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RESUMEN

1. RESUMEN

Los B-glucanos son polimeros de glucosa y uno de los miembros mas importantes de
la fibra dietética hidrosoluble. Estructuralmente éstos son cadenas lineales de B-D-
glucopiranosil a través de enlaces (1—3) y (1—4), encontrandose principalmente en
avena y cebada. La fibra de cebada puede ser usada tanto para aplicaciones en
tecnologia de alimentos (mejorar el sabor, la textura, apariencia y composicion
nutricional de una variedad de productos) como en aplicaciones benéficas en la salud
(tanto en el sistema digestivo como inmune), por ello el objetivo de este estudio fue la
extraccion y caracterizacion de pB-glucanos de cebada; dicha investigacion podra dar
pauta para su aplicacion en la industria alimentaria. Se evaluaron 6 muestras de
cebada (tanto del Edo. de Hidalgo como del Edo. de Puebla) a las cuales se les
cuantifico el contenido de B-glucanos. Una vez seleccionada la variedad con mayor
porcentaje B-glucanos, se sometio a extracciones con diferentes combinaciones de
temperatura (40, 45y 50°C) y pH (7, 8, 9 y 10), obteniendo la mejor combinacion de
extraccion a pH 9 y 50°C con una pureza de 66.64% (en base seca) (p<0.05),
posteriormente se realizé la caracterizacion fisicoquimica del extracto de B-glucano
(viscosidad, gelificacidon, capacidad de emulsion, capacidad y estabilidad de espuma,
y retencién de agua). Los extractos obtenidos bajo estas condiciones mostraron tener
un comportamiento pseudoplastico formando geles suaves, con gran capacidad de
formacién de espuma (40 mL) a una concentracion de 3% p/v y con una estabilidad
de espuma del 50% con respecto al volumen inicial. Fue capaz de emulsionar hasta
19.58 mL de cada 60 mL de aceite, asi como una capacidad de retencion de agua
(CRA) de hasta 3.09 g/g peso seco (p<0.05). Se concluyé por tanto que el pH y la

temperatura estan relacionados con la extraccion de los 3-Glucanos.

Palabras Clave: cebada, fibra dietética, B-glucanos.
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RESUMEN

ABSTRACT

The B-glucans are polymers of glucose and one of the most important members of
the hydrosoluble dietary fiber. Their structural form are linear chains of B-D-
glucopyranosyl through links (1— 3) and (1— 4) and being mainly in oats and barley.
The barley fiber can be used for food technology applications (to improve the taste,
the texture, the nutritional appearance and composition of a variety of products) and
like in beneficial applications in health (as in the digestive system and in the immune
system) therefore the objective of this study was to make an extraction and analysis
of barley B-glucans; this research will be a guideline for its application in the food
industry. In this study were evaluated six types of barley (In Hidalgo state and Puebla
state) in which the content of B-glucans were quantified. Once having selected the
variety with higher percentage of B-glucans, it was subjected an extraction with
different combinations of temperature (40, 45 and 50°C) and pH (7, 8, 9 and 10)
obtaining the best combination of extraction (pH 9, 50 °C), later an extraction was
make and Physical-Chemistry characterization of p-glucans extract (viscosity,
gelation, capacity of emulsion, capacity and stability of foam and water retention).
Finding that the best combination of extraction and recovery was to pH 9/50°C with a
purity of 66.64% (in a dry base) (p<0.05). The obtained extracts under these
conditions showed a pseudo-plastic performance making soft gels with a great
capacity of foam formation (40 ml) at 3% w/v concentration and with a foam stability
of 50% regarding the initial volume. It was able to emulsion up to 19.58 ml for each 60
ml of oil, as well as a retention water capacity (RWC) up to 3.09 g/g in dry weight
(p<0.05). It was concluded that pH and the temperature are both related with the -

glucans extraction.

Key Words: barley, dietary fiber, B-glucans.
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MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO

2.1. INTRODUCCION

El interés en desarrollar alimentos funcionales va en aumento, conducido en gran
parte por el mercado potencial de alimentos que promueven la salud y bienestar de
los consumidores. El concepto de alimentos funcionales incluye tanto alimentos
como ingredientes de alimentos, y son aquellos que proporcionan un efecto benéfico
para la salud y/o para reducir el riesgo de enfermedades crénicas, mas alla de las
funciones nutricionales béasicas (Charalampopoulos et al., 2002). Uno de estos
componentes funcionales es la fibra dietética, la cual incluye diferentes tipos de
carbohidratos derivados de la pared celular de las plantas que no pueden ser
hidrolizados por las enzimas digestivas humanas. Las formas especificas de fibra
dietética son facilmente fermentables por un conjunto de bacterias colénicas como
las bifidobacterias y especies de lactobacilos, las cuales aumentan su poblacion
celular con la produccién conjunta de acidos grasos de cadena corta (AGCC). Estos
acidos, especialmente butirato, acetato y propionato, proporcionan energia
metabdlica para el huésped y una acidificacién del intestino, resultando en un
mantenimiento saludable de la microbiota del huésped (Kontula et al., 1998;
Fontecha, 2003).

