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L. RESUMEN

En la actualidad los granos de los cereales son consumidos en grandes cantidades por su alto
contenido en carbohidratos, proteinas, triglicéridos, fibra, y minerales, ademas de su uso
variado en la industria alimentaria. La cebada es el quinto cereal mayormente cultivado ya
que es principalmente utilizado en la industria maltera, panadera y de consumo animal. La
cebada provee compuestos indispensables como lipidos, proteinas y carbohidratos,
principalmente el almidon. El cual es un polimero semicristalino de la glucosa, consta de dos
estructuras primarias (la amilosa y amilopectina) que le confieren sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales, de estas depende su uso en la industria. Es por ello que en la
actualidad se ha optado por modificar al almidon, estas modificaciones pueden ser fisicas,
quimicas, enzimaticas, microbioldégicas o la combinaciéon de estas para mejorar su
funcionalidad. El presente trabajo de investigacion fue evaluar los cambios
microestructurales del granulo de almidén de dos variedades de cebada sometidas a un
proceso de germinacion para analizar sus propiedades funcionales y fisicoquimicas. Se
utiliz6 variedad Esmeralda y Perla, se germinaron por 8 dias a 26 °C. Las muestras se secaron
a 40 °C/24 horas. Se aislé almidon de los granos germinados de 0, 2, 4, 6 y 8 dias. Se analizé
la morfologia del almidon a través de microscopia electronica de barrido, microscopia de luz
polarizada y andlisis de imagen con el software Imagel. Se utiliz6 espectroscopia de
infrarrojo para analizar los cambios del almidon. Asi como la cuantificaciéon de amilosa
aparente para saber la composicion aproximada del almidon y Rayos X para determinar el
grado de cristalinidad. Por otro lado, se estudiaron las propiedades térmicas y de viscosidad
mediante calorimetria diferencial de barrido y analisis rapido de viscosidad. Las propiedades
funcionales y actividad enzimatica fueron evaluadas en las harinas de los germinados. Los
grupos funcionales no mostraron cambio con la germinacion, la intensidad de las bandas en
la region 1047/1022 cm™! indica una ligera disminucién en el grado de cristalinidad. Las
propiedades de viscosidad y térmicas se ven favorecidas positivamente con respecto al
tiempo. Esmeralda mostré mayor actividad de amilasa en dia 6 y Perla en el dia 5. La
actividad de proteasa fue mayor en el dia 7 para ambas variedades. El porcentaje de absorcion
de agua y aceite se incrementa conforme pasa la germinacion hasta el dia 5. La germinaciéon

mejora las propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon de cebada.



II. ANTECEDENTES

2.1. Semillas

Las semillas son las unidades de dispersion y reproduccion por excelencia en las plantas. Son
la mayor parte de las especies de interés agricola, estan constituidas por un embrion y por
compuestos de reserva rodeados ambos por las cubiertas seminales. No obstante, esta
estructura general varia entre las diferentes especies principalmente en relacion con el tipo y
proporcion de los compuestos de reserva y a las caracteristicas de las cubiertas seminales

(Pita y Pérez, 1998).

Los principales compuestos de reserva que se acumulan en las semillas son carbohidratos,
triacilgliceridos (lipidos neutros) y proteinas (una reserva menor de fitato), que son
sintetizados durante el desarrollo y depositados en los tejidos de almacenamiento (Bewley,
2000). Los cereales se encuentran entre los ejemplos mas conocidos y estudiados de las
semillas que almacenan carbohidratos, principalmente almidon. Siendo el endospermo el

sitio de mayor almacenamiento de las reservas (Herrera y col., 2006).

2.2. Cebada

La cebada (Hordeum vulgare) pertenece a la familia de las gramineas, es una planta
monocotiledonea anual (Figura 1). Generalmente la cebada tiene seis carreras de granos en
su espiga, pero existen variedades que solo tienen dos (Colin y col., 2007). Crece mejor en
los climas frescos y moderadamente secos. Requiere poca acumulacion de calor para
madurar, puede sembrarse a diferentes altitudes y zonas geograficas; esta adaptada a muchas

condiciones ambientales (SAGARPA, 2016).
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Figura 1. Anatomia de un grano de cebada
(Courtis, 2013)

El grano de cebada es de forma ahusada, mas grueso en el centro y disminuyendo hacia
los extremos. La céscara (en los tipos vestidos) protege el grano contra los depredadores y es
de utilidad en los procesos de malteado y cerveceria; representa un 13% del peso del grano,
oscilando de acuerdo al tipo, variedad del grano y latitud de plantacion.El embrion se halla
situado en la parte dorsal del grano, su vaina radicular se encuentra proxima al micropilo,
para que pueda atravesarlo cuando inicie la germinacion. El tallo embrionario apunta hacia
el extremo distal del grano, separando el embrion del deposito de nutrientes o endospermo
por una estructura a modo de escudo denominada escutelo. El endospermo est4 constituido
en su mayor parte por células de gran tamafio, desvitalizadas, provistas de granulos de
almidon grandes y pequefios. Los granulos de almidon se encuentran recubiertos de proteina
y algo de grasa. Las paredes celulares delgadas contienen hemicelulosa y gomas (glucanos).
En la periferia del endospermo se encuentra una capa constituida por células de tamafio
pequetio ricas en proteina y exentas de los granulos de almidon, llamada aleurona. Esta capa
tiene un grosor de tres células y no alcanza al escutelo, en su lugar se sitia una capa de células

aplanadas y vacias (Figura. 2) (Van der Heden, 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Cari%C3%B3pside
https://es.wikipedia.org/wiki/Centro_(geometr%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81pice
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1scara
https://es.wikipedia.org/wiki/Depredaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Malta_(cereal)
https://es.wikipedia.org/wiki/Cervecer%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantaci%C3%B3n

Glumilla dorsal

Pericarpio y testa

Capa de aleurona
Endospermo amilédceo

Plimula

Barba
Micrépilo

Raicillas
Extremo distal

Raquila Giumilla Escutelo
ventral

Seccién longitudinal (vertical) de un grano de cebada.

Figura 2. . Estructura del grano de cebada
(Van der Heden, 2015)

La cebada es una de las semillas de gran utilidad industrial, en la alimentacién provee

compuestos indispensables como carbohidratos (principalmente el almidon), lipidos,

proteinas (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica media de la materia seca de la cebada

Componentes Porcentajes (%)

Carbohidratos 81.1
Proteina 8.4
Fibra 6.1
Lipidos 2.2
Cenizas 2.2

(Lopez y col., 2007)

La cebada es utilizada principalmente en la industria maltera y panadera por su alto contenido

de almidon (Callejo, 2002; SAGARPA, 2016).



2.3. Almidon

El almidon es un polimero semicristalino de la glucosa, consta de dos estructuras primarias,
la amilosa, que es un polimero lineal con uniones a-D-(1-4), y la amilopectina, que es un
polimero ramificado con uniones a-D-(1-4) y d-D-(1-6). De estos dos polimeros el principal
constituyente del almidon es la amilopectina, estando la fraccion exacta determinada por el

origen botéanico (Sajilata, 2006).

La proporcion de estos dos polimeros varia segin la fuente botdnica y su organizacion fisica
dentro de la estructura granular, confiriéndole propiedades fisicoquimicas y funcionales

unicas al almidon (Tester y Karkalas, 2004).

Es la sustancia mas importante que existe desde el punto de vista de la alimentacion humana
por su volumen de consumo, disponibilidad, precio y disposicidon; asi mismo aporta las
calorias necesarias al consumidor debido a que es hidrolizado durante su consumo, liberando
las moléculas de glucosa que nuestro cuerpo utiliza para obtener energia (Guan y Keeling,

1998).

Como alimento, el almidon es el polisacarido digerible mas abundante e importante. Los
almidones en los alimentos se derivan comunmente de granos o semillas (trigo, maiz, arroz
y cebada), tubérculos (papa) y raices (yuca). El almidon proporciona el 70 - 80% de las
calorias consumidas por los seres humanos. Funciona como un agente estructural debido a
las modificaciones introducidas durante su fabricacion. Se utiliza en la industria alimentaria
principalmente como un modificador de textura, viscosidad, adhesion, retencion de humedad,
formacion de gel y peliculas, estas caracteristicas estan asociadas al contenido de amilosa y

amilopectina en el granulo de almidon (Waterschoot y col., 2015).

2.3.1. Amilosa

Es un polimero lineal y largo, formado por D-glucopiranosas que se encuentran unidas por
enlaces a-(1-4) que representan un 99% de su estructura con la presencia de ciertas
ramificaciones con enlaces a-(1-6). Estas ramificaciones se encuentran de manera espaciada

lo que permite observar su comportamiento lineal (Mua y Jackson, 1997; Buléon y col., 1998;
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Biliaderis, 1998). La amilosa tiene un grado de polimerizacion de 324-4920 con alrededor de
9 a 20 puntos de ramificacion equivalente a 3-11 cadenas por molécula. Cada cadena contiene

aproximadamente 200-700 residuos de glucosa (Figura 3) (Tester y Karkalas, 2004).

Figura 3. Estructura de la amilosa
(Tester y Karkalas, 2004)

La naturaleza lineal, flexible y de gran longitud de la cadena de amilosa, le confiere la
capacidad de enrollarse formando una estructura helicoidal (Figura 4) con 6 unidades de
glucosa por giro, dentro de la hélice se proporciona un entorno hidrofobico, con la capacidad
de formar complejos con el yodo, alcoholes o acidos organicos (Morrison, 1995) (Tang y

col., 2002).

Figura 4. Estructura helicoidal de la amilosa
(Murray y col., 2000)



Los investigadores han destacado el papel de la amilosa en la resistencia inicial de los
granulos al hinchamiento y la solubilidad, la capacidad de las moléculas de amilosa de formar
complejos lipidicos lo que evita su lixiviacion y, en consecuencia, la capacidad de
hinchamiento (Singh y col., 2003). La amilosa puede formar peliculas excelentes debido a
que es anhidra, que son caracteristicas importantes para aplicaciones industriales. Las
peliculas formadas por amilosa son fuertes, incoloras, inodoras ¢ insipidas (Campos y col.,
2011). Sang y col. (2008), reportaron que el contenido de amilosa afecta positivamente la
gelatinizacion y retrogradacion del almidon, la viscosidad de la pasta, la gelificacion y la

digestibilidad de la a-amilasa.

2.3.2. Amilopectina

Es un polimero semicristalino y altamente ramificado, formado por aproximadamente
595,238 unidades de D-glucopiranosas unidas por enlaces d-(1-4) que representa un 95%
con ramificaciones unidas por enlaces a-(1-6) que representa el otro 5% de su estructura. Las
ramificaciones se localizan aproximadamente cada 15 o 25 unidades de glucosa, aunque

pueden excederse a 19 o 31 unidades dependiendo del contenido de amilosa presente en el

almidon (Figura 5) (Tang y col., 2002) (Mua y Jackson, 1997).
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Figura 5. Estructura de la amilopectina
(Tester y Karkalas, 2004)



Es una molécula mayor que la amilosa, sus cadenas unitarias de la amilopectina son
relativamente cortas en comparacion con las moléculas de amilosa. Por lo general, son de 18
a 25 unidades de largo, esta es el principal componente en la mayoria de los almidones (70-

80%) (Tester y Karkalas, 2004).

Las cadenas de amilopectina son las responsables de las regiones cristalinas dentro del
granulo, mientras que la region amorfa estd formada por puntos ramificados de la
amilopectina y por la amilosa (Zobel, 1988). Las ramificaciones de la amilopectina tienen
una mayor tendencia a interactuar entre ellas y formas estructuras cristalinas constituidas por
dobles hélices. Las ramificaciones a-(1,6) de la amilosa al igual que las ramificaciones de
la amilopectina, interactiian con otras cadenas para formar dobles hélices y asi la amilosa
permanece amorfa en el granulo de almidon e intermezclada con la amilopectina. La
difraccion de rayos X se utiliza para examinar los patrones de difraccion que las dobles

hélices forman: tipo A, B y C (Zobel, 1988).
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Figura 6. Representacion esquematica de una seccion de amilopectina
(Tomada de Tester y col., 2004)

Con respecto a la estructura de la amilopectina, las cadenas A de la amilopectina son a-(1,
6) unidas por cadenas B que a su vez pueden estar enlazadas a otras cadenas B o la "espina
dorsal" de la molécula de amilopectina, la unica cadena C (Figura 6). La cadena C es una
combinacion de los tipos A y B y consiste en moléculas de amilopectina con extremos no
reducidos (Cheetham y Tao, 1998). Dependiendo de la longitud de cadena y al nimero de
racimos atravesados dentro del granulo nativo, las cadenas B se denominan B1-B4 (de uno a

cuatro grupos) (Tester y Karkalas, 2004).



Las cadenas individuales pueden clasificarse especificamente en términos de sus longitudes
y por consiguiente posicionarse dentro de granulos de almidon (Figura 6). Las cadenas A y
B1 son las mas externas (exteriores) y forman hélices dobles (y cristalitos) dentro de los
granulos nativos y almidones con cristalinidad de tipo A como en cereales que tienen
longitudes de cadena mas cortas en promedio que los almidones de tipo "B". Con las cadenas
exteriores de amilopectina (A y B1) que comprenden un intervalo de longitud de cadena de
12-24 residuos de glucosa, las cadenas tipo A son cadenas de 12 a 16 glucosas, y las B1 son
cadenas de 20 a 24 glucosas. (Tester y Karkalas, 2004; Buléon y col., 1998; Imberty y col.,
1991).

2.3.3. Granulo de almidon

El almiddn esta organizado en particulas discretas conocida como granulos, cuya morfologia,
composicidén quimica y estructura molecular son distintas de una especie a otra. Debido a que
la amilopectina es el componente mas abundante en el granulo, es la responsable de (Hoseney

y col., 1986; Tang y col., 2002):

o Una estructura organizada en forma de anillos (Figura 7), donde las moléculas de
amilopectina se alinean a lo largo de un eje imaginario que se extiende desde el hilio
(punto de origen) del granulo hasta | exterior del mismo.

o Propiedad semicristalina formando 2 regiones (Figura 7), una cristalina y otra amorfa,
que dan al granulo su caracteristica de birrefringencia, fendmeno conocido como cruz

de malta.



Figura 7. Representacion de la estructura del granulo de almidén
(Bernal y Martinez, 2006; Tester y Debon, 2000)

French (1972) propuso un modelo el cual describe que la amilopectina se encuentra en
racimos dentro del granulo de almidon. Originando que las regiones cristalinas y amorfas se
organicen en forma alternada. Las cadenas se organizan en dobles hélices, las cuales tiene y

una longitud aproximada de 9 nm de largo.

La longitud de las cadenas de glucosa, la relaciéon amilosa-amilopectina y el grado de
ramificacion de la amilopectina definen el tamaio, la estructura y la utilidad particular de los
granulos de almidon en cada especie vegetal. La naturaleza quimica de la amilosa provoca
que forme asociaciones con pequefias moléculas hidréfobas, por lo que es comuin que a la
fraccion de amilosa se encuentre asociada una proporcion alta de lipidos (Morrison, 1995),

mientras que la amilopectina contiene grupos fosfatos.

Los granulos de almidon contienen otros compuestos en cantidades minimas como las
proteinas, lipidos y minerales. Donde las proteinas y lipidos son los mdas importantes
(Bemiller y col., 1984). Las proteinas se encuentran asociadas al granulo de almidon,
dividiéndose en dos grupos: las proteinas de almacenamiento que permanecen unidas
indirectamente a la superficie del granulo del almidon y son solubles en agua; y las proteinas
asociadas al granulo, que se encuentran unidas a su superficie conformando su estructura

interna (Borén y col., 2004).
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Las propiedades mas importantes a considerar para determinar el uso del almidén en la
elaboracion de alimentos y otras aplicaciones industriales incluyen las fisicoquimicas:
gelatinizacion y retrogradacion; y las funcionales: solubilidad, hinchamiento, absorcion de
agua, sinéresis y comportamiento reoldgico de sus pastas y geles (Hernandez y col., 2008;

Smith, 2001).

