu-Al Glu-B1 Glu-D1 Secalinas PIN-A PIN-B

1 2% 17+18 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
2 2* 7+9 5+10 No Pina-Dla Pinb-Dla
3 2* 7+8 2+10* No Pina-Dla Pinb-Dla
4 2% 17+18 5+10 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
5 2% 13+16 2+12 1A/IR Pina-Dla Pinb-Dla
6 2% 7 2+10* 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
7 2% 7+9 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
8 2* 13+16 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
9 1 13+16 5+10 No Pina-Dla Pinb-Dla
10 2* 7 2+10* 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
11 2* 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
13 2* 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
14 2* 6+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
18 1 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
19 nulo 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
20 2* 7+8 5+10 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
21 1 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
22 2* 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
23 1 7+8 5+10 1A/1IR Pina-Dla Pinb-Dla
24 2* 7+9 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-D1a
25 2* 7+9 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
26 2* 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
27 1 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
29 1 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
30 nulo 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
31 1 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
32 1 7+8 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-Dla
33 2% 7+8 2+12 1B/1IR Pina-Dla Pinb-D1a
34 2* 7+9 5+10 No Pina-Dla Pinb-Dla
35 1 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
36 1 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
37 2% 7+9 2+12 1B/1R Pina-Dla Pinb-D1a
38 1 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
39 2* 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
41 2* 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
42 1 6+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
43 1 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
44 nulo 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
45 2* 7+8 2+10* No Pina-Dla Pinb-Dla
47 nulo 7+9 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
48 2* 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
49 2* 7+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
50 2* 6+8 2+10* No Pina-Dla Pinb-Dla
55 2* 6+8 2+12 No Pina-Dla Pinb-Dla
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En la Figura 3.1 se muestran fotografias de geles de agarosa utilizados para la

identificacion de las puroindolinas.

A

Pina-Dla
[=——————

B

Pinb-Dla
—_—

Figura 3.1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR luego de la
amplificacion con los primers Pina-D1F y PinA-D1R para Pina y los primers Pinb-D1F y
Pinb-D1R para Pinb. A: Calles 1 a 3y 5 a 11 trigos: 2, 4, 8, 13, 25, 29, 35, 44, 47 y 50
respectivamente; en la calle 4 se sembrd un testigo con el alelo nulo Pina-1D, asociado a
textura dura. La punta de la flecha verde indica los fragmentos correspondientes a la
amplificacion del alelo normal (blando) Pina-D1la. B: Calles 1 a 8 y 10 y 11 trigos: 2, 4, 8,
13, 25, 29, 35, 44 y 47 y 49 respectivamente; en la calle 9 se sembrd un testigo portador
del alelo Pinb-1Db, asociado a textura dura. La punta de la flecha roja indica los
fragmentos correspondientes a la amplificacion del alelo normal (blando) Pinb-Dla. M:
standard de peso molecular de ADN 100bp ladder (Promega). Las bandas correspondientes
a 100 y 500 bp se destacan por su mayor intensidad.

En las fotografias de ambos geles se puede observar que todos los genotipos
sembrados eran portadores de alelos normales para ambas puroindolinas, indicando que

todos estos trigos corresponden a genotipos de textura blanda.
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En la Figura 3.2 se muestran dos geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizados
para la identificacion de las distintas subunidades de gluteninas de alto peso molecular
(HMW-GS) en 8 de los 44 genotipos de trigo blando estudiados.

nulo 1
2 5
7+8
10*
12 10
A

Figura 3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de las gluteninas de alto
peso molecular (HMW-GS): A. Calles 1, 2, 3y 4 trigos 19 (nulo, 7+8 y 2+12); 3 (2*, 7+8
y 2+10%), 6 (2*, 7 y 2+10*) y 10 (2*, 7 y 2+10*) respectivamente. B. Calles 1, 2, 3y 4
trigos 1 (2*, 17+18 y 2+12), 5 (2*, 13+16y 2+12), 8 (2*, 13+16y 2+12) y9 (1, 13+16 y
5+10) respectivamente.

En la Figura 3.3 se muestra una fotografia de una electroforesis en gel de
poliacrilamida en medio acido (A-PAGE) utilizada para identificar la presencia de
secalinas provenientes de dos tipos de translocaciones de centeno. En la fotografia se
puede observar que las sacalinas provenientes del centeno aparecen en la zona

electroforética correspondiente a las y gliadinas.

Luego de la caracterizacidn molecular de los distintos genotipos de trigo se realiz
un analisis de frecuencia para conocer la variacion alélica en cuanto a las HMW-GS para

los distintos loci y a la presencia de secalinas (Tabla 3.2).
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Figura 3.3. Electroforesis acida en gel de poliacrilamida (A-PAGE). Calles 1 a 10 trigos: 1
(sin secalinas), 2 (sin secalinas), 3 (sin secalinas), 4 (secalinas correspondientes a la
translocacion 1BL/1RS), 5 (secalinas correspondientes a la translocacion 1AL/1RS), 6
(sealinas correspondientes a la translocacion 1BL/1RS), 7 (sealinas correspondientes a la
translocacion 1BL/1RS), 8 (sin secalinas), 9 (sin secalinas), y 10 (sealinas correspondientes
a la translocacion 1BL/1RS). EIl recuadro en rojo y negro sefialan las secalinas
correspondientes a la translocacion 1AL/1RS y 1BL/1RS respectivamente.

El locus Glu-Al presento tres variantes alélicas, las subunidades 1, 2* y la variante
nula. La subunidad de mayor frecuencia fue la 2* (61,4 %), seguida por la subunidad 1
(29,5 %). Estos resultados son similares a lo informado por Lerner et al. (2009) quienes
analizaron 119 cultivares de trigos pan registrados en Argentina e informaron que el 63,9
% de los trigos presentaban el alelo 2*, el 33,6 % tenian el alelo 1 y solo el 2,5 % presento
el alelo nulo. Mientras que en un trabajo realizado sobre 138 trigos panaderos de China
(He et al., 2005), encontraron que la subunidad 2* fue la méas frecuente (60,3 %), seguida
por el alelo nulo (28,6 %). Lookhart et al. (1993) realizaron un analisis sobre la presencia
de diferentes HMW-GS sobre 25 cultivares de trigo blando rojo y 10 de trigo blando
blanco, cominmente sembrados en Estados Unidos y encontraron que la subunidad 2* fue
la mas frecuente en ambos grupos (56 % y 50 %, respectivamente) y que ningun cultivar

tenia el alelo nulo.
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Tabla 3.2. Frecuencias observadas para los distintos loci de gluteninas de alto peso
molecular (HMW-GS) y secalinas.

Loci Subunidades  Frecuencia (%)
Glu-Al 2* 61,4
1 29,5
Nulo 9,1
Glu-B1 13+16 6,8
17 + 18 4,5
6+8 9,1
7+8 47,7
7+9 27,3
7 4,5
Glu-D1 2 +10* 11,4
5+10 13,6
2+12 75,0
Secalinas 1A/1R 4,5
1B/1R 34,1
No 61,4

Para el locus Glu-B1, se identificaron seis variaciones alelicas, dentro de las cuales
predominaron las subunidades 7+8 y 7+9, mostrando una frecuencia de 47,7% y 27,3%
respectivamente. Lerner et al. (2009) informaron igual niUmero de variantes alélicas para el
locus Glu-B1, dentro de las cuales indicaron la presencia de las subunidades 7+8* y no
encontraron trigos con la subunidad 7. En el mismo estudio informaron frecuencias alélicas
similares al presente trabajo para el locus Glu-B1, ya que encontraron que las subunidades
7+8, 7+8* y 7+9 estaban presentes en el 80,7% de los trigos. Por su parte He et al. (2005)
encontraron 8 variantes alélicas para este locus, siendo las subunidades 7+8 y 7+9 las de
mayor frecuencia (35,7% y 38, 9% respectivamente). Lookhart et al. (1993) encontraron
solo 4 variantes alélicas en trigos blandos (6+8, 7+8, 7+9 y 13+16), siendo las subunidades

7+8 y 7+9 las de mayor frecuencia.

Para el locus Glu-D1 se identificaron tres variantes alelicas, siendo la subunidades
2+12 las de mayor frecuencia (75,0%). Esta frecuencia elevada se debe a que las lineas

experimentales y los cultivares fueron seleccionados por la textura blanda del grano, el
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bajo contenido proteico y el deficiente desempefio panadero; es sabido que la presencia de
las subunidades 5+10 est& asociada a la buena calidad panadera y las subunidades 2+12 a
la calidad deficiente. Lerner et al. (2009) informaron la presencia de las subunidades 5+10
en el 94,1% de los trigos panaderos analizados. Mientras que He et al., encontraron 4
variantes alélicas (5+10, 2+12, 3+12 y 4+12), siendo las variantes 2+12 y 5+10 las de
mayor frecuencia (53,2% Yy 28,6% respectivamente). Lookhart et al. (1993) reportaron tres
variantes alélicas (5+10, 2+12, 3+12) en un grupo de 10 cultivares de trigos blandos
(blancos) siendo la 2+12 la de mayor frecuencia (70,0%), mientras que en el otro grupo de
trigos blandos (rojos) encontraron solo las dos variantes mas comunes, siendo la 5+10 la

mas frecuente (52,0%).

Respecto a la presencia de translocaciones provenientes del centeno en trigo, se
encontré que el 61,4% de los trigos no tenian secalinas, indicando ausencia de la
traslocacion 1RS; el 34,1% poseian la translocacion 1BL/1RS, y el 4,5% restantes la
1AL/1RS. Por su parte Lerner et al. (2009) encontraron un solo trigo con la translocacion
1AL/1RS, mientras que el 36,1% presento la tranlocacion 1BL/1RS. En un estudio
realizado sobre 138 trigos panaderos de China se encontrd que el 34,9% poseian la
translocacion 1BL/1RS, mientras que no se detectd ninguno con la translocacion 1AL/1RS
(He et al., 2005).

Dentro de los 44 trigos en estudio se identificaron 23 combinaciones teniendo en

cuenta los tres locus Glu-1 y las secalinas (Tabla 3.3).

Cuando se calcularon las combinaciones teniendo en cuenta solo a las HMW-GS,
se encontré un total de 19 combinaciones presentes en los trigos. Lerner et al. (2009)
informaron un total de 17 variaciones, 9 de las cuales coincidieron con las encontradas en
el presente trabajo (1, 7+8, 5+10; 1, 748, 2+12; 1, 13+16, 5+10; 2*, 6+8, 2+12; 2*, 7+8,
2+12; 2*, 7+8, 5+10; 2*, 7+9, 5+10 y ; 2*, 17+18, 5+10). Por su parte Lookhart et al.

(1993) informaron un total de 10 combinaciones en trigos blandos, sobre 35 cultivares de
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trigo blando (25 rojos y 10 blancos) (1, 7+8, 5+10; 1, 748, 2+12; 1, 7+9, 5+10; 1, 7+9,
2+12; 2*, 7+8, 5+10; 2*, 749, 5+10 y ; 2*, 13+16, 5+10; 2*, 648, 2+12; 2*, 748, 2+12 y
2%, 7+9, 2+12).

Tabla 3.3. Combinacion alelica observada para los tres locus de gluteninas de alto peso
molecular y las secalinas.

Glu-Al Glu-B1 Glu-D1 Secalinas n
2* 6+8 2+12 No 2
2* 6+8 2+10* No 1
2* 7 2+10* 1B/1R 2
2* 7+8 2+12 1B/1R 2
2* 7+8 5+10 1B/1R 1
2* 7+8 2+10* No 2
2* 7+8 2+12 No 5
2* 7+9 5+10 No 2
2* 7+9 2+12 1B/1R 4
2* 7+9 2+12 No 2
2* 13+16 2+12 1A/1R 1
2* 13+16 2+12 No 1
2* 17+18 2+12 No 1
2* 17+18 5+10 1B/1IR 1

1 6+8 2+12 No 1
1 7+8 5+10 1A/1R 1
1 7+8 2+12 1B/1R 5
1 7+8 2+12 No 3
1 7+9 2+12 No 2
1 13+16 5+10 No 1
nulo 7+8 2+12 No 3
nulo 7+9 2+12 No 1

n, corresponde al nimero de trigos con dicha combinacion

CARACTERIZACION DE LOS TRIGOS (COSECHA 2006)

Conocer las caracteristicas de las harinas, en cuanto a su composicion y
propiedades, nos permite realizar una mejor clasificacion de los diferentes cultivares de

trigo de acuerdo a su potencial uso en la elaboracién de diferentes productos. Las
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propiedades de una harina de trigo varian de acuerdo a la textura del grano, el genotipo y

las condiciones ambientales de su cultivo.

Con el fin de conocer el grado de dureza de los diferentes genotipos se realizé el
indice de tamafio de particula (PSI, AACC, 2000, 55-30,01). La dureza del grano es el
factor mas importante a tener en cuenta a la hora de determinar el uso final de un trigo. En
la Tabla 3.4 se puede apreciar el rango de texturas que se encontrd para los trigos blandos
en estudio. Las distintas lineas se clasificaron fenotipicamente, de acuerdo a la
categorizacion de la tabla de textura de AACC, entre semi duras (PSI entre 17 y 20) y muy
blandas (PSI entre 31 y 35), siendo en promedio semi blandas (PSI entre 21 y 25). Estos
resultados son similares a los encontrados por Igrejas et al. (2001) quienes reportaron
texturas desde muy blandas a semi duras en una poblacion de 150 lineas de trigo blando

cultivadas durante tres afios de manera consecutiva.

Si bien la textura de los granos de trigo se encuentra fundamentalmente
determinada por el gen Hardness, también es afectada por factores medioambientales

como la humedad, y por el contenido de lipidos y pentosanos (Glenn et al., 1991).

Tabla 3.4. Valores medio, maximo y minimo del indice de tamafio de particula (PSI) y la
calificacion de dureza segun la AACC.

PSI Medido (%) | PSI Referencia (%) | Categoria AACC
Media 24,1 21-25 Medianamente blando
Minimo 17,9 17-20 Medianamente duro
Maéaximo 32,1 31-35 Muy blando

La versatilidad de valores encontrados dejan de manifiesto el marcado efecto que
tienen los diversos factores asociados a la textura de los trigos sobre el fenotipo, ya que si
bien todos los genotipos presentaron ambas puroindolinas totalmente funcionales, el modo

en que se encuentran asociados los granulos de almidén a la matriz proteica varia
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considerablemente entre los distintos genotipos. Estas diferencias en los valores de dureza
del grano en trigos blandos han sido reportadas previamente por diferentes autores (Gazza
et al., 2008; Morris y Massa, 2003; Yamazaki y Donelson, 1983).

DETERMINACION DE LA COMPOSICION FISICO-QUIMICA DE
LAS HARINAS

A fin de estudiar las caracteristicas y la composicion de las harinas obtenidas a
partir de los 44 trigos blandos en estudio, se determind el tamafio de particula de las
harinas y los porcentajes de proteinas totales, gluten, almidon dafiado, pentosanos totales y
solubles. En la Tabla 3.5 se muestran los valores minimos, maximos, y las medias

determinadas para cada uno de los parametros en estudio.

Tabla 3.5. Valores maximo, minimo, media y desviacion estandar (DE) de: tamafio de
particula de harina (PSA), proteinas, gluten himedo, gluten seco, indice de gluten, almiddn
dafado (AD), pentosanos solubles (PS) y pentosanos totales (PT).

Variable MediatDE Minimo Maximo
PSA (um) 49,3+5/1 41,6 64,7
Proteina (%) 10,29 +1,19 8,38 13,16
G. Humedo (%) 29,29 £ 5,84 17,97 43,56
G. Seco (%) 10,24 + 2,28 6,25 15,49
indice de G. (%) 70,37 + 15,66 15,49 99,00
AD (%) 4,49 + 0,92 2,47 6,04
PS (%) 0,56 +0,17 0,30 0,93
PT (%) 4,44 + 1,69 1,40 7,79

El amplio rango de valores obtenidos para cada uno de los pardmetros evaluados
indica la existencia de una importante variabilidad fenotipica entre los distintos genotipos

de trigo blando evaluados.
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El tamafio de particula (PSA) de una harina esta relacionado con el grado de
dureza de los granos de trigo a partir de los cuales se obtuvo, y con el método de molienda
utilizado. Los trigos de textura blanda ofrecen menos resistencia a la molienda y producen
harinas con particulas méas finas, mientras que las harinas provenientes de granos mas
duros poseen particulas de mayor tamafio (Glenn y Saunders, 1990; Pearson et al. 2007).
Esto significa que si molemos distintos trigos bajo las mismas condiciones, las diferencias
encontradas en el tamafio de particula de sus harinas van a estar dadas por la dureza de los
granos; con lo que el tamafio de particula de una harina puede ser usado como un indicador
de la dureza del grano. Asi mismo, es de esperar que harinas que difieren en sus tamafos
de particulas muestren diferencias en cuanto a sus propiedades fisico-quimicas (Wang y
Flores 2000).

El tamafio de particula de las harinas mostré una importante variacion entre los
diferentes cultivares en estudio. Los valores obtenidos fueron similares a los informados
por Gaines (1985), quien trabajo con 83 trigos blandos, cuyas harinas presentaron un valor

medio de tamafio de particula de 77,1 um con una variacion entre 68,8—83,4 um.

El contenido proteico de una harina de trigo es un elemento importante a tener en
cuenta a la hora de clasificarla de acuerdo a sus posibles usos. Esto es un factor
trascendental para la elaboracion de pan, ya que un mayor contenido proteico se asocia a
un mayor volumen de las piezas, mientras que para la elaboracién de galletitas, donde no
se espera un desarrollo de gluten, se prefieren harinas de menor contenido proteico (Morris
y Rose, 1996). Los trigos blandos generalmente tienen un menor contenido de proteinas
totales que los trigos pan (Gaines, 1991; Souza et al., 1994; Morris y Massa, 2003). El
contenido de proteinas de los trigos mostré una importante variacion entre los diferentes
cultivares, y con valores similares a los reportados para trigos blandos (Igrejas et al., 2001;
Ram y Singh, 2004).
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Las proteinas de almacenamiento del trigo, gliadinas y gluteninas, tienen la
capacidad Unica de formar una red viscoelastica, denominada gluten, capaz de soportar el
leudado de las masas y conferir estructura a los productos elaborados a base de trigo. El
contenido de gluten de una harina es, junto con la textura del grano y el contenido proteico,
un importante factor a considerar a la hora de decidir sobre su posible uso. Los valores de
gluten humedo, gluten seco e indice de gluten obtenidos para los trigos de 2006 se
informan en la Tabla 3.5. Los valores encontrados para gluten himedo y gluten seco
fueron mayores a los informados para trigos blandos por Finney y Bains (1999), y
similares a los que Pasha et al., (2009) informaron para trigos de textura dura. En cuanto a
los valores de gluten index, se obtuvo una media por encima de lo que informaron Gaines
et al. (2006), quienes reportaron una media de 36,8% para 33 cultivares de trigo blando,
con un rango de valores de 0,0-95,0%.