Estudios clinicos, han demostrado que la fibra dietética puede promover beneficios
fisiologicos incluyendo laxacion y disminucién tanto de colesterol (Mcintosh et al.,
1991) como glucosa en sangre, arterioesclerosis, prevencion de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y obesidad (Lifschitz et al., 2002; Pins y Kaur, 2006;
Yokoyama, 2006). Por otro lado la fibra de cebada tiene la capacidad de mejorar
algunas caracteristicas sensoriales de los alimentos (mejorando el sabor, la textura,

apariencia y composicion nutricional) (Fastnaught, 2001).

VERONICA ORTIZ MONROY 3



MARCO TEORICO

2.2. PRODUCTOS FUNCIONALES A BASE DE CEREAL

En afios recientes, los cereales han sido investigados por su uso potencial en el
desarrollo de alimentos funcionales. Los cereales abarcan cerca del 73% del total del
area cosechada en el mundo y contribuyen con aproximadamente el 60% de la
produccion alimentaria del mundo, proporcionando fibra dietética, proteinas, energia,
minerales y vitaminas requeridas por el ser humano. Las posibles aplicaciones
reportadas de cereales o constituyentes de éstos en formulaciones de alimentos

funcionales se resumen de la siguiente manera (Charalampopoulus et al., 2002):

— Como sustratos fermentables, para el crecimiento de microorganismos
probioticos, especialmente lactobacilos y bifidobacterias.

— Como fibra dietética promoviendo varios beneficios fisiologicos.

— Como prebioticos especificos con respecto a su contenido de carbohidratos no
digeribles.

— Como materiales para encapsulacion de probiéticos para aumentar su

estabilidad.

2.3 FIBRA DIETETICA DE GRANOS DE CEREAL Y SUS EFECTOS
TERAPEUTICOS

La fibra dietética es la parte comestible de las plantas o carbohidratos anélogos, los
cuales resisten la hidrélisis enzimatica del tracto gastrointestinal (Molina y Martin,
2007). La fibra dietética puede ser dividida en 2 categorias de acuerdo a su
solubilidad en agua. Cada categoria proporciona diferentes efectos terapéuticos. La
fibra hidrosoluble consiste principalmente en polisacaridos no almidonosos, -
glucanos y arabinoxilanos basicamente (Champ et al., 2003). Dicha fibra forma una
solucion viscosa, lo cual retrasa el transito intestinal, el vaciamiento gastrico y reduce
la absorcion de glucosa y esterol en el intestino. Por ello la hipétesis de que la
viscosidad que se produce hace que disminuya el colesterol sérico, glucosa

postprandial, y contenido de insulina en el cuerpo humano (Wilson et al., 2004). La

VERONICA ORTIZ MONROY 4



MARCO TEORICO

fibora no hidrosoluble contiene lignina, celulosa, hemicelulosa y polisacaridos no
almidonosos tales como arabinoxilanos no hidrosolubles (Marlett, 1990), este tipo de
fibora proporciona saciedad, lo que provoca una menor ingesta de alimentos,
disminuye el tiempo de transito intestinal de los alimentos, ayuda a controlar el
estrefiimiento y aumenta la excrecion. Entre los granos de cereales el contenido de
fibora varia (Tabla 1) (Herrera et al., 1998). Dentro de los componentes de los
cereales, generalmente la mayoria de la fibra dietética va disminuyendo del
pericarpio al endospermo, excepto los arabinoxilanos, los cuales son el mayor
componente de las paredes del endospermo. La celulosa es el componente
mayoritario de la cascara, mientras los arabinoxilanos y p-glucanos son el
componente mayoritario de la aleurona y paredes del endospermo respectivamente
(Fastnaugh, 2001).

Tabla 1. Comparacion de la fibra dietética total contenida en granos de cereales.

CEREALES Fibra dietética total
(% descascarillado)

Legumbres 13.6 - 28.9
Centeno 155
Maiz 15
Triticale 14.5
Avena 14
Trigo 12
Sorgo 10.7
Cebada 10
Mijo 6.2-7.2
Arroz 3

Fuente: Herrera et al., 1998.

