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Aplicacién de electroforesis capilar para la
caracterizacion de gliadinas de trigos argentinos

Colombo A.; P.D. Ribottay A.E. Ledn

RESUMEN

Las gliadinas son proteinas del trigo que desempefian un papel central en la for-
macion del gluten, ya que son las responsables de la viscosidad de la red. Pese
a su importancia han sido menos estudiadas que las gluteninas, debido a que
sus inusuales propiedades de solubilidad e hidrofobicidad dificultan su caracte-
rizacion. Los objetivos de este trabajo fueron estudiar el perfil proteico de las glia-
dinas de cultivares de trigos argentinos mediante electroforesis capilar, y evaluar
la capacidad de esta técnica para discriminar entre los diferentes cultivares. Para
ello se trabajo con 12 cultivares de trigo de las diferentes categorias de calidad
asignadas por el INTA, a los que se caracterizé en cuanto a su composicion y
calidad tecnolégica y se les extrajo las gliadinas para estudiarlas por electrofo-
resis capilar. Los resultados obtenidos confirman el potencial de esta técnica
para lograr separaciones de gliadinas, con la ventaja de requerir poca prepara-
cién y poca cantidad de la muestra analizada y sencillos protocolos de limpieza
y mantenimiento de capilar, permitiendo el analisis de gran cantidad de mues-
tras. Asimismo, se demostré la capacidad de la electroforesis capilar para dis-
criminar diferentes cultivares sobre la base de su perfil de gliadinas, lo que per-
mite la diferenciacion de genotipos.
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SUMMARY

Gliadins are a group of wheat proteins that play a major role in gluten develop-
ment since they account for net viscosity. Despite this fact, gliadins have not been
studied as deeply as glutenins because of their unusual solubility properties and
their high hydrophobicity. The objectives of this work were to study the gliadin
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profile of Argentinean wheats comprising a broad quality range by means of
capillary electrophoresis and to assess the suitability of this technique for
wheat cultivar discrimination. For this purpose, chemical compositions of
twelve wheat cultivars belonging to different quality groups were determined.
Besides, flour quality was assessed and wheat gliadins were extracted and
analyzed by capillary electrophoresis. The results obtained corroborate the
potential of free zone capillary electrophoresis for wheat gliadin separation.
Additionally, only small amounts of sample are required and sample prepa-
ration is simple. Moreover, this technique involves straightforward protocols
for capillary column cleaning and maintenance. These factors enable many
of sample analyses in a relatively short time. Suitability of free zone capillary
electrophoresis for cultivar discrimination based on gliadin profile was demon-
strated, since both qualitative and quantitative differences among protein
electrophoresis patterns were found. These distinctions allowed differentia-
tion among several genotypes.
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INTRODUCCION

Las proteinas de los cereales constituyen un
grupo importante, debido al aporte nutricional y fun-
cional que realizan en muchos alimentos. Las pro-
tefnas del gluten son uno de los principales compo-
nentes del endospermo del trigo; su cantidad y
calidad influyen directamente en las caracteristicas
tecnolégicas de un cultivar (Finney et al., 1982).

El gluten esta formado en su mayoria por glia-
dinas y gluteninas. Las gliadinas constituyen un
amplio grupo de proteinas monoméricas con pro-
piedades fisico-quimicas similares (Field et al., 1983)
y se clasifican en cuatro tipos de acuerdo a su movi-
lidad electroforética en medio &cido: a-gliadinas, B-
gliadinas, y—gliadinas y e—gliadinas (Jones et al.,
1959). Aunque la importancia de las gliadinas en las
propiedades de la masa es menor que la de las glu-
teninas (Wieser & Kieffer, 2001), su influencia en la
funcionalidad de las harinas de trigo ha sido cons-
tantemente debatida. Algunos investigadores pro-
ponen que son las responsables de la cohesividad
de las masas (Hoseney, 1994), aunque otros
sugieren que controlan el potencial de volumen de
pan (Khatkar et al., 2002), por lo que cobra interés
el estudio de la composicion y la estructura de esta
fraccion proteica. Asimismo, mediante el andlisis de
cierto grupo de proteinas, se pueden generar per-
files Unicos que generen una “huella dactilar” carac-
teristica de un determinado cultivar y permitan iden-
tificar distintos genotipos (Jones et al., 1982; Look-
hart & Bietz, 1990). Esta informacion puede ser de

suma utilidad en los planes de mejoramiento gené-
tico, ya que permite seleccionar lineas, asi como
también en otras situaciones, como por ejemplo
durante la comercializacién de granos y harina
(Bean et al., 1998; Bonetti et al., 2004).

