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l 10. DETECCION Y CUANTIFICACIUN DE HARINAS DE TRIGO
COMUN  (TRITICUM VULGARE.) EN SEMOLAS Y PASTAS
ALIMENTICIAS

19.1. Principio.

. s

El mélodo se basa en la deteccidtn y cuantificaclén de un
compeonente designado CM,, de extracto cioroformo-rmetancl dsl
. endospetmo de trigo o de productos derivados de él, cuyo con-
trol genético radica en el cromosoma 1D de -Triticum Vulgaces
¥ que por {anto no se encuentra en «T. durums,

El mencicnado extracto, al que se designa proteina CM, se
fracciona por electroforesis sobre gel de almidén, y el compo-
nente "CM, se estima visualmente ¢ s& cuantifica densitométri-
camente.

18.2. Material y aparatos.

19.2.1. Bulanza analitica.

19.2.2. Equipo de electroforesis —Fuenie de tensién. corrienta
ceontinua 0-50¢ v, -100 mA. Placas de vidrioc de 20 x 20 cm mar-
cos de plastico de 20 X 20 cm exterfor. de 1§ X 18 cm interior y
de 3 mm dg espesor. Depdsitos de elecirodos de 20 X 10 X 1¢
centimetros., c ,

1923 Densitémetro de reflexién. en el caso de gue se quie-
ra cuantificar.

10.24. Tubos de 8 X 50 mm o similar, con tapones de corchg.

19.2.5. Gradilla.

1828 Duys placas de acero inoxidable de 3 X 7 X t ¢m o di-
mensiones similares .

19.2,7. Jeringa de vidrio de 1 ml de capacidad.

19.28. Capilares de 10 em de largo. .

18.28. Pluca de porcelana con pacillos,

19.2.10. Probetas de 100 ml y 1000 ml.

182,15 Vesos de 500 ml y de 1.000 ml.

19.2.12. Bano de agua con termdémetro.

19,213, Cubota de plastico de al menos 25 X 25 X 5 em.

183 Reactivos.

19.31. Cloroformo. ,

19.3.2. Metanol.

19.3.9. Eter dietilico libre de perdxidos.

19.3.4. Etapol del 7¢ por 100 '

19.3.5. Papel Albet niumerp 502, o similar. ¥ papel de filtro

18.3.8. Almidén hidrolizado para électreforesis Connauvglit o
similar.

19.3.7. Tampon lactate de aluminic-aci¢o lactico, 0,1 N, pH
3,2 en urca 2 M.—Diluir 4,9 g de laclatc de aluminio en agua
destilada, anadir 10,8 m! de &cido lactico purisimo y 180 g de
urea, completando husta 1 litro con agua dastilada. Este tam-
pon sirve tanto para el-gel de almiddn como para Jos compar-
titmentos de los electrodos. -

18.3.6. Solucidn de nigrosina soluble en agua ul 0.5 por 100
en acético agua (171} (v/y),

18 3.9. Gel de elmidon —Mezclar 24,5 g de almidan y 180 md
Qe fampdn en un vaso de 500 ml, agitar suRvemente con -una
vurilla en bafio de sgua a A0 * 3° C hasta que gehifique (2-3 mi-
nutos). El gel caliente se vierte sobre una placa de vidrio a la
que s¢ ha superpuvesto un marco de plastico de las mismas di-
mensiones externas que la placa y de 3 mm de espssor, exten.
der uniformemente con Ja varifla y, {inukmente, prensar sua-
veraente con ura placa de vidrio de las mismas dimensiones
sin dejar hurbufas Dejar reposar durante al menos 3 horas

134 Procedimiento.

1041, Extraccidén y preparacion para electroforesis de la pro-
teina CM —Pesar 50 mg de harina, sémola, grano o pasta ali-
mentjcia ¥ transferirlos o un tuho de 8 x S0 mm o Similar El
grano V la paste s¢ aplastan por presion entre dos placas de
acero inoxidable antes de ser transferidas al tubo, Adadir apro-
ximadamente 0.5 ml de ¢ter dietilico en cada tubo y deiar repo-

sar dursante no menos do 30 minutes, agitando ocasional-
mente. Después de la ultima agitaclon se dcja sedimentar por
gravedad y )l scbrenadante se elimine con la ayuda de una
ieringa. El disolvente residual se deia evaporar a la tempera-
tura ambiente o en una estufa a 35° C durante 10 minutog.
Agrepar aproximaadamentc 0,25 ml de cloroformn-metanct (241)
(v/v]’ & cada {ube, tapar y dejar reposar duranic 2 horas,
agitando ocasionalmente. .

Después de la ultima agitaciéd, dejar sedimentar por gra-
vedad y transferir ¢l extracto sobrenadante con un capilar a
unn pieza de pancl Alhet numero 502 o similar, de dimensiones
3 % 10 mm, Con ci capilar s¢ satura ¢! papel. que se defa eva-
vorar antes de una nueva adicién (ver 10.6.4), repitiendo la
operacion hasta agotar el sobrenadante, Para esta operacisn,
las piczas de papel a Ias que se van a transferir las distintes
muvsiras se denositan en distintes pocillos de una placa 8e
parcelana o similar Se recomienda realizar la transferencia
entre 10 y 20 muestras simultaneamente.