VERONICA ORTIZ MONROY 5
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2.4 B-GLUCANOS

Uno de los componentes mas importantes de la fibra dietética son los B-glucanos que
son polimeros lineales de glucosa. Estructuralmente éstos son cadenas lineales de
B-D-glucopiranosil, en el cual aproximadamente el 70% de las unidades son uniones
B-(1—4), pero también consiste en B-D-celotriosil y residuos de B-D-celotetraosil

separados por unidades de uniones p-(1—3) arreglados al azar (Lifschitz et al., 2002)

triosil tetraosil

l l l l l l l
-G4G3G4G4G3G4G4G4G3G4G4G3G4G4G3G4G4G4G4G4G4G4G3G4G4G3G4G 4G

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de B-glucanos de la cebada.
G3 y G4 representan las posiciones en las cuales el residuo de glucosa es enlazado.
Las flechas muestran la union B-(1—4), enlace donde actia la enzima liquenasa
(Aman y Graham, 1987).

Entre todos los granos de cereales, la cebada y avena contienen los mas altos
niveles de B-glucanos. Lambo et al. (2005) cuantificaron la fibra soluble por método
de filtracion de cebada y avena, encontrando valores similares de 18.6 g/100 g y 16.0
g/100 g en base seca respectivamente. Este se concentra usualmente en el interior

de la pared celular del endospermo de cebada y avena.

Cantidades considerables de B-glucanos son también encontrados en el area del
pliegue del trigo y otros granos. El trigo no es reconocido como una fuente de -
glucanos debido a su bajo contenido, menor al 1% en base seca. Sin embargo, las
propiedades fisicas del grano de trigo permite el desarrollo de la tecnologia de
perlado para separar la capa de la aleurona como fuente potencial de p-glucano
(Kent, 1987).

VERONICA ORTIZ MONROY 6



MARCO TEORICO

El empleo de los B-glucanos en alimentos ha ido en aumento ademas de ser un gran
beneficio y este se le a tribuye a las caracteristicas fisicoquimicas y la capacidad de

gelificacion de los B-glucanos.

2.4.1 Obtencidn y extraccién de g-glucanos

Los procedimientos para el aislamiento y purificacion de la fibra dietética, y las
técnicas involucradas en la cuantificacion y analisis estructural, fueron desarrollados
para el aislamiento de fibra dietética en etapas del proceso de molienda
convencional. La combinacion de la tecnologia del descascarillado y perlado, asi
como el subsecuente proceso de molienda, han simplificado los esfuerzos
produciendo tratamientos de descascarillado que permitan obtener componentes
botanicos mas especificos, tales como el exterior e interior del pericarpio, la
cobertura del germen, las células de aleuronas, el embrién y el endospermo. El punto
particular de la purificacion de la fibra dietética esta en funcion de cada uno de estos
procesos, asi como el conocimiento de la distribucion de la fibra en cereales, esos
procedimientos de aislamiento podrian ser simplificados empleando subproductos
mas puros (harina, salvado y sémola). El proceso de molienda para concentrar (3-
glucano de cebada y/o fibra entra dentro de 2 categorias: a) molienda convencional
con tamizado y b) molienda por impacto o abrasion seguida por una clasificacion de

aire o tamizado (Fastnaugh, 2001).

Para la produccion de aislados de p-glucanos de cebada, se han empleado
combinaciones de disolventes, pH, temperatura y enzimas. Inicialmente, los
procedimientos de purificacion de pB-glucanos dieron pauta al desarrollo de la
investigacion de peso molecular y solubilidad. Se ha reportado un incremento de
solubilidad de B-glucanos del 86 % en agua caliente (arriba de 100°C) con o sin
enzimas digestivas a concentraciones de 33.1-89.1% de B-glucanos (Saulnier et al.,
1994).

VERONICA ORTIZ MONROY 7



MARCO TEORICO

Temelli (1997) reportd que la solubilidad del p-glucanos y la viscosidad
incrementaron mientras la temperatura aumenté hasta 55°C. La extraccion a 4
diferentes temperaturas (40, 45, 50 y 55°C) y pH (7, 8, 9 y 10, usando carbonato de
sodio) dieron una alta produccion a pH 7 y 8, pero una alta viscosidad a pH 9,

indicando la necesidad del balance entre la extraccion y funcionalidad.