El estudio del gluten de trigo conlleva general-
mente diversos problemas debido a que esta con-
formado por una mezcla compleja de componentes
y a sus inusuales propiedades de solubilidad y su
tendencia a formar redes poliméricas extensas (Bietz
& Schmalzried, 1995; Shewry, 2003). La cromato-
grafia liquida de alta presion en fase reversa (RP-
HPLC) ha sido la técnica mas eficiente para el
estudio de las proteinas del gluten (Wieser et al.,
1994), aunque mediante las técnicas electroforéticas
se logran mejores separaciones (Bean et al., 1998).
La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE),
como SDS-PAGE y A-PAGE, es el sistema de elec-
troforesis mas usado para el andlisis de proteinas
(Piergiovanni & Volpe, 2003), aunque no se logra una
buena eficiencia durante la separacion de la fraccion
de gliadinas (Bean & Lookhart, 2000a). Una alterna-
tiva a la electroforesis en geles es la electroforesis
capilar (EC). Diversos estudios ponen de manifiesto
las ventajas de EC en el anélisis de gliadinas (Look-
hart & Bean, 1995; Capelli et al., 1998; Rumbo y Gior-
gieri 1998; Rumbo et al., 1999; Bean & Lookhart,
2000b); la resolucion alcanzada con esta técnica es
mayor que la obtenida con los métodos de electro-
foresis en geles (Bietz & Schmalzried, 1995).

El indice de sedimentacion en dodecil sulfato de



Aplicacion de electroforesis capilar para la caracterizacion de gliadinas de trigos ... 59

sodio (IS-SDS) (AACC, 2000) es una prueba comun-
mente utilizada para predecir la calidad de una
harina para elaborar pan. En distintos estudios se
ha demostrado la capacidad de esta técnica para
discriminar trigos con diferente aptitud panadera
(Axford et al., 1979; Dick & Quick, 1983; Wang &
Kovacs, 2001; Moiraghi et al., 2005) y para selec-
cionar trigos en programas de mejoramiento gené-
tico (Carter et al., 1999).

Actualmente, la calidad es un factor decisivo en
las transacciones comerciales de granos y harinas
de trigo. El mercado internacional demanda insumos
que posean atributos especificos; por lo tanto,
resulta necesario la clasificacion de cultivares a fin
de poder ofrecer informaciéon consistente relacio-
nada con la calidad y la aptitud de un determinado
trigo (Cuniberti, 2004). A pesar de que la Argentina
es uno de los principales paises productores y
exportadores de este cereal, no cuenta con un sis-
tema generalizado para su clasificacion. Por consi-
guiente, es de suma importancia poseer herra-
mientas que permitan la discriminacion de diferentes
genotipos.

Los objetivos de este trabajo fueron estudiar el
perfil proteico de cultivares de trigos argentinos de
diferente calidad mediante electroforesis capilar, y
evaluar la capacidad de esta técnica para discri-
minar entre los diferentes cultivares.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de harinas

Se trabajo con 12 cultivares de trigos argentinos
cultivados en el Campo Escuela de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina (31° 29’ S; 64° 00’ O, altitud
425 msm). La seleccién de cultivares cubrio las tres
categorias de calidad de los trigos propuesta por el
INTA (Cuniberti, 2004) (Tabla 1). Los granos fueron
acondicionados a un 15 % de humedad y se
molieron en un molino Agromatic AG AQC 109. Se
analiz6 la composicion quimica de las harinas. Se
determind el porcentaje de humedad (Método, 40-
01, AACC 2000), proteinas (Método 46-10, AACC
2000), y gluten (Método 38-10, AACC 2000). Asi-
mismo, se evaluo el porcentaje de gliadinas y glu-
teninas determinando el contenido de nitrégeno de
las fracciones proteicas obtenidas mediante el frac-
cionamiento de Lupano y Afion (1985).