2.3.4. Propiedades fisicoquimicas del granulo de almidon

2.3.4.1. Tamaiio y composicion

Las caracteristicas morfoldgicas de los almidones de diferentes fuentes vegetales varian con
el genotipo y las practicas culturales. La variacion en el tamaio y la forma de los granulos
de almidon se atribuye al origen biologico (Svegmark y Hermansson, 1993). La morfologia
de los granulos de almidon depende de la bioquimica del cloroplasto o amiloplasto, asi como
de la fisiologia de la planta (Badenhuizen, 1969). El granulo contiene tipicamente una linea
central conocida como el hilio o la "cruz de malta". Cada granulo de almidon puede contener
uno o mas cruces de malta, y esta caracteristica reduce la capacidad de birrefringencia del

granulo de almidén (Jiang, 2010).

Los granulos de almidon tienen tamafios microscopicos con didmetros comprendidos entre
0.1 y 200 pm, y su morfologia varia entre diferentes formas, como oval, elipsoidal, esférica,
lisa, angular y lenticular, dependiendo de la fuente botanica (Buléon y col., 1998, Hoover,
2001, Singh y col., 2003). La distribucion del tamafio puede ser uni, bi o polimodal (Tabla
2).
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Tabla 2. Caracteristicas de los granulos de almidén de diferentes fuentes botanicas

Almidon Forma Distribucion Tamafio(pm)
Lenticular (tipo A),
Cebada ‘ . Bimodal 15-25, 2-5
esférico (tipo B)
Maiz Esférico/poliédrico Unimodal 2-30
Mijo Poliédrico Unimodal 4-12
3-10 (solo)
Avena Poliédrico Unimodal
80 (compuesto)
Papa Lenticular Unimodal 5-100
Guisante Rentiforme Unimodal 5-10
Tapioca Esférico/lenticular Unimodal 5-45
. Lenticular (tipo A), _
Trigo Bimodal 15-35, 2-10

esférico (tipo B)

(Tester y col., 2002).

Los cereales comunes como el trigo, la cebada y el centeno contienen dos tipos de granulos
de almidon: tipo A, forma lenticular y gran tamafio y tipo B, forma esférica y tamafo pequefio
(Tester y col., 2006; Vamadevan y Bertoft, 2015). Los granulos de almidon tienen estructuras
muy complejas. La complejidad se basa en las variaciones en su composicion (a-glucanos,
humedad, lipidos, proteinas y fosforilacion), la estructura de los componentes y la variacion

entre las regiones amorfas y cristalinas (Alcazar y Meireles, 2015).

Mayoritariamente el almidén estd compuesto por amilosa y amilopectina, su contenido
depende de la fuente botanica del cual fue extraido el almidon. Estas influyen en las
propiedades de los granulos de almidon, ya que estan directamente relacionadas con las
propiedades térmicas y de viscosidad, cristalinidad, birrefringencia y funcionales. La
cantidad de amilosa presente se ve afectado por las condiciones climaticas y el tipo de suelo
durante el crecimiento (Singh y col., 2003). La actividad de las enzimas involucradas en la
biosintesis del almidon puede ser responsable de la variacion en el contenido de amilosa entre
los diversos almidones (Krossmann y Lloyd, 2000). Es por ello que el contenido de amilosa
debe ser preciso. Estudios previos han demostrado que los métodos colorimétricos (basados

en la formacion del complejo amilosa-yodo) estan influenciados por la longitud de la cadena
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de la amilopectina (Hoover y Ratnayate, 2001). En los almidones normales y cerosos, la
molécula ramificada (amilopectina) constituye la zona cristalina. Los patrones 'A’, 'B'y 'C'
son las diferentes formas poliméricas del almidon que difieren en el empaque de las hélices

dobles de amilopectina (Singh y col., 2003).

El fésforo es uno de los componentes presentes en el granulo de almidén y afecta
significativamente sus caracteristicas funcionales. El fosforo esta presente como fosfatos de
monoéster o fosfolipidos en diversos tipos de almidones, estos estan asociados con la fraccion
de amilopectina por enlaces covalentes, aumentando la claridad y la viscosidad de la pasta,
mientras que la presencia de fosfolipidos da lugar a pastas opacas y de baja viscosidad. Los
fosfolipidos tienden a formar complejos con amilosa y ramas largas de amilopectina, dando
como resultado granulos de almiddn con solubilidad limitada. (Morrison y col., 1993; Singh
y col., 2003). La fosforilacion en la posicion C-3 principalmente, puede modificar el
empaquetamiento de las dobles hélices y esto de alguna manera puede alterar el ordenamiento
del granulo y cambiar la interaccidon con las proteinas que se asocian con el almidon para
llevar a cabo su degradacion, pues se tienen evidencias de que si se disminuye el grado de

fosforilacion también la degradacion se ve disminuida (Blennow, 2002).

La presencia de lipidos en el almidon puede tener un efecto reductor sobre la hinchazon de
los granulos individuales (Galliard & Bowler, 1987). El poder de hinchamiento y la
solubilidad proporcionan evidencia de la magnitud de la interaccion entre las cadenas de
almidoén dentro de los dominios amorfo y cristalino. La extension de esta interaccion esta
influenciada por la relacion amilosa-amilopectina, y por sus caracteristicas de ambas

estructuras (Hoover, 2001).

2.3.4.2. Cristalinidad

Como se menciond anteriormente, la amilosa asociada con grandes ramas de moléculas de
amilopectina comprende la region amorfa de los granulos, y las moléculas de amilopectina
con ramas cortas comprenden la region cristalina; por lo tanto, una mayor proporcion de
amilopectina en los granulos de almidon produce una mayor cristalinidad (Cheetham y Tao,

1998). Los granulos de almidon se encuentran en un sistema polimérico semicristalino
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(estructura cristalina tridimensional), donde la cristalinidad varia de 15 a 45% (Zobel, 1988;

Eerlingen y Delcour, 1995).

En el polimorfismo tipo A las dobles hélices estan empaquetados en forma monoclinica, es
compacto y contiene de 4-8 moléculas de agua; en el polimorfismo tipo B presenta dobles
hélices en forma hexagonal, estructura abierta y con 36 moléculas de agua (Buléon y col.,
1998; Imberty y col., 1991). El ordenamiento de los granulos de almidon puede variar desde

el hilio (centro) hasta la periferia (Sevenou y col., 2002).

2.3.4.3. Birrefringencia

La birrefringencia es la capacidad de refractar doblemente la luz polarizada. Todos los
granulos de almidén en su forma nativa presentan birrefringencia que es proporcional a su
estructura cristalina (observandose una cruz oscura con centro en el hilio), en donde la mayor
parte de las moléculas de almidén se arreglan en direccion radial desde el hilio hacia la
periferia. Los patrones de birrefringencia en los granulos de almidon representan la
disposicion radial de las moléculas de amilopectina y sus cadenas que forman angulos de 90
° con los extremos reducidos en la direccion del hilio o centro del granulo de almidon. Los
patrones de birrefringencia débiles son indicativos de la desorganizacion de la region

cristalina (BeMiller y Whistler, 2009).

La pérdida de birrefringencia en granulos de almidon estd asociada con la deformacion
debido a la modificacion estructural que esté tiene (Liu y col., 1991). Los almidones nativos
de las diferentes especies de vegetales tienen como caracteristica fundamental que sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales estaran influenciadas por sus estructuras granular
y molecular (Wang y White, 1994); durante el proceso de gelatinizacion, el orden molecular
dentro de los granulos es destruido gradual e irreversiblemente provocando la perdida de
birrefringencia y a su vez la disminucion de la cristalinidad del granulo de almidon; por esto
la temperatura de gelatinizacion es caracteristica para cada tipo de almidon y depende
fundamentalmente de la transicion vitrea de la fraccion amorfa del almidon (Eerlingen y

Delcour, 1995).
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2.3.4.4. Transicion vitrea

La temperatura de transicion vitrea (Tg) es un parametro que afecta las propiedades fisicas
de los polimeros. La transicién vitrea se produce de forma similar a una transicion
termodinamica de segundo orden, donde el volumen especifico y la entalpia son funciones
de la temperatura (Biliaderis y col., 1999).Describe la temperatura de induccion de la
transicion progresiva desde un estado amorfo a un estado gomoso a medida que el material
se calienta, generalmente en presencia de un disolvente o plastificante cuando se hace

referencia a polisacaridos (Tester y Debon, 2000).

Los granulos de almidon son insolubles en agua fria debido a los enlaces de hidrogeno y la
cristalinidad de la molécula. Cuando el almidén se dispersa en agua caliente por debajo de
su temperatura de transicion vitrea, los granulos de almidon se hinchan y aumentan varias
veces en tamafio, rompiendo las moléculas y consecuentemente lixiviando amilosa para
formar una red tridimensional y aumentando la viscosidad de la pasta (Sarker y col., 2013).
La pasta de almidon puede contener granulos no hinchados, granulos parcialmente
hinchados, agregados de granulos de almidon hinchados, fragmentos y moléculas de almidon

retrogradado y almidon que se ha disuelto o precipitado (BeMiller y Whistler, 2009).

2.3.4.5. Capacidad de hinchamiento y solubilidad de los granulos de
almidon

Una de las caracteristicas estructurales mas importantes del almidon es que pasa por varias
etapas diferentes, desde la absorcion de agua hasta la desintegracion de los granulos. La
absorcion de agua y la consiguiente hinchazon del granulo de almidon contribuyen a la
separacion de fases de amilopectina-amilosa y pérdida de cristalinidad, lo que a su vez
promueve la lixiviacion de amilosa en el espacio intergranular (Conde y col., 2001). Cuando
las moléculas de almidon se calientan en exceso de agua, la estructura semicristalina se rompe
y las moléculas de agua se asocian mediante enlaces de hidréogeno a grupos hidroxilo
expuestos en las moléculas de amilosa y amilopectina.Esta asociacion provoca hinchazéon y
aumenta el tamafio y la solubilidad de los granulos (Singh y col., 2003). La capacidad de

hinchamiento y la solubilidad del almidon ilustran las interacciones de las cadenas
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poliméricas que comprenden las fracciones de granulos amorfos y cristalinos (Zhang y col.,
2005). El grado de esta interaccion esta influenciado por la proporciéon de amilosa-
amilopectina y es caracteristico de cada molécula dependiendo del grado de polimerizacion,
longitud y grado de ramificacion de la cadena, peso molecular y conformacion molecular
(Hoover, 2001; Ratnayake y Hoover, 2002).La capacidad de hinchamiento del almidén esta
directamente asociada con el contenido de amilopectina porque la amilosa actia como un

diluyente e inhibidor del hinchamiento (Singh y col., 2003).

La etapa de hinchamiento de los granulos de almidon es el paso inicial de todas las demas
caracteristicas de pasta. Inicialmente, la hinchazon de los granulos es reversible, aumentando
su volumen hasta un 30% (Gryszkin y col, 2014). La absorcion de agua y el calentamiento
de la dispersion de almidon rompen los enlaces de hidrogeno responsables de la cohesion de
los granulos, solubilizando parcialmente el almidon, este proceso conduce a una hinchazén
irreversible, aumentando el tamafo del granulo varias veces y la viscosidad de la pasta

(Hoover, 2001).

2.3.4.6. Propiedades reologicas y térmicas

La pasta de almidon se forma inmediatamente después de la gelatinizacion, y los granulos de
almidoén son cada vez mas susceptibles a la desintegracion por cizallamiento debido a que
estan hinchados. La pasta obtenida es una masa viscosa consistente en una fase continua de
amilosa solubilizada y/o amilopectina y una fase discontinua de los restantes granulos de
almidén (Ambigaipalan y col., 2011). La funcionalidad de almidon esta directamente
relacionada con la gelatinizacion y las propiedades de la pasta. Las caracteristicas del
almidon nativo, los efectos de las modificaciones fisicas o quimicas de los granulos, el
parametro del proceso y las fuentes botanicas del almidon son factores criticos que rigen el
comportamiento y las caracteristicas de la pasta de almidon. La transformacion del almidon
durante la fabricacion depende de la relacion temperatura-tiempo-mezcla y de la proporcion

de modificacion durante el procesamiento (Conde y col., 2001).

Los granulos de almidon son insolubles en agua fria debido a los enlaces de hidrogeno y la

cristalinidad de la molécula. Cuando el almidén se dispersa en agua caliente por debajo de
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su temperatura de transicion vitrea, los granulos de almidon se hinchan y aumentan varias
veces en tamafio, rompiendo las moléculas y consecuentemente lixiviando amilosa para
formar una red tridimensional y aumentando la viscosidad de la pasta(Sarker y col., 2013).
La pasta de almidon puede contener granulos no hinchados, granulos parcialmente
hinchados, agregados de granulos de almidén hinchados, fragmentos y moléculas de almidon

retrogradado y almidon que se ha disuelto o precipitado (BeMiller y Whistler, 2009).

La caracteristica basica de la reologia del almidén es su viscosidad, textura, transparencia o
claridad, resistencia al corte y la tendencia a la retrogradacion. Todas estas caracteristicas
juegan un papel importante en las aplicaciones comerciales del almidon (BeMiller y Whistler,
2009; Berski y col., 2011). Las propiedades reologicas del almidén se estudian a través del
comportamiento de las curvas de viscosidad, que estan influenciadas por la temperatura, la
concentracion y el esfuerzo cortante (Singh y col., 2003). Instrumentos como el analizador
rapido de viscosidad describen el parametro de viscosidad como funciones de temperatura y
tiempo. El analizador rapido de viscosidad describe el comportamiento de la pasta en tres
periodos: (1) un periodo de calentamiento controlado, aumentando la temperatura de la
suspension desde la temperatura ambiente hasta un maximo que se determina generalmente
a 95°C; (2) un periodo isotérmico, manteniendo la suspension a la temperatura méaxima para
analisis; y (3) un periodo de enfriamiento, disminuyendo la temperatura a aproximadamente
50°C.A lo largo del analisis, la suspension se somete a fuerzas de corte. Las suspensiones
exhiben tipicamente un pico de viscosidad que comienza después de la gelatinizacion y
aumenta a medida que los granulos se hinchan, seguido por una disminucién de la viscosidad
debido a la desintegracion de los granulos y al realineamiento del polimero. Un "Desglose"
se define por una diferencia entre el pico de viscosidad y la viscosidad minima a la
temperatura maxima de analisis. Durante el periodo de enfriamiento, la lixiviacion de amilosa
forma un gel o una red tridimensional. La formacion de gel aumenta adicionalmente la
viscosidad, denominada "viscosidad en pasta fria". La diferencia entre la viscosidad de la
pasta al final del periodo de enfriamiento y la viscosidad minima a 95 °C se denomina

"retroceso" (Saunders y col., 2011; Wang y Weller, 2006).

La viscosidad de la pasta de almidon se asocia con lipidos, principalmente fosfolipidos, que

forman complejos con la amilosa y dificultan o reducen la capacidad de hinchamiento del
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granulo. Otros efectos asociados con la viscosidad de la pasta son disminucion de la
solubilidad de la amilosa, aumento del tiempo de formaciéon y propiedades gelificantes
limitadas. Los complejos de amilosa-lipido requieren altas temperaturas para la disociacion
(Singh y col., 2003). La reologia es ampliamente reconocida por su efecto sobre la calidad
de los alimentos y sus caracteristicas sensoriales. Las propiedades reoldgicas del almidén

determinan su potencial aplicacion como agente espesante o gelificante (Berski y col., 2011).

La determinacion de las propiedades térmicas del almidon implica términos tales como la
temperatura de inicio (To), la temperatura maxima (Tp), la temperatura de conclusion (Tc),
la diferencia entre Tc y To, y la entalpia de fusion, todos los cuales pueden medirse usando
equipos como un Calorimetro de barrido diferencial (Kong y col., 2012)y dependen de la
concentracion de almidén(Waterschoot y col., 2015). Durante el calentamiento, To es la
temperatura a la que comienza a aumentar la viscosidad de la pasta; Tp es la temperatura de
viscosidad maxima; Y Tc es la temperatura final del incremento de viscosidad. (Tc-To) es
una medida comparativa, y un aumento en este valor indica una gran cantidad de
modificacion de granulos en las regiones amorfa y cristalina (Jenkins y col., 1993; Kong y

col., 2012).

