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Resumen

Se analizan los distintos modelos moleculares y estructurales propuestos para las
gluteninas, principales responsables de la estructuracién de la red de gluten, en términos de la
reologia especifica de las masas panaderas: elasticidad, extensibilidad, aumento de la resistencia
con el amasado, disminucién de la resistencia en el sobreamasado y cambios durante el descanso
de la masa. Los mecanismos son a su vez compatibilizados con el comportamiento de los polimeros
de glutenina de alto peso molecular (macropolimero de glutenina) durante el amasado y descanso.

Se acepta asi la existencia en la harina de largas cadenas lineales conformadas por
subunidades de alto peso molecular unidas por uniones S-S, con ramificaciones conteniendo
subunidades de bajo peso molecular. Dichos polimeros se encuentran en configuraciones enreda-
das estabilizadas por interacciones no covalentes. Durante el amasado, los polimeros se van ali-
neando en la direccién del esfuerzo, desplazandose unos sobre otros a la vez que se desenredan con
cambio en la distribucién de pesos moleculares. Alcanzado el desarrollo de la masa, los polimeros
han llegado al maximo de extensién y ya no es posible disipar la tensién por desenredado, por lo
que durante el sobreamasado se producen rupturas de uniones S-S en los polimeros mas largos
(despolimerizacién) generando masas poco resistentes. La repolimerizacién durante el descanso de
la masa resulta entonces condicionada por el punto alcanzado durante el amasado.

Palabras clave: Gluten, Amasado, Reologia, Subunidades de gluteninas de alto peso
molecular, Macropolimero de glutenina.

Abstract

Structuration mechanisms of gluten. The different molecular and structural models
proposed for glutenins are analysed in terms of the rheological parametrs of breadmaking doughs:
elasticity, extensibility, increasing resistance to extension during mixing, decreasing resistance to
extension on overmixing and changes during dough resting. Moreover, the mechanisms are
compatibilized with properties and changes of the glutenin macropolymer during mixing and resting.

It is accepted that flours contain long linear polymers constituted by high molecular
weight glutenin subunits linked head to tail through disulphide bonds and branched with low
molecular weight glutenin subunits. Those polymers are entangled and stabilized through non
covalent interactions. During mixing, glutenin polymers are aligned along the direction of extension
and slip one over the other while they become disentagled with changes in the molecular weight
distribution. Once the dough is developed, polymers attain the maximum extension and the strain
cannot be relieved by disentagled, consequently, disulphide bonds breaking and depolymerization
of the longer polymers must be expected. Repolymerization during dough resting would be
dependent on the degree of mixing attained.
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macropolymer.
Introduccién extensible como para facilitar su amasado, forma-
La panificacién requiere formar una do y levado y a la vez debe tener una cierta te-
masa esencialmente con harina, agua, sal y le- nacidad a efectos de mantener la forma de las

vadura. Dicha masa debe ser suficientemente  piezasy retener gas durante la fermentacién. Por
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tanto, entre los atributos importantes para una
masa panadera cabe mencionar tenacidad y
extensibilidad

Ambas propiedades estdn muy ligadas a
las proteinas del trigo y en primera instancia un
parédmetro critico a controlar es el contenido de
proteinas de la harina.

Sin embargo, el contenido de proteinas
no es suficiente para asegurar un buen compor-
tamiento en la panificacién sino que tan o maés
importante es la calidad de dichas proteinas para
formar la red de gluten.

El método para separar gluten fue desa-
rrollado por Jacopo Bartholomew Beccari de la
Universidad de Bologna en 1745 y no ha cambia-
do mucho. Es un ensayo empirico consistente en
formar masa y lavarla bajo agua hasta arrastrar
el almidén y los compuestos solubles dejando solo
un insoluble (gluten) constituido por las protei-
nas con capacidad para formar masa (cerca del
80% de las existentes en la harina). Sin embar-
go, si bien la determinacién de gluten indica si la
proteina contenida en la harina es capaz de for-
mar masa (si es funcional), no permite evaluar la
calidad de esa masa en términos de tenacidad y
extensibilidad.

Surgen aqui dos vias para caracterizar la
calidad de las proteinas de una harina:

1. Estudiar la estructura intrinseca de
esas protefnas y su capacidad para formar una red
de gluten tridimensional (enfoque quimico-estruc-
tural).