Burkus y Temelli (1999) reportaron que la estabilidad de la viscosidad es mejorada
con el 70% de etanol para la purificacion de B-glucanos. La extraccion de B-glucanos
es tipicamente precipitada con alcohol, sin embargo se ha desarrollado un nuevo
método de aislados de B-glucanos usando agua caliente seguido por congelamiento-
descongelamiento de la extraccion del precipitado de B-glucanos. La presencia de
enzimas endogenas produjo una disminucion del peso molecular de los B-glucanos a

menos que la extraccion se mantenga por un minimo de tiempo (Wilson et al., 2004).

2.4.2 Propiedades fisicoquimicas de (-glucano de cebada

Las propiedades fisicas y quimicas de la fibra de cebada dependen de los
polisacaridos que la componen, particularmente los B-glucanos y arabinoxilano. Dos
de estas propiedades son la solubilidad en agua y su alta viscosidad en solucion, las

cuales son influenciadas por la estructura quimica.

2.4.2.1 Viscosidad de B-glucano de cebada

El bajo peso molecular puede deberse a la actividad de la enzima B-glucanasa o a un
dafio mecanico durante la extraccion. Las propiedades reoldgicas de aislados de B-
glucanos han sido comparadas con otros componentes gomosos, encontrandose que
son similares a la metilcelulosa. Schwarz y Lee (1995) obtuvieron un aislado al 90%
de B-glucanos puro, el cual fue estable en viscosidad y presentd propiedades
pseudoplasticas (disminucion de la viscosidad de un fluido al aumentar la fuerza de
corte). Ambos, viscosidad y pseudoplasticidad disminuyeron al aumentar la

temperatura.
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MARCO TEORICO

Los B-glucanos de alto peso molecular, cerca de 3 x 10° Da, son viscosos debido a
sus fuerzas de Van der Waals. Los B-glucanos de bajo peso molecular, tan bajo
como 9 x 10° Da, pueden formar geles suaves debido a que las cadenas largas de
polimeros se asocian en una malla tridimensional que atrapan liquido. Cuando son
expuestos a fuerzas fisicas y quimicas o hidrdlisis enzimatico, el tamafio de las
moléculas de los B-glucanos se reduce hasta alcanzar el peso molecular de 0.4 — 2 x

10° Da en preparaciones tipicas de alimentos (Charalampopoulos, 2002).

2.4.2.2 Gelificacion de B-glucano de cebada

La gelificacion es una asociacion o union de cadenas largas de polimeros en forma
tridimensional de cadena continua, las cuales atrapan e inmovilizan los liquidos para
formar una estructura resistente al flujo a baja presién. Burkus y Temelli (1999)
estudiaron los efectos de la concentracion y la temperatura de hidratacion en la
gelificacion de B-glucanos de cebada. Reportaron que en soluciones de B-glucano a
concentraciones =5%, la fuerza del gel no es proporcional a la concentracion.
Encontrando también que la temperatura de hidratacion no influyé en la fuerza del
gel, concluyendo que la fuerza de gelificacion depende de la variedad de cebada y
reportdndose que los B-glucanos de cebada comerciales tuvieron una mayor fuerza
de gelificacién que el extracto de B-glucanos que ellos utilizaron a una concentracion
del 5%. Indicando que el gel producido con harina de maiz fue mas suave que el gel
de B-glucanos a una concentracién del 6%, por lo que los B-glucanos de cebada

pueden tener un alto potencial como agente gelificante.
2.4.3 Efectos fisiolégicos
La combinacion de fibra soluble e insoluble de cebada crea interacciones complejas,

teniendo un efecto directo tanto en el sistema digestivo como inmune, y un efecto

indirecto en la reduccion de riesgos de enfermedades coronarias, diabetes y cancer.

VERONICA ORTIZ MONROY 9



MARCO TEORICO

Tales efectos estan aparentemente relacionados con la habilidad de formar
soluciones altamente viscosas y a su solubilidad, las cuales estan en funcién a su

peso molecular (Fastnaugh, 2001; Symons y Brennan, 2004; Cargill, 2005).

Varias formas de B-glucanos son reconocidas por tener importantes efectos
terapéuticos positivos en enfermedades coronarias, en la reduccion del colesterol y

reaccion glucémica (Charalampopoulos, 2002).

2.4.3.1 Digestion

La fibra soluble de la cebada esta asociada con el aumento de excrecion de grasa y
colesterol del sistema digestivo. Lia et al. (1995) reportaron un aumento del 55% en
la excrecion de colesterol consumiendo 13 g/dia de B-glucanos en harina de cebada.
También se reporté un incremento de la excrecion de grasa fecal en un rango de 70-
200% en hamster (Yokoyama, 2006), pollos (Wang, 1992) y ratas, consumiendo
cantidades significativas de B-glucanos contenidos en productos de cebada. Otro de
los beneficios al incluir p-glucanos de cebada es la pérdida de peso debido a la
saciedad que producen, esto ha sido demostrado en experimentos clinicos hechos

tanto en animales como en humanos (Baik y Ullrich, 2008).