Algunos investigadores incluyen la retrogradacion entre las propiedades térmicas del
almidon. Esta propiedad de pasta tipicamente comienza 20 °C por debajo de su temperatura
de gelatinizacion (Tgel), y la retrogradacion es proporcional a la presencia de amilopectina
(Tan y col., 2006; Yuan y col., 1993). Las variaciones en las propiedades térmicas del
almidon después de la gelatinizacion ya lo largo del almacenamiento refrigerado pueden
atribuirse a variaciones en la relacion amilosa/amilopectina, tamafio y forma del granulo y

presencia o ausencia de lipidos y proteinas (Singh y col., 2003).

2.3.5. Propiedades funcionales del almidon

2.3.5.1. Gelatinizacion

El orden cristalino en los granulos de almidén es a menudo el factor subyacente basico que

influye en las propiedades funcionales. El colapso del orden cristalino dentro de los granulos

18



de almidon se manifiesta como cambios irreversibles en las propiedades, tales como
hinchamiento de granulos, pegado, pérdida de la birrefringencia dptica, pérdida del orden
cristalino, desenrollamiento y disociacion de las hélices dobles y solubilidad del almidon

(Atewll y col., 1988; Hoover, 2001).

Los granulos de almidon no son solubles en agua a temperatura ambiente, debido a su
estructura semicristalina. Cuando se encuentra con suficiente agua, los granulos absorben
una pequeiia cantidad de estd y se hincha hasta cierto limite (30-50% peso seco del almidon)
(French, 1984). El almido6n, cuando se calienta en presencia de exceso de agua, presenta una
fase de transicion conocida como gelatinizacion, y existe un intervalo de temperatura
caracteristico para la gelatinizacion correspondiente a cada especie de almidén. La
gelatinizacion se produce cuando el agua se difunde en el granulo, que luego se hincha
sustancialmente debido a la hidratacion de la fase amorfa, causando pérdida de cristalinidad
y orden molecular (lixiviacién de la amilosa) (Donovan, 1979). El proceso de gelatinizacion
comienza en el hilio y se extiende rapidamente por toda la periferia; se produce inicialmente
en la region amorfa, favorecida por los enlaces de hidrégeno débiles presentes en esta area.
El proceso se extiende entonces a la region cristalina. La presencia de amilosa reduce el punto
de fusion en la region cristalina y la cantidad de energia necesaria para iniciar la
gelatinizacion (Sasaki y col., 2000). El proceso de gelatinizacion esta representado por
temperaturas de transicion y entalpias de gelatinizacion en la pasta, y estas medidas son
caracteristicas para cada especie. Las altas temperaturas de transicion corresponden a un alto
grado de cristalinidad, alta estabilidad y resistencia de la estructura del granulo a la
gelatinizacion. Las diferencias en las temperaturas de transicion entre los diferentes
almidones pueden atribuirse a las diferencias en el grado de cristalinidad (Tester y Karkalas,

2004; Singh y col., 2003).

Se ha informado que la forma de granulos, el porcentaje de granulos grandes y pequefios y
la presencia de ésteres de fosfato afectan los valores de entalpia de gelatinizacion de

almidones (Stevens y Elton, 1971; Yuan y col., 1993).

Esta propiedad funcional del almidéon es un proceso endotérmico, que corresponde a la
disociacion de las moléculas de almidon, las cuales se encuentran en una conformacion con

dobles hélices y pasan a una conformacion amorfa. Uno de los métodos utilizados para
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estudiarla es la calorimetria diferencial de barrido, la cual puede proporcionar las
temperaturas y entalpias caracteristicas de la transicion de fase en los sistemas acuosos de
almidon. El pico en la endoterma de la calorimetria diferencial de barrido refleja la perdida

de dobles hélices de la amilopectina (Tester y Morrinson, 1990).

2.3.5.2. Retrogradacion

Las interacciones moleculares (enlace de hidrégeno entre las cadenas de almidén) después
del enfriamiento de la pasta de almidén gelatinizada se han denominado retrogradacion
(Hoover, 2000). Durante la retrogradacion, la amilosa forma asociaciones de doble hélice de
40-70 unidades de glucosa (Jane y Robyt, 1984) mientras que la cristalizacion de
amilopectina se produce por asociacion de las ramas cortas mas exteriores (Ring y col.,

1987).

La retrogradacion se presenta durante el almacenamiento prolongado de las dispersiones de
almidon gelatinizado. Las moléculas de almidon, tras la gelatinizacion se presentan en forma
amorfa, que se reasocian gradualmente formando cristales que estan compuestos por dobles
hélices de almidon (interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno). Las moléculas de
amilosa se retrogradan mas rapido que las moléculas de amilopectina. La velocidad de
retrogradacion depende de varios factores como: la longitud de las cadenas de la
amilopectina, la concentracion de lipidos y derivados de monoéster y fosfatos (Singh y col.,

2003).

La recristalizacion de almidon se produce facilmente a temperaturas inferiores a 0°C, pero
también se produce por encima de 100°C. La retrogradacion del almidon se intensifica por la

repetida congelacion y descongelacion de la pasta (Leszczyfiski, 2004).

2.3.6. Modificacion del almidon

La mayoria de los almidones nativos estdn limitados en su aplicacion directa porque son

inestables con respecto a los cambios en la temperatura, el pH y las fuerzas de cizallamiento
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(Berski y col., 2011). Algunos granulos de almidéon son inertes, insolubles en agua a
temperatura ambiente, altamente resistentes a la hidrélisis enzimatica y por lo tanto carecen
de propiedades funcionales. Los almidones nativos a menudo se modifican para desarrollar
propiedades especificas tales como solubilidad, textura, adhesion y tolerancia a las

temperaturas de calentamiento utilizadas en los procesos industriales (Singh y col., 2007).

Se han desarrollado métodos para producir almidones modificados con una variedad de
caracteristicas y aplicaciones, estos métodos alteran el polimero de almidon cambiando sus
propiedades fisicoquimicas y atributos estructurales para aumentar su valor para las
industrias alimentarias y no alimenticias (Lopez y col., 2010). Las modificaciones del

almidon incluyen métodos fisicos, quimicos y enzimaticos (Yadav y col., 2013).

Algunos estudios han sido realizados en cuanto a hidrolisis enzimatica de almidon de
diferentes fuentes para obtencion de azlicares fermentables, son pocos los estudios que se
han enfocado en la modificacion de almidon por via enzimdtica, sin embargo, se ha
reconocido que mediante la hidrélisis de almidon es posible disminuir el peso molecular,
disminuyendo el tamafio de las moléculas de almidén y la viscosidad de las dispersiones
preparadas, lo que favorece la obtencion de peliculas de mayor calidad dado que, el almidon
modificado presenta alta estabilidad a cambios de pH y temperatura, aumentando la
consistencia y el poder aglutinante, dando transparencia a la pasta, disminuyendo la
retrogradacion y aumentando la estabilidad ante el congelamiento y descongelamiento
(Shamekh y col., 2002; Ariztizébal y col., 2007). Dentro de las modificaciones enzimaticas,
se encuentra la germinacion donde actian las enzimas O-amilasa, B-amilasa, a-glucosidasa
y dextrinasas que degradan los granulos de almidon cambiando su funcionalidad y estructura

(Van der Heden, 2015).

2.4. Germinacion

La germinacion es el conjunto de fendmenos por los cuales el embrion, que se halla en estado
de vida latente dentro de la semilla, reanuda su crecimiento y se desarrolla para formar una
plantula (Courtis, 2013). Esta inicia con la entrada de agua en la semilla (imbibicion) y

finaliza con el comienzo de la elongacion de la radicula (Pita y Pérez, 1998). Dentro de los
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requerimientos ambientales necesarios para la germinacion se consideran esenciales el agua,

el oxigeno y la temperatura (Van der Heden, 2015).
La germinacion se comprende de cuatro etapas principales:
I.  Laimbibiciéon de agua

Consiste en la absorcion del agua necesaria para la rehidratacion de proteinas y organulos
celulares, transporte y para que se lleve a cabo las reacciones hidroliticas (Van der Heden,

2015).

La cantidad de agua que penetra depende de las especies, en los cereales es del 40 al 60% del
peso de la semilla seca y en algunas leguminosas asciende al 180%. La cantidad de agua
absorbida por las diferentes especies depende del tipo de sustancias de reserva que contengan,
aquellas con endospermo amildceo tienen un grado de hidratacion menor que las que
presentan endospermo proteico, altamente hidratable. Las macromoléculas y estructuras se

rehidratan y recuperan sus formas funcionales (Courtis, 2013).
II.  Lasintesis y activacion de los sistemas enzimaticos:

En esta fase ocurren dos fenomenos fundamentales para la germinacion. El primero es la
reactivacion de las enzimas, inactivadas por la extrema desecacion y, el segundo, la sintesis

de otras inexistentes (Courtis, 2013).

Para iniciar el crecimiento del embrion las reservas de la semilla se movilizan, convertidas
de la forma insoluble a la soluble. Durante la germinacién, se producen enzimas como
amilasas y maltasas las que romperan el endospermo amilaceo a glucosa. Estas enzimas son
producidas en la capa de aleurona que rodea al endospermo. En los cotiledones de las semillas
que almacenan lipidos, los &4cidos grasos son liberados de los cuerpos lipidicos por
lipoxigenasas, entran en los glioxisomas (pequefios organelos) donde sucesivos ciclos de
oxidacion generan Acetyl-CoA, que sera usada para formar succinato en el ciclo del
glioxilato. Este acido orgéanico ingresa a la mitocondria y al ciclo de Krebs. El oxalacetato
obtenido del ciclo de los acidos tricarboxilicos actuara posteriormente como sustrato para la

sintesis de sacarosa (Courtis, 2013).
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III.  Degradacion de las sustancias de reserva.

Las enzimas degradan las reservas de la semilla y ponen a disposicioén del embridén no sélo
los nutrientes, sino también energia generada por la fermentacion y la respiracion de los
sustratos solubilizados. Es asi como los carbohidratos insolubles (almiddn, inulina) son
degradados por hidrolasas a monosacaridos solubles, como la glucosa, fructosa, etc. Los
triglicéridos, principales lipidos de reserva de muchas leguminosas, son degradados en tres
organulos: cuerpos lipidicos, mitocondrias y glioxisomas, que son descompuestos a glicerol
y acidos grasos. Las proteinas de reserva son hidrolizadas a aminoacidos por proteinasas. En
los cereales y otras gramineas, las proteinas de reserva se encuentran en forma de cuerpos

proteicos en la capa de aleurona y en menor cantidad, en el endospermo (Courtis, 2013).
IV.  Elongacién de las células del embrion y emergencia de la radicula

El embrién dispone de suficientes nutrientes para crecer normalmente. Todos los productos
de la hidrolisis nutren al embridn, para el inicio de su crecimiento (Courtis, 2013). Tiene
lugar la emergencia de la radicula, lo que concluye el proceso germinativo (Van der Heden,

2015).

A partir de este momento su posterior desarrollo llevara la aparicion de la plantula sobre el
suelo (nascencia). La nascencia de las plantulas se clasifica en dos tipos segun la situacion
de los cotiledones durante el desarrollo de la plantula: nascencia epigea y nascencia hipogea.
En la nascencia epigea los cotiledones aparecen por encima del nivel del suelo y en la
nascencia hipogea los cotiledones permanecen por debajo del nivel del suelo (Pita y Pérez,

1998; Raven y col., 1992).

Durante el desarrollo de la plantula, los nutrientes almacenados en los cotiledones se dirigen
y se transportan a la plantula que est4 en crecimiento. Los cotiledones disminuyen de tamano
gradualmente, se debilitan, se marchitan y eventualmente caen. Entonces la plantula ya se ha
establecido; ya no dependera de las reservas de los cotiledones parea su nutricion. La plantula
se convirtid en un organismo autotrofo foto-sintetizador. Estas primeras etapas del desarrollo
de la plantula son dificiles y en ellas se detectan elevadas tasas de mortalidad cuyas
principales causas son la desecacion, la depredacion, enfermedades y la competencia entre

las propias plantulas (Pita y Pérez, 1998).
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2.4.1. Catabolismo de los compuestos de reserva

2.4.1.1. Lipidos

En muchas semillas las principales reservas estan en forma de lipidos sobre todo

triacilgliceroles (TAG) (Van der Heden, 2015).

Al igual que con los productos del catabolismo de almidén, la movilizacion de TAG son una
fuente vital de carbono y energia para apoyar el crecimiento de la plantula. La hidrélisis inicia
(lipolisis) por lipasas, enzimas que catalizan la ruptura hidrolitica de los enlaces de ésteres
de 4acidos grasos, para finalmente producir glicerol y acidos grasos libres (FFA). Estos
ultimos entran en el glioxisoma para su conversion en acido oxaloacético (OAA), que luego
pasa a la mitocondria y finalmente al citosol para su conversion en sacarosa (Figura 8). El
azlcar se transporta desde los cotiledones de almacenamiento hasta las regiones en
crecimiento de la plantula, o desde el endospermo de almacenamiento hasta los cotiledones

y de alli a lo largo de la plantula (Fincher, 2011).

Cuerpo de aceite Citosol
TAG T—DAG —T—>MAG ] GLY
1wV Z 3V 4
FFA FFA FFA Y
6
i 5
Mit \L
Acil-COA——>Acetil-CoA ——> OAA —— DHAP
7 8 9
Glioxisoma v
Suc

Figura 8. Metabolismo de los lipidos durante la germinacion
(Fincher, 2011)
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2.4.1.2. Proteinas

La hidrolisis de las proteinas de almacenamiento (PSV) a sus aminoacidos constituyentes
requiere una clase de enzimas llamadas proteasas, algunas de las cuales producen hidroélisis
total mientras que otras producen polipéptidos pequenos que deben ser degradados
adicionalmente por peptidasas. Las proteasas pueden clasificarse de la siguiente manera en

relacion con la forma en que hidrolizan sus sustratos:

Endopeptidasas: éstas rompen enlaces peptidicos internos dentro de la proteina para producir

polipéptidos mas pequenos (Van der Heden, 2015; Miintz y col., 2001).

Aminopeptidasas: secuencian el aminoacido terminal del extremo amino libre de la cadena
polipeptidica,localizadas en el citosol; son activos a pH neutros o ligeramente alcalinos

(Miintz y col., 2001).

Carboxipeptidasas: igual que las aminopeptidasas, pero los aminodcidos individuales son

secuencialmente hidrolizados desde el extremo carboxilo de la cadena (Miintz y col., 2001).

Las proteasas en la capa de aleurona se activan gracias a las giberelinas e incia la hidrélisis
de las proteinas de almacenamiento presentes en el endospermo y la liberacion de
aminodcidos al complejo de sintesis de proteinas en el citoplasma, libera dcido malico que
acidifica las células de almacenamiento hasta aproximadamente pH 5 optimizando asi las
condiciones para la actividad enzimatica, activando tambien a otras enzimas clave para la

movilizacion del almidon (Miintz y col., 2001).

2.4.2. Cambios en el grano durante la germinacion

Existen investigaciones cientificas donde reportan algunos de los cambios que presentan los
granos al ser sometidos a un proceso de germinacion. De acuerdo a lo publicado por Jensen
y Heltved (1982) los granos de cebada germinados tuvieron un adelgazamiento de la capa de
aleurona, una degradacion de la pared celular, la modificacion del endospermo por la
hidrolisis del almidon y el aumento de su actividad enzimatica con el transcurso de los dias

de germinacion. Asi mismo, Elkhalifa y Bernhardt (2010) determinaron la influencia de la
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germinacion del grano sobre las propiedades funcionales de la harina del grano de sorgo,
obteniendo una harina con una mayor actividad emulsificante, menor concentracion de
gelificacion y un aumento en sus propiedades funcionales (estabilidad y capacidad de

espuma, menor densidad, mayor capacidad de absorcion de aceite, entre otras).