2. Evaluar la calidad de la harina a tra-
vés de ensayos funcionales formando masa y de-
terminando sus caracteristicas reolédgicas (enfo-
que macroscépico-funcional)

El comin denominador en situaciones
como la descripta es que la tecnologia debe avan-
zar aun sin contar con todo el conocimiento béa-
sico, por lo que desde hace muchos afios la indus-
tria panadera opté por el enfoque macroscépico-
funcional y asi se desarrollaron métodos para
evaluar el comportamiento reolégico de esas ma-
sas a través de pardmetros empiricos.

Entre los més utilizados cabe mencionar
el Farinégrafo de Brabender, el Extenségrafo de
Brabender y el Alvéografo de Chopin.

En el primero de ellos, se efectiia un
amasado estdndar a velocidad constante y se re-
gistra la potencia aplicada en las paletas ama-
sadoras midiendo asi la resistencia impuesta por
la masa durante el amasado. Esta resistencia pre-
senta un maximo por lo que surgen diversos
parédmetros capaces de caracterizar reolégi-
camente una harina: Tiempo de desarrollo (tiem-
po hasta el maximo), Estabilidad (tiempo que tar-

da en caer un valor definido respecto al méximo)
Aflojamiento (caida de potencia respecto al méxi-
mo después de 15 minutos de amasado)

En el Extenségrafo, se registra la fuerza
necesaria para extender una ldmina de masa de
dimensiones pre-establecidas a una cierta veloci-
dad. Se utilizan dos parametros: la Resistencia
maxima a la extensién (Tenacidad) y la longitud
extendida hasta que se rompe (Extensibilidad)

Finalmente, en el Alvéografo se infla una
burbuja de masa a caudal constante, a la vez que
se mide el volumen y la presiéon hasta que esta-
lla. Surgen como parametros caracteristicos la
maéxima presién P (tenacidad), la dimensién cuan-
do estalla L (extensibilidad), el trabajo de exten-
sién W y la relacién P/L.

Estos ensayos han sido adoptados mun-
dialmente, por lo que actualmente, son referen-
ciales para caracterizar y especificar internacio-
nalmente harinas y trigos junto con el contenido
de proteinas, el contenido de gluten y otros.

Enfoque quimico estructural

Sin embargo, para el desarrollo genético
de nuevas variedades de trigo, la optimizacién de
procesos de elaboracién o la evaluacién de calida-
des de trigos y harinas, se hace necesaria una
interpretacién de las propiedades reolégicas de las
masas en términos estructurales y moleculares.

Obviamente, todo modelo quimico-es-
tructural debe, como minimo, explicar los fené-
menos caracteristicos del enfoque macroscépico-
funcional:

o Elasticidad: tendencia a retornar a la
forma inicial una vez eliminado el esfuerzo

o Extensibilidad: Posibilidad de extender
una masa mediante aplicacién de un esfuerzo.

o Aumento de la resistencia con la exten-
sidn: a medida que la extensién aumenta, mayor
es la fuerza necesaria para llevarla a cabo. Esta
propiedad asegura la estabilidad de las paredes de
las burbujas durante su crecimiento.

o Disminucién de la resistencia con el
sobreamasado: por encima de cierta extensién (o
de aplicacién de trabajo) la resistencia empieza a
disminuir generando una masa blanda, brillante
y poco tenaz.

o Relajacién de la masa con el descan-
s0: Si se elimina la aplicacién de esfuerzos se ad-
vierte un retroceso a una condicién de menor
amasado.

Ademis, el modelo propuesto debe man-
tener coherencia entre composicién y comporta-
miento de harinas “fuertes” y “débiles” donde
cada uno de los fenémenos descriptos se manifies-
tan en mayor o menor medida.
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Puede considerarse que el enfoque qui-
mico-estructural comienza en 1907 cuando Tomas
Burr Osborne publica un método para el fraccio-
namiento de proteinas de la harina utilizando
distintos solventes y obteniendo las siguientes
fracciones:

o Albuminas: solubles en agua

o Globulinas: solubles en soluciones sa-
linas diluidas

o Gliadinas: solubles en etanol al 70%

o Gluteninas: solubles en 4cido acético
diluido en dodecil sulfato de sodio-SDS

o Residuo insoluble: almidén y otros
compuestos

El gluten, que corresponde a las protei-
nas insolubles en agua y sal, involucra aproxima-
damente el 80% de las proteinas totales de la
harina y estarfa entonces compuesto por gliadi-
nasy gluteninas, constituidas a su vez por largas
cadenas de aminodcidos unidos por uniones
peptidicas (180 amino&cidos por cadena).