2.4.3.2 Enfermedad cardiovascular

La reduccion de colesterol ha sido observada en estudios que incluian fibra soluble
(B-glucanos) e insoluble, indicando mas de un mecanismo de disminucion del
colesterol. Definitivamente varios estudios han confirmado el papel de los B-glucanos
de la fibra soluble en cebada como uno de los componentes reductores de colesterol
(Inglett, 2001; Arndt, 2006; Pins y Kaur, 2006).

Wang et al. (1992) observaron que no hubo reduccion de colesterol ni una baja

viscosidad intestinal en pollos alimentados con cebada tratada con B-glucanasas.
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Esto sostiene la hipotesis de que la viscosidad producida por B-glucanos reduce la

absorcién de lipidos y colesterol y la reabsorcion de &cidos biliares.

2.4.3.3 Glucosa y resistencia a la insulina

La cebada tiene un bajo indice glucémico. Un bajo indice glucémico indica digestion
y absorcion lenta de carbohidratos, resultando una disminucién de glucosa en sangre
y respuesta a la insulina. El indice glucémico de la cebada perlada es de 31-48 IG
(Lifschitz et al., 2002; Yokoyama, 2006). Sin embargo, el indice glucémico estd en
funcién de la estructura, tipo de almidon, contenido de fibra y la interaccion de estas
caracteristicas. Alimentos viscosos conteniendo B-glucanos de fibra soluble de avena
y cebada pueden reducir glucosa y la resistencia de insulina en el torrente sanguineo
hasta un 50% comparado con pan blanco (Wursch y Pi-Sunyer, 1997).

2.4.3.4 Cancer

El papel de la fibra de cebada en la reduccion de riesgo de cancer de colon no ha
sido estudiado a profundidad. Una ingesta alta en fibra se asocia con un menor
riesgo de cancer colorrectal. Una de las hipotesis en el desarrollo de cancer de colon
y recto es que a partir de las excesivas cantidades de acidos biliares en el intestino
se forman algunas sustancias cancerigenas (Fastnaught, 2001). La fibra tiene un
importante efecto benéfico porque reduce la secrecibn de &cidos biliares e
incrementa su excrecion en las heces. Por otra parte, la alta capacidad de retencién
de agua puede diluir la concentracion de agentes cancerigenos y también
adsorberlos en su superficie. La fibra reduce el tiempo de contacto de las sustancias
cancerigenas con las paredes del intestino. Ademas, el acido butirico formado por la
fermentaciéon puede inhibir la formacion de tumores, que se ve potenciada por los
bajos niveles de pH que resultan de la fermentacion de la fibra en el colon (Molina y
Martin, 2007).
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2.4.3.5 Respuesta inmune

Las paredes de las células de muchas bacterias contienen hemicelulosa similar a la
de B-glucanos encontrados en la cebada y avena, pero consta de uniones de B-
(1—3) de residuos de glucosil con pequefios numeros de uniones de B-(1—6) en
lugar de uniones B-(1—4). Estos glucanos tienen la habilidad de aumentar la
actividad del sistema inmune (Bohn y BeMiller, 1995), actuando como agentes
antitumorales, antivirales, anticoagulantes y de cicatrizacion. Un leucocito receptor de
membrana, el CR3, ha sido identificado como el sitio de unién que reconoce f-

glucanos, incluyendo B-glucanos de cebada (Vetvicka et al., 1996).

2.5 APLICACIONES DE B -GLUCANOS EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Los patrones de consumo de fibra dietética se estan incrementando en la poblacion,
gracias al desarrollo de nuevos alimentos funcionales ricos en estos componentes de
fibra, asi como su conveniencia de consumo y su uso como aditivo en alimentos
(Molina y Martin, 2007).

Por lo anterior, los B-glucanos pueden ser usados para mejorar el sabor, la textura,
apariencia y composicién nutricional de una variedad de productos, incluyendo los
cereales para desayuno, galletas, panes, tortillas, barras de granola, barras de cereal
con fruta, botanas y pastas. Adicionalmente, el alto contenido de fibra, disminuye los
carbohidratos almidonosos y aumenta el contenido de proteina en mezclas de
bebidas instantaneas, barras nutricionales, capsulas, y obleas disefiadas para dieta y
productos para perder peso, sustitutos de comida y suplementos de fibra (Arndt,
2006).