Sun y col.,(2015)estudiaron la germinacién del grano de arroz mutante comparado con un
grano de arroz nativo; generando a los 10 dias cambios estructurales en el granulo de almidén
del arroz mutante y una perdida total de la estructura del granulo de almidon del arroz nativo.
En base a los rayos X presentados por los autores, el arroz mutante pertenece a un almidon
de tipo A. La germinacion del grano de arroz mutante disminuye el contenido de almidén

resistente haciendolo de facil digestion.

You y col. (2016) reportaron que el proceso de germinacion en granos de arroz integral
ceroso aumenta las propiedades funcionales del almidén con una mayor digestibilidad y el
aporte de malto oligosacaridos que de acuerdo a Gibson (Gibson, 2008) son considerados
parcialmente prebidticos. You y col. (2016) a través de microscopia electronica de barrido
visualizaron un cambio en la estructura del granulo de almidon, un aumento en la porosidad
lo que lleva a una disminucién en la cristalinidad del granulo. En base a sus propiedades
térmicas hubo una disminucion debido a su cambio en la estructura molecular del granulo de

almidon.

Elin y col. (2004) y Kinsella (1979) informan que las modificaciones en la estructura proteica
de los cereales durante el proceso de germinaciéon son responsables de los cambios
funcionales como la formacion de espuma, la emulsificacion, la solubilidad del nitrogeno y

la capacidad de absorcion de agua.

2.4.2.1. Hidrolisis de los carbohidratos

El almidoén se encuentra en la forma de granulos recubiertos por una matriz proteica, estas
reservas se encuentran localizadas en la capa de aleurona y en el endospermo (Van der Heden,

2015).
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El proceso de degradacion inicia con la liberacion de giberelinas por el embrion, hormonas
vegetales que determinan la sintesis de los enzimas responsables de la degradacion del
almidon, estas enzimas hidroliticas son sintetizadas en la capa de aleurona siendo cuatro las
principales: la enzima d-amilasa (endohidrolasa) que rompe los enlaces glucosidicos a- (1 -
4) entre los residuos de glucosa aleatoriamente a través de las cadenas, hidroliza los
oligosacaridos resultantes en con cooperacion con una a-glucosidasa hasta que se producen
glucosa y maltosa. Pero las a-amilasas no pueden hidrolizar los puntos de ramificacion a- (1
- 6) de la amilopectina, lo que producen nucleos altamente ramificados de unidades de
glucosa, denominadas dextrinas limite. Las ramas pequefas deben ser liberadas por la enzima
dextrinasa limite (enzima desramificadora que se encuentra presente en el endospermo y
requiere de protedlisis para ser liberada) antes de ser hidrolizadas al monomero. La enzima
B-amilasa (exohidrolasa), se encuentra presente en la semilla deshidratada en forma inactiva
unida a cuerpos proteicos (la gilberelina induce la reactivacion de la misma mediante una
endopeptidasa que separa la enzima de la proteina a la que esta unida), su funcién es reducir
el tamafio de los productos resultantes de la hidrolisis por parte de la d-amilasa y la a-
glucosidasa (Van der Heden, 2015). La enzima a-glucosidasa (maltosa) convierte los
residuos de maltosa en dos moléculas de glucosa. Esta enzima también puede dividir la

glucosa de los malto-oligosacéridos de bajo peso molecular (Van der Heden, 2015; Higgins

y col., 1976).

Figura 9. Diagrama de la germinacion en granos de cebada
(Higgins y col., 1976)
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En la Figura 9 se muestra un diagrama de un grano de cebada para mostrar la relacion entre
el embrion y la capa de aleurona en la realizacion de la hidrélisis del almidon por a y B-
amilasa. La giberelina (GA) se sintetiza en el embridn y se libera en el escutelo (A). Cuando
alcanza la capa de aleurona (B) estimula la sintesis de una a-amilasa que difunde en el
endospermo amildceo (C) donde inicia la hidrolisis del almidon (F). La activacion de la b-
amilasa en el endospermo amilaceo (E) sigue a la liberacion de proteasas de novo sintetizadas
en la capa de aleurona (D); esta enzima hidroliza los polimeros de almidon (F) liberados
inicialmente por una amilasa. Los productos de la hidrélisis del almidon, en su mayor parte
glucosa y maltosa, son absorbidos por el escutelo (G) y se convierten en sacarosa para

distribuirse a las plantas en crecimiento (Higgins y col., 1976).
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III. JUSTIFICACION

Un proceso de germinacion es considerado como una modificacion enzimatica, debido a que
permite cambios en los granos mediante el uso de enzimas propias del grano. Estos cambios
pueden ser estructurales, morfologicos, fisicoquimicos o en sus propiedades funcionales del
almidon, dichos cambios son favorables y aprovechados por la industria debido a las
limitaciones que tiene el almidon en su forma nativa. Sin embargo son pocos los estudios que
ha sido enfocados a las modificaciones enzimaticas que tienen los granos durante un proceso
de germinacion, en especifico del grano de cebada. Es por ello que esta investigacion busca
ampliar los conocimientos de esta bioconversion y determinar la influencia que tiene el
proceso de germinacion sobre los cambios morfologicos, estructurales del grano y los
cambios en las propiedades funcionales del almidén de la cebada. Para poder potencializar
su uso en la industria alimentaria en beneficio del consumidor o en el desarrollo de alimentos

con micronutrientes 0ptimos de acuerdo a la etapa.
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IV.  OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar los cambios morfologicos, microestructurales y funcionales de las variedades de
cebada Esmeralda y Perla durante ocho dias de germinacion a través de técnicas
instrumentales, con la finalidad de estudiar los cambios en los granulos de almidén y harina

germinada.

4.2. Objetivos especificos

% Evaluar los cambios morfoldgicos y estructurales del grano de cebada y almidon
durante el proceso de germinacion a través de técnicas de microscopia y
espectroscopia de infrarrojo.

% Analizar las propiedades fisicoquimicas del granulo del almidon en la cebada
variedad Esmeralda y Perla germinada y sin germinar, mediante calorimetria
diferencial de barrido y analizador rapido de viscosidad.

% Evaluar el contenido de amilosa aparente y el cambio en la cristalinidad del granulo
del almidon en la cebada germinada y sin germinar, mediante Rayos X.

3% Examinar las propiedades funcionales de la harina de cebada (Esmeralda y Perla)
germinada y sin germinar, a través de la estimacion de la actividad enzimatica y

capacidad de absorcion de agua y aceite
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Germinacion

Se limpiaron y seleccionaron los granos de cebada, la desinfeccion se hizo con hipoclorito
de sodio al 0.5% por 15min, se enjuago con agua potable. Se remojaron los granos de cebada
durante 24 horas con agua potable (1:2) a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo del
remojo se escurrio y se pasaron a charolas para después germinarlos en una incubadora por
7 dias a 26 °C, con 65% de humedad. La toma de muestras fue cada 24 h, con la medicion
del aumento del tamafo de radicula. Posteriormente una parte de la muestra se seco en estufa

a 40 °C por 24 horas y se trituro (Guzman, 2014).

5.2. Aislamiento del almidon

Se utiliz6 el método de aislamiento neutro de Adkins y Greenwood (1966) ya que produce
un minimo de modificaciones a los almidones. El grano germinado se remojo por un periodo
de 16-24 horas en una solucion reguladora de acetato de sodio 0.02 M con sales de cloruro
de potasio 0.01 M en una relaciéon 1:1 (v/v), la relacién grano: solucion fue del:2 (p/v), la
mezcla se mantuvo en refrigeracion (2-8 °C). Los granos germinados fueron drenados,
lavados y molidos en una licuadora casera. Para la molienda se colocaron 150 g del grano
germinado con 300 mL de agua destilada a una velocidad maxima por 1.5 min.
Posteriormente se tamizo la pasta en mallas de 150, 212, 250 y 500 micras, en cada tamizado
se lavaron los residuos con agua destilada hasta comprobar que el liquido de salida
aparentemente no contenia particulas de almidon. El extracto se centrifugo a 3500 rpm
durante 15 min, se desecho el sobrenadante y el precipitado se suspendié en una solucion de
NaCl 0.1 M con tolueno en una relacion 7:1 (v/v), manteniéndose en agitacion constante
durante 15 horas a temperatura ambiente. Después se centrifugo nuevamente a 3500 rpm
durante 15 min, desechando el sobrenadante. El precipitado present6d dos capas, la superior
de aspecto mucilaginoso de color caf¢ y la inferior de color blanco que corresponde al
almidon. Ambas capas se separaron cuidadosamente con la ayuda de una espatula, el almidon
se secO en una estufa a 35 + 3 °C durante toda la noche, el almidon se triturd y se tamizo en

una malla de 100 micras para obtener un polvo homogéneo.
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5.3. Microscopia electronica de barrido

Una vez secadas y trituradas las muestras de granos germinados, las muestras se colocaron
en un portamuestras de aluminio usando una cinta de carbono adherible de doble cara. Se
recubrieron con oro mediante un electro depositador por 3 minutos, se observaron en un
microscopio electronico de barrido Jeol modelo JSM-6300, con una amplificacion de 500,

1000, y 2000 a un voltaje de 20 KV (Paredes y col., 1989).

5.4. Microscopia de luz polarizada

Los granulos de almidén germinados y sin germinar se examinaron para determinar la
presencia de birrefringencia mediante microscopia de luz polarizada. Se us6 un microscopio
de luz polarizada (Leitz, Wetzlar, Alemania) con un objetivo de 10x y 40x, equipado con una
camara digital (modelo MTI DC-330, Dage, Chiba, Japén). Las muestras de almidon se
espolvorearon en un portaobjeto y se colocd un cubreobjeto (Rivas y col., 2008). La captura
de las imagenes se hizo con un software Pixela Image Mixer ver 3.0. Las imagenes se

tomaron: deshidratadas, hidratadas, con luz normal y con luz polarizada.

5.5. Analisis de imagen

Se analiz6 la morfologia del granulo de almidon, de las dos variedades de cebada germinadas
y sin germinar, por microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia de luz
polarizada (MLP) utilizando el software imagel], Java. Determinando los siguientes
parametros cuantitativos: Entropia, Area, perimetro, textura, dimension fractal, diametro

(Kono y col., 2017).

5.6. Espectro infrarrojo

Una vez aislado el almidon las muestras se escanearon mediante un espectrometro infrarrojo

usando el método KBr a 27 °C (en una relacion almidon/KBr de 4:1) (Lian y col., 2013). La
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mezcla se prens6 para obtener una pastilla y se analizo en un intervalo de resolucion de 400-

4000 cm™!.

5.7. Calorimetria diferencial de barrido

Las muestras se pesaron en charolas de aluminio de 40uL (2mg) y se les agregd agua
destilada con una microjeringa (7 uL). Las charolas se cerraron herméticamente y se dejaron
en reposo por 30min. Las muestras se calentaron en un intervalo de 30 a 100 °C a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Se utiliz6 una charola cerrada herméticamente
como referencia inicial. La temperatura inicial (To), la temperatura pico (Tp) o de
gelatinizacion (Tg), la temperatura final (Tf) y la entalpia de transicion (AH) se obtendran
directamente usando el software del calorimetro diferencial de barrido (TA Instruments)

DSC Q2000 (You y col., 2016).

5.8. Analizador rapido de viscosidad

Las propiedades de pasta se analizaron usando un analizador rapido de viscosidad marca
Perten Instruments modelo RVA4500. Se formaron suspensiones de almidon 12% con agua
destilada (p/p), basandose en el % de humedad inicial de los almidones, estas suspensiones

se mantuvieron a 95 °C durante 3 min a una velocidad de 60 rpm (You y col., 2016).

5.9. Determinacion de amilosa aparente

El contenido de amilosa aparente se determind utilizando el método empleado por Hoover y
Ratnayake (2001). Se disolvieron 20 mg de muestra de almidon en base seca en 8 mL de
dimetilsulfoxido al 90%), se agitaron vigorosamente por 20 minutos, y posteriormente se
calentaron a 85 °C durante 15 min. Después se dejaron enfriar y se aforaron a un volumen de
25 mL. Se transfirio 1 mL de esta solucion a un matraz aforado de 50 mL, se agregd 40 mL
de agua destilada y 5 mL de una solucion de I/KI, 1:1 (ambas soluciones de una

concentracion de 0.1%), se afor6 con agua destilada y se dejo reposar por 15 min a una
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temperatura de 18-22 °C. Finalmente, se medi6 la absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro UV-VIS. Se hizo una curva estandar de amilosa pura de patata y

amilopectina (Tabla 3).

Tabla 3. Curva estandar de amilosa

% pg/mL  Amilosa Amilopectina
amilosa amilosa (mL) (mL)
0 0 0 1
20 4 0.2 0.8
40 8 0.4 0.6
60 12 0.6 0.4
80 16 0.8 0.2
100 20 1 0

Se determind la ecuacion de regresion para la curva estdndar (y= 0.0209x + 0.0096,
R?=0.9908; donde x= % de amilosa y y= la absorbancia a 600nm). Se utiliz6 la siguiente
ecuacion para calcular el contenido total de amilosa de la muestra. El resultado obtenido se
compard con la Tabla 4, se multiplico por el % mas cercano y se dividi6 entre su equivalente

en pg/mL (en este caso se multiplico por 20 y se dividio entre 4).

abs — 0.0096

% amilosa = 00209

5.10. Difraccion de rayos Xy cristalinidad relativa

Los patrones de difraccion de rayos X de los almidones se obtuvieron con un difractometro
de rayos X marca Inel, modelo Equinox 2000 operado a 30KV y 20mA. Obteniendo
difractogramas a partir de un intervalo de exploracion de 4 -110 ° (20) y velocidad de barrido
de 2,0 °/min. La cristalinidad relativa se calculé siguiendo el método de dos fases descrito

por Lopez-Rubio y col. (2008) utilizando el software Origin 9.0.
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5.11. Propiedades funcionales

5.11.1. Extracto enzimatico

Se suspendieron 2g de harina de cebada germinada en 10 ml de agua destilada durante 1 hora
a temperatura ambiente (27 + 2 °C) con agitacion ocasional y se centrifugaron a 10,000 g,

por 10 min. El sobrenadante se tomo para el ensayo enzimatico (Elkhalifa y Bernhardt, 2010).

5.11.2. Actividad de proteasa

La actividad de la proteasa se ensay6 mediante el método de Elkhalifa, Chandrashekar y El
Tinay (1999). Se afiadié 1 mL del extracto enzimatico a 1 mL de caseina al 1% y se incub6
durante 1 hora a 40 °C en un bafo de agua con agitacion. Luego se afiadieron 2 mL de 4cido
tricloroacético al 10% a la mezcla de enzimas, se dejo reposar durante 30 min a temperatura
ambiente (27 = 2 °C) y se filtré a través de papel de filtro Whatman No. 1. Se leyo la
absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Thermo SCIENTIFIC modelo GENESIS
10UV.

5.11.3. Actividad de amilasa

La actividad de la amilasa se midi6 usando el método de Bernfeld (1955). Se incub6 1 mL
del extracto enzimatico durante 1 hora con 0.5 mL de almidon soluble al 1% y 0.5 mL de
tampon de acetato 0.1 M pH 4.5 en un bafio Maria (37°C). Luego se afadieron 2 mL de acido
dinitrosalicilico (DNS) y se hirvio durante 20 minutos en un bafio Maria. Después de enfriar,
se aforo a 25 mL con agua destilada y se leyo la absorbancia de la solucidon a 550 nm en un

espectrofotometro Thermo SCIENTIFIC modelo GENESIS 10UV,

5.11.4. Capacidad de absorcion de agua y aceite

Se pes6d 1g de cada muestra de almidon de cebada germinada y sin germinar en un tubo de

centrifuga pesado previamente y se afladieron 10 mL de agua destilada. Para la absorcion de
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aceite, se usaron 10 mL de aceite de maiz refinado. Las muestras se sometieron a agitacion
durante 1 minuto y se dejaron en reposo durante 30 minutos a 25 £ 2°C para después
centrifugarlas a 4000 rpm/25 minutos. Las muestras se drenaron sobre papel. Los pesos de
las muestras de agua y aceite ligado se determinaron por diferencia (Elkhalifa y Bernhardt,

2010).