Durante la molturacion de los granos de trigo se produce una lesion fisica sobre los
granulos de almiddén del endosperma, originando asi lo que se conoce cdmo almidon
dafiado (Manley, 1989). La intensidad del dafio dependera de las condiciones en que se
realiza la molienda (acondicionado del grano, ajuste entre rodillos y el grado de extraccion)
y de la dureza del grano (Hoseney, 1994). Se sabe que las diferencias en la dureza de los
granos se encuentran relacionadas con la fuerza con que estan fisicamente entrampados los
granulos de almidén en la matriz proteica (Barlow et al., 1973), por lo que el grado de
dafio producido sobre el almidon se encuentra directamente relacionado con la textura del

grano.

Conocer el nivel de almiddon lesionado permite inferir sobre la capacidad de
absorcion de agua de una harina ya que el almidén dafado tiene la capacidad de absorber
tres veces mas agua que el almidén nativo (Bushuk, 1998). En trigos panaderos un cierto
contenido de almiddon dafiado es beneficioso ya que aumenta la cantidad de azucares
fermentables por las levaduras, favoreciendo el leudado de las piezas de pan y demas
productos esponjados (Bettge et al., 1995). En trigos blandos, utilizados para la

elaboracién de galletitas, el almidén dafiado tiene un efecto negativo ya que una excesiva
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absorcion de agua ocasiona una disminucion del didmetro de la galleta y un incremento en
la dureza (Gaines et al., 1988).

En la Tabla 3.5 se puede observar el amplio rango de valores de almidon dafiado
obtenido para las 44 muestras de trigo en estudio. Los valores encontrados estan un poco
por encima de lo informado para trigos blandos (Igrejas et al., 2002; Finney y Bains,
1999; Bettge y Morris, 2000), pero considerablemente menores a valores correspondientes
a trigos duros (Colombo et al., 2008). Sobre la base del rango de valores hallados, se puede
inferir que si bien todos los genotipos son de textura blanda, ya que poseen ambas
puroindolinas totalmente funcionales, existen diferentes grados de dureza determinados por

otros factores.

Los pentosanos representan un componente minoritario de la harina de trigo, pero
tienen la facultad de afectar significativamente las propiedades de las masas y los
productos elaborados con trigo, debido a su gran capacidad de absorcion de agua (Kulp,
1968; Jelaca y Hlynka, 1971). Se sabe que tanto los pentosanos totales como los solubles
en agua se relacionan con un menor diametro de galleta y menor volumen de bizcochuelos
(Kaldy et al., 1991). Los pentosanos, tanto solubles como insolubles en agua, tienen la
capacidad de disminuir el agua disponible de las masas, aumentando la viscosidad y
disminuyendo por ende la capacidad de expansion de la galletita (Parey y Delcour, 2008).
La Tabla 3.5 muestra los valores obtenidos para pentosanos solubles (PS) y totales (PT). El
amplio rango de valores encontrados, se corresponde con lo informado por diferentes
autores tanto para trigos duros (Dornez et al., 2008; Li et al., 2009) como para trigos
blandos (Finnie et al., 2006). Dornez et al. (2008) determinaron el contenido de pentosanos
solubles y totales para 14 cultivares de trigo en tres afios de cosecha e informaron rangos
de 0,49-0,99% para PS y de 5,81-7,57% para PT. Colombo et al. (2008) encontraron
valores de 0,51-0,98% para PS y de 4,33-6,86 para PT en 18 cultivares de trigos pan
argentinos. Finnie et al. (2006) informaron valores menores, a los encontrados en trigo
pan, tanto para PS (0,24-0,91%) como para PT (3,1-6,4%), para 27 cultivares de trigo

blando. Cabe destacar que si bien los valores medios y maximos informados en el presente
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trabajo coinciden con los informados para diferentes trigos pan y trigos blandos, el valor
minimo de pentosanos totales se encuentra muy por debajo de los valores minimos

encontrados en bibliografia.

PRUEBAS DE PREDICCION

El indice de retencion de agua alcalina (IRAA) es un test que ha sido muy utilizado
para la seleccion de harinas de buena aptitud galletitera, asi como para distinguir entre
cultivares de trigo blando y duros. Este indice se relaciona con la capacidad de una harina
de retener agua en condiciones de alcalinidad, simulando lo que sucede en las masas de

galletitas por el agregado de bicarbonato de sodio como agente leudante.

Tabla 3.6. Valores minimo, maximo, media y desviacion estandar (DE) del indice de
retencion de agua alcalina (IRAA) y el perfil de capacidad de retencion de solventes
(SRC).

Variable Media+ DE  Minimo Maximo
IRAA (%) 65,36 £ 3,44 54,93 76,27
SRC sacarosa (%) 96,36 + 7,94 82,67 122,59
SRC lactico (%) 104,68 +12,1 74,35 131,69
SRC carbonato (%) 73,60 + 4,69 62,23 91,35
SRC agua (%) 56,89 +3,42 47,92 68,04

Harinas con mayores valores de IRAA indican una mayor absorcion de agua y una
menor calidad de galletita. La fraccién de la harina responsable de la retencion de agua
alcalina esta constituida por los pentosanos, las proteinas, las glicoproteinas y el almidén
dafado (Yamazaki y Lord, 1971). EI IRAA mostré un importante rango en los valores, tal
como se esperaba teniendo en cuenta la variabilidad encontrada en los componentes de la
harina asociados con este indice. El rango de valores de IRAA obtenidos (Tabla 3.6)
coincide con lo informado por Zhang et al. (2007) quienes trabajaron con un set de 17

genotipos de trigo blando de China cultivados en seis ambientes diferentes. Los autores de
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este trabajo informaron una media de 61,6% para las 102 determinaciones, con un rango de
51,5-71,2%.

En el afio 1994 Slade y Levine desarrollaron el perfil de capacidad de retencién de
solventes (SRC), el cual estd basado en los atributos de calidad requeridos en una harina
para la elaboracion de galletitas. EI SRC es utilizado para evaluar maltiples aspectos de la
calidad de los trigos a partir de la capacidad de una harina de retener un set de cuatro
solventes, cada uno relacionado con distintos componentes de las harinas como
pentosanos, almidén dafiado, gluteninas y con su capacidad de absorber agua. Es por esto
que el SRC provee informacion adicional y complementaria a la del IRAA y ayuda a la
identificacion de trigos con atributos especificos para la elaboracion de diferentes
productos.

Con el objetivo de evaluar la potencialidad de los diferentes trigos para producir
galletitas de buena calidad se sometié a las harinas al perfil de capacidad de retencion de
solventes, encontrandose un amplio rango de valores para los cuatro SRC (Tabla 3.6), lo
que indica una importante variabilidad entre los diferentes genotipos. Esto coincide con lo
encontrado para textura (PSI), contenido de proteinas, almidon dafiado y pentosanos, todos

parametros relacionados de manera directa con el perfil de SRC.

El SRC lactico presento la mayor variabilidad (74,35-131,69%), mientras que el
SRC agua mostré el rango de valores mas estrecho (47,92-68,04%). Si se compara el perfil
de SRC de los 44 trigos en estudio con lo encontrado en bibliografia para trigos duros:
Xiao et al. (2006) (116 trigos duros norteamericanos), Colombo et al. (2008) (18 trigos
panaderos argentinos) y Duyvejonck et al. (2011) (19 trigos panaderos europeos), se puede
confirmar que todos los valores de SRC son menores a los de la bibliografia. Si los
comparamos con lo informado para trigos blandos: Guttieri et al. (2001) (26 trigos blandos
norteamericanos), Ram y Singh (2004) (50 trigos indios de buena calidad galletitera) y

Zhang et al. (2007) (17 trigos blandos chinos), se observa que en general son similares a
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estos valores. Con esto se puede afirmar que los valores de SRC de los 44 genotipos de

trigo en estudio se encuentran dentro de lo informado para trigos blandos.

Cabe destacar que los valores minimos y medio de SRC lactico (74,35% y
104,68%, respectivamente) se encuentran por encima de lo informado por Ram y Singh
(2004) (69% y 92,6%, respectivamente) y Zhang et al. (2007) (62,4% y 91,2%,
respectivamente). Esto esta en concordancia con los valores relativamente altos de gluten
himedo y gluten seco que se encontraron, ya que el SRC lactico se correlaciona
directamente con las caracteristicas del gluten. Pese a que los niveles de almidon dafiado
de estas harinas fueron superiores a los encontrados en bibliografia, lo valores de SRC
carbonato se encontraron dentro de lo esperado para trigos blandos.

CALIDAD GALLETITERA

El mejor modo de saber si una harina producird galletitas de buena calidad es
elaborar el producto y luego evaluar los principales parametros relacionados a la calidad.
Con este objetivo se elaboraron galletitas a partir de las harinas obtenidas a partir de los 44
genotipos de trigo en estudio, a las que se les determiné el factor galletita (FG), la dureza
(textura) o resistencia a la mordida y el color. EI FG es una relacion entre el diametro y la
altura de cuatro galletitas tomadas al azar. Se considera que una galletita es de buena
calidad cuanto mayor sea el didmetro y menor sea la altura o espesor, de modo que las
harinas que produzcan valores mas altos de FG son consideradas de mejor calidad para la
elaboracién de este tipo de productos (Yamazaki y Lord, 1971). El segundo atributo de
calidad a tener en cuenta en un galletita es la textura, donde lo esperado es que resulte

tierna y crocante a la mordida.

Durante el horneado se produce la evaporacion de agua de la superficie de la
galletita, lo que produce la cristalinizacién de la sacarosa en la superficie, que al no
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permanecer unida al agua hace que la superficie de la galleta deje de estar himeda y
moldeable, esto hace que al expandirse la galletita, se produzca una ruptura de la superficie
que se observa como la formacion de grietas en la galletita (Hoseney, 1994). Mientras
mayor sea la perdida de agua, y mayor sea la expansion de la galletita durante el horneado,
mayor sera el agrietado de la superficie, y mejor la calidad de la harina que se utilizé para

su elaboracion, ya que se buscan harinas que no retengan agua durante el horneado.

En la Figura 3.4 se muestran las galletitas elaboradas a partir de tres harinas
representativas de la variabilidad encontrada, en cuanto a la aptitud galletitera de los trigos
evaluados. En la foto se observa como aumenta el agrietado de la superficie de las
galletitas a medida que aumenta el didmetro de las mismas.

Figura 3.4. Fotografia de las galletitas realizadas con tres de las lineas de trigo estudiadas
(linea 25, FG: 5,03; linea 21, FG: 6,22; linea 44, FG: 7,56).

En la Tabla 3.7 se informan los valores de factor galletita, textura y color de las
galletitas. Se obtuvo un amplio rango de valores tanto para el FG como para la textura, lo
que indica una gran variabilidad dentro de las muestras en cuanto a su aptitud galletitera.
Los valores maximo y promedio obtenidos fueron superiores a lo informado por Colombo
et al. (2008) quienes trabajaron con 18 trigos panaderos argentinos y obtuvieron un rango
de valores de 5,09-6,50, con un promedio de 5,73. La textura de las galletitas varié entre
4385-8821 ¢, estos valores estan por encima de los obtenidos por otros autores para
distintos tipos de galletitas dulces (Gaines et al., 1994; Agyare et al., 2005; Guttieri et al.,

2008; Hadi-Nezhad y Butler, 2009).
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Tabla 3.7. Valores minimo, maximo, media y desviacion estdndar (DE) de: factor galletita
(FG), textura y color de las galletitas.

Variable Media+ DE  Minimo Maximo
FG 6,20 + 0,58 5,03 7,56
Textura (g fuerza) 6601 + 1284 4385 8821
L 68,03 £ 1,53 64,58 71,21
a 7,00 £ 0,69 551 8,33
b 30,35+ 1,23 27,82 32,44

L: luminosidad; a: equilibrio entre el rojo y el verde; b: equilibrio entre el amarillo y el azul.

El color de una galletita es una de las primeras impresiones que registra el
consumidor y que influye sobre la aceptabilidad del producto. A nivel industrial es de
suma importancia lograr un color estable a lo largo del tiempo. Generalmente la evaluacion
del color es realizada por técnicos que observan el color de las galletitas, y le asignan una
categoria entre: Crema, Café Claro, Café, Café Oscuro y Café muy Oscuro, siendo
indeseables las harinas que producen galletitas de color Café Oscuro y Café muy Oscuro
(Sabattini, 1988). Para evitar los inconvenientes de los andlisis cualitativos de la
evaluacion del color, se utilizo un colorimetro de reflectancia, donde se determinaron los
valores de luminiosidad (L), equilibrio entre el rojo y el verde (a) y el equilibrio entre el

amarillo y el azul (b).

En trabajos previos Ledn (1995) y Ribotta et al. (2002) realizaron comparaciones
entre las evaluaciones de color realizadas por técnicos y los parametros medidos por el
colorimetro, y encontraron que las galletitas que presentan valores de L y b superiores a
55-57 y 20-22 son consideradas aceptables. Se sabe que las galletitas que mas se extienden
durante el horneado tendran un mayor namero de grietas en la superficie (Parey y Delcour,
2009). En este trabajo se observa que las galletitas que menos se expandian durante el

horneado presentaban una superficie lisa y mas blanca, con valores de L mayores a 68.
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Teniendo en cuenta los valores de luminosidad (L) y del equilibrio entre el amarillo
y el azul (b), podemos decir que los 44 genotipos de trigo blando produjeron galletitas de
color aceptable, ya que los valores minimos registrados para L y b fueron 64,58 y 27,82

unidades respectivamente.

Cuatro genotipos dieron valores de FG superiores a 7: entrada 36 (FG: 7,33),
entrada 39 (FG: 7,15), entrada 44 (FG: 7,56) y entrada 48 (FG: 7,22). Asi mismo todos
presentaron un aspecto superficial rugoso y un color aceptable tanto para L (entre 66,70-
67,95) como para b (entre 28,61-31,69). La textura de estas galletitas oscil6 entre valores
cercanos al minimo y ligeramente superiores a la media (5271-6669 g).

RELACION ENTRE LOS COMPONENTES DE LAS HA-
RINAS Y SU CALIDAD GALLETITERA

Con el objetivo de conocer la relacion existente entre la textura del grano, los
distintos componentes de la harina, los test de prediccion (IRAAy SRC) y los parametros
de calidad evaluados sobre la galletita, y poder evaluar las asociaciones existentes entre

ellos, se realizo un analisis de correlacion de Pearson’s, el cual se muestra en la Tabla 3.8.

El indice de tamafio de particula (PSI) es un indicador directo de la dureza del
grano, mientras que el analisis de tamafio de particula (PSA) es una medida del tamafio de
particula de las harinas, que puede ser asociado a la textura de los granos. Ambos
parametros correlacionaron negativamente entre ellos (p < 0,05), indicando que mientras
mas blando sea el grano (mayor PSI) menor sera el tamafio de particula de la harina (menor
PSA). Estos resultados coinciden con lo informado por Glenn y Saunders (1990) quienes
encontraron una asociacion positiva entre el PSA de la harina, la textura del grano y el tipo

de trigo.
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Tabla 3.8. Coeficientes de correlacion de dureza del grano (PSI), tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almidén dafiado

(AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos totales (PT), gluten himedo (GH), gluten seco (GS), indice de gluten (GI), SRC sacarosa (SRCs),
SRC lactico (SRCI), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa), indice de retencion de agua alcalina (IRAA), factor galletita (FG), textura de

la galletita (Text) y luminosidad de la galletita (L) .

PSI PSA Prot AD PS PT GH GS Gl SRCs SRCI SRCc SRCa IRAA FG  Text
PSA  -0,30*
Prot ns 0,41*
AD ns 0,35* ns
PS ns ns -0,30*  0,45*
PT ns ns -0,38*  0,49** 0,55**
GH ns ns 0,89** ns -0,39* -0,38*
GS ns ns 0,91** ns -0,40* -0,41* 0,99**
Gl ns ns ns -0,36*  -0,32* ns ns ns
SRCs ns ns ns 0,49** 0,76** 0,49** -0,36* -0,38* ns
SRCI ns ns ns ns ns ns ns ns 0,41* 041*
SRCc ns ns ns 0,54** 0,59** 0,37* -0,32* -0,33* ns 0,83** ns
SRCa ns ns ns 0,64**  0,47* 0,37* -0,36* -0,36* ns 0,76** 0,29* 0,86**
IRAA 0,40 -0,36* ns ns ns ns -0,32* -0,32* ns 0,59** 0,37* 0,76** 0,65**
FG ns -0,29* ns -0,63** -0,60** -0,39* ns ns ns -0,70** ns -0,57** -0,57** ns
Text ns ns 0,44* ns ns ns ns 0,33* ns ns ns ns ns ns ns
L ns ns ns 0,31* 0,36* 0,32* ns ns ns 0,48** ns 0,44* 0,38* ns -0,63** ns

*, **_Indican diferencias significativas a p < 0,05 y p < 0,001 respectivamente

; ns, no significativo.
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Se sabe que los trigos mas duros presentan un mayor contenido proteico y producen
harinas de textura mas gruesa y con mayor contenido de almidén dafiado (Pasha et al.,
2010; Gaines, 1985; Williams, 1967). ElI PSI no mostré correlacion significativa con
proteinas ni con almidén dafiado, mientras que el PSA presentd una correlacion
significativa y positiva con ambos parametros. Por otro lado el PSI no correlacion6 con
FG, mientras que el PSA mostré una correlacion significativa y negativa. Teniendo en
cuenta estos resultados se decidi6 utilizar el analisis de PSA como un indicador de dureza,
debido a la asociacion encontrada con PSI, almiddn dafiado, proteinas y galletitas.

Los SRC de sacarosa y carbonato correlacionaron positivamente con los
componentes de la harina a los que se encuentran asociados: pentosanos solubles y totales
y almidon dafiado, coincidiendo con lo informado por Zhang et al. (2007) en trigos
blandos. El SRC de sacarosa a su vez se correlaciono fuertemente y de manera positiva con
el contenido de almidon dafiado. Teniendo en cuenta la asociacion positiva entre el AD y
los pentosanos solubles (PS) y totales (PT), era de esperar que los trigos que presentaron
un mayor contenido de AD mostraran una mayor absorcion asociada a los pentosanos. Esta

misma relacion se mantuvo entre el SRC de carbonato y el contenido de PS 'y PT.

El SRC lactico mostré una correlacion positiva con el indice de gluten (1G), pero
no correlaciond con el contenido de proteinas, ni de gluten himedo ni seco. Se sabe que el
SRC lactico es una medida de la calidad proteica de las harinas, es decir su capacidad de
formar una red de gluten fuerte, y un mayor contenido proteico no indica necesariamente
una mejor calidad de gluten. La falta de correlacion encontrada entre el SRC lactico y el
contenido de proteinas en trigos blandos ha sido informada previamente por Gulttieri et al.,
(2001), mientras que la asociacion positiva con el IG fue encontrada por Gaines et al.,
(2006) para trigos blandos canadienses. En trigos duros, sin embargo, se han reportado
fuertes asociaciones entre SRC lactico con proteinas e indice de gluten (Xiao et al 2006;
Colombo et al 2008).
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El IRAA no presento correlacion con almidon dafiado, proteinas o pentosanos,
todos componentes responsables de la absorcion de agua alcalina. Sin embargo se encontro6
una correlacion positiva entre el IRAA y los cuatro indices de SRC. Tampoco se
encontraron correlaciones significativas entre el IRAA y la calidad galletitera (FG, textura
y color). Mientras que los SRC de sacarosa, carbonato y agua presentaron correlaciones
negativas con el factor galletita y positivas con L (luminosidad), coincidiendo con lo
informado por Ram y Singh (2004) y Gaines (2004). En base a los resultados encontrados,
se considera que el IRAA no resulté efectivo para predecir la calidad galletitera en trigos
blandos, como si lo hizo el SRC. La falta de capacidad predictiva del IRAA cuando es
utilizado para discriminar entre trigos pertenecientes a un mismo grupo de dureza ya ha
sido informada por Kitterman y Rubenthaler (1971). Es por esto que para los trigos de la
cosecha 2007 se planteo realizar unicamente el SRC.