En Estados Unidos vendieron hojuelas de salvado de cebada las cuales contenian
7% de B-glucanos a razon de 2 g por oz (Batty and Rossnagel, 1998). Por otra parte

Knuckles et al. (1997) hicieron una pasta con un contenido del 20% de fibra extraida
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(7.1% de B-glucanos) la cual tuvo en general una buena aceptabilidad e igual color

que la durum.

2.6 LA CEBADA Y SU PRODUCCION
La cebada es un grano de invierno, duro, resistente a la sequia, madura mas
rapidamente que el trigo, la avena o el centeno. La taxonomia de la cebada se

muestra en la tabla 2 (SIIT, 2008).

Tabla 2. Taxonomia de la cebada.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae
Genero Hordeum
Especie Hordeum vulgare

Fuente: SIIT, 2008. http://siit.conabio.gob.mx

2.6.1 Clasificacion de la cebada

Se distinguen tres tipos principales de cebada: (a) vestida, de seis carreras; (b)
vestida, de dos carreras; y (c) desnuda. Todos se han considerado como subgrupos
de una especie, Hordeum sativum o H. vulgare (figura 2). En los tipos vestidos, la
gluma o cascara queda adherida al grano después de la trilla, mientras que en los
tipos desnudos queda suelta y se elimina facilmente después de la trilla. Dos o seis

carreras hace referencia a la disposicién de los granos en la espiga (Kent, 1987).
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Figura 2. Cariépside de la cebada y sus estructuras. (Modificado de Pamplona,
2004).

2.6.2 Composicion quimica de la cebada

El principal constituyente de los cereales es el almidon. El nitrégeno cuantificado
generalmente por el método de Kjeldahl (el cual determina la materia nitrogenada
total, que incluye tanto las no proteinas como las proteinas verdaderas), forma parte
de las proteinas, que son el segundo constituyente mas abundante del grano. El
disolvente no polar estd formado por aceite y otros compuestos liposolubles. Los
lipidos en el grano se subdividen en polares y no polares y se localizan
principalmente en el germen. La fraccibn denominada fibra cruda la constituyen
aguellos carbohidratos estructurales que son insolubles. Las cenizas son todo aquel
material inorganico conformado por minerales, la mayoria de los minerales estan

asociados con el pericarpio y la capa de aleurona (Tabla 3) (Serna, 2001).
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Tabla 3. Composicion quimica de la cebada.

NUTRIENTE CONTENIDO (%)
CARBOHIDRATOS 70-80
DE LOS CUALES:

ALMIDON 50-63
AZUCARES 1.8-2.0
CELULOSA Y HEMICELULOSAS (B- 15-20
GLUCANOS Y PENTOSANOS)

PROTEINA 7.5-15.6
EXTRACTO ETEREO 1.8-2.6
CENIZAS 2.6-3.1

Fuente: Callejo, 2002.

2.6.3 Produccion de cebada

Después del maiz, el trigo y arroz, la cebada es el cultivo mas importante a nivel
mundial, pues representa el 7% del total de produccién de granos. Su principal
destino es la fabricacion de cerveza, la alimentacion del ganado, la industria
panificadora, la produccion de alcohol, como sustituto de café y la fabricacién de
azucares (BANCOMEXT, 2007). Cabe sefialar que en el &mbito internacional México
tiene escasa participacion por su baja produccién. Las principales zonas que
abastecen la cebada son: Hidalgo, Estado de México, Zacatecas, Puebla y Tlaxcala
representando el 93% de la produccion nacional, que fue de 548,369.89 Ton en el
2008 (SAGARPA, 2008), ciclo primavera-verano 2008, siendo Hidalgo el principal
productor de cebada con 241,174.44 Ton, representando el 44%; cabe mencionar
qgue su produccion disminuyd con respecto al 2006 por siniestros (Figura 3). Pese a
qgue el rendimiento por hectarea es el quinto mejor a nivel mundial en el mercado

internacional la produccion mexicana representa sélo 0.5%.
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Anualmente, en México, principalmente el sector cervecero, demanda méas de un
millon de toneladas de cebada. Sin embargo, este afio el suelo nacional producira
solamente 718,000 toneladas, el resto se traera principalmente de Estados Unidos.
La cebada producida en ambos estados es de la especie Hordeum sativum jess de
seis hileras de grano (BANCOMEXT, 2007; Lopez et al., 2005; SAGARPA, 2008).

ZACATECAS  OTROS
7% 7%

TLAXCALA
16%

HIDALGO
44%

MEXICO
11%

Figura 3. Produccién de cebada por modalidad de Temporal en el 2008 en México
(SAGARPA, 2008).