5.12. Analisis estadistico de datos

Se realiz6 un andlisis estadistico a través de un andlisis de varianza (ANOVA) por la prueba
de Tukey (p <0,05) se evalu6 utilizando el Programa de Software Estadistico IBM SPSS
16.0, USA.
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VI. RESULTADOS

6.1. Microscopia electronica de barrido

Las propiedades morfologicas de las muestras de granos de cebada sin germinar y
germinados variedad Esmeralda y Perla se estudiaron usando un microscopio electronico de

barrido, dichos resultados se observan en las micrografias de la Figura 10 y 11.

DI
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'IUREH 28KV 3(2:’é:0,/'37'1:\ém’|r:‘" o
D7
Figura 10. Morfologia de los granulos de almidén de la cebada Esmeralda sin germinar y
germinada.

(Donde S/G=sin germinar, D1-8= dias germinados)

Se observo que los granulos de almidon de cebada variedad Esmeralda sin germinar estan

adheridos en una matriz proteica. Presentaron formas irregulares, algunos parecen tener
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forma oval y otros poliédricos, ambos presentaron una superficie lisa (Figura 10 S/G); de

igual forma que los granulos de almidon de la variedad Perla (Figura 11, S/G).

En el dia 1 de germinacion para ambas variedades (Figura 10 y Figura 11, D1) los granulos
de almidon empezaron a ser liberados de la matriz proteica, esto puede ser debido a la
activacion de enzimas que se llevo a cabo durante el remojo de los granos (Van der Heden,

2015; Higgins y col., 1976).
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Figura 11. Morfologia de los granulos de almidén de la cebada Perla sin germinar y
germinada.
(Donde S/G=sin germinar, D1-8= dias germinados)
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A partir del dia 3 de germinacion y hasta el dia 6, se observo la presencia de pequefios poros
en la superficie de los granulos de almidon, ademas de una deformacion de su morfologia en
la cebada variedad Esmeralda (Figura 10, D1-6). Sin embargo, para la variedad Perla, la

apreciacion de poros se hizo presente a hasta el dia 5.

Al dia 7 y 8 de germinacion en la variedad Esmeralda, no se observo la presencia de almidon.
La morfologia observada son estructuras irregulares, que indican que, en este tiempo se ha
hidrolizado completamente el almidéon. En cuanto a la variedad Perla, al dia 8 atn se
encontraron granulos de almidon sin ser hidrolizado completamente, aunque se observo que
su morfologia ha cambiado (superficie rugosa), Claver y col. (2010) atribuyen este

comportamiento al aumento en la actividad enzimatica conforme avanza la germinacion.

Los cambios generados en los granulos de almidon durante este proceso pueden estar
relacionados con la actividad enzimatica (Claver y col., 2010; Pita y Pérez, 1998). Se ha
reportado que las amilasas se activan cuando son liberadas del endospermo por las giberelinas
durante el remojo de la semilla (Van der Heden, 2015). Algunos estudios indican que la
actividad maxima de la a-amilasa se presenta entre el dia 3 y 5, para la proteasa puede ser a
partir del dia 5 de la germinacion (Elkhalifa y Bernhardt, 2010, Kalita y col. 2017 y Baranzelli
y col. 2018). La variacion de la actividad enzimatica depende de las condiciones de
germinacion y viabilidad de la semilla para mostrar diferentes cambios conforme pasa el
tiempo de germinacion. Ademas, el contenido de amilosa y amilopectinas esta relacionado
con los cambios morfologicos (Li y col., 2017). Se ha reportado que los almidones ceros
(<15% de amilosa) son mas susceptibles al ataque enzimatico que los almidones normales

(Srichuwong y Jane, 2007).

Kalita y col. (2017) reportaron un comportamiento similar durante la germinacion de arroz
malteado germinado durante 120 h a 30 y 35 °C, donde las micrografias del arroz nativo
mostraron granulos de almidén con una superficie regular sin modificaciones, sin embargo
los granulos perdieron su suavidad y aparecieron asperos y erosionados en las micrografias
de arroz malteado germinado (Anexos, Figura 20); atribuyéndole dicho comportamiento a la

hidroélisis del almidon por las enzimas hidroliticas producidas durante la germinacion.
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Asi mismo, Xu y col. (2017) estudiaron el impacto de la germinacion en semillas de adlay
(Coix lacryma-jobi) donde la harina del almidon nativo se caracterizaba por una estructura
compacta y homogénea con los granulos de almidon rodeados por cuerpos de proteinas bien
definidos y embebidos en una matriz cementada. Esta estructura continua se destruyo después
de la germinacion, y fue en aument6 a medida que avanzaba la germinacion (Anexos, Figura

21).

Li y col. (2017) reportaron el efecto de la germinacion en la estructura del arroz integral,
mijo, avena y sorgo; después de 48 h de la germinacion los granulos de almidon de los
cereales estudiados mostraron una forma irregular con algunas abolladuras y huecos en la
superficie de los granulos (Anexos, Figura 22). Los cambios en la superficie y el aumento de
los poros, estan relacionados con la accidon enzimatica y a la proporcion de amilosa y

amilopectina.

Wu y col. (2013) demuestran que los cuerpos proteicos comienzan a desaparecer debido a la
accion de enzimas proteoliticas activadas durante la germinacion en granulos de almidon de
diferentes cultivos de arroz, obteniendo una actividad proteolitica maxima al cuarto dia de
un proceso de germinacion. Los granulos de almidon perdieron su superficie lisa,
volviéndose mas asperos y ligeramente erosionados (Anexos, Figura 23). Después de cuatro
dias de germinacion, la estructura continua se dafi6 gravemente, los cuerpos de proteinas se
rompieron en gran medida y se observaron muchos fragmentos de tamafios no uniformes e

irregulares.

Algunos investigadores han sugerido que los granulos de almidon (cereales) se erosionan con
una superficie mas aspera con orificios de pasador durante la germinacion (You y col., 2016;
Wu y col., 2013; Tester y Morrison, 1990). La hidrdlisis parcial del almidon se atribuye a la
erosion de la superficie del granulo o la digestion de los canales desde los puntos
seleccionados en la superficie hacia el centro. La modificacion desigual de la superficie
puede atribuirse a la variacion en la susceptibilidad a la actividad de las enzimas hidroliticas
durante la germinacién. La enzima se difunde hacia la superficie solida y se adsorbe a través
de los sitios y finalmente se produce la reaccion catalitica (Claver y col., 2010). La adsorcién
puede verse afectada por el tamafio de los granulos, las caracteristicas de la superficie y los

constituyentes menores, como las proteinas y los lipidos en la superficie (Muralikrishna y
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Nirmala, 2005). Después de la adsorcién durante la reaccion catalitica, los granulos de
almidén se hidrolizan por exocorrosion o endocorrosion. La exocorrosion implica
principalmente la erosion de los granulos de almidon completos o una parte de ellos por
enzimas hidroliticas, mientras que la endocorrosion implica la actividad de a-amilasa que
hidroliza los enlaces presentes en la region interna del sustrato, lo que lleva a la creacion de
poros o cavidades (Claver y col., 2010). Estos poros o cavidades aumentan en seccion
transversal, lo que ayuda a la difusién de mas enzimas a través de €l, y finalmente lleva a las

enzimas al centro del granulo (Kalita y col., 2017).

6.2. Microscopia de luz polarizada

Con base a las micrografias anteriores se determind que los dias 2, 4, 6 y 8 de la germinacion,
asi como el blanco (sin germinar) son las muestras que presentan mayor cambio en su
morfologia, por lo que se utilizd la técnica de microscopia de luz polarizada para observar
con mas detalle su morfologia y observar claramente, el modelo tipico de la "Cruz de Malta"
resultante de la birrefringencia de las regiones cristalinas del granulo de almidon, y su

estructura caracteristica.

La birrefringencia es la capacidad de refractar doblemente la luz polarizada. Todos los
granulos de almidon en su forma nativa exhiben una birrefringencia que es proporcional a su

estructura cristalina (BeMiller y Whistler, 2009).

Una caracteristica de los granulos de almiddn bajo luz polarizada es que ellos presentan dos
bandas oscuras, las cuales forman una cruz en varias orientaciones de la superficie. Esta
propiedad de los almidones es el elevado orden de la estructura de las capas de amilosa y
amilopectina dentro de los granulos. Piperno (2006) indico que la forma del grano en sus tres
dimensiones, contorno, caracteristicas de la superficie, forma y posicion del hilio, nimero y
caracteristicas de fisuras, asi como el tamafio y morfologia de los brazos que forman la cruz

con la polarizacion, son los criterios a tomar en cuenta para su identificacion.

En la Figura 12, se presentan las micrografias de luz polarizada para la cebada Esmeralda, el
almidon del grano de cebada sin germinar muestra una cruz de malta indicando que no hay

dafio o modificacion alguna en el almidon. Al dia 2 algunos granulos de almidon no tienen
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la cruz de malta, debido a que tuvieron cambios morfologicos a causa de la accion enzimatica
de la germinacion; para el dia 4 son mas los granulos de almidén que ya no presentan
birrefringencia indicando la pérdida del ordenamiento molecular de la zona cristalina (Jane
y col., 2003). Esta pérdida de birrefringencia se hace mas evidente conforme avanza la
germinacion, al dia 6 la mayor parte de los granulos han sido modificados por la hidrolisis

enzimatica (Claver y col., 2010).

S/G D2

D4 D6
Figura 12. Cruz de malta de los granulos de almidon de cebada Esmeralda.
(40X, Luz polarizada, muestra hidratada; S/G= sin germinar, D2-6= dias germinados).

Al igual que la variedad Esmeralda, el grano sin germinar de la variedad Perla no mostrd
modificacion alguna ya que se observa claramente la cruz de malta en todos los granulos de
almidon (Figura 13). De igual manera, conforme avanza los dias de la germinacion esta
caracteristica de birrefringencia se va perdiendo cada vez mas, ya que no es visible la cruz
de malta. Al dia 8 (Figura 13), se puede observar como los granulos de almidéon fueron

hidrolizados, debido a que la cruz de malta no se presenta en todos los granulos de almidon.
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S/G D2

D4 D6 D8
Figura 13. Cruz de malata de los granulos de almidon de cebada Perla.
(40X, Luz polarizada, muestra hidratada; S/G= sin germinar, D2-8= dias germinados)

En la Figura 14 y 15, se aprecian los granulos de almidon sin hidratar en un microscopio de
luz polarizada en campo claro, a diferencia de las micrografias de barrido en estas se puede
observar con mas detalle la presencia de poros y la deformacion de los granulos. Sin embargo,
se obtuvo una discrepancia comparado con microscopia electronica de barrido, ya que el
granulo de almidon presenta poros pequeios desde el dia 2 de la germinacidn, al transcurrir
los dias hay mayor cantidad de poros y de mayor tamafo. Esta discrepancia se debe a que las
ampliaciones tomadas en microscopia electronica de barrido no fueron mayores a 2000, por
lo que no fue posible observar la formacion de los poros a comparacion de la técnica de

microscopia de luz polarizada que es mas detallada.
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Se aprecia la deformacion de la superficie lisa de los granulos de almidén a causa de la
hidrolisis enzimatica estos se agrietan perdiendo su forma esférica u ovalada, simbolo de que

el granulo de almiddn fue hidrolizado.

S/G D2

D4 D6
Figura 14. Grénulos de almidon de cebada Esmeralda, observados con luz normal.
(40X, Luz normal, muestra sin hidratar; S/G= sin germinar, D2-6= dias germinados)

La pérdida de birrefringencia en los granulos de almidon se asocia con la modificacion de su
estructura granular (Liu y col., 1991). Mediante esta técnica se permite observar el grado de
dafio que tuvd el granulo de almidon en su estructura causada por factores como la

temperatura, procesos hidroliticos o accion enzimatica.

Meaio y col. (2016), reportaron la caracterizacién morfologica del almidon de fiame con la
presencia de la cruz de malta, caracteristica de un granulo de almidén sin modificaciones.
Asi mismo, Prieto y col. (2010) utilizaron la técnica de microscopia de luz polarizada para
determinar la caracterizacion del almidon de cebada nativo y su modificacion por acetilacion,
observando la pérdida de la birrefringencia y consecuentemente la disminucion de la

cristalinidad cuando este fue modificado. Rivas y col. (2008) publicaron la caracterizacion
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morfoldgica y molecular del almidon de platano nativo y modificado por oxidacion y
lintnerizado, obteniendo una perdida en el orden de la estructura de las moléculas de los

almidones modificados.

S/G D2

D4 D6 D8
Figura 15. Granulos de almidon de cebada Perla, observados con luz normal.
(40X, Luz normal, muestra sin hidratar; S/G= sin germinar, D2-8= dias germinados)

6.3. Analisis de imagen

Se analizaron las micrografias obtenida mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
y microscopia de luz polarizada (MLP), usando el método de andlisis de imagen mediante el
software ImagelJ (programado en Java desarrollado en el National Institutes of Health), dicho
método es sensible a la estructura, el tamafo y la fraccion de area, aportando pardmetros

cuantitativos a dicha investigacion.
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En la Tabla 4, se muestran los resultados cuantitativos que se obtuvieron para dimension

fractal, entropia, area, perimetro, circunferencia y forma de los granulos de almidon de las

variedades de cebada Esmeralda y Perla, germinadas y sin germinar.

Tabla 4. Analisis de imagen sobre el efecto de un proceso de germinacion en granulos de almidon de Cebada

germinada y sin germinar.

Cebada variedad Esmeralda

Dimension
Dias fractal Entropia Area Perimetro  Circunferencia Redondez
(pendiente)
S/G 2.44+011° 0.79+.012¢ 6738.89+553.37*° 319.91+7.07? 0.81+0.05° 0.85+0.07*
2 2.23£0.17%  2.82+0.77° 4589.10£276.45°> 310.93+5.08%°  0.74+0.05° 0.78+0.042
4 1.95£0.08°  6.52+0.62° 3082.68+307.47° 287.63x11.80°  0.72+0.05° 0.63+0.04°
6 1.20£0.12°  10.09+£0.18* 1493.15+260.73¢ 197.60+11.33°  0.42+0.09° 0.2940.06¢
8 No detectable
Cebada variedad Perla
Dimension
Dias fractal Entropia Area Perimetro  Circunferencia Redondez
(pendiente)
S/G 2.35+0.07°  0.46x0.11¢ 5952.43+267.22° 299.94+11.65*  0.90+0.04° 0.86+0.072
2 2.08+0.16°  1.0540.09°¢ 5246.37+228.02° 275.49+6.78*®  0.82+0.052 0.80+0.06%
4 1.74+0.14° 1.37+0.16° 4404.724319.73¢ 247.30+14.20°  0.63+0.04° 0.68+0.03°
6 1.57+0.11° 5.13£0.35> 2755.24+233.90¢ 224.79+16.48¢  0.56+0.07% 0.50+0.06°
8 1.16+0.11¢ 7.57+0.62° 1843.36+157.40° 200.04+8.54¢ 0.434+0.05¢ 0.374+0.03¢

El término "fractal" es una forma geométrica dspera o fragmentada que puede subdividirse
en partes, cada una de las cuales es (aproximadamente) una copia de tamafo reducido del
conjunto (Shaarawi y Piegorsch, 2012). En el cual su valor cuantifica el grado de
irregularidad del borde del objeto, de tal manera que la dimension fractal de una linea recta
es aproximadamente igual a 1; si dicha linea se vuelve sinuosa o rugosa (irregular), el valor
serd mayor a 1 (Yoshioka y col., 2007); el valor para la proporcion de un plano que esta
ocupado por el objeto de interés sera aproximadamente igual a 2, caso contrario cuando el

objeto es un plano (irregular) ya que sus valores seran mas pequefios debido a que es un plano

incompleto (Lira, 2002).
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Los valores obtenidos para dimension fractal de los granulos de almidén de los granos
germinados de la variedad Esmeralda presentan diferencias significativas (p<0.05) entre los
dias 4 y 6 de la germinacion y el grano sin germinar. El grano sin germinar y el dia 2 no
tienen diferencias significativas (p>0.05) al igual que el dia 2 y 4. En cuanto a la variedad
Perla, no existen diferencias significativas (p>0.05) entre el grano sin germinar y el dia 2.