En lo que hace a la viscoelasticidad que
caracteriza a las masas, se cree, que las gliadinas
contribuyen a la viscosidad mientras que las
gluteninas aportan tenacidad.

Las gliadinas tienen Pesos Moleculares
entre 30 y 70 kDa y son monomséricas

Por su parte, las gluteninas pueden for-
mar polimeros (uniéndose entre si a través de
uniones S-8) y alcanzar pesos moleculares del
orden de 100 a 1000 kDa o atin mayores. Los es-
labones de estos polimeros (cadenas de amino-
4dcidos) son denominados subunidades de
glutenina (GS) y pueden ser: (Fig. 1) [30]:

o Subunidades de Alto Peso Molecular
(HMW-GS ) 70-90 kDa: tienen una zona central
repetitiva de aminoacidos que le confiere una
configuracién en espiral y grupos SH en ambos
extremos, lo que les da la posibilidad de unirse
con otras subunidades y formar largas cadenas
lineales, cadenas laterales y eventualmente redes.

o Subunidades de Bajo Peso Molecular
(LMW-GS) 40-70 kDa: salvo excepciones, tienen
grupos S-S en un solo extremo por lo que son ter-
minadoras de cadena. Tienden a formar clusters
o cadenas laterales.

En la Fig. 2 se esquematiza una molécula
de glutenina [26], donde puede verse la cadena
principal con subunidades de alto peso molecular
unidas por puentes S-S cabeza-cola y las cadenas
laterales de bajo peso molecular. Esas gluteninas
alcanzan distintos pesos moleculares acorde a la
proporcién de extendedores de cadena (HMW-GS)
y terminadores de cadena (LMW-GS). Efectiva-
mente, los polimeros largos tienen alta relacién
HMW-GS/LMW-GS mientras que los polimeros
cortos tienen baja relacion HMW-GS/LMW-GS.
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Fig. 1. Subunidades de glutenina de alto y bajo
peso molecular [30]

Fig. 2. Modelo estructural de glutenina con unio-
nes S-S entre subunidades [26]

Desarrollo de la viscoelasticidad
durante el amasado

En la harina, los polimeros proteicos de
alto peso molecular (gluteninas) tienen una con-
figuracién plegada, con las cadenas enredadas y
estabilizadas por puentes de hidrégeno e interac-
ciones hidrofébicas. Al hidratarse, las proteinas
se despliegan y se hinchan debilitando las fuer-
zas que las mantenian estabilizadas.

Ante los esfuerzos de corte y especial-
mente los extensionales [11] [17] [23] generados
por el amasado, las gluteninas se estiran, se ali-
nean en la direccién del esfuerzo (Fig. 8 ) y se des-
plazan unas sobre otras.

Este Gltimo fenémeno involucra un me-
canismo de ruptura de uniones entre polimeros
y reconstitucién de esas uniones en configuracio-
nes més extendidas, generando las caracteristicas
reolégicas atribuidas al gluten (elasticidad,
extensibilidad, etc.)

Se han sugerido distintas fuerzas inte-
raccionantes entre los polimeros de glutenina:

o Uniones covalentes: Puentes S-S

o Uniones no covalentes: Puentes de hi-
drégeno e interacciones hidrofébicas

o Enredamiento polimérico

Sobre la base de estas fuerzas se han
propuesto a lo largo del tiempo y con éxito dis-
par diversos modelos de estructuracién de la red
de gluten.
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Fig. 3. Alineamiento de las gluteninas en la di-
reccién del esfuerzo [27]

Modelo de Meredith

Es uno de los primeros modelos propues-
tos para la red de gluten [22].

Imagina una red continua de moléculas
de glutenina con uniones cruzadas covalentes de
tipo S-S. Explica facilmente la elasticidad en base
a las uniones cruzadas que generan una red
molecular tridimensional. Al respecto, supone que
en cada cadena habria 4 residuos sulfhidrilos dis-
ponibles para unirse con residuos similares de 3
o 4 cadenas vecinas, originando una red conven-
cional altamente entrecruzada con caracteristicas
elasticas.