2.6.4 Molienda Seca de Cebada

Las semillas de los cereales protegen las sustancias de su interior por medio de una
0 mas cascaras. La molienda seca consiste en la separacion fisica de las distintas
partes anatémicas del grano, tiene como principal objetivo obtener el endospermo en
forma entera, parcialmente quebrado o en harina. A los productos terminados de
estos procesos se les considera como intermedios ya que son la principal materia
prima utilizada en otras industrias alimentarias. Los granos decorticados como el
arroz blanco-pulido y el sorgo perlado se utilizan en todo el mundo para la
elaboracion de alimentos tradicionales. Los granulos grandes de maiz generalmente
se utilizan para la produccién de hojuelas de maiz, mientras que los granulos de
pequefio calibre como adjuntos cerveceros o para la elaboracion de productos
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extruidos, pastas y cereales de desayuno. Por ultimo, pueden citarse las harinas
finas que se emplean principalmente para la manufactura de diferentes productos de
panaderia. Indudablemente que la calidad de los productos resultantes de las
industrias molineras estad estrechamente vinculada con la calidad de productos

terminados y los pardmetros de proceso (Serna, 2001).

El grano de cebada cuando va a canalizarse para la alimentacion humana pasa por
un proceso de descascarado y perlado en un molino de piedras abrasivas.
Generalmente para el proceso abrasivo cuando se ha removido aproximadamente
35% del peso del grano (glumas, pericarpio, germen y capas de aleurona), de tal
manera que queda un producto refinado o perlado. En caso de que desee producir
una harina refinada, se procede a molturar el grano perlado en una serie de
estaciones de molinos de rodillo. La cebada preferida para procesos de perlado es la
de color blanco, procedente de espigas de dos carrera, por su uniformidad y tamafio

mas grande (Serna, 2001).

2.6.4.1 Limpieza

Es una actividad cualitativa que se realiza en base a propiedades sensoriales de la
cebada. La limpieza del grano consiste en eliminar toda sustancia ajena a la misma,
asi como granos dafados, vanos, inmaduros, chupas o verdes que pudiesen existir
(NMX-FF-043-SCFI-2003). El proceso de limpieza se realiza en mesas cribadoras
provistas con sistemas de aspiracién de aire para remover residuos vegetativos,
piedras y otros materiales de mayor tamafio que el grano. El sistema de aspiracion
de aire tiene la funcion de separar todas aquellas particulas que son mas ligeras que
el grano (granos vanos, glumas sueltas, material vegetativo). Posteriormente el grano
parcialmente limpio se conduce a separadores de discos. El primer separador
contiene discos con hendiduras para recoger, levantar y separar granos con las
mismas dimensiones que el grano, discriminando residuos y semillas mas grandes
que este. El segundo tipo de separador es similar, pero contiene discos con

hendiduras pequefas de tal manera que estan calibrados para remover semillas de
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hierbas o granos mas pequefios. Durante el ciclo de limpieza, el lote del grano se
pasa a través de magnetos para remover metales ferrosos que pueden

posteriormente dafar el equipo de molienda (Serna, 2001).

2.6.4.2 Humedad

En la mayoria de las industrias de alimentacion, la humedad se suele determinar a
diario. Los niveles maximos se sefialan frecuentemente en las especificaciones
comerciales. Existen para esto varias razones, principalmente las siguientes
(Pearson, 1976, Callejo, 2002):

— El comprador de materias primas no desea comprar agua en exceso.

— El agua, si esta presente por encima de los ciertos niveles, facilita el desarrollo
de microorganismos.

— Los materiales purulentos se aglomeran en presencia de agua.

— La humedad de los cereales se debe ajustar adecuadamente para facilitar la
molienda.

— La cantidad de agua presente puede afectar la textura.

— La determinacion del contenido en agua representa una via sencilla para el
control de la concentracién de agua en las distintas etapas de la fabricacion de

alimentos.

A veces, es dificil la determinacion exacta del contenido total de agua. En la practica
es suficientemente apropiado cualquier método que proporcione una buena
repetitividad con resultados comparables, siempre que ese mismo procedimiento se

siga estrictamente en cada ocasion.