También el dia 4 y 6 no presentan diferencias significativas (p>0.05).

Se puede observar que los valores de dimension fractal para ambas variedades de cebada
disminuyen conforme avanza la germinacién, indicando que los granulos de almidén se
hacen mas irregulares y rugosos, comportamiento asociado a la pérdida de grado de
cristalinidad dado que la dimension fractal evaltia cuantitativamente la complejidad de la

forma de las particulas (Kono y col., 2017).

Kono y col. (2017), evaluaron la dimension fractal de los cristales de hielo de arroz cocido a
diferentes temperaturas de congelacion, demostrando que la pendiente incrementa conforme
aumenta al grado de cristalinidad; caso contrario a lo reportado por Espinosa y col. (2012)
para el grano de arroz, donde su dimension fractal disminuye conforme avanza el tiempo de

maduracion del grano.

En cuanto a los valores de entropia, estos van en aumento con respecto al tiempo, es decir,
existe un grado de desorden molecular mayor en el granulo de almidon mientras aumenta el
tiempo de germinacion del grano. Existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre los dias
de germinacion para la variedad Esmeralda. La variedad Perla no presenta diferencias
significativas (p>0.05) entre el grano sin germinar y el dia 2, asi mismo el dia 2 y el dia 4 no

tienen diferencias significativas (p>0.05).

Esmeralda presenta una entropia mayor, confirmando los resultados obtenidos mediante la
observacion de las micrografias, donde se observo que hubo una mayor hidrolisis de los
granulos de almidon, debido a que en el dia 6 el almidon fue hidrolizado por completo. De
igual forma se corrobora con los resultados del apartado de actividad enzimética (6.9.1.
Actividad de amisala y proteasa) ya que la variedad Esmeralda presento una mayor actividad

de amilasa.
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Simultdneamente se obtuvo el promedio del area y perimetro de diferentes granulos de
almidon. La variedad Esmeralda y Perla presentaron diferencias significativas (p<0.05) en el
area durante todos los dias de la germinacidn, en base a el perimetro no existen diferencias
significativas (p>0.05) entre el grano sin germinar y el dia 2, de igual manera parael dia2 y
4 para la variedad Esmeralda. La variedad Perla tiene diferencias significativas (p<0.05) entre

el grano sin germinar y el dia 4, 6 y 8.

La variedad Esmeralda inicia (grano sin germinar) con valores de 6738.89 mm?y 319.91 mm
para area y perimetro respectivamente, en cuanto a la variedad Perla inicia con valores de
5952.43 mm? y 2.99.94 mm. La diferencia entre los valores iniciales de las dos variedades
de cebada se debe a la composicion quimica de los granos de cebada que se va formando
durante su desarrollo, ya que pudieron ser expuestos a diferentes cambios drésticos en la
temperatura o en la humedad relativa ambiental (Umemoto y col., 1995; Cheng y col., 2005).
Dichos valores que se ven afectados por la germinacion, tendiendo a disminuir en ambas
variedades de cebada, finalizando con 1493.15 mm? y 197.60 mm para Esmeralda al dia 6 y
para Perla 1843.36 mm? y 200.04 mm al dia 8 de la germinacién, esto debido a la hidrélisis
que sufre el almidon por accion de las amilasas presentes durante el proceso bioquimico de
germinacion, encontrando ruptura y dafio en la morfologia de los granulos de almidon como

se observa en las micrografias obtenidas para ambas variedades de cebada (Figura 10 y 11).

La circunferencia y redondez son indicativos de la forma que tienen los granulos de almidon.
Si el valor de la circunferencia es aproximado a 1, el objeto es un esférica, si es mayor a 1 el
objeto es una elipse; en la redondez, el objeto es circular cuando el valor es igual a 1 y cuando
es menor a 1 pierde su circularidad (Espinosa y col., 2012). Los resultados de circunferencia
para la variedad Esmeralda es de 0.81 mm en el grano sin germinar, finalizando con 0.42 mm
al sexto dia existiendo diferencias significativas (P<0.05); la variedad Perla inicia con una
circunferencia de 0.90 mm y finaliza con 0.43 mm al octavo dia existiendo diferencias
significativas (P<0.05), siento la variedad Perla la que presenta granulos de almidon con una
forma mas esférica al inicio. Esta caracteristica mostrd que hay una pérdida de esa forma
esférica u ovalada que deben tener los granulos de almidén de cebada con forme transcurren

los dias de germinacion, a causa de la accion enzimatica.
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En cuanto a la los resultados de redondez, ambas variedades de cebada presentan valores
similares 0.85 mm y 0.86 mm para Esmeralda y Perla respectivamente en los granos sin

germinar, de igual manera esta caracteristica se va perdiendo durante la germinacion.

La cebada Perla presentd valores mas altos en cuanto a estas caracteristicas, por lo que se
deduce que su estructura es mas compleja lo que retarda el ataque enzimatico y el dafio en su
morfologia es menor, justificando que al dia 8 de la germinacion atin no se ha hidrolizado
por completo el almidon a diferencia de la variedad Esmeralda. Lo anterior nos confirma que
la variedad Perla al ser sometida a un proceso de germinacion afecta sus caracteristicas de
forma y tamafio, sin embargo al mismo tiempo mejoran sus propiedades fisicoquimicas de

los granulos de almidon.

En base a la literatura un anélisis de imagen proporciona una evidencia directa para la
caracterizacion de la estructura en un alimento, como fue en el caso de He y col. (2015)
evaluando los cambios microestructurales en Tilapia en condiciones de congelacion y Rahimi

(2016) estudiando la estructura e irregularidades de la superficie de las pastas fritas.

Espinosa y col., 2012, mediante el analisis de imagen realizaron la caracterizacion
morfoestructural de granos de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Morelos A-98 durante
las etapas de llenado, observando que el endospermo tiene una tendencia a presentar un
mayor nivel de organizacion estructural a través del relleno, aumentando su area y perimetro,
la dimensién fractal muestra una disminucion dado que el borde de este grano fue menos

aspero.

6.4. Espectro infrarrojo

Después de analizar las micrografias anteriores y cambios en la estructura del granulo de
almidon durante la germinacion, se realizo un analisis de espectros infrarrojos (IR) para

observar los cambios que tienen los grupos funcionales del almidon.

En las Figura 16 y 17 se observan los espectros infrarrojos para los almidones germinados y
sin germinar de ambas variedades de cebada en la region de 400-4000 cm™, destacando un

comportamiento similar entre ellas. Los IR corresponden a la elongacion (estiramiento) de
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los principales grupos caracteristicos de la molécula de almidon-lo que coincide con lo que
sefalan algunos autores (Xu et al., 2004; Mano et al., 2003; Guerra et al., 2008). Se observan
sefiales en el intervalo de 900-1280 cm™, que corresponde al estiramiento del enlace C-O, las
vibraciones por estiramiento o tension (entre 3000-3900 cm™) y a las vibraciones por flexion
(<1650 cm™) de los grupos —OH estiramiento del almidén, la banda de 2980 cm™ corresponde
al alargamiento del hidrogeno con respecto al enlace carbono caracteristico de la presencia
de un carbohidrato (Fang y col., 2002; Mano et al., 2003; Prieto y col., 2010). Los picos
caracteristicos a 2930 y 2852 cm™! se atribuyeron a la vibracion de la -CH asimétrica y el
estiramiento de la -CH simétrica, respectivamente. También se observo la presencia de un
pico a 2900 cm™! atribuido a la vibracién de estiramiento asimétrica C-H de C-6, que indica
la existencia de doble hélice (Lian y col., 2012). Los picos adyacentes a 1450 cm™ y 1380
cm! se deben a la vibracion de dngulo C-H, el pico a 1652.92 cm™! corresponde a la vibracion
de estiramiento de CO de C-1 (Gidley y col., 1995; Eerlingen y col., 1993), la vibracion de
estiramiento asimétrico C-O-C e hidroxilo se ubica en el pico a 1060 cm™ y la vibracién de

estiramiento de CO del enlacep-glicosidico en el pico 880 cm™ (Lian y col., 2012).
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Figura 16. Espectros infrarrojos de cebada Esmeralda germinada y sin germinar.

Los resultados obtenidos en los IR fueron similares a lo reportado por Tarr y col. (2012) para
malta de cebada. También You y col. (2016) estudiaron el impacto de la germinacién en el
almidon de arroz, reportando la disminucion de la cristalinidad conforme transcurre la
germinacion en base a lo observado en bandas a 1047 cm™ y 1022 cm™. Xu y col. (2012)
informaron que los almidones de arroz germinado y nativo tenian un peso molecular

promedio similar, es decir, no hubo cambios en su estructura.
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Figura 17. Espectros infrarrojos de cebada Perla germinada y sin germinar.

Los porcentajes de cristalinidad obtenidos mediante la técnica de rayos X (8.8. Cristalinidad)
fueron similares a lo obtenido en los IR, ya que la region cristalina es la menos afectada

durante la germinacion.

6.5. Analisis rapido de viscosidad

Las propiedades de empastado se determinaron mediante un analizador rapido de viscosidad,
en una solucidon acuosa de almidon con la agitacion de una paleta durante un perfil de
temperatura. En la Tabla 5 se presentan los datos obtenidos para el almidon extraido de los

granos sin germinar y germinados para las variedades Esmeralda y Perla.
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De acuerdo a Ingbian y Adegoke (2007), la viscosidad maxima indica la capacidad de
retencion de agua del almidon (hinchamiento) y la viscosidad minima mide la capacidad del

almidon de resistir la descomposicion durante el enfriamiento.

Tabla 5. Efecto de un proceso de germinacion sobre la viscosidad de granulos de almidon
de cebada germinada y sin germinar.

Variedad Viscosidad Viscosidad Temperatura de

Esmeralda maxima (cP) minima (cP) empastado (°C)
S/G 2730.50+201.50* 2630.50+£101.50% 95.33+0.20*
Dia 2 2338.50+23.50°  2115.50+59.50° 95.38+0.03*
Dia 4 1880.50+70.50¢  1331.50+50.50° 95.20+0.10*

Dia 6 510.50+20.50¢  415.50+47.50¢ 95.28+0.23%
Dia 8 No detectable
Variedad Viscosidad Viscosidad Temperatura de
Perla maxima (cP) minima (cP) empastado (°C)
S/G 3101.00£25.00*  2813.00+60.00? 95.43+0.02*

Dia 2 2443.00+48.00°  1986.50+34.50° 95.43+0.02°
Dia 4 1087.00+£106.00°  780.00+56.00° 95.33+0.02°
Dia 6 715.00+£70.00¢ 415.00+20.00° 95.29+0.03°
Dia 8 828.50+32.50¢ 589.50+42.50¢ 95.19+0.02¢

LaTabla 5, se aprecia que existen diferencias significativas (p<0.05) en la viscosidad maxima
y minima entre cada dia de germinacidn, con excepcion del dia 6 y 8 para la variedad Perla
donde no existen diferencias significativas (p>0.05). Conforme avanza el proceso de
germinacion la viscosidad va disminuyendo para ambas variedades de cebada. El contenido
de almidon total disminuye por la hidrolisis enzimatica de la amilasa y la hidrdlisis de
proteinas por la proteasa durante la germinacion (Singh y col., 2009; Wu y col., 2013). La
disminucion de la viscosidad es un comportamiento caracteristico del rompimiento de la
estructura granular del almidon (Thomas y Atwell, 1999), de igual manera el valor de
viscosidad se ve afectada por el contenido de almidon, la actividad amilasa, la relacion
amilosa/amilopectina, los contenidos de proteinas y lipidos (Wu y col., 2013), lo que podria
justificar el aumento de la viscosidad maxima y minima del dia 6 al dia 8 de la variedad Perla,
debido una variacion en la proporcion de amilosa-amilopectina o al contenido de proteinas

que aumenta con la accidn de la proteasa.
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Uthumporn y col. (2010) reportan que una disminucion en la viscosidad se debe a la
estructura porosa ya que hace mas susceptibles a los granulos de almidon para ser
hidrolizados. La disminucion de la viscosidad méxima con el aumento del tiempo de
germinacion puede atribuirse a la degradacion del almidon o a la desramificacion a unidades
mas simples durante el proceso de germinacion (Ingbian y Adegoke, 2007). Zhu y col.
(2010) reportaron que la presencia de la actividad de amilasa en los granos contribuye a la
disminucion de la viscosidad maxima. De ahi que la viscosidad del grano sin germinar de
ambas variedades de cebada sea mayor que la viscosidad al dia 2 de la germinacion, ya que
a-amilasa se encuentra inactiva en esa etapa. Quadir y col. (2012) y Xu y col. (2012)
publicaron resultados similares para arroz Kashmiri y arroz integral respectivamente, nativo

y germinado.

La temperatura de empastado da una indicacion del tiempo de gelatinizacion durante el
procesamiento. Es la temperatura a la que se mide el primer aumento detectable de la
viscosidad y es el cambio inicial caracteristico del hinchamiento del almidon (Emiola y
Delarosa, 1981).En cuanto a los resultados obtenidos para la temperatura de empastado
(Tabla 6), se aprecia que existe diferencias significativas conforme avanza el tiempo de
germinacion en la variedad Perla, al contrario de la variedad Esmeralda no existe diferencias

significativas (p<0.05).

La temperatura de empastado va disminuyendo, con un valor inicial de 95.43 °C y 95.33 °C
para Perla y Esmeralda respectivamente, finalizando con 95.19 °C y 95.28 °C lo que indica
la presencia de cadenas cortas con grado de polimerizacion (DP) <10 ya que estas disminuyen
la estabilidad de doble hélice en las moléculas de amilopectina, disminuyendo la temperatura
de gelatinizacion (Singh y col., 2009). Una temperatura alta de empastado indica la presencia

de almidon altamente resistente al hinchamiento (Chinma y col., 2015).

Tendencias similares se encontraron en la literatura, de acuerdo con Xu y col., (2012) y Wu
y col. (2013) para arroz germinado, Chinma y col., (2015) reportaron una ligera
disminucion en la temperatura de empastado en la germinacion de chufa variedad marron y

amarilla.

En base a los resultados anteriores, la variedad de cebada Perla germinada mostrd un efecto

mas positivo en sus propiedades de viscosidad, ya que hubo una disminucidén menor en sus
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valores al finalizar la germinacion. Como se ha mencionado, este comportamiento se ve
influenciado por la composicion inicial del grano de cebada (contenido de almidon, lipidos,

proteinas, entre otros), la proporcion de amilosa/amilopectina y la actividad enzimatica.

6.6. Propiedades térmicas

Los resultados del analisis de las propiedades térmicas del almidon de cebada para la variedad
Esmeralda y Perla se muestran en la Tabla 6. En cuanto a la temperatura y entalpia de
gelatinizacion para la variedad Esmeralda no existen diferencias significativas (p>0.05) entre
el grano sin germinar y el dia 2 de la germinacion; pero si existen diferencias significativas
(p<0.05) con los dias 4 y 6, sin embargo no existen diferencias significativas (p>0.05) entre
el dia 4 y 6 para la temperatura de gelatinizacion pero si existen diferencias (p<0.05) en la
entalpia. En la variedad Perla, existen diferencias significativas (p<0.05) en la temperatura
de gelatinizacion entre el dia 2 y 4; en los valores obtenido para la entalpia no existen
diferencias significativas (p>0.05) entre los dias 2, 4 y 6, pero si hay diferencias significativas

(p<0.05) con el grano sin germinar y el dia 8 de la germinacion.