El factor galletita no mostroé ninguna correlacion con contenido de proteinas, gluten
himedo, gluten seco o indice de gluten. Esto se debe probablemente al hecho de que en la
elaboracion de galletitas el desarrollo de la red de gluten se ve limitado por los grandes
niveles de grasa y azucar que tiene la masa (Huebner et al., 1999); sin embargo, las
proteinas no son componentes inertes en la elaboracion de galletitas (Gaines, 1990) ya que
retienen agua, compitiendo por el agua libre en el sistema, por lo que altos niveles de
proteinas reducen la extension de la galletita durante el horneado. En bibliografia existen
resultados contradictorios respecto al rol de las proteinas en la calidad galletitera. Si bien la
mayoria de los autores han reportado una asociacion negativa entre ambos parametros
(Faridi et al., 1994; Ram y Shingh, 2004), otros no han encontrado relacion entre ellos
(YYamamoto et al., 1996; Colombo et al., 2008). Esto se debe probablemente a que en la
mayoria de los trabajos no se tiene en cuenta la influencia de un determinado tipo de
proteinas sobre el diametro de la galletita. Tranquilli et al. (2002) desarrollaron lineas
recombinantes entre un trigo diploide y un trigo hexaploide, y encontraron que el efecto
negativo de las proteinas sobre la calidad galletitera se debia a una cuestion cualitativa y no

cuantitativa.
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Los demés componentes asociados a la absorcion de agua: almidén dafiado y
pentosanos solubles y totales, correlacionaron de manera negativa con el FG al igual que
los SRC asociados a estos (SRCc, SRCs, SRCa), indicando que estos poseen una mayor
influencia sobre el diametro de la galletita que el contenido proteico. El diametro final de
la galletita se relaciona con la cantidad de agua libre en la masa para actuar como solvente
y con la fuerza de la masa (Ram y Singh, 2004). Los componentes de la harina capaces de
ligar agua aumentan la viscosidad de la masa, lo que disminuye su capacidad de expansion
durante el horneado, influyendo negativamente sobre el didametro final de la galletita
(Parey y Delcour, 2008).

La textura de una galletita es un importante atributo sensorial a tener en cuenta a la
hora de hablar de calidad, lo que se espera es que sea crocante y facil de morder (Zoulias et
al., 2000). Existen diversos factores asociados a la harina, como la textura del grano, el
contenido de proteinas y la capacidad de la harina de absorber agua, que afectan esta
propiedad (Gaines et al., 1994). En este trabajo se encontro que la textura de las galletitas
solo se vio afectada por el contenido de proteinas y el gluten, en concordancia con lo
informado por Gaines et al. (2004); mientras que no se encontrd asociacion significativa

entre la textura y el factor galletita.

En cuanto al color, se encontré una asociacion negativa entre la luminosidad (L) y
el FG, y positiva con almidén dafiado, pentosanos (solubles y totales), y con los SRC de
sacarosa, carbonato y agua. Esto significa que las harinas de mayor tamafio de particula y
con mayor capacidad de absorber agua, produjeron galletitas mas claras y de menor
relacion diametro y altura. Teniendo en cuenta el aspecto superficial, o agrietado de la
galletita, vemos que un FG mas pequefio se asocia un una menor pérdida de agua durante
el horneado, lo que produce galletitas mas claras y con superficies mas lisas. Los valores
de a 'y b no presentaron correlacion significativa con ningin parametro de la harina o de la
calidad galletitera. En trabajos previos se ha informado que los pardmetros de color que
influyen sobre la aceptacion de la galletita son L y a (Leon, 1995; Ribotta et al., 2002), los

cuales se encuentran afectados por el contenido de fibra y ceniza de las harinas.
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APTITUD GALLETITERA DE LAS HARINAS

En base a todos los parametros analizados se desarroll6 una ecuacion de prediccion
del factor galletita mediante un analisis de regresidn multiple. Para el ajuste del mejor

modelo de regresion se utilizo la eliminacion de variables hacia atrés.

FG =12,57 - 0,04 SRCsac - 0,03 PSA - 0,15 AD

Con un R? de 0,65 y un error cuadrético predictivo medio (ECPM) de 0,16.

En base a esta ecuacion podriamos seleccionar harinas de trigo blando con buena
aptitud para la elaboracion de galletitas utilizando como variables el tamafio de particula de
la harina, el contenido de almidon dafiado y el SRC sacarosa, con las que podemos
predecir el 65% de la variacion en el FG. En un trabajo previo Zangh et al. (2007)
obtuvieron una ecuacion de prediccion para el diametro de la galletita, que incluia al SRC
sacarosa y al tamafio de particula de la harina, con un R® de 0,82; mientras que Gaines
(2004) propuso como variables independientes al SRC sacarosa, contenido de proteinas y

la textura del grano.

Con el objetivo de evaluar las diferencias en las caracteristicas de las harinas y la
aptitud galletitera de los distintos trigos se realizé un analisis de conglomerados utilizando
el PSA, el SRC sacarosa y el AD como variables, y al genotipo como criterio de
clasificacion. De este modo pudimos agrupar a las distintas lineas de trigo teniendo en
cuenta las mismas variables seleccionadas en la ecuacion cémo las mejores predictoras del
FG. Para el analisis de eligi6 el método de agrupamiento de Ward y la distancia
Manhattan. EI nimero de grupos se fijo arbitrariamente en cuatro, utilizando como criterio

de corte el 30 % de la distancia maxima. El dendrograma se muestra en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Dendrograma. Conglomerado 1, n=10; Conglomerado 2, n=20;
Conglomerado 3, n=2 y Conglomerado 4, n=12.

A partir de los conglomerados obtenidos se realizo un analisis de la varianza con el
objetivo de analizar las diferencias entre los grupos, utilizando los conglomerados cémo
variable de clasificacion. En la Tabla 3.9 se muestran los valores de las variables que

mostraron diferencias significativas entre los conglomerados.

Tabla 3.9. Analisis de la varianza de los conglomerados'*

PSA AD PS PT SRCsac SRCcarb SRCagua IRAA FG L

1 54,02B 558C 0,61B 531B 9851B 7558B 5888B 64,84A 565A 69,07B
2 49,87B 4,40B 058B 463B 97,10B 7348B 56,63B 6508A 6,23B 67,91 A
3 4283A 580C 092C 569B 119,79C 85,72C 6493C 72,69B 549 A 68,88B
4 4562A 350A 044 A 317A 8943A T70,14A 5432A 6505A 6,74C 67,23A

T Tamafio de particula (PSA), Almidén dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos solubles (PT), SRC sacarosa
(SRCsac), SRC carbonato (SRCcar), indice de retencion de agua alcalina (IRAA), factor galletita (FG), luminosidad (L).
2 etras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)

Conglomerado 1: Lineas: 1, 5, 13, 14, 21, 23, 29, 31, 32 y 33.

Conglomerado 2: Lineas: 2, 3, 6, 7, 11, 18, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 30, 34, 37, 38, 41, 45, 50 y 55.

Conglomerado 3: Lineas: 4y 8.

Conglomerado 4: Lineas: 9, 10, 19, 35, 36, 39, 42, 43, 44, 47, 48 y 49.
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Se observd que los conglomerados difirieron en el tamafio de particula de las
harinas, el contenido de pentosanos (solubles y totales) y de almiddn dafiado, en los SRC
de sacarosa, carbonato y agua, el IRAA, la luminosidad de las galletitas y en el FG. Los
parametros asociados a la calidad del gluten (GH, GS, Gl y SRC Ilactico), no mostraron

diferencias significativas entre los conglomerados.

Los conglomerados 1 (Lineas: 1, 5, 13, 14, 21, 23, 29, 31, 32 y 33) y 3 (Lineas: 4
y 8), con 10 y 2 genotipos respectivamente, presentaron los menores valores de FG, los
més altos para L y el mayor contenido de almidon dafiado. Los genotipos del
conglomerado 3 tuvieron las harinas con mayores valores de PS, SRC sacarosa, SRC
carbonato, SRC agua e IRAA. El conglomerado 2 (Lineas: 2, 3, 6, 7, 11, 18, 20, 22, 24, 25,
26, 27, 30, 34, 37, 38, 41, 45, 50 y 55), con 20 genotipos, presentd un buen FG (6,23) y
valores intermedios de almidén dafiado y pentosanos solubles, SRC sacarosa, SRC
carbonato y SRC agua. El conglomerado 4 (Lineas: 9, 10, 19, 35, 36, 39, 42, 43, 44, 47, 48
y 49) agrupd a 12 genotipos con el mejor FG, y que mostraron los menores valores de
PSA, almidon dafiado y pentosanos (solubles y totales) SRC sacarosa, SRC carbonato y
SRC agua e IRAA.

SEGUNDA ETAPA

En esta segunda etapa se evaluaron los 44 genotipos de la cosecha 2007. A partir de
los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo, se decidid evaluar los siguientes
parametros: tamafio de particula de las harinas, contenido de pentosanos (solubles y
totales), proteinas y almidén dafiado, perfil de capacidad de retencion de solventes; asi
cémo elaborar galletitas a partir de las harinas y determinarles color, textura y FG. Los
resultados y la discusion presentados a continuacién se realizaron a partir de los datos
obtenidos mediante el analisis de ambos afios de cosecha. El objetivo fue evaluar la
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asociacion entre la composicion aléleica de los trigos, en lo que respecta a gluteninas de
alto peso molecular (HMW-G) y secalinas, y las propiedades de las harinas con la calidad
galletitera de los trigos blandos, por lo que se analizaron dos cosechas a fin de tener en
cuenta el efecto del ambiente sobre los pardmetros evaluados.

VARIACIONES AMBIENTALES ENTRE AMBOS ANOS DE CO-
SECHA

Con la finalidad de caracterizar los ambientes y el rendimiento de cosecha de los
dos afios, se informan a continuacion algunas variables climaticas y edaficas observadas en
la EEA Marcos Juérez durante los afios 2006 y 2007.

El afio 2006 se caracterizd por presentar una buena recarga de agua en el perfil del
suelo de otofio, mientras que desde la siembra hasta madurez de cosecha la lluvia caida fue
de 230 mm. En general las temperaturas fueron moderadas entre los meses de octubre-
noviembre, ayudando con un buen llenado de grano, salvo para algunos cultivares que
fueron afectados por las altas temperaturas de los Gltimos dias de noviembre. En este afio

se logré un rendimiento promedio 3400 Kg/hectéarea.

Durante el cultivo del afio 2007 el ambiente se caracterizO por presentar una muy
buena recarga de agua en el perfil de suelo en otofio, mientras que desde la siembre hasta la
cosecha la lluvia fue de 177 mm, un 40% menos que el valor histérico de los dltimos 20
afios. El periodo de llenado de grano se caracterizd por temperaturas moderadas, lo que

contribuyo a un excelente llenado del grano. Se logré un rendimiento de 4900 Kg/hectarea.
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CARACTERIZACION DE LOS TRIGOS BLANDOS, SUS
HARINAS Y SU CALIDAD GALLETITERA (COSECHAS
2006 y 2007)

En la Tabla 3.10 se muestran los rangos de valores y los promedios obtenidos para
cada uno de los parametros en estudio para los trigos de las cosechas 2006 y 2007, y se
indica mediante letras si existieron o no diferencias significativas entre ambos afos de
cosecha. Los valores promedios informados en la tabla fueron estimados a partir de un
modelo lineal general y mixto donde el afio, las gluteninas y las secalinas fueron incluidas
como variables fijas, mientras que el genotipo se consideré como variable aleatoria. Para la
eleccion del modelo se tuvieron en cuenta los coeficientes de ajuste AIC (Criterio de
Akaike) y BIC (Criterio Bayesiano de Informacidn), procurando elegir el modelo con los

menores Vvalores de estos coeficientes para el factor galletita.

En la Tabla 3.10 se observan amplios rangos de valores para cada uno de los
parametros evaluados, indicando que existe una gran variabilidad entre los distintos
genotipos de trigo blando y entre ambos afios de cosecha. Esto demuestra que tanto las
condiciones genéticas como las ambientales afectan de manera significativa la
composicion de los granos de trigo, lo que puede afectar la calidad final de los productos
elaborados a partir de sus harinas. Cabe aclarar que las galletitas de la cosecha 2006 y 2007
fueron cocidas en diferentes hornos y la textura fue determinada en texturometros de
distinta marca (ver Capitulo 2, Materiales y Métodos) por lo que las medidas de color y

textura no fueron comparables entre ambos afios.
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Tabla 3.10. Valores maximo, minimo y promedio de tamafio de particula de harina (PSA),
contenido de proteinas, almidon dafiado (AD) y pentosanos solubles (PS) totales (PT),
perfil de capacidad de retencion de solventes (SRC), factor galletita (FG), textura y color
de las galletitas™

Rango Promedio
2006 2007 2006 2007 2006+2007
PSA 41,61 - 64,68 56,32-88,34 | 48,87b 69,48 a 59,64
Proteina 8,38 - 13,16 7,42 -11,42 10,18 a 8,91b 9,65
AD 2,47 - 6,04 3,05 - 10,02 4,58 b 6,10 a 5,00
PT 1,40-7,79 4,78 - 7,08 4,52 b 6,40 a 5,22
PS 0,30-0,93 0,23 - 0,86 0,53 a 0,57 a 0,55

SRC sacarosa 82,67 -122,59 86,74-117,53 97,43 a 98,34 a 96,81
SRC lactico 74,35-139,73 65,58-126,99 | 106,84a 9570b 99,11
SRC carbonato 62,23-91,35 64,98 - 98,68 74,29 a 72,65b 72,78

SRC agua 47,92 -68,04 51,02-75,76 57,46 a 57,03 a 56,68
FG 5,03 -7,56 5,3-7,86 6,14 b 6,46 a 6,36
Textura 4396 - 8821 2341 - 6507 6601 nc 3703 nc nc
L 64,58 - 71,21  50,03-64,04 | 68,03nc 59,53 nc nc
a 5,51 -8,33 11,36 - 14,95 7,00 nc 12,59 nc nc
b 27,82-32,44 31,05-3545 | 30,35nc 33,40 nc nc

% Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). nc: no calculado
b|_: luminosidad; a: equilibrio entre el rojo y el verde; b: equilibrio entre el amarillo y el azul.

El tamafio de particula de las harinas (PSA) mostrd una importante variacion
entre los diferentes cultivares en estudio y entre ambos afios de cosecha, siendo el afio
2007 el que present6 harinas con particulas de mayor tamafo. Se sabe que la dureza se
encuentra determinada genéticamente (Morris, 2000), sin embargo dentro de un mismo
tipo de granos (duro y blando), el ambiente tiene mayor influencia sobre la textura final de
los granos de trigo (Bassett et al., 1989). Gazza et al. (2008) analizaron el efecto del
ambiente sobre la textura de trigos blandos y duros, y encontraron que las variaciones en la
textura se encuentran determinadas por las condiciones de cultivo (suelo, el clima, las
enfermedades, el agua y los niveles de nutrientes). En dos trabajos publicados en 1973
(Simmonds et al., 1973; Barlow et al., 1973) se postulé que el grado de adhesion entre los
granulos de almidon y la matriz proteica que los rodea determina los diferentes grados de
dureza del trigo. Ambos estudios llegaron a la conclusién de que los compuestos solubles
en agua actGan como cemento entre los granulos de almidén y las proteinas de

almacenamiento. Greenglatt et al. (1995) demostraron que existen considerables
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diferencias entre la composicion lipidica de la interface almidon-matriz proteica, y que los
trigos de textura méas blanda poseen una mayor proporcion de lipidos polares (glico- y
fosfo-lipidos). Los pentosanos insolubles se encuentran asociados a las paredes celulares,
mientras que los solubles estan presentes en el endosperma, probablemente asociados a la
membrana (Mares y Stone, 1973). Diferentes autores han demostrado que la asociacion
entre los pentosanos y la membrana de los amiloplastos modifica la adhesion de los
granulos de almidén a la matriz proteica, y por ende a la textura del grano (Hong et al.,
1989; Bettge y Morris, 2000). Todos estos factores presentan variaciones anuales,
afectando de este modo la textura de los granos de trigo.

La cantidad de proteinas de un cereal se encuentra influenciada por la relacion
entre el endospermo, el pericarpio y la capa de aleurona, por tanto, un incremento en el
Ilenado del grano implica un aumento en el deposito de almidon y como consecuencia una
disminucion de la concentracion de proteinas (Skovmand et al., 1984). Los trigos de la
cosecha 2007 presentaron un menor contenido proteico. Es de esperar una variacion en la
cantidad de proteinas para el mismo genotipo en distintos afios de cosecha (Mikhaylenko et
al., 2000, Hazen y Ward, 1997) debido al cambio en las condiciones ambientales que
afectan de manera significativa el llenado del grano. Los factores medioambientales como
la temperatura, el agua y el aporte de fertilizantes influyen sobre la velocidad y la duracion
del desarrollo del grano, la acumulacién de proteinas y la deposicion del almidon (Dupont
y Altenbach, 2003). EIl rendimiento del trigo esta relacionado al contenido de almidon,
cuanto mayor sea la sintesis de almiddn, mayor sera el rendimiento del trigo, lo que
ocasiona un menor contenido proteico (Jenner et al., 1991). Los trigos de la cosecha 2007

tuvieron un rendimiento de un 44% mas que los de la cosecha 2006.

El contenido de almidon dafiado de los trigos es una medida del grado de
asociacion entre los granulos de almidén y la matriz proteica que los rodea, con lo que se
encuentra estrechamente asociado a la textura de los granos, por lo que es de esperar que
existan variaciones anuales. La cosecha 2007 presentd mayores niveles de almidon dafiado,

en concordancia con los mayores valores de tamafio de particula de la harina (PSA).
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El contenido de pentosanos totales correspondientes al afio 2007 resultd
significativamente mayor; mientras que no se encontraron diferencias significativas en el
contenido de pentosanos solubles entre ambos afios de cosecha. En un estudio previo
realizado con 17 genotipos de trigo blando se encontr6 que tanto el genotipo como las
condiciones ambientales constituyeron una importante fuente de variacion en el contenido
de pentosanos, pero que en el caso de la fraccion solubles el genotipo constituy6 el factor
mas importante (Zhang et al., 2005). Los mayores valores de pentosanos de los trigos de la
cosecha 2007 coinciden con el mayor tamafio de particula de sus harinas, reafirmando la
influencia de estos compuestos sobre la textura del grano.

Los cuatro SRC presentaron un amplio rango de valores, lo que coincide con la
gran variabilidad que se encontro para los componentes de la harina relacionados con cada
uno de los solventes. Los rangos de valores obtenidos para los SRC de sacarosa, lactico,
carbonato y agua fueron similares a los informados por Zhang et al. (2009) para 17
genotipos de trigo blando, pero estuvieron por debajo de los valores hallados por Pasha et
al. (2009) quienes trabajaron con 50 variedades de trigo Paquistani (incluyendo 2 trigos

duros).