19.4.2. Electroforesis sobre gel de almidon de la proteinae
CM.—Separar cuidadncamente una de las placas de vidrio con
la ayuda de una espatula v recubrir la superficie expuesta del
gel con un plastico fino. Marcar en dicka superficie una fila
de ranuras (1 cm de large cada una) & 3 ¢m de uno de los
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birdes del gel. Alolar en dicha tanura las piezas de papel Albet
ntmerp 502 o similar que portan las muestras, previamente
impregnadas con tampén. Disponer el get horizontaimente apo-
yado sobre las cubetas da electrodos y astabiecer la conexion
eléctrica mediante puentes de papel de filtro (20 papeles
de dimensiones apropiadas superpuestos).

19.5. lnterpru!ncién de resultados,

'10.5.1. Deteccién do trigo exaploide—La electroforesis del
rxtracto CM de trigo exaploide (-T. Vulgare.] muestra tres
bandas, designadas CMI, CM2 y CM3, mieniras que la de trigo
tetraploide («T. durums.) s6lo presenta cos CM2 y CM3.

Ei trigo exaploide se detecta en una mezcla por la aparicién
de CM1 en el perfil electroforético. Para 6l tamaio de muestra
snteriormente propuesto, CM1 se detecin en mezcla de 10-1%
por 100. Usando muestras de tamado doble, el umbral de detec-
tidn se reduce proporcionalmente.

18.5.2. Cuantificacién de trigo exaploide en mezclas.—La aco-
tacion del porcentaie de «T. Vulgare- en una mezcla se basa en
la cuantificacién de s relacién CM1, CM2 y en la estimaclén
de 1a variabilidad intraespecifica de CM1 y CM2.

En la figura 1-A ia presenta Ja forma de acotar gralicamen-
te el porrentaje de trigo exaploide en Mezclas hacandose en la
medida de la relacion CM3), CM2. mediante densitometria de
reflectancia con Juz de 820 mm. En la figura 1-B se represcnta
h: vardiacmn de la amplitud de la mcotacién segun el valor
ottenidn

Una estinacién semicusntitativa, més imprecisa que la an-
terior. puede obtenerse por comparacién visual del problema
con una seris d€ mezclas conocidas que pueden incorporarse
al mismo gel

16.8. Observaciones.

196.1. Las condiciones de electroforesis son to V/em du-
rante seis horas.

19.6.2. La tincién se realiza con nigrosina al 0,05 por 100 en
acético.—Agua (/1) (v/v) durante 14-18 horas en una cubete
de plastico de dimensiones apropiadas, deiando ¢l gel con la
cara apuesta a la de insercién hacia arriba.

19.¢2. la decoloracion del fondo se rasiiza en pocos minu
10s con etanol al 70 por 100.

19.84. Cusndo se manejan 10-20 muestras, después de una
transfterencia so devuclve el capilar gl tubo y se pasa a la
muestra siguiente., Cuande se llega a la muestra final, ya se
ha evaporado la primera y estd4 en condiciones dé una nueva
transferencia.
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20. DETECCION DE HARINAS DEGRADADAS POR EL ATAQUE
.  DE PLNTATOMIDOS
201, Principio.

Se cetvets la degradacién de la calided panadera de 1a masa
de harina mediants la determinacién del exceso de actividad
protecljtica. .

20.2. Material v aparatos,
Como on 14.2.

20.3. Reactivos.
Como en 143.° ’
2.4. Procedimiento.

Como ] 14.4 con las siguientes meodificaciones:
.41 El nlunerc de piezns de masa seran seis.

20.4.2, Transcurrido el tiempo normal de 26 minutos del co-
mienzo de amasady, extraer tres piezas de fa cAmara del alved-
grafo y analizarlas obtenicndo sus correspondientes curvas, El
resto de las piezas so analizan sobre sl mismc papel despuss
de un periodo da reposc de tres horas.

Si alguno de los alveolos o curvas fuera claramente anormal
deba desecharss la curva.

1 20.5. Expresion de los resultados. -

Si existe una actividad proteolitica excestva, Ja segunda serie
de curvas presentard menor exténsibilidad y tenacidad, siendo
mayor la diferencia entre ellas, a mayor actividad.

Cuantificar esta actividad celculando la degradacion de W
¥ G en 1a formna siguirnte: ’ '

Calcular los valores da estos ihdicex por separado para la
primera serie de curvas {con tiempo de reposo normal) Wo y
(\;A(F, ycpara. la segunda (con tiempo de reposo de 3 horas}

[ A

Wo — W,
Porcentaje de degradacion de W = —. . 100
Wo
; Go — Gy
Porcentaje de degradacion de'G. = - 100
Go
Referencios. ’ : -
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