Conforme avanzan los dias de la germinacion las temperaturas de gelatinizacion aumentan
de 61.36 a 63.40 °C para Cebada Esmeralda y para Perla de 61.83 a 62.08 °C, dicho aumento
se le puede atribuir al aumento en la actividad enzimatica de a-amilasa y proteasa durante la
germinacion (Xu y col., 2017). Asi mismo se ha reportado que ciertos azlcares elevan la
temperatura de gelatinizacion del almidén, debido a que el contenido de azucar aumenta
significativamente durante la germinacioén (Zhang y col., 2013). También se ha reportado
que la presencia de algunos aminoacidos e hidrolizados de proteinas pueden aumentar la
temperatura de gelatinizacion del almidon (Xu y col., 2017). Prieto y col. (2009) reportan
una temperatura de gelatinizacion para almidon de cebada superiores a 35 °C, con una
maxima alrededor de los 75 °C, encontrandose que los resultados obtenidos en esta

investigacion estan dentro del rango establecido.
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Tabla 6. Efecto de un proceso de germinacion sobre las propiedades térmicas de granulos
de almidon de cebada germinada y sin germinar.

Muestra Temperatura de

Esmeralda gelatinizacion (°C) AH (J/6)
S/G 61.36+0.24° 6.46+0.03%
2 61.37+0.14° 6.39+0.07%
4 63.11+0.47° 2.30+0.42°
6 63.40+0.31° 1.56+0.28°
8 No detectable
Vb gelatimneiin 00y OO
S/G 61.83+0.01%° 7.93+0.542
2 61.73+0.12° 6.58+0.19°
4 62.554+0.50? 6.52+0.02°
6 62.22+0.25% 6.50+0.04°
8 62.08+0.20% 4.96+0.34°

En cuanto a la entalpia de gelatinizacion, se puede reportar como el grado de desorden de las
dobles hélices en el almidon (region cristalina) (Liu et al., 2016). De acuerdo con los
resultados de la Tabla 6, la entalpia de gelatinizacion disminuy6 ligeramente, debido a que
se necesita menos energia para gelatinizar los granulos de almidon ya que gracias a la
germinacion se formaron poros en la superficie a causa de la actividad enzimatica lo que
facilita el hinchamiento de los granulos de almidéon (Uthumporn y col., 2010). Xu y col.

(2017) reporta un comportamiento similar para semillas de Adlay germinadas.
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6.7. Amilosa aparente

De acuerdo al contenido de amilosa, los almidones se pueden clasificar en diferentes grupos
como son los almidones cerosos que contienen muy poca cantidad de amilosa, alrededor de
1 %, los normales contienen entre 18-30% de amilosa y los altos en amilosa que contienen

50 % o mas de este polimero (Chehtel,1976).

En la Tabla 7, se expresan los valores obtenidos para el contenido de amilosa aparente en
cebada variedad Esmeralda y Perla. En la muestra sin germinar el porcentaje de amilosa fue
de 27.73% y 25.57% para variedad Perla y Esmeralda respectivamente, por lo que se
consideran almidones de tipo normal ya que concuerdan con los valores establecidos por la

literatura (Chehtel, 1976).

Durante la germinacion el porcentaje de amilosa se incremento, hasta el dia 4 con un valor
maximo de 29.28% y 27.61% para Perla y Esmeralda respectivamente. El aumento en el
contenido de amilosa se atribute al ascenso en la actividad enzimatica que se esta llevando a
cabo durante la germinacion, lo que permite el desdoblamiento de la amilopectina del
almidon a unidades mas pequefas, mismas que interaccionan con el yodo. Jayakody y
Hoover (2002) reportan que una hidrolisis rompe las cadenas de amilosa, asi como los puntos

de ramificacion de la amilopectina (despolimerizacion) lo que permite su interaccion.

Sin embargo, a partir del dia 6 se muestra una disminucion en el contenido de amilosa, debido
a la absorcion de los nutrientes por la radicula en crecimiento (Higgins y col., 1976), es por
ello que para el dia 8 de la germinacion ya no se pudo determinar el contenido de amilosa
para la variedad Esmeralda ya que los granulos de almidon fueron hidrolizados por completo,
como se pudo observar en las micrografias de electronicas de barrido. A diferencia de la
variedad Esmeralda, la variedad Perla atn presenta el 19.23% de amilosa y es
estadisticamente diferente a las demas muestras (p<0.05). Dichos resultados se corroboran
con las micrografias descritas anteriormente, donde se observan algunos granulos de almidon
sin ser hidrolizados completamente, pero con una superficie rugosa. Castillo y col. (2012)
reportaron un contenido de 36% para amilosa en cebada variedad Esmeralda, aunque sea la
misma fuente botanica dicha diferencia se puede deber al afio de cosecha, nutrientes y clima

al que fue expuesto el grano antes de su cosecha.
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Como se menciond anteriormente, la actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis
del almidon es responsable de la variacion en el contenido de amilosa entre los diversos
almidones, aunque sean de la misma especie (Krossmann y Lloyd, 2000). De igual forma la
cuantificacion de la amilosa se puede ver afectada por la interaccion del complejo amilosa-

lipidos, mismos que pudieron haberse aislado con el almidon (Hoover, 2001).

Tabla 7. Efecto de un proceso de germinacion sobre el contenido de amilosa aparente en los
granulos de almidon germinados y sin germinar (%).

Muestra Esmeralda Perla

S/IG  25.57+0.36° 27.73+0.60°
Dia2  26.89+0.24c* 28.56+0.24%
Dia4  27.61+0.24* 29.28+0.24
Dia6  18.64+0.60° 24.14+0.12°

Dia8 No detectable 19.23+0.724

6.8. Cristalinidad

Diop, Li, Xie y Shi (2011), reportan que la cristalinidad de los almidones de cereales es
atribuida a la formacion de hélices dobles por enlaces de hidrogeno intermoleculares en la
amilopectina. La cristalinidad relativa fue calculada a partir de los diagramas de difraccion
de rayos X de la cebada Esmeralda y cebada Perla, germinadas y sin germinar. Los patrones
de difraccion de rayos X (Figura 18) demuestran que todas las muestras de cebada presentan

polimorfismo tipo A y C (Pérez y Bertoft, 2010; Sun y col., 2015).
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Figura 18. Patrones de difraccion de rayos X de cebada germinada durante 8 dias.
(Donde S/G=sin germinar, D1-8= dias germinados)

La forma en que estdn empaquetadas las dobles hélices en la molécula de amilopectina y el
contenido de agua son parametros determinantes del tipo de polimorfismo. Las dobles hélices
que presentan los cristales tipo A, estan empaquetadas en forma monoclinica, mientras que
los cristales tipo B, presentan dobles hélices arregladas en forma hexagonal. Los granulos de
almidon nativos exhiben dos tipos principales de diagrama el tipo A para almidones de
cereales y el tipo B para tubérculos y almidones ricos en amilosa. Otro tipo de diagrama de
difraccion es el C, el cual se muestra como una mezcla de diagramas A y B (legumbres)

(Figura 19) (Hermansson y Svegmark 1996).
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Figura 19. Patrones de difraccion de rayos X para diferentes almidones.
(A=cereales, B=tubérculos, C=semillas y V=complejo de amilosa-acido graso)

Fuente: Hizukuri, 1986

Como se ha mencionado, los granulos de almidon son una mezcla de amilosa y amilopectina,
por lo tanto, las variaciones en la proporcion de estos polisacaridos y sus propiedades e
interacciones con otros componentes (Hermansson y Svegmark 1996), una mayor proporcion
de amilopectina en los granulos de almidon produce una mayor cristalinidad (Cheetham y

Tao, 1998).

La cristalinidad relativa (Tabla 8) para el almidon extraido de cebada Esmeralda no presenta
diferencia significativa con la germinacion (p>0.05). El almidon de la cebada Perla, sélo
presentd diferencias significativas (p<0.05) entre el grano sin germinar y el dia 6, en este
ultimo dia presentd el menor porcentaje de cristalinidad, sin embargo, se observa una
disminucion en el porcentaje de cristalinidad iniciando con 24.70% y al dia 8 de germinacion

finaliza con 22.71%.
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Tabla 8. Resultado de la germinacion sobre la cristalinidad relativa de los granulos de
almidon germinados y sin germinar (%).

Dia Esmeralda Perla

S/G 22.67+0.57 24.70+0.64
2 22.24+0.57° 23.86+0.18%°
4 22.10+0.37 23.29+0.34°
6 21.87+0.54 22.71+0.49°
8 No detectable 23.60+0.67%°

La diferencia en la cristalinidad relativa puede atribuirse a la diferencia en las cadenas de
ramificaciones de la amilopectina (Cheetham y Tao, 1998). Kuakpetoon y Wang (2006), le
atribuyen una disminucion en la cristalinidad relativa a la degradacion de la region cristalina.
Kalita y col. (2017) sugirieron que las enzimas activadas durante la germinacidn causaron un
dafio rdpido a la amilosa y amilopectina, disminuyendo la cristalinidad relativa del almidon.
Cheetham y Tao (1998) reportan que la cristalinidad relativa esta relacionada directamente
con la amilopectina, de acuerdo a Gidley y Bulpin (1987) una mayor proporcion de cadenas
cortas de amilopectina (DP <10) causa una disminucion en la estabilidad de las hélices
dobles. You y col. (2016) declaran que una cadena de amilopectina (ramificadas) larga genera
una cristalinidad relativa mayor. De acuerdo a lo anterior, se puede atribuir la disminucion
de la cristalinidad relativa a la presencia de cadenas ramificadas mas cortas y a una mayor

proporcion de estas.

Existe una relacion con los diagramas de difraccion de rayos X y los espectros infrarrojo,
como se menciono en el apartado de IR (8.4. Espectro infrarrojo), donde la intensidad de las
bandas 1047 cm™ y 1022 cm! expresa la relacion de regiones cristalinas y amorfas cercas de
la superficie del granulo de almidon (Van Soest y col., 1995), comprobando la disminucion
de estas bandas con la disminucion de la cristalinidad relativa durante el proceso de

germinacion.
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6.9. Propiedades funcionales

Los resultados siguientes fueron realizados con la harina de grano de cebada sin germinar y

germinados.

6.9.1. Actividad de amilasa y proteasa

Durante la germinacion, se producen enzimas como amilasas y maltasas que hidrolizan el
endospermo amilaceo a glucosa. Las proteinas de reserva son hidrolizadas a aminoacidos por
proteinasas. Estas enzimas son producidas en la capa de aleurona que rodea al endospermo

para proporcionar energia al embrion (Courtis, 2013).

Tabla 9. Efecto de un proceso de germinacion sobre la actividad de amilasa y proteasa en
harina de cebada germinada y sin germinar (%).

Muestra Esmeralda Perla
Amilasa Proteasa Amilasa Proteasa
S/G detelifable 0.80£0.12f  2.9540.15° 1.68+0.27
Dial  2.10+£0.02F 1.11+0.03¢" 3.56+0.02f 1.83+0.07f
Dia2  5.30+0.26° 1.17+0.07¢' 7.13+£0.15° 2.03+0.22f
Dia3  7.68+0.18° 1.34+0.02% 7.86+0.73% 2.65+0.24°
Diad  6.81+0.179 2.79+0.21¢ 6.42+0.09% 3.23+0.20%
Dia5  8.4320.01° 3.06+0.28" 8.08+0.08°  3.86+0.23°
Dia6  9.59+0.25* 3.52+0.14% 536+0.16° 4.57+0.05°
Dia7  7.86+0.12° 3.81+0.21* 6.31+0.119 5.21+0.352
Dia8  6.87+0.259 1.77+0.269 5.91+0.129% 3.47+0.13%

En la Tabla 9, se presentan los resultados de la actividad enzimatica de la harina del grano
sin germinar y germinada durante los 8 dias de la cebada Esmeralda y Perla. La variedad
Esmeralda no presentd actividad de amilasa en la harina del grano sin germinar el dia 1
presentd un valor de 2.10+£0.02% significativamente diferente (p<0.05) a los demas.
Posteriormente se increment6 la actividad de la enzima hasta el dia 3 existiendo diferencias

significativas con el dia 1 (p<0.05), para el 4to dia esta disminuye a 6.81+0.17% mismo
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comportamiento que se presentd en la variedad Perla. Los dias posteriores volvieron a
aumentar hasta el dia 7, en el dia 8 de germinacion la actividad disminuy6. Al contrario de
la variedad Perla la cantidad de poros fue mayor al dia 3, concordando con el aumento en la
actividad de amilasa, también el valor maximo se presentd en el dia 6 con 9.59+0.25% lo que
explica que al dia 7, el almidon se encuentra hidrolizado casi en su totalidad, como se
menciond en la caracterizacion morfologica de los granulos de almidon para la variedad

Esmeralda (Claver y col., 2010; Jensen y Heltved, 1982).

Los resultados obtenidos para la cebada Perla indican que la actividad de amilasa presenta
un aumento al dia 1 (3.56+0.02%) con respecto al valor de la harina del grano sin germinar
(2.95+£0.15%) debido a la activacion de las enzimas que provoco el remojo del grano, la
germinacion sigui6 aumentando la actividad de la amilasa hasta el dia 3 existiendo
diferencias significativas con la harina sin germinar (p<0.05). La actividad de la amilasa para
el 4to dia disminuyo, presentd diferencias significativas (p<0.05) con el dia 3, dicho
comportamiento se atribuye a alguna variacion en el contenido de humedad y temperatura
durante la germinacion que afecte la produccion de amilasas, asi como la disponibilidad del
sustrato. Para los dias posteriores el mismo comportamiento continuo, con un valor maximo
de 8.08+0.08% en el dia 5, lo que genera una mayor cantidad de poros en la superficie del
granulo de almidon mismo que se corroboran en las micrografias obtenidas en el dia 5 para
la variedad Perla. Finalizando con una actividad de amilasa de 5.91+0.12%. En base a los
resultados de la actividad de proteasa de la cebada Perla, esta tiene una tendencia a aumentar
conforme avanza la germinacion hasta el dia 8 cuando disminuye existiendo diferencias
significativas entre el valor inicial y el final, iniciando con un valor de 1.68+0.27% (harina

sin germinar) y finalizando con 3.47+0.13%.

El comportamiento de la actividad de amilasa concuerda con lo reportado por Elkhalifa y
Bernhardt (2010) durante la germinacion de sorgo. Veluppillai y col. (2009) observaron que
la actividad de la amilasa en la harina de arroz cruda es muy baja y aumenta
significativamente durante la germinacion del arroz integral hasta 5 dias. La actividad
enzimatica esté relacionada directamente con la hidrolisis del almidon que se ve reflejado en
los resultados de caracterizacion morfologica del almidoén (Microscopia electronica de

barrido) y el contenido de amilosa aparente.
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La relacion amilosa:amilopectina en el almidon no solo afecta sus caracteristicas quimicas y
fisicas, sino también la hidrolisis enzimatica desarrollada durante las etapas de germinacioén
(Saman y col, 2008). La amilosa consiste en cadenas sin marca de poli-[(1- 4) -a-D-
glucopiranosa] y esta fuertemente asociada con muchas sustancias polares, incluidos algunos
lipidos, para formar complejos cristalinos. En la amilopectina, las cadenas con enlaces a- (1-
4) estan ampliamente ramificadas a través de enlaces a-(1-6) y la macromolécula tiene una

estructura ramificada (Briggs y col., 1981).

En cuanto a los resultados de la actividad de proteasa se aprecian en ambas variedades de
cebada van en aumento conforme transcurre los dias de germinacion hasta el dia 8 cuando
disminuye. La cebada Esmeralda present6é una actividad de 0.80+0.12% en la harina sin
germinar y al 7mo dia de 3.81+0.21%. La cebada Perla present6 un valor de 1.68+0.27% (sin
germinar), al 7mo dia presentd la méaxima actividad con un valor de 5.21+£0.35%. La
germinacion desencadena el sistema enzimatico de semillas germinadas, que conduce a la
descomposicion de proteinas, carbohidratos y lipidos en formas mas simples (Correia y col.,
2008). Con base a lo observado en las micrografias electronicas de barrido, se corrobora el
aumento en la actividad de proteasa con el desprendimiento de los granulos de almidon a

causa de la hidrolisis de la matriz proteica en la que estan embebidos.