Respecto a la variabilidad interanual encontramos que el SRC sacarosa no mostré
diferencias significativas entre ambos afios de cosecha, en concordancia con lo encontrado
para pentosanos solubles. Los trigos cosechados en el 2006 presentaron mayores valores
de absorcion para el SRC lactico, lo que coincide con el mayor contenido proteico
encontrado para este afio. Si bien el SRC carbonato mostré diferencias significativas entre
ambos afios de cosecha, siendo el 2006 el que presentd los mayores valores, esto se
contrapone con el contenido de almidén dafiado. Para el SRC agua no se observaron

diferencias con los trigos cosechados en 2007.
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Observando los amplios rangos de valores encontrados tanto para el factor galletita
como para la textura de las galletitas, podemos afirmar que existe una importante variacion
en cuanto a la calidad galletitera de los distintos genotipos en estudio. Asi mismo
encontramos que las galletitas elaboradas con las harinas de la cosecha 2007 resultaron con
un mayor FG promedio. En la Tabla 3.11 se muestran los 10 genotipos que mejor factor

galletita presentaron para cada afio de cosecha.

Para el afio 2006 solo 4 trigos produjeron galletitas con un FG superior a 7.
Comparando ambos grupos cabe destacar que la muestra 44 mostro el valor mas alto de FG
en ambos afios de cosecha, y que las galletitas elaboradas a partir de los trigos 19, 39, 43,
44 y 48, estuvieron dentro de las 10 con mejor FG tanto en 2006 como en 2007.

Tabla 3.11. Los 10 valores mas altos de factor galletita (FG) que se obtuvieron con los
trigos de la cosecha 2006 y 2007.

N Entrada FG 2006 N Entrada FG 2007
44 7,56 44 7,86
36 7,33 3 7,74
48 7,22 43 7,48
39 7,15 47 7,45
19 6,97 39 7,44
30 6,87 19 7,37
49 6,82 48 7,19
11 6,69 50 7,19
43 6,64 7 7,15
42 6,6 1 7,03

RELACION ENTRE LOS COMPONENTES DE LAS HARI-
NAS Y SU CALIDAD GALLETITERA

Se realizé un analisis de correlacion de Pearson’s con el objetivo de conocer la

relacion existente entre el tamafio de particula (PSA), los componentes y el perfil de
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retencion de solventes (SRC) y la calidad galletitera (FG, textura y luminosidad) de los 44
genotipos de trigo blando, a partir de las harinas obtenidas en ambas cosechas (2006 y
2007) (Tabla 3.12).

El PSA, considerado un indicador de la dureza del grano, mostré una correlacion
positiva con el contenido de proteinas y de almidén dafiado, indicando que mientras mayor
es el contenido proteico mayor es la dureza del grano, y por lo tanto mayor sera el dafio
que se produzca en el almidén durante la molienda de los granos. Estos resultados
coinciden con lo informado por Gaines (1985) quien trabajé con 219 cultivares de trigo
blando y encontré que los granos mas blandos producian harinas con particula mas
pequefias y de menor contenido proteico. Por otro lado Williams (1967) quien trabajé con
12 variedades de trigos australianos, con diferentes grados de dureza encontrd que los

trigos de mayor dureza producian harinas con mayor contenido de almidén dafiado.

Tabla 3.12. Coeficientes de correlacion de tamafio de particula de la harina (PSA),
proteinas (Prot), almidon dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos totales (PT),
SRC sacarosa (SRCs), SRC lactico (SRCI), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa),
factor galletita (FG), textura de la galletita (Text) y luminosidad de la galletita (L).

PSA  Prot AD PS PT SRCs SRCI SRCc SRCa FG Text

Prot 0,51**

AD 0,37* ns

PS ns ns ns

PT ns -0,37* ns 0,54**

SRCs ns ns ns 0,72** 0,45**

SRCI -0,36* ns ns ns ns ns

SRCc ns ns 0,50** 0,67** 0,42* 0,82** ns
SRCa ns ns 0,54** 0,55** 0,38* 0,69** ns 0,90**

FG -0,31* ns -0,46** -0,67** -0,41* -0,73** ns -0,66** -0,53**
Text ns 0,35* ns 0,35* ns 0,41* ns 0,38* ns -0,51**
L ns ns ns 0,31* 0,35 0,33* ns 0,39* 0,32* -0,54** 0,33*

*, ** Indican diferencias significativas a p < 0,05 y p < 0,001, respectivamente; ns, no significativo.

Cuando se consideraron los resultados de ambas cosechas en el andlisis de

correlacién de Pearson, los SRC de sacarosa y de carbonato de sodio correlacionaron
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positivamente con los componentes de la harina a los que estdn asociados, es decir
pentosanos solubles y totales y almidon dafiado, respectivamente. La asociacion
encontrada entre SRC sacarosa con PS y PT y entre SRC carbonato con AD, coincide con
lo informado por Zhang et al. (2007) para 17 genotipos de trigo blando. No se encontrd
una correlacion significativa entre el SRC lactico y el contenido proteico de la harina,
coincidiendo con lo encontrado en el anélisis de los trigos de la cosecha 2006. Esta falta de
correlacion ha sido previamente informada para trigos blandos (Guttieri et al., 2001), a
diferencia de lo que sucede en trigos panaderos (Colombo et al., 2008). Por su parte el
SRC agua correlacion6 de manera positiva con todos los componentes de la harina
responsables de la absorcion de agua (AD, PS y PT), a excepcion del contenido de
proteinas.

Los SRC mostraron correlaciones entre si. EI SRC agua correlaciono fuertemente y
de manera positiva (p < 0,001) con los SRC de sacarosa y carbonato, indicando que tanto
los pentosanos (solubles y totales) como el almidon dafiado son los principales
responsables de la absorcion de agua por parte de las harinas de trigos blandos. Asi mismo
se observd una importante asociacion entre los SRC de sacarosa y carbonato (r= 0,82), lo
que demuestra una estrecha asociacion entre el contenido de pentosanos y el de almidon
dafado de los trigos. Por su parte el SRC lactico no presentd asociacion significativa con el

resto de los solventes.

El Factor Galletita mostro correlaciones significativas y negativas con: PSA (r= -
0,31), almidon dafiado (r= -0,46), pentosanos solubles (r=-0,67) y totales (r= -0,41) y con
los SRC de sacarosa (r=-0,73), agua (r=-0,53) y carbonato (r=-0,66); mientras que no se
encontré correlacion significativa con el contenido de proteinas y el SRC lactico. Estos
resultados sugieren que los pentosanos y el almidon dafiado presentes en la harina y su
capacidad de retener agua tienen una fuerte influencia sobre el didmetro de las galletitas
elaboradas a partir de los trigos blandos, mientras que las proteinas y su calidad no juegan
un rol tan importante en la capacidad de las harinas de generar galletitas de gran didametro.

Esta falta de correlacién encontrada entre el contenido de proteinas y el didmetro de la
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galletita ha sido informa por Nemeth et al. (1994) quienes trabajaron con un grupo de

trigos blandos de diferentes paises.

La textura de las galletitas correlaciond positivamente con el contenido de proteinas
y pentosanos solubles, y con los SRC sacarosa y carbonato, indicando que todos los
componentes de la harina capaces de absorber agua (proteinas, pentosanos y almidédn
dafado) le confieren a la galletita un mayor grado de dureza. Durante el proceso de
horneado la sacarosa se disuelve en el agua, permitiendo la expansion de la masa. Cuando
el agua comienza a evaporarse sobre la superficie de la galletita, el agua migra desde el
interior de la masa hacia el exterior provocando la cristalinizacion de la sacarosa que
estaba disuelta con el agua formando un jarabe. Si la evaporacion de agua es muy grande o
su disponibilidad es baja, se produce un alto grado de cristalizacién de la sacarosa,
haciendo que la galletita se vuelve mas dura (Hoseney, 1994). Esto hace que en la industria
galletitera se utilicen inhibidores de la cristalinizacion de la sacarosa con el objetivo de
lograr galletitas mas tiernas (Hoseney, 1994). Los distintos componentes de la harina
responsables de la absorcion de agua producen una disminucion en el contenido de agua
libre, capaz de solubilizar a la sacarosa, lo que provoca un aumento en el grado de
cristalizacion de la sacarosa durante el horneado de la galletita, aumentando como

consecuencia la dureza de la galletita.

El parametro de luminosidad (L) correlaciond positivamente con pentosanos
(solubles y totales), y con los SRC lactico, carbonato y agua. La textura y la luminosidad
de las galletitas correlacionaron de manera positiva entre si, y ambos parametros mostraron
una correlacion significativa y negativa con el FG. Estos resultados indican que las
galletitas que tengan una menor relacién didmetro y altura, tendran un color mas claro y

resultardn mas duras a la mordida.
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INFLUENCIA DE LA VARIACION ALELICA DE LAS
HMG-GS Y LAS SECALINAS SOBRE LA COMPOSICION
FISICO-QUIMICA DE LAS HARINAS Y SU CALIDAD
GALLETITERA

Con el objetivo de explorar la variabilidad entre las muestras teniendo en cuenta las

distintas combinaciones alélicas de Glu-1 y secalinas encontradas, en funcion de todas las

variables evaluadas, se realiz6 un analisis de Componentes Principales. En la Figura 3.6 se

muestra el grafico Biplot obtenido en el analisis. Cada punto del grafico corresponde a una

de las 22 combinaciones alélicas encontradas, mientras que los rayos representan a cada

una de las variables evaluadas.
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Figura 3.6. Biplot del analisis de Componentes Principales de los trigos en base a las 22
combinaciones alélicas encontradas. Los rayos representan las distintas variables

evaluadas.
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Entre ambos ejes se explica el 73% de la variabilidad encontrada entre los distintos
genotipos agrupados segln su combinacion alélica. La CP 1 separa el FG del contenido de
pentosanos, almidon dafiado y de los SRC de carbonato, agua y sacarosa, indicando que
gran parte de la variabilidad (54,9%) entre las diferentes combinaciones genotipicas puede
ser explicada con estas variables. Mientras que la CP 2, la cual explica el 18,1% de la
variabilidad entre las muestras, separa a los trigos en funcion del tamafio de particula de
sus harinas, el contenido de proteinas y de almidén dafiado por un lado, y del SRC Ilactico
por el otro. En el grafico se observa que los genotipos que poseen Glu-Al nulo y ausencia
de secalinas se encuentran asociadas a un mayor FG, y a menos proporcion de
componentes hidrofilicos (AD, PS y PT) y menores valores de absorcion. En el caso de las
Glu-B1 y las Glu-D1, si bien la tendencia no es tan clara, vemos que los genotipos que se
encuentran asociados a mayor FG poseen en su mayoria las subunidades Glu-B1: 6+8, 7+8
y 749 y las 2+10* y 2+12 de Glu-D1. En el gréafico se destaca la combinacion 2*, 17+18,
5+10, 1BL/1RS como de muy pobre FG.

Para estudiar el impacto de las distintas subunidades de gluteninas de alto peso
molecular y secalinas sobre las propiedades fisico-quimicas de las harinas y los parametros
de calidad galletitera teniendo en cuenta el fondo genético, se realizé6 un modelo lineal
general y mixto (MLGM) tomando como efectos fijos los distintos loci Glu-1, las secalinas

y el afio de cosecha y como efecto aleatorio al genotipo.

En la Tabla 3.13 se muestran los resultados del modelo para el locus Glu-Al. En la
tabla se observa que los alelos codificados por este locus mostraron diferencias
significativas en el tamafio de particulas de las harinas, el SRC carbonato y el factor

galletita.

La presencia de la subunidades 1 y 2* se relaciond con un mayor tamafio de
particula, lo que se encuentra asociado con un grano de textura mas dura, mientras que la

ausencia de subunidades de gluteninas del locus Glu-Al en los trigos se relacioné con
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harinas de menor granulometria. Los trigos con la subunidad 2* mostraron los mayores
valores de absorcion para el SRC carbonato, mientras que los que poseian el alelo 1 fueron
los de menor absorcién. Se encontré que los trigos que tenian cualquiera de las
subunidades del locus Glu-Al (1 y 2*) produjeron galletitas de menor relacion diametro y
altura, mientras que las galletitas producidas con harinas de trigos con Glu-Al nulo
presentaron un mayor factor galletita (7,10, p= 0,0024). Jondiko et al. (2012) encontraron
que los cultivares de trigo con Glu-Al nulo producian tortillas de mayor diametro, en el
mismo sentido MacRitchie y Lafiandra (2001) encontraron que la delecién de cualquiera
de las HMW-GS produce una reduccion en la fuerza de la masa, dando lugar a la
formacion de masas menos tenaces. Por su parte Tranquilli et al. (2002) informaron que la
ausencia de subunidades Glu-Al tiene un efecto positivo sobre la calidad galletitera de los
trigos, ya que producen galletitas de mayor diametro que los trigos que poseen las
subunidades 1 o 2*.

Tabla 3.13. Efecto de las diferentes subunidades de gluteninas de alto peso molecular del
locus Glu-A1 sobre las propiedades fisico-quimicas de las harinas y su calidad galletitera®”.

PSA Prot AD PT PS SRCa SRCI SRCc  SRCs FG

Glu-Al

nulo 53,93b 9,58a 4,25a 46la 049a 5583a 9575a 71,50ab 93,30a 7,10a
1 61,70a 9,78a 4,98a 514a 049a 5586a 101,77a 70,63b 94,16a 640D
2* 58,84a 9,44a 5,25a 549a 058a 58,04a 101,85a 74,97a 100,14a 6,15b

# Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almidén dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCs), SRC léctico (SRCI), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa), factor galletita (FG).
®etras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Tabla 3.14 se muestran los resultados del modelo lineal general y mixto para
el locus Glu-Bl. Los alelos de este locus mostraron un efecto significativo sobre el

contenido de proteinas y almidon dafiado, y sobre los SRC de carbonato y agua.

En cuanto al contenido de proteinas solo se pudo concluir que los trigos que
poseian las subunidades 6+8 fueron los de mayor contenido proteico, mientras que las
demas subunidades no mostraron diferencias significativas entre si. Los trigos que tenian

las subunidades 7+9 presentaron los menores valores de almidon dafado, a la vez que
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mostraron menor capacidad de absorcion para los SRC de carbonato y agua, mientras que
las subunidades 17+18 presentaron los valores mas altos para estas tres variables. Cabe
destacar que si bien las diferencias observadas en el factor galletita no fueron significativas
para el locus Glu-B1, los trigos que poseian las subunidades 13+16 y 17+18 mostraron el
menor valor, mientras que los de mayores valores fueron asociados a trigos con las

subunidades 7+9 y 6+8.

Tabla 3.14. Efecto de las diferentes subunidades de gluteninas de alto peso molecular del
Locus Glu-B1 sobre las propiedades fisico-quimicas de las harinas y su calidad galletitera®

PSA Prot AD PT PS SRCagua SRClact SRCcar SRCsac FG

Glu-B1

6+8 62,24a 10,86a 533a 4,78a 0,50a 5580bc 97,67a 70,74bc 9566a 6,47a
7 53,80a 8,99bc 4,75ab 514a 0,55a 56,74bc 90,82a 73,26bc 97,17a 6,29a
7+8 61,27a 9,66b 505a 547a 054a 57,06b 10057a 73,39b 96,58a 6,34a
749 56,53a 9,44b 427b 487a 0,53a 5511c 100,58a 70,52c 94,05a 6,53a

13+16 58,06a 845c 5,7la 553a 0/55a 59,14ab 107,40a 75,05b 102,22a 599a
17+18  57,17a 933bc 6,14a 6,33a 0,70a 6288a 107,23a 83,00a 109,90a 58la

® Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almiddn dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCsac), SRC lactico (SRClact), SRC carbonato (SRCcar), SRC agua (SRCagua), factor
galletita (FG).

Y |etras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Tabla 3.15 se muestran los resultados del modelo lineal general y mixto para
el locus Glu-D1.

La variacion de gluteninas para este locus solo afectdé al SRC lactico, siendo las
subunidades 5+10 las que mostraron mayores valores de absorcion, si bien no mostrd
diferencias con la subunidad 2+10*. Es muy conocido que la presencia de las subunidades
5+10 se asocia con buena calidad panadera, a la vez que el SRC lactico se asocia de
manera positiva con el contenido de gluteninas (Colombo et al., 2008; Gaines, 2000), y el
volumen de pan (Colombo et al., 2008; Xiao et al., 2006). En lo que respecta a la calidad

galletiera, si bien no se encontraron diferencias significativas para las HMW-GS
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correspondientes al locus Glu-D1, los trigos que presentaron las subunidades 5+10

produjeron las galletitas con menor factor galletita.

Tabla 3.15. Efecto de las diferentes subunidades de gluteninas de alto peso molecular del
lI)ocus Glu-D1 sobre las propiedades fisico-quimicas de las harinas y su calidad galletitera®

PSA Prot AD PT PS SRCa SRCI SRCc  SRCs FG

Glu-D1

2+10* 58,51a 992a 48la 4,86a 049a 5587a 103,53ab 71,74a 96,39a 6,39a
5+10 5794a 9,0la 508a 6,06a 060a 59,35a 113,65a 76,58a 102,17a 5,87a
2+12 59,75a 9,66a 530a 514a 055a 56,78a 96,37b 72, 73a 96,68a 6,44a

 Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almidén dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCs), SRC lactico (SRCI), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa), factor galletita (FG).

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Tabla 3.16 se muestran los resultados del modelo lineal general y mixto para
las secalinas provenientes de la translocacion con el centeno. La presencia o ausencia de
translocacion del centeno, y el tipo de translocacion mostraron ejercer un importante
efecto sobre la composicion y la calidad de los trigos blandos, ya que mostraron
diferencias significativas en el contenido de almidon dafiado y pentosanos; en los SRC de

agua, carbonato y sacarosa y en el factor galletita.

Tabla 3.16. Efecto de las diferentes secalinas provenientes de la translocacion del centeno
sobre las propiedades fisico-quimicas de las harinas y su calidad galletitera®”.

PSA Prot AD PT PS SRCa SRCI SRCc  SRCs FG

Secalinas

No 58,23a 9,72a 4,84b 487b 050b 56,03b 102,88a 71,47b 9546b 6,54a
1A/1R 63,26a 826a 549ab 6556a 0,60ab 60,39a 9859a 76,71a 99,09ab 5,89b
1B/1R 59,67a 9,58a 554a 593a 065a 5902a 9842a 77,05a 103,15a 587b

 Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almidén dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCs), SRC lactico (SRCI), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa), factor galletita (FG).
® | etras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Las translocaciones del centeno, 1BL/1RS y 1AL/1RS, se asociaron con aumento
en el contenido de almidon dafiado, pentosanos totales y solubles, y en los valores de SRC

101



de agua, sacarosa y carbonato. Este efecto sobre la composicion y la capacidad de
absorcion de los trigos, se vio reflejado en una disminucion significativa del factor galletita

comparado con los trigos sin secalinas.