La calidad panadera de los cultivares estudiados
fue evaluada mediante el indice de sedimentacion
en dodecil sulfato de sodio (IS-SDS) (Método 56-70,
AACC 2000).

Tabla 1. Clasificacion de los cultivares estudiados de acuerdo a
las categorfas de calidad propuestas por el INTA (Cuniberti, 2004).

Cultivares estudiados

Grupos de Clasificacion

Grupo 1 ACA 302, Buck Arriero, Buck
Panificacion Industrial Bigud, Buck Guapo
Grupo 2

ACA 3083, Klein Capricornio,
Buck Chacarero, D. M. Cronox,
Klein Escorpién, Buck Mataco,

Relm¢ Tijetera

Trigos para panificacion
Tradicional (mas de 8
horas de fermentacién)

Grupo 3

Trigos para Panificacion
Directa (menos de 8
horas de fermentacion)

Klein Martillo

Extraccion de proteinas

Las gliadinas fueron extraidas de acuerdo al pro-
tocolo propuesto por Bean et al. (1998). En una pri-
mera etapa se extrajo la fraccion proteica corres-
pondiente a albuminas. Para esto, se mezclaron 200
mg de harina con 1 mL de agua milli-Q; la mezcla
fue agitada durante 5 min en vortex y centrifugada
por 5 min a 1600 g. El sobrenadante fue descartado
(albuminas) y el precipitado se resuspendié en 1 mL
de solucién tampoén de TRIS/HCI 50 mM (pH = 7,8)
que contenia KCI 100 MMy EDTA 5 mM, con el obje-
tivo de extraer la fraccién de globulinas. La mezcla
fue agitada durante 5 min en vortex y centrifugada
por 5 min a 1600 g. El sobrenadante fue descartado
(globulinas) y el precipitado se resuspendié en 1 mL
de agua milli-Q, se agit6é por 5 miny se centrifugd 5
min a 1600 g. Esta etapa permitié extraer las sales
solubles en agua que pudieron haber quedado en
la muestra como consecuencia de las extracciones
anteriores ya que estas especies modifican la fuerza
ibnica del medio y pueden afectar la separacion por
electroforesis. El precipitado obtenido luego de la
centrifugacion fue resuspendido en 1 mL de solu-
cion de isopropanol 50% con el objetivo de extraer
la fraccion de gliadinas. Luego, la mezcla fue agi-
tada durante 5 min en vortex y centrifugada por 5
min a 1600 g. El sobrenadante (gliadinas) fue filtrado
(0,45 um) para su andlisis.

Electroforesis capilar

Las separaciones fueron llevadas a cabo con un
equipo Beckman P/ACE MDQ. Se utilizé un capilar
de silica de 50 um de diametro internoy 27 cm de
largo (20 cm del capilar hasta el detector). Los capi-
lares fueron acondicionados mediante lavados con
las siguientes soluciones (en el orden indicado):
metanol (grado HPLC) durante 30 s a 25 psi, HCI 0,1
M por 2 min a 20 psi, agua milli-Q durante 30 s a 20
psi, NaOH 1 M por 2 min a 20 psi, agua milli-Q
durante 30 s a 20 psi y buffer de separacion por 30
min a 20 psi.
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Diariamente, antes de su utilizacion, los capilares
fueron equilibrados con agua milli-Q durante 5 min
a 20 psiy con buffer de separacién durante 30 min
a 20 psi. Ademas, entre cada corrida, se llevo a
cabo un lavado con buffer de separacion (10 min a
20 psi). Luego de su utilizacion, los capilares fueron
lavados con acido acético 0,5 M (10 min a 20 psi)
seguido de agua milli-Q a 20 psi durante 5 min y
finalmente secados con aire por 2 min (a 20 psi). En
el presente estudio, se utilizé como buffer de sepa-
racion una solucion tampdn que contenia acido imi-
nodiacético (IDA) 0,05 M (pH = 2,7), 20% de aceto-
nitrilo (ACN) y 0,05 % de hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) (Bean & Lookhart, 2000b).

Todas las soluciones utilizadas fueron filtradas
mediante filtros de 0,45 um antes de su inyeccion
en el capilar. Las muestras fueron inyectadas
mediante presién (0,5 psi) durante 3 sy la absor-
bancia se midié a 200 nm.