Arisen (1982) y Garg y Virupaksha (1970), reportaron que la actividad proteolitica aumenta
con el tiempo de germinacion, disminuyendo después de alcanzar su valor maximo. De
acuerdo a Elmoneim y col. (2010), reportaron que actividades proteoliticas y de amilasa del

extracto de la harina de sorgo germinado aumentaron conforme al tiempo de germinacion.

La germinacion desencadena el sistema enzimatico de semillas germinadas, que conduce a
la descomposicion de proteinas, carbohidratos y lipidos en formas mas simples. Como
resultado, las muestras de malta contienen azucares libres y aminoacidos liberados durante

la germinacion (Correia y col., 2008).
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6.9.2. Absorcion de agua y aceite

Los resultados expresados en la Tabla 10 corresponden a la capacidad de absorcion de agua

y aceite por el almidon de cebada Esmeralda y Perla.

El indice de absorcion de agua mide el volumen ocupado por el almidon después del
hinchamiento en el exceso de agua, que corresponde al volumen del gel formado (Mason y
Hoseney, 1986; Ijarotimi y Keshinro, 2012). Este depende de la disponibilidad de grupos
hidroéfilos y de la capacidad de formacion de gel de la macromolécula (Gomez y Aguilera,

1983).

Los resultados obtenidos para la capacidad de absorcion de agua para ambas variedades de
cebada muestran un aumento conforme avanza la germinacion. La cebada Esmeralda tiene
un valor inicial (harina sin germinar) de 17.39+0.07%, un valor maximo al Sto dia de
22.84+0.97% y un valor minimo de 11.57+0.46% existiendo diferencias significativas entre
estos dias (p<0.05). De la misma forma la variedad Perla presenta un valor inicial (harina sin
germinar) de 14.83+0.44%, un valor maximo al dia 5 de 19.25+0.45% y un valor minimo de

14.56+0.06% existiendo diferencias significativas (p<0.05).

Un aumento de la capacidad de absorcion de agua en la germinacidon podria atribuirse a un
aumento en el contenido de proteinas y al cambio en la calidad de la proteina tras la
germinacion y también a la descomposicion de las moléculas de polisacéarido; Por lo tanto,
los sitios para la interaccion con el agua y la retencion de agua se incrementaran (Elmoneim

y col., 2010).

Las propiedades de hidratacion estan relacionadas con el dafio del almidon, el contenido de
proteinas, el tamafio de las particulas y las posibles interacciones entre los componentes del

almidon y no almidén (de la Hera, Gomez y Rosell, 2013).

Elmoneim y col. (2010) reporto que la germinacion aument6 significativamente (P <0.05) la
capacidad de absorcion de agua de la harina de sorgo y el tercer dia de germinacion tuvieron
el valor méximo. Otros estudios también informan que las capacidades de absorcion de agua

de la harina de caupi mejoran con la germinacion (Ghavidel y Prakash, 2006).
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Tabla 10. Efecto de un proceso de germinacion sobre la capacidad de absorcion de agua 'y
aceite de harinas de cebada germinada y sin germinar (%).

Muestra Esmeralda Perla
Agua Aceite Agua Aceite

gG  1739+0.07°  30.66+0.22° 14.83+0.44°¢  31.16+0.924
Dia 1 20.08+0.88° 32.12+0.23¢  15.91+0.0° 31.88+0.724
Dia 2 21.52+0.88%"  36.43+0.19° 16.98+0.44%  33.34+0.0°
Dia3  22:40£0.0° 36.95+0.19°> 17.234+0.81% 34.30+0.48°
Diaa 22:93+0.88 36.76£0.0°  18.94+0.0°  36.76+0.0°
Dias5 22:84£0.97% 38.52+0.29" 19.25+0.45" 39.42+0.29°
Dia 6 14.3440.05¢  33.332£0.0° 14.29+0.869 33.58+0.25¢
Dia7  11:57£0.46°  30.15+0.74° 14.67+0.60%¢ 30.66+0.22d%
Dia 8 No detectable 14.56+0.06%¢  29.71+0.72¢

La capacidad de absorcion de aceite mide el atrapamiento fisico del aceite por la atraccion
capilar y las cadenas laterales de proteinas no polares por los lipidos. Dado que la union del
aceite depende de la disponibilidad en la superficie de los aminoacidos hidréfobos (Sosulski
y col., 1976), la mejora en la capacidad de absorcion de aceite de las muestras germinadas

podria atribuirse a un aumento en la disponibilidad de estos aminoacidos.

Los resultados obtenidos para la capacidad de absorcion de aceite mostrados en la Tabla 10,
se observa que hay un aumento en la capacidad de absorcion de aceite conforme transcurre
la germinacion para ambas variedades de cebada. La variedad Esmeralda, tiende un valor
maximo de 38.52+0.29% al dia 5 y un valor minimo de 30.15+0.74% al dia 8 existiendo
diferencias significativas entre estos dias de germinacion (p<0.05), sin embargo, no existen
diferencias significativas (p>0.05) entre el valor minimo y el valor de la harina del grano sin
germinar (30.66+£0.22%). La cebada Perla muestra un valor méaximo 39.42+0.29% al diaS 'y
un valor minimo de 29.71+0.72% existiendo diferencias significativas (p<0.05). Ambas

variedades de cebada presentan el mismo comportamiento incrementando conforme
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avanzaba la germinacion (dias) para después decrecer una vez que alcanzaron su valor

maximo.

Dichos resultados estan relacionados con la actividad enzimadtica, ya que a esos dias es
cuando se registra el valor maximo en cuanto a la actividad enzimatica de la amilasa lo que
permite que haya mayor interaccion con el agua. En cuanto a los resultados de absorcion de
aceite, el valor madximo observado al dia 5 para ambas variedades, se debe a que la actividad
enzimatica de la proteasa va en aumento lo que permite la liberacion de aminoacidos, mismos
que estan siendo absorbidos por la radicula en crecimiento y por lo tanto hace que el
porcentaje de absorcion de aceite disminuya a partir del dia 6 (Courtis, 2013). La unién del
aceite depende de la disponibilidad superficial de aminoacidos hidrofobicos (Sosulski,
Humbert, Bui y Jones, 1976), de ahi que la mejora en las capacidades de absorcion de aceite
en almidon germinado podria atribuirse a un aumento en la disponibilidad de estos
aminoacidos al desenmascarar los residuos no polares de las moléculas proteicas interiores
(Kinsella, 1976). Durante la germinacion, se genera desnaturalizacion de la molécula de
proteina, lo que da como resultado una mayor disponibilidad en la superficie de las proteinas
lipofilas y estos aminoacidos hidrofobos se unen a las cadenas laterales de hidrocarburo del
aceite y, por lo tanto, mejoran las harinas de capacidad de absorcion de aceite preparadas a

partir de granos germinados (Elkhalifa y Bernhardt, 2010)

Elmoneim y col. (2010) reporto que la germinacion aument6 significativamente (P <0.05) la
capacidad de absorcion de aceite de la harina de sorgo. De acuerdo a lo reportado en la
literatura por Chinma y col. (2009), Elkhalifa y Bernhardt (2010) y Chinma y col. (2015)
también muestra que la capacidad de absorcion de aceite de la harina de granos germinados
fue mayor en comparacion con la harina nativa y aument6 progresivamente a medida que

avanzaba el tiempo de germinacion.

El indice de solubilidad en agua y la absorcion de aceite exhibieron un patron similar, con

una relacidn positiva con el tamafio de particula de las harinas (Lee y col., 2018).
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6.9.3. Capacidad emulsionante y de espuma

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de espuma y emulsion
de las harinas germinadas. Una emulsion es considerada como un sistema que esta formado
por dos fases liquidas inmiscibles (Mufioz y col., 2007). Los resultados de actividad y
estabilidad de emulsion aumentaron con la germinacion para ambas variedades de cebada, la
harina germinada de la variedad Esmeralda, al dia 4 presenta un valor mayor (31.95%) al
inicial (27.88%) de actividad emulsionante y con una estabilidad de 67.01%. También se
observé la misma tendencia para la variedad Perla muestra actividad emulsionante inicial de
27.73% y una maxima de 34.35% al dia 4 de germinacién con una estabilidad mayor de

65.65% presentando diferencias significativas (p<0.05).

Dicho comportamiento es similar a lo reportado por Chinma y col. (2009) en harina de chufa,
Elkhalifa y Bernhardt (2010) y Singh y col. (2017) en harina de sorgo. De acuerdo a la
literatura la actividad y estabilidad de la emulsion aumentan a medida que aumentan el
tiempo de germinacion debido a la alta interaccion entre proteina y grasa debido al despliegue
de las cadenas polipeptidicas que exponen sitios hidrofébicos de las proteinas, mismos que
son accesibles para unirse a gotitas de lipidos mejorando las propiedades emulsionantes de

la harina (Singh y col., 2017).

El aumento en la estabilidad de la emulsion se le atribuye a la conversion de las proteinas
oligoméricas a proteinas simples o a la sintesis de nuevas proteinas durante la germinacion
que pueden aumentar las proteinas solubles. Las proteinas solubles son mas activas en la
superficie y se sabe que promueven la emulsion de aceite y agua (Subba Rao y Srinivasan,

1988), generando una mejor estabilidad en la emulsion (Singh y Sharma, 2017).
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Tabla 11. Efecto de un proceso de germinacion sobre la capacidad de emulsion y espuma
de harina de cebada germinada y sin germinar.

Esmeralda
Muestra Emulsion Espuma
Actividad | Estabilidad | Capacidad Estabilidad
S/G 27.88+0.43% 38.48+0.74F 4.00+0.00%
1 28.1540.15° 45.64+0.36° 4.10+0.10°4  No detectable
2 28.99+0.42° 47.00+0.06¢ 4.50+0.50°
3 29.05+0.48° 47.09+0.15¢ 4.90+0.10>  20.42+0.42°
4 31.95£0.70* 67.01+0.34* 6.00=0.00*°  33.33+0.00%
5 31.66+0.54* 62.31+£0.07° 4.95+0.05>  20.20+0.20°
6 30.69+0.69% 54.45+0.45° 3.50+0.50%
No detectable
7 25.85+0.36° 28.82+0.59¢  3.00+0.00¢
8 No detectable
Perla
Muest Emulsion Espuma
UeSH® Actividad | Estabilidad | Capacidad | Estabilidad
S/G 27.73+0.27¢ 43.57+0.43"  3.00+0.00" *
1 28.29+0.29'  45.45+0.55¢ 4.00+£0.002  25.00+0.00f
2 29.71+£0.29% 48.51+0.51F 7.50+0.50¢  49.29+0.71¢
3 30.31+0.319 50.51+0.51° 8.50+0.50>  66.46+0.21°
4 34.35+£0.35* 65.65+0.35* 10.00+0.00*  79.50+0.50?
5 33.05+0.35® 62.01+£0.47° 9.00+£0.00>  66.11+0.56°
6 31.69+0.31° 57.43+0.57° 8.00+£0.00°¢  62.50+0.00°
7 29.13+0.28%" 53.39+0.459 6.50+0.50° 33.81+0.48¢
8 25.25+0.25" 48.55+0.47°F 5.50+0.50f *

Las harinas germinadas de las 2 variedades de cebada muestran un aumento en la capacidad
de formacion de espuma al transcurrir el tiempo de germinacion, la capacidad de formacion
de espuma en la variedad Perla aumenta de 3% (valor inicial) a 10%, con un porcentaje de
estabilidad de 79.59% en el dia 4 existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre estos
dias de germinacidn, posteriormente tienden a disminuir a causa de la asimilacién de
nutrientes llevada a cabo por el embridn de los granos germinados (Courtis, 2013). La falta
de estabilidad de espuma en la muestra sin germinar en ambas variedades de cebada se debe
a que las proteinas necesarias para formar espumas estables no estan disponibles, debido a
que estan unidas a la matriz proteica (Elkhalifa y Bernhardt, 2010). La variedad Esmeralda

presenta un porcentaje de formacion de espuma menor al de la variedad Perla, teniendo un
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maximo al dia 4 de 6% con una estabilidad de 33.33%, sin embargo es el Unico dia que
presenta estabilidad de espuma a causa de que no cuenta con el contenido de proteinas
necesarias; este comportamiento se le atribuye a la actividad enzimatica de las proteasas,
como se observa en la Tabla 9 (Actividad de amilasa y proteasa) la variedad Esmeralda
presenta una menor actividad de proteasa a comparacion de la variedad Perla justificando los
resultados obtenidos para la estabilidad de espuma de ambas variedades. De acuerdo con
Elkhalifa y Bernhardt, (2010) y Singh y col. (2017), durante la germinacion se lleva a cabo
una desnaturalizacion de la proteina y el area superficial de proteina soluble aumenta
mientras que la tension superficial de la interfaz aire y agua se reduce, mejorando la
incorporacion de moléculas de proteinas mas solubles permitiendo interacciones mas
hidrofobicas, afectando favorablemente la capacidad de formacion de espuma. Sin embargo,
los cambios conformacionales que tienen lugar durante la germinacion de las proteinas
pueden tener un efecto sobre la estabilidad de la espuma de los almidones de los cereales

(Elkhalifa y Bernhardt, 2010).

Las propiedades de espuma y emulsion estan relacionadas con la actividad enzimatica
presente en la germinacion, ya que mediante la accion de las proteasas se desdoblan las
proteinas complejas a proteinas mas simples para poder ser absorbidos por la plantula en
crecimiento, afectando negativamente a estas propiedades (Courtis, 2013; Elkhalifa y

Bernhardt, 2010).

En base a los resultados anteriores, la cebada variedad Perla es la que presenta una mejor

capacidad y estabilidad de formacion de espuma y emulsionante.
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VII. CONCLUSIONES

Los granos de cebada durante la germinacion presentaron cambios morfolégicos como
porosidad, perdida de forma y tamafio; la variedad Esmeralda mostré mayor porosidad en los
granulos de almidon en menor tiempo de germinacion, de igual manera el grado de desorden

es mayor en comparacion con la variedad Perla.

No se observaron cambios en los grupos funcionales para ambas variedades de cebada. Los
almidones germinados de ambas variedades de cebada mostraron disminucion en las
propiedades de viscosidad. Las propiedades térmicas de los granulos de almidén se ven
favorecidas por el proceso de germinacion. De igual manera se incrementa el contenido de
amilosa aparente al cuarto dia del proceso de germinacion, la cristalinidad no se vio afectada

significativamente para ambas variedades de cebada.

La germinaciéon permitid6 un aumento en la actividad enzimdtica causando cambios
morfoldgicos en los granulos de almidon, las propiedades funcionales se ven favorecidas al

quinto dia de la germinacion para ambas variedades de cebada.

Un proceso de germinacion en granos de cebada favorece las propiedades fisicoquimicas y

funcionales de los granulos de almidon, aumentando sus aplicaciones en la industria.
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IX. ANEXOS

Figura 20. Micrografias electronicas de barrido de arroz. a. arroz nativo bajo contenido de

amilosa; b. arroz nativo normal c. arroz nativo bajo contenido de amilosa a 30 °C (120 h);

d. arroz nativo bajo contenido de amilosa a 35 °C (120 h); e. arroz nativo normal a 30 °C
(120 h) and f. arroz nativo normal a 35 °C (120 h).

(Tomada de Kalita y col., 2017)
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Figura 21. Micrografias electronicas de barrido de harina de semillas Adlay a diferentes
etapas de la germinacion.

(Tomada de Xu y col., 2017)
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Figura 22. Micrografias electronicas de barrido de almidones nativos y germinados de arroz
integral, avena, sorgo y mijo. a. arroz nativo; b. arroz germinado 24h; c. arroz germinado
48h; d. avena nativa; e. avena germinada 24h; f. avena germinada 48h; g. sorgo nativo; h.

sorgo germinado 24h; i. sorgo germinado 48h; j. mijo nativo; k. mijo germinado 24h; I.
mijo germinado 48h.

(Tomada de Liy col., 2017)
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Figura 23.Fotomicrografias electronicas de barrido de harina y almidén de arroz y arroz
germinado. A. harina de arroz integral; B. almidon aislado de arroz.

(Tomada de Wu y col., 2013)

95