La translocacién del centeno se produce mediante el reemplazo del brazo corto, de
al menos un par de cromosomas 1 del trigo (A, B o D), con el brazo corto del cromosoma
1S del centeno. Esto conlleva a la perdida de algunos genes del trigo potencialmente
importantes, como los que codifican para las LMW-GS (Graybosch, 2001; Kumlay et al.,
2003). La translocacion 1BL/IRS produce un aumento en la capacidad de absorcion de
agua debido al reemplazo de las gliadinas del trigo por las secalinas del centeno (Lee et al.,
1995), y a otros cambios producidos en la composicion quimica como el aumento en el
contenido de pentosanos (Johnson et al., 1999; Selanere y Andersson, 2002). El deterioro
en la calidad galletitera provocado por la translocacion del centeno estaria relacionado con

un cambio en la composicion proteica y un aumento en el contenido de pentosanos.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados podemos afirmar que la variacion
alelica del locus Glu-Al (p=0,0024), y la translocacion del centeno (p=0,0021) poseen una
gran influencia sobre la calidad galletitera de trigos blandos. En la Figura 3.7 se muestra
una fotografia de galletitas elaboradas a partir de harinas obtenidas de tres trigos de la
cosecha 2007, con diferentes combinaciones de alelos Glu-1 y secalinas (A: nulo, 7+8,
2+12 y sin secalinas; B: 2*, 7+9, 5+10 sin secalinas; y C: 1, 7+8, 2+12 y 1BL/1RS).

Es probable que la falta de asociacién encontrada en este trabajo entre la calidad
galletitera y los loci Glu-B1 y Glu-D1 se deba a que los trigos evaluados presentaron
proporciones muy dispares entre los distintos alelos lo que podria enmascarar el efecto de

algunos alelos sobre la aptitud galletitera de los trigos.
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Figura 3.7. Fotografia de las galletitas realizadas con tres de las lineas de trigo estudiadas
(A (genotipo 931257-1-3): nulo, 7+8, 2+12 y sin secalinas; B (genotipo 951181-17-2): 2*,
7+9, 5+10 sin secalinas; y C (genotipo CROC_1/AE.SQR(205)//BORL95): 1, 7+8, 2+12 y
1BL/1RS).

Si bien no se encontrd un efecto significativo sobre el factor galletita, teniendo en
cuenta los resultados obtenidos con el modelo lineal general y mixto, para los loci Glu-B1
y Glu-D1, se decidi6, dada la asociacién observada entre ciertos alelos de estos loci y el
factor galletita en el analisis de componentes principales (CP), llevar a cabo un analisis de
la varianza multivariado (MANOVA). En este andlisis se pueden evaluar las diferencias
entre las subunidades de los distintos loci teniendo en cuenta todas las variables estudiadas,
e inferir si son diferentes en forma global. EIl MANOVA mostré diferencias significativas
entre los tres loci Glu-1 y las secalinas (Glu-Al, p=0,0198; Glu-B1, p=0,0003; Glu-D1,
p=0,0134; secalinas, p<0,0001) considerando todas las variables estudiadas, indicando que
los trigos blandos difieren en sus caracteristicas fisico-quimicas y su calidad galletitera de

acuerdo a la composicién de gluteninas y secalinas.

Para el caso de locus Glu-Al y las secalinas, los trigos que produjeron las galletitas
con mejor factor galletita presentaron al alelo nulo y ausencia de translocacién (Tabla
3.17), coincidiendo con lo estimado por el modelo lineal mixto. Los genotipos con el alelo
nulo para Glu-Al mostraron los menores valores de tamafio de particula, contenido de
almidén dafiado, pentosanos totales, y de SRC sacarosa, lactico y agua. Mientras que los
trigos que no presentaron la translocacién mostraron los menores valores para todas las

variables, excepto para proteinas y SRC lactico donde tuvieron los valores mas altos. Estos
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resultados muestran claramente el efecto negativo que ejerce la translocacién del centeno
sobre la calidad de los trigos tanto para la obtencion de galletitas como para pan, ya que
por un lado hace que aumente la capacidad de absorcion de la harina y por el otro
disminuye la cantidad y calidad de sus proteinas.

Tabla 3.17. Efecto de las Glu-Al y secalinas sobre las propiedades fisico-quimicas de las
harinas y su calidad galletitera®"

Glu-Al PSA Prot AD PS PT SRCsac SRClac SRCcar SRCagua FG

nulo 53,00 950 4,10 0,49 456 93,04 9575 71,04 55,54 7,10 A
2% 58,84 9,44 525 0,58 549 100,14 101,85 74,97 58,04 6,15 B
1 61,66 9,77 4,99 049 514 94,18 101,76 70,65 55,88 6,40 C
Secalinas

No 58,23 9,69 482 050 487 9544 102,87 71,43 56,01 6,54 A

1B/1R 59,67 9,60 553 065 592 103,11 9844 77,01 58,99 589 B
1A/1IR 63,26 826 548 059 65 99,09 9859 76,71 60,39 587 C

® Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almiddn dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCsac), SRC lactico (SRClac), SRC carbonato (SRCcar), SRC agua (SRCagua), factor
galletita (FG).

Y Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Tabla 3.18 se muestra el resultado del MANOVA para los loci Glu-B1 y Glu-
D1. Este analisis indica que los trigos que poseen las subunidades 7+9 presentaron los
valores mas altos para FG aunque no mostraron diferencias significativas con los que
poseen las subunidades 7, 7+8 y 13+16, los cuales produjeron galletitas de menor FG que
los que poseian las subunidades 6+8. Ammar et al. (2000), quienes trabajaron con trigos
extra duros, informaron que los genotipos que poseian la subunidad 6+8 produjeron masas
mas extensibles; por su parte Tanquilli et al. (2002), quienes trabajaron con trigos
recombinantes para el cromosoma 1A entre T. monococcum y Chinese Spring (trigo pan),
informaron que los que producian masas mas extensibles eran los trigos que tenian las
subunidades 7+8. Por su parte Primard et al. (1991) no encontraron diferencias entre las
subunidades 7+8 y 7+9 en cuanto a la calidad panadera de trigos duros. Cabe destacar que
los genotipos que tenian las subunidades 17+18 produjeron las galletitas de menor calidad;
que a la vez mostraron los mayores valores de absorcion para los cuatro SRC y el mayor
contenido de almidon dafiado y pentosanos, todos parametros no deseables en trigos
blandos destinados a la elaboracion de galletitas. La gran variabilidad encontrada para el
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locus Glu-B1, en este y muchos otros trabajos publicados, podria explicar la versatilidad de
roles, muchas veces contradictorios entre diferentes autores, o la falta de asociaciones

atribuidas a los diferentes alelos de este locus.

Tabla 3.18. Efecto de las Glu-B1 y Glu-D1 sobre las propiedades fisico-quimicas de las
harinas y su calidad galletitera®".

Glu-B1 PSA Prot AD PS PT SRCsac SRClac SRCcar SRCagua FG

6+8 62,20 10,85 5,33 0,50 4,79 9568 97,66 70,76 55,82 647 A
17+18 57,14 9,33 6,14 0,70 6,33 1099 107,23 83,00 62,88 581 B

7 53,80 8,99 4,75 055 5,14 97,17 90,82 73,26 56,74 6,29 CDE
7+9 55,98 9,34 428 053 4,92 94,17 100,51 70,62 55,23 654 C
7+8 61,37 9,70 5,01 054 543 96,44 100,61 73,22 56,92 6,33

13+16 58,06 8,45 571 0,55 5,53 102,22 107,40 75,05 59,14 599 E

Glu-D1

5+10 57,99 9,03 525 059 6,05 102,15 113,64 76,55 59,33 586 A
2+12 5959 9,64 5,09 055 514 96,65 96,37 72,68 56,76 644 B
2+10* 58,48 992 474 049 487 96,39 103,552 71,75 55,88 639 B

® Tamafio de particula de la harina (PSA), proteinas (Prot), almiddn dafiado (AD), pentosanos solubles (PS), pentosanos
totales (PT), SRC sacarosa (SRCsac), SRC lactico (SRClac), SRC carbonato (SRCcar), SRC agua (SRCagua), factor
galletita (FG).

Y| etras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Para el locus Glu-D1 se encontrd que la presencia de las subunidades 2+10* y 2+12
tiene un efecto positivo sobre el factor galletita, y que los trigos que tenian estos alelos
mostraron menores valores de absorcion para los cuatro SRC, y los menores contenido de

almiddn dafiado y pentosanos.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados a partir del uso de diferentes
métodos de andlisis estadistico (modelos lineales generales y mixtos y el MANOVA) se
puede postular que el alelo nulo para Glu-Al, las subunidades 2+12 y 2+10* para Glu-D1
y la ausencia de translocaciones del centeno representan la combinacion alélica mas
apropiada para la obtencion de trigos blandos de buena calidad galletitera. Si a esto se le

suman las conclusiones obtenidas a partir del analisis de componentes principales, donde
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observamos que las subunidades 6+8, 7+8 y 7+9 se asociaban con un mayor FG, se puede
postular que la mejor combinacion de proteinas, en base a las distintas subunidades de
gluteninas de alto peso molecular y las secalinas, para la obtencion harinas de trigo blando

de buena calidad para la elaboracion de galletitas seria:

Glu-Al=nulo, Glu-B1=6+8, 7+8 0 749, Glu-D1= 2+12 0 2+10* y sin secalinas

Con el objetivo de agrupar a los distintos genotipos de acuerdo a su potencial para
la elaboracion de galletitas a partir de su composicion de gluteninas de alto peso molecular
y secalinas, se realiz un anlisis de conglomerados utilizando el FG y la luminosidad (L)
como variables, los loci Glu-1 y las secalinas como criterio de clasificacion. Para el
analisis se eligio el método de agrupamiento de Encadenamiento promedio y la distancia
Manhattan. EI nUmero de grupos se fijo arbitrariamente en cinco, utilizando como criterio
de corte el 50 % de la distancia maxima. EIl dendrograma obtenido se muestra en la Figura
3.8.

2*:17+18:5+10:1B/1R

2*:7+8:5+10:1B/1R
2*:7+8:2+12:1B/1R :’
2*:13+16:2+12:1A/1IR

nulo:7+8:2+12:No Conglomerado 2—,

nulo:7+9:2+12:No
2%:7+8:2+12:No ]:’7
2*:7+8:2+10*:No -Conglomerado 4

1:7+9:2+12:No

2*:6+8:2+12:N0 ——
2*:7:2+10*:1B/1R

2*:17+18:2+12:No _H
2*:13+16:2+12:No
1:7+8:5+10:1A/1R

2*:7+9:5+10:No
2*:7+9:2+12:1B/1R g
1:7+8:2+12:1B/1R
2*:6+8:2+10*:No
1:7+8:2+12:No :’—‘7
1:6+8:2+12:No

2*7+9:2+12:No
1:13+16:5+10:No |

Conglomerado 5

Conglomerado 3

—Conglomerado 1

0,0 17 34
Figura 3.8. Dendrograma.
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En la Tabla 3.19 se muestran los valores de factor galletita para cada uno de los

conglomerados y los genotipos que los conforman.

Tabla 3.19. Factor galletita promedio de cada conglomerado y genotipos que lo
conforman®.

Conglomerado FG Genotipos
1 6,70 C 9,11, 27, 36, 38, 39, 42y 50
2 7,27 D 19, 44y 47
3 6,13B 1,2,6,7,8,10, 14, 18, 2, 23, 24, 25, 29, 31, 32, 34 y 37
4 6,58 C 3,22, 26, 30, 35, 41, 43, 45, 48 y 49
5 5,66 A 4,5,13 20y 33

#Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)

El conglomerado 2, con el mayor FG, esta conformado por los genotipos 19, 44 y

47 cuya combinacion alélica fue:

Glu-Al= nulo, Glu-B1= 7+8, Glu-D1=2+12 y sin secalinas

Esto coincide con los resultados encontrados mediante el analisis estadistico de
los datos. En los conglomerados 1y 4, con el segundo mejor FG, observamos que ninguno
de los trigos que lo conformaron presenté la tanslocacion del centeno, y solo 1 con las
subunidades 5+10 (locus Glu-D1), ademas uno de los cuatro trigos con el alelo nulo para
Glu-Al también formé parte de este grupo (conglomerado 4). Las peores galletitas las
produjeron los genotipo 4, 5, 13, 20 y 33 (conglomerado 5) donde todos presentaron la
translocacion del centeno y la subunidad 2* para Glu-Al, ademas dos de ellos presentaron
las subunidades 13+16 y 17+18. Estas combinaciones resultaron negativas para el FG,
coincidiendo con lo observado en los andlisis previos. En el conglomerado 3, con el un FG
relativamente bajo, existe una mayor variabilidad en cuanto a las combinaciones alélicas
que lo conforman, pero se destaca claramente que todas tienen la subunidad 1 o 2* para
Glu-Al, y que las muestras que no tiene la translocacion del centeno siempre tiene algun
alelo para Glu-B1 o Glu-D1 asociado a una baja calidad galletitera; por ejemplo el
genotipo 1 que tiene la combinacién: 2*, 17+18, 2+12 y sin translocacion; o el genotipo 34

cuya combinacion es: 2*, 7+9, 5+10 y sin translocacion.
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A partir de los resultados obtenidos mediante el modelo lineal general y mixto se
propuso una ecuacion para estimar el factor galletita que se obtendria a partir de una harina
conociendo su composicién de HMW-GS y secalinas:

FG = I:Gprom + (FGGIU-Al' I:Gprom) + (FGG|U-Bl - I:Gprom) + (FGG|U-D1 - FGprom) + (FGsec - FGprom)

FGprom = FG promedio estimado para las 44 lineas; FGgiy-a1, FGoiu-a1, FGaiu-p1 Y FGsec = promedio

estimado para cada uno de los alelos de cada locus.

Con esta ecuacion se podria estimar el FG para cada uno de los genotipos de trigo
blando utilizados para el analisis de acuerdo a su composicion de HMW-GS y secalinas,
sumando o restando un coeficiente de efectos aleatorios (BLUP), que el modelo estima
para cada genotipo de acuerdo al aporte positivo o negativo de ese trigo al FG promedio.
Por ejemplo, si tomamos la muestra 44 (ver pedigree en Tabla 2.1), utilizada en el analisis,
que tiene Glu-Al = nulo, Glu-B1 = 7+8, Glu-D1 = 2+12 y sin secalinas, y le calculamos el

FG segun la ecuacion tenemos que:

FG = 6,36 + (7,10 - 6,36) + (6,34 - 6,36) + (6,44 - 6,36) + (6,54 - 6,36) + BLUP

El valor de BLUP del modelo para este genotipo fue de +0,37, por lo tanto se suma:

FG=734+0,37=771

El valor estimado para el FG resultd muy similar a los valores obtenidos para este

genotipo, ya que para el afio de cosecha 2006 el FG fue 7,56 y para el 2007 fue 7,86.

Esta ecuacién podria ser utilizada para estimar el FG que se obtendria a partir de
cualquier trigo blando conociendo su composicion de HMW-GS vy secalinas. Para

corroborar el poder predictivo de la ecuacion se elaboraron galletitas a partir de un el
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cultivar de trigo blando Alpowa, el cual no fue utilizado para el analisis estadistico de
modelos lineales generales y mixtos. Se estimé un FG de 6,85 para el cultivar Alpowa
teniendo en cuenta su composicion de HMW-GS (Glu-Al nulo, Glu-B1 7+9, Glu-D1 5+10
y sin la translocacion del centeno), mientras que el valor obtenido a partir de la elaboracion
de las galletitas fue de 6,65.

En la primera etapa del trabajo se obtuvo una ecuacion de prediccion del factor
galletita de los trigos blandos de la cosecha 2006 a partir de las caracteristicas fisico-
quimicas de sus harinas. Con el objetivo de investigar los parametros predictivos de la
ecuacion, teniendo en cuenta la variacion interanual, se realizd un nuevo andlisis de
regresion multiple a partir de los parametros analizados en los dos afios de cosecha. Para el

ajuste del mejor modelo de regresion se utilizo la eliminacion de variables hacia atras:

FG =12,90 - 0,02 PSA - 0,05 SRCsac — 0,11 AD

Con un R? de 0,64 y un error cuadratico predictivo medio (ECPM) de 0,14.

Teniendo en cuenta los p valores obtenidos para este modelo podemos decir que el
SRC sacarosa (p<0,0001), que simboliza la capacidad de absorcion de la harina por parte
de los pentosanos, representa el parametro de mayor influencia sobre la calidad galletitera

de una harina, seguido por el tamafio de particula de la harina (p=0,0444).

Estos resultados coinciden con el analisis realizado sobre los trigos del 2006, y
sugieren que una harina de buena aptitud galletitera puede ser seleccionada basandose en
solo tres parametros: tamafio de particula de harina, contenido de almidon dafiado y

capacidad de retencién de sacarosa.
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Los pardmetros seleccionados por el modelo como buenos predictores de la calidad
galletitera coinciden con lo informado por otros autores. Zhang et al. (2007) obtuvieron
una ecuacion de prediccion para el diametro de las galletitas a partir de un modelo de
regresion multiple donde el SRC de sacarosa y el tamafio de particula de la harina
surgieron como variables predictoras. En otro trabajo (Gaines, 2004) se encontrd que el
didmetro de las galletitas se puede predecir a partir del contenido de proteinas de la harina,
SRC sacarosa, y un estimador de la textura del grano.

ALMIDON

El almidon constituye el principal componente de la harina de trigo, y como
consecuencia, su composicion, estructura y propiedades afectan la reologia de las masas,
alterando la calidad final de los productos. Durante la fermentacion de las masas sirve
como fuente de carbono para las levaduras, se encuentra involucrado en la fijacion de la
estructura de diversos productos como el pan y juega un rol clave en el envejecimiento
durante el almacenamiento, debido al fendmeno de retrogradacion. La industria alimentaria
requiere almidones con distintos perfiles de viscosidad por su potencial para modificar la
textura de diversos productos. Sin embargo su rol en la elaboracion de productos de
panificacion no ha sido tan estudiado como el de las proteinas, probablemente porque sus
propiedades se ven poco afectadas por diferencias entre cultivares, siendo el ambiente el

que tiene mas influencia.

Con el objetivo de analizar la composicion y caracteristicas fisico-quimicas del
almidén de trigos blandos y su influencia sobre la calidad galletitera se determin6 el
contenido de amilosa, el tamafio y la distribucion de volumen de granulos de almidon, las
propiedades térmicas, medidas por DSC, y el perfil de viscosidad, medido por RVA, en las

44 lineas en estudio.

110



COMPOSICION Y TAMANO DE GRANULOS

La composicion del almidén, en cuanto a su contenido de amilosa, junto con la
distribucion de volumen, y el tamafio de los granulos representan caracteristicas muy
importantes a tener en cuenta, ya que pueden afectar su funcionalidad, influyendo en el
comportamiento de las masa y en la calidad de los diferentes productos elaborados a partir

de la harina de trigo.

Se determind el contenido de amilosa y la distribucion de volumen de los granulos
de almidon de las harinas obtenidas a partir de los 44 trigos blandos en estudio de ambas
cosechas (Tabla 3.20).

Tabla 3.20. Valores maximo, minimo y promedio de tamafio de contenido de amilosa y la
distribucién de volimenes de granulos de almidon®.