Sin embargo, el modelo tiene dificultades
en explicar la extensibilidad que experimenta una
masa. A efectos de explicar el flujo viscoso se
introdujo el concepto de intercambio entre unio-
nes sulfhidrilo/disulfuro que involucra la ruptu-
ra y reformacion de puentes S-S en configuracio-
nes mas extendidas. Originariamente se postulé
que se producia mediante la intervencién de gru-
pos sulfhidrilos de moléculas con bajo peso
molecular que cortaban la unién S-S permitien-
do un desplazamiento de ambas cadenas hasta
formar un nuevo puente S-S con la liberacién de
la molécula de bajo peso molécular que podia vol-
ver a interaccionar. La resultante era una exten-
sién y un mejor alineamiento de ambos polimeros.
También se ha sugerido que en el mecanismo de
ruptura y reformacién de puentes disulfuro inter-
vienen radicales libres [30].

Modelo de Ewart

Posteriormente, Ewart [10] [14] presen-
té evidencias que rechazaban la hipétesis de la
molécula “gigante” de Meredith y propuso una
estructura en base a la interaccién no covalente
entre largos polimeros lineales de glutenina.

Para explicar la formacién de cadenas
lineales, a diferencia de la hipétesis aceptada has-
ta ese momento de que habria al menos 4 residuos

-SH libres en cada subunidad polipéptida capaz
de unirse a 3 o 4 vecinos y formar una red
entrecruzada, Ewart y col. propusieron que dos
de los residuos se unirian con una cadena, mien-
tras que los otros dos se combinarfan con otra.

Con este mecanismo de unién, se gene-
raba un sistema donde habia largas moléculas li-
neales, cada una consistente en cadenas polipép-
tidas unidas unas a otras por uniones disulfuro
que denominaron concatenaciones .

En la Fig. 4 [14] se muestra esquemati-
camente un fragmento de concatenacién, donde
habria 5 cadenas polipéptidas (subunidades) uni-
das unas a otras a través de 2 uniones S-S (pun-
tos separados). Los puntos enteros representan
uniones S-S intracadena.

Una evidencia para estas suposiciones
son las estructuras fibrosas que presentan las
moléculas de glutenina a la microscopia electré-
nica de barrido (SEM).

Paralelamente, Ewart fue el primero en
introducir el concepto de enredamiento entre
polimeros, proponiendo que las concatenaciones
estarfan enredadas unas con otras. Las regiones
donde se enredan, que denominaron nudos, for-
marian las uniones cruzadas que le darian al
gluten la elasticidad tipo goma a bajas extensiones.

Admitieron que los nudos tenian distin-
ta estabilidad acorde a su estructura, los tipos de
cadenas polipéptidas vinculadas y la orientacién
relativa de las cadenas.

Cuando la extensién aumenta, los nudos
comienzan a desenredarse por efecto del esfuer-
zo. Los més débiles lo hacen primero, aunque los
més fuertes pueden permanecer si la concentra-
cién del esfuerzo no es suficiente.

De esta manera el sistema propuesto
explicaba més racionalmente el flujo viscoso ya
que la estructura tridimensional no estaba basa-
da en uniones covalentes.

Fig. 4. Fragmento de una concatenacién - Pun-
tos separados: uniones intercadenas [14]
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Explicaba asimismo el efecto dramatico
de los tioles que rompen uniones disulfuro sobre
la base de rupturas en las concatenaciones.

La presencia de un trabajo maximo op-
timo durante el amasado también era explicable
en base al modelo lineal. Efectivamente, durante
la extensién, al orientarse las concatenaciones en
la direccién del esfuerzo, el alineamiento, aumen-
taria las fuerzas secundarias (no covalentes) ge-
nerando una mayor resistencia a medida que au-
menta el tiempo de amasado.