Analisis estadistico

En todos los casos se realizaron las determina-
ciones por duplicado y los resultados se informaron
como el valor promedio. Los datos obtenidos se tra-
taron estadisticamente mediante un andlisis de
varianzay los resultados fueron comparados por el
método de la minima diferencia significativa (LSD)
de Fisher a un nivel de significacion de 0,05. El ana-
lisis estadistico se realizé mediante el programa
Infostat (Infostat, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido proteico varié entre 7,61% y 13,32%
y el contenido de gluten, entre 21,44% y 34,65%
(Tabla 2). Los contenidos proteicos mas altos corres-
pondieron a los cultivares que integran el Grupo 1
de las categorias de calidad propuestas por el INTA,

excepto por el cultivar Buck Chacarero, que perte-
nece al Grupo 2 y mostré el mayor contenido pro-
teico. El porcentaje de gluteninas vari6 entre 3,79%
y 6,20%. Valores similares fueron obtenidos en un
estudio con trigos argentinos (Moiraghi et al., 2005).
El contenido de gliadinas mostré un estrecho rango
de variacion (2,86%-4,92%). Mediante el IS-SDS se
evallia la capacidad de las proteinas del gluten para
formar una red, lo que permite estimar la aptitud de
una harina para formar un producto esponjoso. Los
valores obtenidos de IS-SDS variaron entre 12,50
cm®y 19,25 cm?3 (Tabla 2). Estos resultados son
superiores a los reportados en otros estudios reali-
zados con trigos pan (Primard et al., 1991; Slaughter
et al,, 1992) y ponen de manifiesto que las harinas
de los trigos estudiados tienen una amplia variedad
en su calidad panadera. Un resultado similar al obte-
nido para los contenidos proteicos se obtuvo para
el IS-SDS, correspondiendo los valores mayores del
indice a los cultivares del Grupo 1 de calidad,
excepto por el cultivar Buck Chacarero que mostré
el mayor valor de IS-SDS y no pertenece a este
grupo. Similarmente, en un estudio con trigos argen-
tinos (Moiraghi et al., 2005), también se informé que
los valores mas altos de IS-SDS pertenecieron a los
cultivares del Grupo 1 de las categorias de calidad
propuestas por el INTA.

En la Figura 1 se muestra uno de los perfiles de
gliadinas obtenidos, correspondiente al cultivar Buck
Mataco. Se puede observar que se logré una buena
separacion de las gliadinas en un tiempo menor a
10 minutos. El orden de migracion de las diferentes
fracciones de gliadinas en EC es a—, B—, y-y o-.
Este orden se corresponde con la movilidad elec-
troforética decreciente de cada fraccion y es ana-
logo al que se obtiene mediante las separaciones
en A-PAGE (Lookhart & Bean, 1995). De acuerdo a
Bean y Lookhart (2000b), el cuerpo principal de glia-
dinas (rango 1,5 - 3,2 min) corresponde a las frac-

Tabla 2. Composicién quimica y valores de IS-SDS de las harinas estudiadas*

Grupo de Cultivar Proteina (%) Gluten (%) Gliadina (%) Glutenina (%) 1S-SDS (cm3)
Clasificacion

Grupo 1 ACA 302 11,35+1,400d  32,46+0,08h 4,92+0,349 6,07+0,009"  17,25+0,00¢

Buck Arriero 10,48+1,20Pcd  31,24+0,569 3,76+0,34bcd  573+0,14f9  18,50+0,009

Buck Bigua 11,08+0,29¢d 29,28+0,05f 4,30+0,41¢f 5,03+0,12de  17,88+0,18f

Buck Guapo 12,04+0,04de  28,43+0,40° 4,40+0,28f 5,65+0,24f 18,00+0,00f

Grupo 2 Buck Chacarero  13,32+0,29¢ 34,65+0,21! 4,50+0,15f9 6,20+0,05h 19,25+0,00h

Klein Capricornio  10,18+0,16Pc  26,53+0,14d 3,85+0,05bcde  503+0,42d¢  16,25+0,35d