Promedio £
Rango Promedio DE
2006 2007 2006 2007 2006y 2007
Amilosa (%) 23,46 - 33,42 22,46 - 32,22 28,15A 27,42 A 27,78 £2,09
% Vol B (<10,1 um) 9,04-21,13 943-2127 13,72A 1336 A 1354+284

% Vol Al (10,1-26,1 um) 56,26 - 90,78 61,92 - 89,93 80,04 A 78,37 A 79,20 £ 6,70
% Vol A2 (>26,1 um) 0,00-30,26 0,22-1860 6,25A 828A 7,26 +5,50

Diam. Pico A (um) 17,38 - 26,11 17,38 -26,11 21,33B 22,42 A 21,87 +2,20
% Vol. Pico A 13,61 - 23,61 14,57 -22,64 18,49 A 18,76 A 18,62 +2,01
Diam. Pico B (um) 198-391 198-391 301A 306A 3,03+049
% Vol. Pico B 086-137 085-1,76 113A 117A 115+0,15
Al/B 3,67-10,04 3,18-923 6,15A 6,13A 6,14+152

% Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Los polimeros de amilosa y amilopectina, presentes en la harina de trigo, y la
proporcion entre ellos, ejercen diferentes efectos sobre las masas, modificando su

capacidad de absorcidn de agua, sus propiedades viscoelasticas, etc.; a la vez que impactan
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de manera significativa sobre las propiedades de textura y envejecimiento de los productos
elaborados con harina. El contenido de amilosa o la relacién amilosa/amilopectina varia
entre diferentes trigos, pero los niveles tipicos se encuentran entre 25-28 % para amilosa y
entre 72—-75% para amilopectina (Colonna y Buledn, 1992).

El contenido de amilosa presentd un importante rango de valores entre los distintos
cultivares de trigo para ambos afios de cosecha, oscilando entre un 22,46% y un 33,42%.
Las medias obtenidas para cada afio no mostraron diferencias significativas entre ellas, y
fueron de 28,15% para 2006 y 27,42% para 2007, lo que corresponde a valores de
contenido de amilosa esperados para el almidon de trigo. Si bien el valor normal de
amilosa en trigos varia entre 25-28%, en bibliografia se encontré un amplio rango. Raeker
et al. (1998), quienes trabajaron con 12 cultivares de trigo blando, informaron un rango de
26,7-28,8% en el contenido de amilosa. Por su parte Blazek y Copeland (2008)
encontraron rangos de valores muy amplios, entre 35% y 43%, para 35 variedades de trigo
duro australiano con diferentes contenidos de amilosa lo que se corresponde con valores
entre normales y altos. Hung et al. (2008) informan un valor de 25,6% para un trigo con
contenido de amilosa normal, y valores de entre 28,0% y 36,9% para trigos altos en

amilosa.

Si bien se encontré un gran rango de valores en el contenido de amilosa entre los
diferentes cultivares de trigo, no se encontraron diferencias significativas entre genotipos
ni entre afos de cosecha. Esto difiere con lo encontrado para proteinas y almidon dafiado,
que si presentaron variaciones anuales significativas, lo que estaria indicando que el
contenido de amilosa se encuentra mas influenciado por el genotipo que por las
condiciones ambientales. Geera et al. (2006) trabajaron con un total de 6 genotipos de trigo
cultivados en dos localidades y durante dos afios, y encontraron que el contenido de

amilosa solo se vio afectado por el genotipo.

La distribucién de tamafio de granulos de almidén de trigo es una caracteristica

muy importante ya que puede afectar su composicion quimica y su funcionalidad.
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Diferentes autores han informado que los granulos A y B difieren en el contenido de
amilosa, el largo de la cadena de amilopectina, la cristalinidad relativa, la microestructura,
la capacidad de hinchamiento y sobre las propiedades de gelatinizacion y pasting (Ao y
Jane, 2007; Bertolini et al., 2003; Chiotelli y Le Meste, 2002; Eliasson y Karlsson, 1983;
Geera et al., 2006a; Kim y Huber, 2008; Peng et al., 1999; Salman et al., 2009; Shinde et
al., 2003; Soulaka y Morrison, 1985; Vermeylen et al., 2005), por lo que almidones de
trigos con distinta relacion de granulos A y B, van a diferir en sus propiedades y

funcionalidad.

La distribucién de volumen de los granulos de almidéon mostré una poblacion
bimodal tipica para trigo (Figura 3.9), el limite ente las dos poblaciones se establecio
alrededor de los 10 pum. Por debajo de este limite se encuentran los granulos tipo B, y con
didmetros iguales o mayores a 10 pum se encuentra la poblacién de granulos A. Se definio
una poblacion de granulos, entre 10,1-26,1 um, que correspondiente a granulos de tipo Al
y una poblacién mayor a 26 um, correspondiente a los granulos A2. También se determind
la relacion entre los granulos A 'y B, como la relacidn entre el porcentaje de volumen de los
granulos Al (10,1-26,1 um) y los granulos B (< 10um). En el pico de cada poblacién (Pico

Ay Pico B) se tomaron los valores de diametro y porcentaje de volumen.

207 PicoA

15

10 1

% Volumen

PicoB

1 1‘0 160
Tamafio (pm)
Figura 3.9. Distribucion bimodal de tamafio de granulos de tipica almidéon de trigo.
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Se encontré un amplio rango de valores para cada afio de cosecha (Tabla 3.20). No
se encontraron diferencias significativas para la distribucion de volumen ni los didmetros
de los granulos A y B entre ambos afios de cosecha, excepto para el porcentaje de volumen
del pico de granulos A. Esta ausencia de variacién interanual difiere con lo encontrado
por diversos autores (Shi et al., 1994; Tester et al., 1995; Geera et al., 2006).

Se encontraron diferencias significativas entre genotipos para el porcentaje de
volumen de los granulos Al, donde las muestras 5, 8, 26, 31, 32 y 41 presentaron una
menor proporcion de granulos Al que oscilo entre 60,88% y 72,26%; asi como los
didmetros de pico de los granulos A, donde las muestras 19, 26, 31, 32, 41, 44, 48 y 49
mostraron los valores mayores (24,46-26,11 um) y los diametros de pico de los granulos B
donde la muestra 50 presentd el menor valor (1,98 pum) y las muestras 8, 26, 31, 32 y 33
los valores mas grandes (3,91um).

Para los granulos B se encontraron valores de pico entre 1,98 umy 3,21 um, para
ambos afios de cosecha, con un promedio de alrededor de 3 um. Para los granulos de tipo
A se encontraron valores de entre 17,38 umy 26,11 pm, con un promedio de 22 um. Li et
al. (2008) compararon la distribucion de tamafo de granulos de almidon para trigos duros
y blandos de cultivares chinos y encontraron dos poblaciones con valores de pico de 5,6-

6,1 umy 20,7-24,9 pum respectivamente.

El porcentaje de volumen ocupado por los granulos Al (10,1-26,1 um) vario entre
un 78,37-90,78% con un promedio de 79,20% para ambos afios de cosecha. La poblacion
de granulos A2 (> 26,1 um) que representa a los granulos de mayor tamafio estuvo ausente
en uno de los trigos de la cosecha 2006 (linea 50) mientras que en mas del 70% de los
trigos representd menos del 10% del volumen total. EI volumen de esta poblacion de
granulos oscil6 entre 0,00-30,26% con una media de 7,26% para ambos afios de cosecha.

Teniendo en cuenta que los granulos A se definen como los de tamafio superior a 10 pm,

114



sumando las poblaciones de Al y A2 se obtuvo un volumen de 78,73-90,96% con un
promedio de 84,46%. Mientras que la contribucién de los granulos B al volumen total
oscilé entre 9,04-21,13% con un promedio de 13,54% entre ambos afios de cosecha.

Li et al. (2008) informaron cuatro poblaciones de granulos en trigos: <2,8 um, 2,8-
9,9 um, 9,9-22,8 umy 22,8-42,8 pm, con rangos de 10,3-13,9%, 26,6-28,1%, 32,7-34,6%,
24,2-27% en trigos blandos. Teniendo en cuenta que los granulos B son los menores a 9,9
UM esta poblacion correspondié a 36,9- 41,2% del volumen total, mientras que los
granulos A (>9,9 um) comprendieron un 58,8-63,1% del volumen total. Asi mismo
informaron que los trigos blandos mostraron granulos de tipo B mas pequefios y una mayor
proporcion de granulos de tipo A que los trigos duros, Raeker et al. (1998) informaron una
distribucién trimodal de granulos de almidén con rangos de 9,7-15,2% (<2,8 um), 13,4-
27,9% (2,8-9,9 um), y 57,9-76,9% (>9,9 um) para cultivares de trigo blando en Estados
Unidos.

Las diferencias entre los valores informados en el presente trabajo y los
encontrados en bibliografia han sido previamente observadas por otros autores, quienes
evaluaron que los diferentes método de extraccion de granulos y a los distintos equipos
utilizados para la medicion (Wilson et al., 2006) producen variabilidad en resultados, asi
mismo se han informado diferencias debidas al punto de corte entre las poblaciones de
granulos (Li et al., 2008).

Para evaluar la relacion entre las caracteristicas del almiddn (distribucion de
volumen de los granulos y contenido de amilosa) con el tamafio de particula de las harinas,
el contenido de almidén dafado, la capacidad de la harina de absorber agua (mediada con

el SRC agua) y el FG, se realizé un analisis de correlacién de Pearson (Tabla 3.21).
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El contenido de amilosa mostrd una correlacion significativa y positiva con el PSA
y el contenido de almidon dafiado. Esto indica que los trigos que produjeron harinas de
mayor tamafio de particula, es decir que provenian de granos mas duros, mostraron
almidones con mayor contenido de amilosa y mas susceptibles a sufrir dafio durante la
molienda. Esto difiere con los resultados de Nishio et al. (2011) quienes informaron una
fuerte asociacion negativa entre el contenido de amilosa y el SRC carbonato para lineas
isogénicas del trigo blando Norin 61. Por otro lado Morita et al. (2002) compararon la
capacidad de absorcion de agua de trigos altos en amilosa, trigos waxy y Chinese Spring y
encontraron que tanto contenidos altos como bajos de amilosa producian harinas con

mayor capacidad de absorber agua.

Tabla 3.21. Coeficientes de correlacion de tamafio de particula de harina (PSA), contenido
de almidon dafiado (AD), contenido de amilosa, el SRC agua y factor galletita (FG) el
contenido de amilosa y los parametros de distribucion de volumen de granulos.

PSA AD Amilosa  SRC Agua FG
Amilosa 0,44** 0,37* 1 ns ns
% Vol. B (<10,1 pum) ns 0,34* ns ns ns
% Vol. Al (10,1-26,1 um) ns -0,37* ns ns ns
% Vol. A2 (>26,1 um) ns ns ns ns ns
Diam. Pico A ns ns ns ns ns
% Vol. Pico A ns -0,42** -0,42 -0,32* 0,35*
Diam. Pico B ns 0,34* ns 0,33* ns
% Vol. Pico B ns ns ns ns ns
Al/B ns -0,38* -0,38* ns ns

*,**Indican significanciaa p < 0,05y p < 0,01 respectivamente, ns: no significativo.

El contenido de amilosa correlacion6 negativamente con el porcentaje de volumen
del pico A, asi como con la relacion de volumen de granulos A y B. Esto indica que
mientras mayor sea el volumen de granulos A, y mayor la relacion de volumen entre

granulos A 'y B, menor serd el contenido de amilosa del trigo.

A diferencia de nuestros resultados, muchos autores han informado que los
granulos de mayor tamafio tienen un mayor contenido de amilosa que los granulos
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pequefios, llegando a ser entre un 4% y un 10% mayor (Peng et al., 1999; Shinde et al.,
2003), sin embargo Ames et al. (1999) encontraron diferencias muy pequefias, entre 2-3%
en el contenido de amilosa entre ambos tipos de granulos. Li et al., (2008) quienes
trabajaron con 10 cultivares de trigo encontraron una correlacion positiva entre el
contenido de amilosa y el porcentaje de volumen de granulos entre 22,8-42,8 um (tipo A),
y una correlacion negativa con el porcentaje de volumen de granulos entre 9,9-22,8 um
(tipo A). Es probable que estas diferencias estén dadas por los diferentes métodos de
extraccion y caracterizacion de los distintos tipos de granulos.

El contenido de almidén dafiado correlaciond positivamente con el porcentaje de
volumen y el diametro de pico de los granulos B, indicando que los estos granulos tienen
mayor tendencia a sufrir dafio durante la molienda. Por otro lado se observo una asociacion
opuesta con el porcentaje de volumen y el volumen de pico maximo de granulos A, asi
como la relacion de granulos A y B. Esto indica que los trigos que tengan almidones con
una mayor proporcion de granulos A en relacién a los B van a producir harinas con menor
contenido de almidon dafiado. Estas observaciones se correlacionan con lo observado para
la capacidad de absorcion de agua de las harinas (medida mediante el SRC agua), ya que a
mayor volumen de pico de granulos A, menor es la absorcion de agua (r: -0,32), mientras
que a mayor diametro de granulos B en el pico, mayor sera la absorcion de agua (r: 0,33)
por parte de la harina. Park et al. (2009), quienes estudiaron las propiedades del almidon de
98 trigos duros, informaron que los granulos B poseen una mayor capacidad de absorber.
Por su lado Kim y Huber (2010) concluyeron que el mayor grado de cristalinidad de los

granulos A, disminuye su capacidad de hinchamiento, en comparacion con los granulos B.

El factor galletita presentd una correlacion positiva con el porcentaje de volumen de
pico de granulos A, coincidiendo con lo encontrado para almidén dafiado y SRC agua. Los
resultados encontrados indican que una mayor proporcién de granulos A, se asocia con un
menor porcentaje de dafio en el almiddn, y una menor absorcion de agua por parte de la

harina, lo que influye positivamente sobre la calidad galletitera de los trigos blandos.
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CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Los cambios que se producen cuando al almidén de trigo es calentado en presencia
de agua son responsables de muchas de las caracteristicas sensoriales encontradas en los

productos elaborados a partir de trigo.

Cuando el almidon de trigo entra en contacto con agua es capaz de ligarla,
aumentando ligeramente el volumen de sus granulos en un proceso reversible. Si se
calienta este sistema hasta una temperatura inferior a la de gelatinizacion del almidon, no
se produciran otros cambios. Sin embargo, si la temperatura continda en aumento se
produce una transicion de un estado méas ordenado a uno mas desordenado. Este proceso se
conoce cdmo gelatinizacion e implica la pérdida de la estructura cristalina del almidén, que
al implicar una transicion térmica, puede ser estudiado mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) (Biliaderis, 1990).

En la Figura 3.10 se muestra una endoterma tipica de almidon de trigo, donde se
observa un pico alrededor de 65 °C correspondiente a la gelatinizacion del almidon que
implica un proceso endotérmico, donde el area bajo la curva corresponde a la cantidad de
energia que se necesita para que este cambio ocurra (AH). Los parametros To, Tp y Tc

representan las temperaturas de inicio, pico y fin de la gelatinizacion respectivamente.

Con el fin de evaluar las propiedades térmicas del almidén de los trigos, se realizo
una calorimetria diferencial de barrido (DSC) a partir de las harinas. Los valores obtenidos

para cada uno de los parametros evaluados se informan en la Tabla 3.22.
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Figura 3.10. Termograma tipico de una harina de trigo obtenido por calorimetria
diferencial de barrido. El area bajo la curva corresponde a la entalpia de gelatinizacion del
almidén (AH) y los puntos To, Tp y Tc a las temperaturas de inicio, pico y fin de la
gelatinizacion.

Tabla 3.22. Valores rango, promedio y desviacion estandar de los pardmetros de la
calorimetrfa diferencial de barrido (DSC)®".

Rango Promedio Promedio £ DE
2006 2007 2006 2007 2006 y 2007
To (°C) 56,60 - 62,10 55,48 - 60,02 58,72 A 58,06 B 58,4 £ 1,22
Tp (°C) 62,10-66,6 59,96 - 64,28 64,06 A 62,47 B 63,27 + 1,28
APico (°C) 5,80-14,1 5,13-12,01 11,33 A 9,58 B 10,46 £+ 1,57
AH (J/g) 4,48 - 6,52 5,07 - 8,51 5,66 B 6,87 A 6,26 + 0,89
AHr (J/g) 0,21-1,75 0,22 - 2,32 0,79B 121 A 0,99 + 0,50

& Temperatura de inicio (To), de pico (Tp), ancho del pico (Apico) y entalpia (AH) de la gelatinizacién; entalpia de
retrogradacion (AHr) .
b etras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)

Se encontraron diferencias significativas entre ambos afios de cosecha para los
parametros: To (p=0,0071), Tp (p<0,0001), APico (p<0,0001) y AH (p<0,0001),
correspondientes a la gelatinizacion del almiddn. Los valores de To, Tp y APico resultaron
menores en el afio 2007, mientras que las entalpias de gelatinizacién (AH) resultaron
mayores en ese afio. También se encontraron diferencias significativas entre cultivares para
To, siendo los genotipos 1, 27, 30, 35, 39, 42, 45, 47, 48, 49, 50 y 55 los que mostraron
mayores temperaturas (59,15-60,26 °C).
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Existen diversas teorias respecto a los fendmenos que ocurren durante la
gelatinizacién del almidén. Cooke y Gidley (1992) consideran que lo primero que ocurre
es la fusion de las hélices de amilopectina, y que el grado de orden a este nivel es el
responsable de la entalpia de gelatinizacién. Por su parte Zobel (1992) sugiere que el pico
de geatinizacion medido por DSC es un reflejo de dos fendmenos que ocurren
paralelamente, la fusion de los cristales y las hélices respectivamente. A su vez, la
cristalinidad del almidon depende de la relacion de amilosa-amilopectina y del largo de las
cadenas de amilopectina (Pérez et al., 2009). Ciertamente la transicion entdlpica que
implica la gelatinizacion del almiddn representa numerosos cambios que ocurren de
manera simultanea, por lo que las diferencias encontradas en los distintos parametros de
DSC pueden ser atribuidas a distintas caracteristicas del almidon, asi como al contenido

total.

La entalpia de gelatinizacion es un parametro importante a tener en cuenta durante
un analisis térmico, ya que es una medida de la cristalinidad total (indicativo tanto de la
calidad como la cantidad de cristales de almidén) (Tester y Morrison, 1990), dado que
refleja la pérdida del orden molecular. Mayores valores AH se relacionan con un mayor
grado de cristalinidad (Inouchi et al., 1984), lo que proporciona mayor estabilidad
estructural al granulo de almidon, haciéndolo mas resistente a la gelatinizacion (Barichello
et al., 1990). Las diferencias encontradas indican que los trigos provenientes de la cosecha
2007 tiene el pico de gelatinizacion a menor temperatura, pero que ese cambio de estado
requiere un mayor gasto de energia, lo que indicaria que poseen almidones con mayor

grado de cristalinidad que los trigos cosechados en 2006.

Cuando el almidon gelatinizado es enfriado, y luego se lo almacena durante un
largo periodo de tiempo, las cadenas de amilosa y amilopectina comienzan a interaccionar
nuevamente produciéndose un fendmeno conocido como retrogradacion, donde el

almiddn retoma un nuevo estado cristalino. Si se somete a un andlisis térmico a una
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muestra de almidon previamente gelatinizado, enfriado y almacenado, se observa la
desaparicion total o parcial (dependiendo del grado de gelatinizacién previo) del pico de
gelatinizacién ya que el almidén nunca recupera su estructura original (Jovanovich et al.,
1992).