Una extensién de las concatenaciones
més all4 del 6ptimo de desarrollo (sobreamasado)
tendria los nudos restantes apretados sin posibi-
lidad de desenredado por lo que la tensién local
harfa que se rompan algunas uniones covalentes.
En base a consideraciones energéticas, postularon
que se romperian los puentes S-S entre cadenas
bajando el grado de polimerizacién Yy generando
dos radicales libres S* que luego se transforma-
rian en SH por abstraccién de hidrégeno del agua.
Estos grupos sulfhidrilos liberarfan a su vez
concatenaciones adyacentes estresadas, por inter-
cambio disulfuro por lo que la masa terminaria
perdiendo resistencia por caida del grado de
polimerizacién. Explicaban asf que el sobreama-
sado derive en una masa debil y pegajosa que,
habiendo reducido dréasticamente su grado de
polimerizacién y perdido muchos de sus entrecru-
zamientos secundarios tiende a incrementar su
componente viscosa.

Explicaron también el efecto de los
oxidantes que, al reducir la concentracién de
tioles, disminuyen la posibilidad de que una unién
estresada sea dafiada y proveen estabilidad a la
masa.

Modelo de Graveland y col.

Posteriormente, Graveland y col. [13], en
base al analisis de las fracciones obtenidas por
solubilizacién en solucién de SDS (Sodium
Dodecyl Sulphate) propusieron un modelo lineal
con ramificaciones.

La parte lineal consistia en una “colum-
na vertebral”constituida por subunidades de
glutenina de alto peso molecular (HMW-GS) con
residuos SH ubicados cerca de los extremos, dis-
tinguieron dos tipos:

o Las que tenfan solo 2 grupos cisteina
capaces de formar cadenas uniéndose cabeza con
cola (Al, A3 y A5)

o Las A10, que tenfan 6 residuos cisteina
también capaces de formar cadenas lineales con
2 de ellos, pero que ademés podian formar hasta
cuatro cadenas laterales con los 4 restantes.

La columna vertebral se formaba con
unidades A de alto peso molecular con la
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subunidad A10 ocupando la posicién central y con
la estructura 1 - 10-503 - 10 - 5.

Propusieron también, subunidades de
bajo peso molecular (LMW-GS) con uniones S-S
intramoleculares y aqui distinguieron entre las C,
capaces de formar cadenas y las B, que son
terminadoras de cadena. Las LMW-GS presenta-
ban posibilidades de formar clusters entre si, que
denominaron glutenina III y ademis capacidad
para unirse a la columna vertebral de las HMW-
GS A10 formando la glutenina lineal ramificada
que denominaron glutenina II, con pesos mole-
culares del orden de 800 kDa.

Finalmente, propusieron que las glute-
ninas IT podian agregarse a través de uniones S-
S para formar oligémeros de muy alto peso
molecular (hasta 20.000 kDa) que denominaron
glutenina I (Fig. 5). Sugirieron que esta seria la
forma en que se encontrarfan las gluteninas en
el grano de harina.

La estructura molecular de la glutenina 11,
con una columna vertebral lineal de subunidades
A con alto peso molecular, coincide parcialmente
con el modelo de concatenaciones lineales propues-
to por Ewart aunque en el modelo de Graveland
se admite la presencia de cadenas laterales.

Graveland y col. [13] detectaron que
durante el amasado, la glutenina I se despoli-
meriza parcialmente formando glutenina II de
menor peso molecular y que durante las etapas
de descanso se estarfa reformando nuevamente la
glutenina I.

Modelo de enredamiento

Por su parte, MacRitchie and Lafiandra
[19] [20] [21] reafirmaron el concepto de enre-
damiento propuesto por Ewart, pero aplicado a
cadenas lineales ramificadas acorde a Graveland.
Sugirieron que los polimeros de glutenina presen-
taban en el gluten zonas de enredamiento. De
esta manera existirfan pequefias zonas de los
polimeros en que interaccionarian unos con otros
(zonas enredadas) separadas por largas regiones
donde no habria interaccién. Una vez que hay dos
o mas puntos de enredamiento por molécula se
forma una red. En tales circunstancias, para que
una molécula fluya requiere tirar de las vecinas
con las que estd enredada. Estas, a su vez, estan
conectadas a otras y asf sucesivamente.

A diferencia de una red con uniones cru-
zadas covalentes, ante la aplicacién de un esfuer-
zo, en la red de enredamiento se produce un des-
lizamiento de los polimeros en los nudos hacia
una configuracién mas extendida.

La etapa de desarrollo en el amasado,
involucra en este modelo, el estiramiento de los
polimeros hacia una configuracién mas extendi-
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