ACA 303 10,02+0,16P¢  26,63+0,11d 4,14+0,00cdef  3,79+0,022 17,00+0,00¢

Buck Mataco 9,79+0,000¢ 25,38+0,20¢ 3,72+0,04bc 4,45+0,01bc  15,75+0,35¢

Klein Escorpion 10,22+1,07Pc 29,49+0,45f 4,39+0,15f 5,45+0,05f 14,88+0,18P

D.M. Cronox 7,610,662 21,440,452 2,86+0,072 4,20+0,070  12,50+0,002

Relmo Tijetera 9,24+1,12ab 23,87+0,22P 3,44+0,01b 4,66+0,08¢d 14,880,180

Grupo 3 Klein Martillo 10,6+1,19bcd 33,00+0,12h 4,19+0,06def  5,39+0,28¢f  14,63+0,18°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p ? 0,05). Los valores son expresados sobre base de harina con 14% de humedad
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ciones a—, B—y y— (Figura 1B) y los picos restantes
(mas alla de 3,2 min) corresponden a la fraccion o—
(Figura 1C).

En la Figura 2 se muestran los electroforegramas
correspondientes a las gliadinas de los 12 cultivares
estudiados. La separacion de gliadinas se logré en
tiempos que oscilan entre 8,5y 9 min con excelente
resolucion para todas las muestras. Bean y Lookhart
(2000b) obtuvieron resultados similares en la sepa-
racion de gliadinas de trigos estadounidenses bajo
las mismas condiciones de separacion que las lle-
vadas a cabo en este trabajo. Por otro lado, Rumbo
et al. (1999) informaron tiempos de separacion de
aproximadamente 20 min en un estudio en el que se
utilizé una variedad de trigo argentino y con un sis-
tema buffer fosfato que contenia acetonitrilo 20% e
hidroxipropilmetilcelulosa 0,03%. Similarmente, en
otros trabajos se reportaron tiempos mayores a los
obtenidos en el presente estudio (Werner et al.,

1994; Yan et al., 1999, Piergiovanni & Volpe, 2003).
No se observé ninguna asociacion entre los perfiles
de los electroforegramas y los grupos de calidad al
que pertenecen las muestras analizadas. Buck
Guapo, Klein Capricornioy Klein Martillo mostraron
dos picos alrededor de 5y 6,2 min, en la region de
las o— gliadinas (Figura 2). Estas muestras poseen
la translocacion de centeno 1BL/1RS por lo que los
picos mencionados podrian asociarse a las seca-
linas de estas variedades. Los perfiles obtenidos
muestran algunos picos intensos, como los que apa-
recen alrededor de 6 min en el perfil de ACA 302y
alrededor de 4,5 min en los perfiles de los cultivares
Buck Bigua y Relmo Tijetera. Estas diferencias rela-
cionadas con la presencia y ausencia de picos
intensos permiten la discriminacion entre los dis-
tintos cultivares. Otra caracteristica importante es
que el cuerpo principal de gliadinas aparece en 3-
4 min; el andlisis de esta porcion del electrofore-
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Figura 1. Perfil de gliadinas del cultivar Buck Mataco: (A) electroforegrama completo; (B) cuerpo principal de gliadinas; (C) perfil de la

fraccion de o— gliadinas
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gramas permite una clara diferenciacion entre los
diferentes genotipos.

CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones para la separa-
cién de las gliadinas de trigos argentinos. Esto per-
mite la introduccién de una técnica alternativa y
complementaria a la electroforesis convencional y a
HPLC, las cuales son mas comunmente utilizadas.

Los resultados obtenidos confirman el potencial
de electroforesis capilar de zona libre para lograr
separaciones de gliadinas con poca preparacion y
cantidad de la muestra analizada, y con sencillos
protocolos de limpieza y mantenimiento de capilar.
Adicionalmente, una ventaja fundamental radica en
los tiempos relativamente cortos que requieren las
separaciones, asi como también porque ofrece la
posibilidad de automatizaciéon. Todos estos factores
permiten el andlisis de gran cantidad de muestras.

Asimismo, se demostré la capacidad de esta téc-
nica para discriminar diferentes cultivares sobre la
base de su perfil de gliadinas. Esto pudo lograrse
debido a las diferencias cualitativas y cuantitativas
existentes entre los diferentes perfiles, lo que per-
mite la diferenciacion de genotipos.
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