Luego de la gelatinizacion las cépsulas fueron almacenadas durante 15 dias en
heladera para realizar un nuevo analisis del perfil térmico mediante DSC con el fin de
evaluar el proceso de retrogradacion. Se encontraron diferencias significativas para AHr
(p=0,0001) entre los dos afios de cosecha. Los trigos de la cosecha 2007 mostraron
mayores entalpias de retrogradacion, que los trigos de la cosecha 2006, donde los
porcentajes de retrogradacion fueron 17,6% y 14,0% respectivamente, indicando que estos
almidones presentaron un mayor grado de retrogradacion durante su almacenamiento.
También se observaron diferencias entre genotipos, siendo las muestras 3, 8, 9, 10, 42, 43,
44, 45, 47, 48, 49 y 50 los de mayor entalpia (1,29-2,04 J/g).

Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson con el objetivo de evaluar las
asociaciones existentes entre los componentes de la harina, el SRC y el perfil térmico de
las harinas (Tabla 3.23).

Tabla 3.23. Coeficientes de correlacion del tamafio de particula de las harinas (PSA), el
contenido de proteinas (Prot), pentosanos solubles (PS), pentosanos totales (PT), almidon
dafiado (AD), SRC sacarosa (SRCs), SRC carbonato (SRCc), SRC agua (SRCa) y factor
galletita (FG) con los parametros de gelatinizacion y retrogradacion del almidon medidos
por DSC*°.

PSA  Prot PS PT AD SRCs SRCc SRCa FG
To ns 0,36* -0,49** -0,48** -0,43** -0,36* -0,52** -0,57** 0,52**
Tp ns 0,39* -0,40* -0,42** -0,39* -0,30* -0,48** -0,47** 047**
Apico 047** ns  0,49** 0,32* ns 0,33* 0,38* 0,46**  -0,39*
AH ns ns ns ns -0,44** ns ns ns ns
AHr -0,31* ns ns -0,33* -0,33* ns ns ns 0,37*
 Temperatura de inicio (To), de pico (Tp), ancho del pico (Apico) y entalpia (AH) de la gelatinizacion; entalpia de
retrogradacion (AHr).

bx % |ndican significanciaa p < 0,05y p < 0,01 respectivamente, ns: no significativo
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To y Tp correlacionaron de manera positiva con el contenido de proteinas y de
manera negativa con el contenido de pentosanos solubles y totales y con el contenido de
almidon dafiado. A su vez los SRC de sacarosa, carbonato, relacionados con pentosanos y
almidon dafiado, y el SRC de agua, correlacionan de manera negativa con To y Tp. Esto
indica que los trigos que tienen un mayor contenido de proteinas gelatinizan a mayores
temperaturas, mientras que un mayor contenido de pentosanos y almidon dafiado

disminuyen las temperaturas de inicio y de pico de la gelatinizacion.

Las harinas con mayor contenido de componentes hidrofilicos, tienen una mayor
capacidad de absorber agua. El agua va a ser absorbida por estos componentes, dejando
menos cantidad de agua libre disponible para la gelatinizacion del almidén. Teniendo en
cuenta que las muestras de harina a gelatinizar se prepararon con un contenido de agua de
~ 70% (una parte de harina y 2 de agua), el agua disponible para la gelatinizacion del
almidén en las muestras con mayor contenido de compuestos hidrofilicos fue
significativamente menor. La mayoria de los autores informan que no existen diferencias
significativas en To y Tp cuando se varia el conenido de agua, mientras que muchos
informan que To y Tp aumentan a medida que disminuye el contenido de agua. La relacion
encontrada entre el contenido de proteinas y To puede ser explicada por la disminucion de

agua en el sistema debido a la absorcion de agua por parte de las proteinas.

Morrison et al. (1994) trabajaron con almidones de maiz y trigo a los que
sometieron a distintos tiempos de molienda con el objeto de lograr diferentes niveles de
dafio. En este trabajo encontraron un corrimiento de To y Tp a menores temperaturas a
medida que aumentaba el contenido de almidon dafiando. Los autores explican que una
fraccion del almidon se dafia completamente, la cual puede ser medida por un método
enzimatico, otra fracion de los granulos permanece nativa, y queda un “remanente” de
granulos que sufren un dafio parcial que ocaciona una pérdida de su estructura que permite
que gelatinicen mas facilmente. Estos resultados se condicen con los encontrados en la
presente tesis, donde los trigos cuyos almidones tienen mayor tendencia a sufrir dafio

durante la molienda tienen un remanente de granulos que no son completamente dafiados
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pero que sufren una pérdida parcial de su birrefringencia. Por otro lado, alta asociacién
encontrada entre el contenido de almidon dafiado y pentosanos, explica la asociacion
negativa entre estos y las To y Tp, donde las harinas que presentaron una mayor
proporcion de almidén dafiado que implicO una disminucion de la temperatura de

gelatinizacion también presentaron un mayor contenido de pentosanos.

Cabe destacar que el contenido de almidon dafado correlacioné de manera negativa
con la entalpia de gelatinizacién, indicando que los trigos con mayor contenido de almidén
requieren menor energia para gelatinizar. EI dafio mecéanico sufrido por los granulos de
almidon durante la molienda resulta en una pérdida de la birrefringencia y la cristalinidad,
dando como resultado un material mas amorfo (Morrison et al., 1994). Sahai y Jackson
(1999) indicaron una ausencia total del pico de gelatinizacion en los termogramas de
almidon de maiz que habian sido dafiados mecanicamente. Estos resultados indican que
mientras mayor sea el grado de dafio en el almidon, luego de la molienda, menor sera la
cristalinidad total de dicho almiddén y menor el pico de gelatinizacion, indicativo del
cambio de un estado ordenado a uno desordenado. Otros autores (Morrison et al., 1994;
Tester, 1997; Barrera et al., 2013) han encontrado que el dafio mecanico sufrido por el
almiddn durante la molienda conlleva a una gelatinizacion espontanea en agua fria, de esta
fraccion del almidon, en un proceso similar al de la gelatinizacion causada por el calor.
Esta gelatinizacion espontanea produce una reduccion en la entalpia de gelatinizacion
durante el calentamiento, produciendo un efecto comparable al efecto de disminuir la

cantidad de almidén.

El rango de temperaturas en el cual ocurre la gelatinizacion se encuentra
relacionado con la heterogeneidad de los cristales. Un solo granulo de almidén va a
gelatinizar en un estrecho rango de temperaturas, que dependeran de su estructura y su
grado de cristalinidad, por lo que el rango de temperaturas en las que gelatiniza el almidon
dependera de la contribucién de cada uno de los granulos que posea (Biliaderis, 2009). El
ancho de pico correlacioné de manera positiva con el contenido de pentosanos, solubles y

totales, y con los SRC de carbonato, sacarosa y agua. Nuevamente se observa que la
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capacidad de absorcion de las harinas se encuentra relacionada con las caracteristicas
térmicas del almiddn, siendo los trigos con almidones con mayor heterogeneidad de
cristales los que poseen mayor capacidad de absorcion.

La cantidad de almidon, el tamafio de los granulos, el contenido de amilosa, el
grado de cristalinidad, la asociacion entre las cadenas de amilosa y amilopectina, el grado
de dafio sufrido durante la molienda y la disponibilidad del agua son todos factores capaces
de influir de distintas maneras sobre las propiedades térmicas del almidén, por lo que
resulta necesario conocer y explicar un gran nimero de eventos que ocurren de manera
simultanea para poder explicar y entender las propiedades térmicas del almidon. Existen
numerosos trabajos donde se utilizan varios métodos con el objetivo de explicar los
fendmenos de calorimetria del almidon y la harina observados. A partir de ellos se han
postulado diversas teorias que muchas veces resultan contradictorias. Los cambios sufridos
por el almidon durante los procesos de calentamiento son tan complejos que hasta el

momento muchos fendmenos resultan inciertos.

El PSA correlaciond fuertemente y de manera positiva con el ancho de pico,
indicando una asociacion entre la dureza del grano y la heterogeneidad de cristales del

almidon.

El factor galletita correlacioné de manera positiva con To y Tc, indicando que las
harinas de trigo blando que gelatinizan a mayor temperatura producen galletitas con una
mayor relacion diametro/altura. Asi mismo se observé una correlacidén negativa entre FG y
el ancho de pico, indicando que los trigos que poseen almidones con menor heterogeneidad
de cristales van a producir galletitas de mayor diametro. Teniendo en cuenta la asociacion
encontrada entre To y el ancho de pico (r=-0,41) podriamos afirmar que los trigos que
poseen almidones con menor heterogeneidad de cristales, van a gelatinizar a mayores

temperaturas, y produciran galletitas de mayor diametro.
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Cémo ya se explicd anteriormente existe cierta controversia respecto al rol del
almiddn durante el horneado. Si bien algunos autores consideran que la gelatinizacion del
almiddn es practicamente nula, otros han encontrado evidencia de que, en al menos la
mitad de los grénulos, se producen cambios irreversibles en la estructura del almidon
(pérdida de birrefringencia) durante el horneado (Chevallier et al., 2000). Teniendo en
cuenta que el didmetro final de la galletita va a estar dado por: 1) la velocidad de expansién
de la masa durante el horneado, y 2) el tiempo en el cual se fija la estructura; estamos en
condiciones de indicar que las galletitas elaboradas a partir de trigos blandos cuyos
almidones gelatinizan a mayores temperaturas (mayor To y Tp), van a fijar su estructura
mas tarde durante el horneado, por lo que van a tener un mayor FG.

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson con el objetivo de conocer la
relacion existente entre los parametros de perfil térmico de las harinas y la distribucion de

tamafo de granulos de almidon (Tabla 3.24).

Tabla 3.24. Coeficientes de correlacion de los parametros de perfil térmico de las harinas y
la distribucién de tamafio de granulos de almidén® ®.

% Vol. A1l % Vol. pico A Diam. pico A % Vol. pico B Diam. picoB A1/B

To 0,47*%* 0,50** -0,37* -0,33* -0,55** 0,44**
Tp ns 0,45** -0,41** -0,31* -0,56** 0,40*
AH 0,40* 0,38* -0,31* ns -0,42** 0,32*
AHr ns 0,41** ns ns -0,35* 0,30*

& Temperatura de inicio (To), de pico (Tp), ancho del pico (Apico) y entalpia (AH) de la gelatinizacion; entalpia de
retrogradacion (AHr).
bx % |ndican significanciaap < 0,05y p < 0,01 respectivamente, ns: no significativo.

To mostr6 una correlacion positiva con el porcentaje de volumen de granulos Al y
el volumen de pico de granulos A y con la relacién de granulos A/B, a la vez que
correlaciond de manera negativa con los diametros de pico de los granulos Ay B y con el
volumen de pico de los granulos B. Esto indica que a mayor proporcion de granulos A,

mayor sera la temperatura de inicio de la gelatinizacion, mientras que la tendencia
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contraria se observé con la proporcion de granulos B. Respecto a la relacién entre To vy el
didmetro de pico de los granulos A y B, se observa la misma tendencia: mientras mayor

sea el didmetro, menor serd la temperatura de inicio de la gelatinizacion.

El AH de gelatinizacion correlaciond positivamente los porcentajes de volumen y
de pico de los granulos A 'y con la relacion de granulos A/B, indicando que los almidones
que poseen una mayor proporcién de granulos A tienen un mayor grado de cristalinidad.
Kim y Huber (2010), quienes trabajaron sobre fracciones purificadas de granulos Ay B de
trigos normales y waxy (sin amilosa) encontraron que los granulos B (en relacién a los A)
poseian una mayor proporcion de cadenas cortas de amilopectina, y una menor proporcién
de cadenas largas e intermedias, lo que atribuyeron a un menor grado de cristalinidad
relativa. En este trabajo también informaron que los granulos A, de almidon nativo y waxy,
gelatinizan a mayor temperatura (To) y presentan una entalpia de gelatinizacion (AH)

mayor que los granulos B.

PERFIL DE VISCOSIDAD

Las propiedades de pasting de las harinas de trigos se encuentran gobernadas por su
principal constituyente, el almidon. Los cambios de viscosidad que sufre una mezcla de
harina y agua durante ciclos de calentamiento y enfriamiento se relacionan con la
gelatinizacién y la retrogradacion del almidon. Dichos cambios afectan las propiedades de
muchos procesos en la industria alimentaria. En panificacién las temperaturas de
gelatinizacién afectan la expansion de las masas panarias o los batidos durante el
horneado, mientras que la retrogradacion es una de las principales causas del

endurecimiento de estos productos.

Con el fin de evaluar el perfil de viscosidad de las harinas, se realizaron mezclas de

harina y agua y se midié su viscosidad mediante un RVA (Rapid Visco Analyser). Este
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equipo permite analizar el comportamiento de una pasta formada por harina y agua en un
ciclo de enfriamiento/calentamiento, registrando la viscosidad de la solucion. Los granulos
de almidon presentes en la harina comienzan a absorber agua al comienzo del ciclo. A una
determinada temperatura comienza la gelatinizacion del almidon, con el consiguiente
incremento de la viscosidad de la pasta. Sin embargo, los granulos comienzan a romperse,
por lo que una vez alcanzado un maximo de viscosidad esta tiende a disminuir. Cuando la
pasta vuelve a enfriarse el almidon se reorganiza, y como consecuencia de este fendmeno,

Ilamado retrogradacion, la viscosidad vuelve a incrementar (Gomez et al., 2007).

Cada uno de los parametros medidos por el equipo puede asociarse a diferentes
caracteristicas o propiedades de las harinas. La temperatura de pasting, la que se registra
cuando comienza a incrementarse la viscosidad, y provee informacion sobre la minima
temperatura requerida para cocinar el almidon de una determinada muestra. La viscosidad
maxima, la maxima viscosidad alcanzada durante el calentamiento, es un indicador de la
capacidad del almidén de ligar agua. La estabilidad, la diferencia entre la viscosidad
méxima y la viscosidad de caida, es una medida de la resistencia de los granulos de
almiddn de la muestra a la temperatura y la tension de cizalla. La viscosidad de caida, el
menor valor de viscosidad antes de que comience la retrogradacion, es una medida de la
estabilidad de la muestra. Durante el enfriamiento de la pasta de harina (o0 almiddn) y agua,
ocurre una re-asociacion entre las moléculas de almidon, especialmente de la amilosa,
resultando en un incremento de la viscosidad. Esta fase denominada retrogradacion
(diferencia entre la viscosidad final y la viscosidad de caida), es comunmente relacionada
con la retrogradacion o re-asociacion de la amilosa. Por ultimo, la viscosidad final, es la
viscosidad alcanzada luego del enfriamiento y representa la capacidad del material para
formar una pasta o gel viscoso después del calentamiento y enfriamiento (Singh et al.,
2010).

En la Tabla 3.25 se muestran los resultados obtenidos a partir del andlisis de perfil

de viscosidad. Se observo un importante rango de valores respecto a las propiedades de
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pasting de las harinas entre los diferentes genotipos de trigo y entre ambos afios de
cosecha.

Se encontraron diferencias significativas entre los dos afios de cosecha para todos
los pardmetros evaluados a excepcion de la viscosidad de caida. Las harinas de la cosecha
2006 presentaron mayor temperatura de pasting (p <0,0001), y menores valores de pico de
viscosidad (p <0,0001), estabilidad (p <0,0001), retrogradacién (p <0,0001) y viscosidad
final (p=0,0082). Diversos autores han informado sobre el impacto que tienen las
condiciones ambientales durante el desarrollo del grano en las propiedades de pasting de
las harinas obtenidas a partir de estos (Dengate y Meredith, 1984; Morris et al., 1997,
Singh et al., 2010). Las condiciones ambientales adversas (altas temperaturas y sequia)
durante la antesis y el llenado del grano han sido identificadas como una gran limitante de
la calidad del trigo a nivel mundial, afectando la sintesis de proteinas y de almidon (Jiang

et al., 2009; Triboi et al., 2003); y como consecuencia las propiedades de los mismos.

Tabla 3.25. Valores rango, promedio y desviacion estandar de los parametros del perfil de
viscosidad de las harinas obtenidos mediante el analisis del RV A®.

Rango Promedio £ DE
2006 2007 2006 2007 2006y 2007

Temp. Pasting (°C) 83,25 -89,80 75,10-87,30 86,94 A 84,19B 85,56+ 2,34
Pico de viscosidad (cP) 1849 -3614 1799-4030 2811B 3314 A 3062 + 526

Estabilidad 349 -1279 927 - 1631 791 B 1330 A 1060 + 340
Visc. caida (cP) 1251 -2530 543-2619 2020 A 1983 A 2001 +409
Retrogradacion 1186 - 1872 840-2209 1513 B 1901 A 1707 + 303
Visc. Final (cP) 2561 - 4265 1383-4760 3533B  3885A 3709 + 632

? Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Se observaron diferencias significativas entre genotipos para la viscosidad final y la
viscosidad de caida, siendo las muestras 44 y 19 las que mostraron los menores valores

para ambos parametros.
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Varios autores han informado sobre el efecto que tienen los diferentes
constituyentes de una harina sobre sus propiedades de pasting, entre los que se destacan el
contenido de amilosa, gluten y pentosanos (Jelaca y Hlynka, 1971; Loney et al., 1975;
Moss y Miskelly, 1984; Morris et al., 1997). Con el objetivo de conocer la relacion
existente entre las caracteristicas de las harinas y sus propiedades de pasting, se realiz6 un

analisis de correlacion de Pearson (Tabla 3.26).

Tabla 3.26. Coeficientes de correlacion entre los parametros de perfil de viscosidad de las
harinas y el contenido de amilosa, pentosanos solubles (PS) y almidén dafiado (AD), los
SRC de sacarosa (SRCsac), carbonato (SRCcarb), agua y el factor galletita (FG).

Amilosa PS AD SRCsac SRCcarb SRCagua FG

Temp. Pasting ns ns ns 0,34* ns ns -0,46**
Pico de viscosidad -0,31* ns ns ns ns ns ns
Estabilidad -0,49** -0,34* -0,35* ns -0,33* -0,37* 0,37*
Visc. caida ns ns ns 0,32* ns ns -0,34*
Retrogradacion ns ns ns ns ns ns -0,31*
Visc. Final ns ns ns ns ns ns -0,35*

*, ** Indican significancia a p < 0,05 y p < 0,01 respectivamente, ns: no significativo.

El contenido de amilosa presentd una correlacion negativa con el pico de viscosidad
y la estabilidad. Los incrementos en el contenido de amilosa se encuentran generalmente
asociados a una disminucion en el pico de viscosidad (Loney y Meredith, 1974; Zeng et
al., 1997). Hung et al. (2007) informaron que los trigos altos en amilosa tienen menores
picos de viscosidad, estabilidad y viscosidad final. Por su parte, Morita et al. (2002)
encontraron que los almidones de trigo waxy gelatinizan mas rapidamente y alcanzan
mayores picos de viscosidad que los de trigos normales. Van Hung et al. (2008) reportaron
que los almidones de trigo altos en amilosa presentaron menores picos de viscosidad que
los almidones normales. Teniendo en cuenta que la amilopectina es la principal
responsable del hinchamiento de los granulos de almidon (Teste y Morris, 1990), los trigos
con menor contenido de amilosa van a presentar un menor grado de hinchamiento y como

consecuencia una menor viscosidad y una mayor estabilidad.
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La estabilidad se correlacion6 de manera negativa con pentosanos solubles,
almidon dafado, y con los SRC de carbonato y agua. Esto indica que los componentes
capaces de absorber agua, aumentan el grado de estabilidad de un gel de almidén sometido
a calentamiento y agitacion. Estos componentes van a competir por el agua con el almidén,

reduciendo el grado de hinchamiento, y como consecuencia la tendencia a romperse.

El SRC de sacarosa mostro una correlacion positiva con la temperatura de pasting y
con la viscosidad de caida. Sasaki et al. (2000), quienes trabajaron con fracciones de
almiddn puro y con distintas cantidades de pentosanos solubles, encontraron que a medida
que aumenta el contenido de pentosanos capaces de absorber agua, disminuye la capacidad
de hinchamiento de los granulos de almidon, aumentando la temperatura de pasting. Del
mismo modo, la disminucion del contenido de agua libre conlleva a un aumento de la
viscosidad en el sistema que provoca que la caida de la viscosidad, debida a la ruptura de

los granulos de almiddn, sea menor (mayor viscosidad de caida).

El factor galletita correlacioné negativamente con la viscosidad final, la
temperatura de pasting, la viscosidad de caida y la retrogradacion, mientras que con la
estabilidad mostr6 una correlacion positiva. Estos resultados indican que las harinas que
tiendan a aumentar su viscosidad a mayores temperaturas, a formar geles menos estables y
con menor tendencia a retrogradar cuando son enfriados, van a producir galletitas con
mayor relacion de diametro y altura (mayor FG). Si bien en la masa de la galletita la
disponibilidad de agua es mucho menor, la relacion encontrada entre el FG y los distintos
parametros de pasting evidencian una relacion entre el perfil de viscosidad de una harina y

el comportamiento que tendra durante la elaboracion de galletitas.

Se realiz6 un analisis de Pearson para conocer las relaciones existentes entre el
tamafo y la distribucién de volumen de los granulos de almidén y los valores de DSC con

el perfil de viscosidad de las harinas (Tabla 3.27).
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Tabla 3.27. Coeficientes de correlacion entre la distribucion de tamafio de los granulos de
almidén y los valores de DSC con los pardmetros de perfil de viscosidad de las harinas® ".

Temp. Pasting Estabilidad

% Vol. Al ns 0,43**
Diam. pico A -0,32* -0,34*
% Vol. pico A ns 0,42**
Diam. pico B ns -0,54**
Al/B ns 0,38*
To ns 0,68**
Tp ns 0,63**
AH ns 0,30*
AHr ns 0,39*

8 Temperatura de inicio (To), de pico (Tp), ancho del pico (Apico) y entalpia (AH) de la gelatinizacion; entalpia de
retrogradacion (AHr).
b ** Indican significanciaa p < 0,05y p < 0,01 respectivamente, ns: no significativo.

Se encontrd una asociacion positiva entre el porcentaje de volumen de los granulos
Ay la relacion de volimenes de granulos A y B con la estabilidad, indicando que las
harinas que poseen mayor proporcion de granulos A son menos estables cuando se las
somete a calentamiento y fuerza de cizalla, y por ende que los granulos de mayor tamafio
son mas propensos a romperse. Shinde et al. (2003) encontraron la misma asociacion entre
el contenido de granulos A y la estabilidad medida por RVA. En concordancia con esto se
encontré una asociacion negativa entre la estabilidad y los diametros de los granulos A 'y
B.

Con el objetivo de evaluar la variabilidad entre las muestras en funcion de las
caracteristicas del almidon, se realizd un analisis de Componentes Principales utilizando
como variables los pardmetros que mostraron diferencias significativas entre genotipos. En
la Figura 3.11 se muestra el grafico Biplot obtenido en el andlisis. Cada punto del grafico
corresponde a un genotipo, mientras que los rayos representan a cada una de las variables

evaluadas.
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Figura 3.11. Biplot del analisis de Componentes Principales de los trigos. Los puntos
representan a los 44 genotipos y los rayos a las distintas variables evaluadas.

Entre ambos ejes se pudo explicar el 74,3% de la variabilidad encontrada entre los
distintos genotipos. La Componente Principal 1 separa el porcentaje de volumen de los
granulos A, la To y el AHr de los diametros de Pico de los granulos A y B, lo que
representa el 45,3% de la variabilidad de las muestras. Por su parte la CP 2 separa a los
trigos en funcion la viscosidad de caida y la viscosidad final, explicando el 29% de la
variabilidad total. En el grafico se observa una gran dispersion, lo que indica una
importante variabilidad en las caracteristicas del almidén entre los distintos genotipos. El
eje x separa los genotipos 45 y 50, con mayores valores de % Vol ALy To, por un lado y a
los genotipos 32 y 33, con mayores didmetros de pico de Ay B, por el otro. Mientras que
el eje y separa dos genotipos, el 44 y el 19, asociados a menores valores de viscosidad de
caida y viscosidad final. Cabe destacar que estos dos genotipos (junto con el 47)
presentaron la composicion de HMW-GS vy secalinas (Glu-Al= nulo, Glu-B1= 7+8, Glu-

D1=2+12 y sin secalinas) que mostré el mejor desempefio en calidad galletitera.
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En la figura 3.12 se muestra el Biplot del anélisis de CP donde también se incluyo
el FG como variable con el objetivo de explorar la relacion encontrada entre las

caracteristicas del almidon y la calidad galletitera de las harinas.
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Figura 3.12. Biplot del analisis de Componentes Principales de los trigos. Los puntos
representan a los 44 genotipos y los rayos a las distintas variables evaluadas.

Con este nuevo analisis observamos que entre ambos ejes se puede explicar el
69,4% de la variabilidad de las muestras, y que la distribucién de la nube de puntos, que
representan a los 44 genotipos de trigo blando, es muy similar al analisis anterior, donde se
siguen separando los mismos genotipos en funcién de las caracteristicas del almidén. El
FG tiene mayor peso sobre la CP 2 y se contrapone a la viscosidad de caida y la viscosidad

final; al mismo tiempo que se asocia a los genotipos 44 y 19.

Si bien existe mucha controversia respecto al rol que cumple el almidén durante la
elaboracién de galletitas, dado que es un sistema con bajo contenido de agua y altos niveles

de azucar y grasa, los resultados encontrados en el presente trabajo evidencian la existencia
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de una dependencia entre las caracteristicas del almidén y la calidad galletitera de la
harina. La relacién encontrada entre To y Tp con el FG muestra que la gelatinizacion del
almiddn de trigo influye de manera directa sobre el desarrollo de la galletita durante el
horneado. Asi mismo, las relaciones halladas entre FG y la estabilidad de los granulos de
almidén evidencian un efecto de la estructura del almidon sobre el desarrollo de la
galletita. De estos resultados surge la necesidad de realizar futuros estudios que permitan
profundizar y comprender mejor las asociaciones encontradas entre la estructura y las

caracteristicas del almidon sobre la calidad galletitera de las harinas de trigos blandos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se encontr6 una importante variabilidad genética entre los 44 trigos blandos
estudiados en cuanto a la composicion de HMW-GS y secalinas. El loci Glu-Al presentd
tres variantes alélicas, siendo la subunidad 2* la de mayor frecuencia. Para el locus Glu-
B1, se identificaron seis variantes, dentro de las cuales predominaron las subunidades 7+8
y 7+9. Para el locus Glu-D1 se identificaron tres variantes alélicas, siendo la combinacion
de subunidades 2+12 la més frecuente. Asi mismo se vio que el 61,4 % de los trigos no
tenian secalinas, que el 34,1% poseian la translocacion 1BL/1RS, y el 4,5% restantes la
1AL/1RS. Dentro de los 44 trigos en estudio se identificaron 23 combinaciones teniendo

en cuenta los tres loci Glu-1y las secalinas.

El tamafio de particula de las harinas (PSA) resulté un buen parametro para evaluar
la textura del grano en trigos blandos dada su correlacion con el indice de tamafio de
particulas. Pese a que todos los trigos estudiados resultaron blandos, de acuerdo a la
composicion de puroindolinas, se encontrdé una gran variabilidad entre genotipos para el
PSA, indicando un marcado efecto de otros factores asociados a la textura de los granos de
trigos, ademas de los genéticos, que influyen sobre el modo en que se encuentran asociados
los granulos de almiddn a la matriz proteica. EI PSA, mostré una correlacion positiva con
el contenido de proteinas y de almidon dafiado, indicando que mientras mayor es el
contenido proteico mayor es la dureza del grano, y por lo tanto mayor seré el dafio sufra el
almiddn durante la molienda de los granos. EI FG correlacion6 de manera negativa con el
PSA, indicando que las harinas mas finas, provenientes de granos mas blandos, van a

producir mejores galletitas.

Los diferentes genotipos mostraron una gran Vvariabilidad en cuanto a su
composicion (contenido de proteinas, gluten, almidon dafiado y pentosanos), la calidad
galletitera de sus harinas (evaluada mediante las pruebas de prediccion IRAA y SRC), y la

calidad de las galletitas elaboradas (evaluadas con el FG, la textura y el color de las
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galletitas). El tamafio de particula de las harinas (PSA), el contenido de proteinas,
pentosanos totales y almidon dafiado, los SRC Ilactico y carbonato, y el FG también
presentaron variacion interanual indicando que tanto las condiciones genéticas como las
ambientales afectan de manera significativa la composicién de los granos, condicionando

la calidad final de los productos elaborados a partir de harinas de trigo.

Considerando los resultados obtenidos mediante los ensayos de prediccion, se
puede afirmar que el SRC resulté una poderosa herramienta para diferenciar trigos blandos
de acuerdo a su aptitud galletitera, mientras que el IRAA no logr6 discriminar genotipos de
acuerdo a su calidad galletitera cuando los trigos pertenecen a un mismo tipo de textura,
en este caso de textura blanda.

La calidad de las galletitas, evaluada principalmente mediante el FG, se vio
afectada fuertemente y de manera negativa por el tamafio de particula de las harinas, los
componentes responsables de la absorcion de agua: almidon dafiado, pentosanos solubles y
totales, lo que se reflejo en los SRC asociados a estos (SRCcarb, SRCsac, SRCagua). Por
otro lado el contenido de proteinas y los parametros del gluten, no expresaron efecto sobre
la calidad galletitera de los trigos blandos, probablemente porque durante la elaboracién de
galletitas el desarrollo de la red de gluten se ve limitado debido a los grandes niveles de
grasa y azucar que tiene la masa. Los componentes de la harina capaces de absorber agua
afectan fuertemente la calidad galletitera, ya que vuelven a las masas mas viscosas,
afectando su capacidad de expansidn durante el horneado, lo que produce galletitas con

menor FG.

En cuanto al color, se encontr6 una asociacion negativa entre la luminosidad (L) y
el FG, y positiva entre L y almidén dafiado, pentosanos (solubles y totales), y los SRC de
sacarosa, carbonato y agua. Esto indica que las harinas con mayor capacidad de absorber
agua van a producir galletitas mas claras y de menor relacion diametro y altura. En este

trabajo observamos que las galletitas que menos se expandieron durante el horneado,
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consideradas de menor calidad, presentaron una superficie lisa y méas blanca, con valores

de L mayores.

En base a los resultados se logré desarrollar una ecuacion de prediccion del FG con
la cual es posible seleccionar harinas de trigo blando con buena aptitud para la elaboracién
de galletitas utilizando como variables el tamafio de particula de la harina (PSA), el
contenido de almidén dafiado y el SRC sacarosa, dejando en evidencia el marcado efecto
de la textura del grano y la capacidad de absorcién de agua de la harina sobre la calidad

galletitera.

Las diferencias en la composicion de gluteninas de alto peso molecular y la
presencia de secalinas mostraron un marcado efecto sobre las caracteristicas, la

composicion y la calidad galletitera de los trigos blandos.

La ausencia de subunidades de gluteninas del locus Glu-Al se relacioné con
harinas de menor granulometria (trigos mas blandos) y con galletitas de mayor relacion
didmetro y altura. Dado que este locus no mostro relacion con la composicion de la harina
o la retencion de solventes, la influencia del alelo nulo sobre la calidad de la galletita puede
estar relacionada a una disminucion en la fuerza de la masa causada por una reduccion en

la cantidad de proteinas poliméricas.

Para el locus Glu-B1 se encontré que los trigos que poseian las subunidades 6+8
fueron los de mayor contenido proteico. Los trigos que tenian las subunidades 7+9
presentaron los menores valores de almidon dafiado, a la vez que mostraron menor
capacidad de absorcion para los SRC de carbonato y agua, por otro lado la presencia de las
subunidades 17+18 se asocié con los valores mas altos para estas tres variables. Cabe
destacar que si bien las diferencias observadas en el factor galletita no fueron significativas

para el locus Glu-B1, los trigos que poseian las subunidades 13+16 y 17+18 mostraron los
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menores valores de FG, mientras que los de mayores valores fueron asociados a trigos con

las subunidades 7+9 y 6+8.

La variacion de gluteninas para el locus Glu-D1 solo afecté al SRC lactico, siendo
las subunidades 5+10 las que mostraron mayores valores de absorcion. En lo que respecta
a la calidad galletitera, si bien no se encontraron diferencias significativas para las HMW-
GS correspondientes al este locus, los trigos que presentaron las subunidades 5+10
produjeron las galletitas con menor factor.

La presencia de las translocaciones del centeno, 1BL/1RS y 1AL/1RS, se asocio
con un aumento en el contenido de almidéon dafiado, pentosanos totales y solubles, y en la
absorcion de los SRC de agua, sacarosa y carbonato. El efecto causado sobre la
composicion y la capacidad de absorcion de las harinas, se vio reflejado en una
disminucion significativa del factor galletita en comparacion con los trigos sin la
translocacion. Estos resultados confirman el efecto negativo que tiene la translocacion del

centeno sobre la calidad galletitera de trigos blandos.

En base a los resultados encontrados se puede afirmar que la variacion alélica del
locus Glu-Al y la translocacion del centeno son los parametros que mayor influencia
tienen sobre la calidad galletitera de trigos blandos. Si bien no se encontraron tendencias
tan claras para los demas loci, se pudieron identificar tres genotipos (19, 44 y 47) cuya
combinacion alélica (Glu-Al= nulo, Glu-B1= 7+8, Glu-D1= 2+12 y sin secalinas) resulté

en harinas con la mejor calidad galletitera.

A partir de los resultados obtenidos mediante el andlisis de modelos lineales
generales y mixtos se desarrollé una ecuacidén que permite predecir el FG que se obtendra

con una harina a partir de la composicién de HMW-GS vy secalinas del trigo.
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Las caracteristicas del almidén (el contenido de amilosa y los pardmetros de tamafo
y distribucion de volumen de los granulos) presentaron una gran variabilidad entre los
distintos genotipos de trigo, pero no mostraron diferencias interanuales. Por otra parte si se
observaron variaciones entre afios, asi como genéticas, en parametros correspondientes al
perfil térmico de las harinas (To, Tp, APico y AH de gelatinizacion y retrogradacion) y en
casi todos los parametros de pasting (temperatura de pasting, pico de viscosidad,
estabilidad, retrogradacion y viscosidad final), indicando un efecto ambiental sobre las
propiedades térmicas y de viscosidad del almidén.

Se encontraron asociaciones entre la composicion de las harinas y las caracteristicas
del almiddn. Los trigos cuyos almidones presentaron una mayor proporcion de granulos A,

en relacion a los B, produjeron harinas con menor contenido de almidon dafiado.

Los trigos cuyos almidones presentaron una mayor proporcion de granulos A,
exhibieron una mayor temperatura de inicio de la gelatinizacion (To), y se asociaron con
un mayor AH de gelatinizacion, indicando un mayor grado de cristalinidad para estos

trigos.

El contenido de amilosa afectd el perfil de viscosidad de las harinas. Las harinas
provenientes de trigos con mayor contenido de amilosa produjeron pastas menos viscosas y
mas estables cuando fueron calentadas en presencia de agua. El contenido de pentosanos
solubles y de almidén dafiado produjo el mismo efecto sobre la estabilidad. Los trigos con
menor contenido de amilosa presentan un menor grado de hinchamiento de los granulos,
por otro lado los componentes hidrofilicos compiten con el almidén por el agua, lo que
reduce el grado de hinchamiento, como consecuencia ambos factores disminuyen el grado

de hinchamiento de los granulos, volviéndolos mas estables.
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El factor galletita correlaciona de manera positiva con To y Tc, indicando que las
harinas de trigo blando que gelatinizan a mayor temperatura producen galletitas con una

mayor relacion diametro/altura.

En el anélisis de componentes principales donde se evalud la variabilidad de las
muestras segun las caracteristicas del almidon, seis trigos se diferenciaron del resto: los
genotipos 45 y 50, con mayores valores de % Vol Al y To, por un lado, los genotipos 32 y
33, con mayores diametros de pico de Ay B, por el otro y los genotipos 44 y 19, asociados
a menores valores de viscosidad de caida y viscosidad final. Cabe destacar que estos dos
altimos junto con el genotipo 47 presentaron la composicion de HMW-GS y secalinas con
mejor desempefio en cuanto a calidad galletitera.

Si bien existe mucha controversia respecto al rol que cumple el almidon durante la
elaboracion de galletitas, dado que es un sistema con bajo contenido de agua y altos niveles
de azucar y grasa, los resultados encontrados en el presente trabajo evidencian la existencia

de una relacion entre las caracteristicas del almidén y la calidad galletitera de la harina.

Como principal conclusion de este trabajo de tesis doctoral podemos resaltar que la
composicion alélica del locus Glu-Aly la translocacion del centeno, junto con el tamafio de
particula de las harinas, el contenido de pentosanos solubles (medidos mediante el SRC
sacarosa) y de almiddén dafiado resultan herramientas muy adecuadas a la hora de predecir
la funcionalidad de trigos blandos para la seleccion de cultivares en programas de

mejoramiento.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo surge como propuesta evaluar un
grupo seleccionados de trigos blandos con el alelo nulo para Glu-Al y con ausencia de

translocacion de centeno, que presenten una variabilidad mas equilibrada en cuanto a los
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loci Glu-B1 y Glu-D1 que permita una evaluacion més precisa del efecto de las distintas

subunidades de estos loci sobre la calidad galletitera.

En cuanto al papel que juega las caracteristicas del almidén en la calidad de las
galletitas, surge la necesidad de profundizar sobre las relaciones existentes entre las
propiedades térmicas y de pasting de las harinas y la calidad galletitera de trigos blandos.
En futuros estudios se propone incluir como componente genético de estudio la
variabilidad de genes vinculados con la sintesis de amilosa y amilopectina en el almiddn,
que afectan las propiedades térmicas y de pasting de la harina de trigo y sus posibles usos

industriales.

Para el mejoramiento genético de los trigos blandos destinados a la elaboracion de
galletitas surge como propuesta utilizar el mapeo de asociacion para identificar marcadores
ligados a los componentes de las harinas asociados a la calidad galletitera, como el
contenido de pentosanos, las propiedades de absorcion de agua o las caracteristicas
térmicas y de viscosidad del almiddn. EI mapeo de asociacion busca identificar marcadores
ligados a variaciones fenotipicas en un caracter de interés a partir de una muestra de
individuos, sobre la base del desequilibrio de ligamiento observado en poblaciones no
estructuradas como pueden ser poblaciones naturales, colecciones de germoplasma, lineas
0 variedades elite de un programa de mejoramiento. Esta propuesta tiende a la obtencion
de variedades de trigo diferenciadas por su éptima aptitud galletitera y un buen desempefio
agrondmico a fin de responder tanto a los intereses del productor agropecuario como a las

demandas de la industria.
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