2.6.4.3 Descascarillado o Decorticado

La operacion de descascarillado y/o decorticado se aplica generalmente al arroz la
avena, la cebada, el sorgo y los mijos. El objetivo del proceso es remover gradual y
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eficientemente el pericarpio o germen para producir un grano mas atractivo y con
menor cantidad de fibra y aceite. EI método méas simple consiste en remover la
envoltura y germen del grano en un mortero de madera. El proceso se hace mas
eficiente con maquinas de lotes o continuas que contienen un sistema de discos
abrasivos, rodillos o cilindros. El propédsito de la operacion es obtener el maximo
porcentaje de granos integros o no quebrados que cumplan con las especificaciones

de color, cantidad de cenizas, fibra y aceite (Serna, 2001).
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Hasta el momento se han reportado los efectos benéficos en la salud por parte de la
fibra dietética y especificamente de los B-glucanos de avena, estas propiedades
benéficas conducen a una demanda para la incorporacion de B-glucanos en varios
sistemas de alimentos. Se han reportado estudios de extraccion y caracterizacion de
B-glucanos de cebada, sin embargo, aun no se han realizado en variedades de

cebada mexicanas, ni tampoco se ha trabajado con su aplicacién.

Para ello, se propone realizar este estudio de extraccion y caracterizacion de (-
glucanos de variedades de cebada de la regién centro del pais. Con el desarrollo de
este estudio se podra evaluar condiciones de extraccion, cuantificacion de los B-
glucanos, determinar la composicion quimica de los extractos, y finalmente evaluar
sus propiedades funcionales, que como ya se ha mencionado, los beneficios que
ofrecen al organismo son considerables. Lo que se espera obtener son B-glucanos
con un porcentaje de extraccidon y caracteristicas fisicoquimicas equivalentes o

superiores a los reportados.

1
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4. JUSTIFICACION

Si bien es sabido que la produccion de cebada en México es muy importante, sobre
todo en los estados del centro del pais (Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y edo. de México),
sin embrago su aplicacion en la industria alimentaria humana es baja. La cebada es
una fuente rica en pB-glucanos, siendo estos un componente que tiene una importante
funcidbn en el organismo, aportandole grandes beneficios en la prevencion y

tratamiento de enfermedades.

Llevar a cabo este estudio en variedades de cebada de la region centro pais servira
para determinar las propiedades fisicoquimicas de los B-glucanos, permitiendo su
utilizacion como aditivo en el disefio de alimentos funcionales y como nutracéuticos.
Asi mismo se incentivara la produccion de cebada, ademas de diversificar su uso en
la produccion de alimentos de consumo humano, dandole un valor agregado a dicho

cereal.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Extraer y caracterizar los B-glucanos de variedades de cebada de la region centro

pais (Hidalgo y Puebla).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Cuantificar B-glucanos de las diferentes variedades de cebada (3 del estado de
Hidalgo y 3 del estado de puebla).

2.- Extraer B-glucanos mediante diferentes combinaciones de temperatura y pH de la
variedad con mayor contenido de p-glucano.

3.- Caracterizar fisicoquimicamente los pB-glucanos de la variedad de cebada

seleccionada.
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6. METODOLOGIA

6.1 ARREGLO EXPERIMENTAL

Las muestras de cebada fueron proporcionadas por los productores de los estados
centro pais (Hidalgo y Puebla: Gaviota, Esmeralda y Adabella) y se trataron de la
siguiente manera: una muestra de 100 g de cada una se sometié al proceso de
molturacion para obtener harina integral, a las cuales se les realizé una prueba de
cuantificacion de B-glucanos por el método de McCleary (Paquete enzimatico
Megazyme AOAC 995.16) para determinar cual de ellas presentaba la mayor
concentracion de pB-glucanos. Una vez seleccionado el grano con mayor % de J-
glucanos (Gaviota Libres Puebla) se procedié a limpiar (NMX-FF-043-SCFI-2003) y

someter a molturacion para la obtencién de harina integral.

A partir de la harina integral se realizé la extraccion evaluando combinaciones de pH
(7, 8, 9 y 10) y temperatura (40, 45 y 50°C) (método de Temelli, 1997) y
cuantificacion de B-glucanos (Paquete enzimatico Megazyme AOAC 995.16). Una
vez obtenido el extracto de B-glucanos, se le determind su composicion quimica y se
caracterizaron sus propiedades funcionales evaluando viscosidad, capacidad de
emulsién, capacidad y estabilidad de espuma, retencién de agua y gelificacién (Ver

Figura 4).
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CEBADA

Molienda seca (Molturacion)

v
Cuantificacion de pB-glucanos de las diferentes
variedades de cebada (método de McCleary, AOAC
995.16).

A 4

Limpiezay molienda del grano con mayor % de
B-glucanos

A 4

Extraccion de [-glucanos mediante diferentes
combinaciones de temperatura (40, 45y 50°C) y pH
(7,8, 9y 10) (Método de Temelli, 1997) .

h 4

Composicion quimica del extracto de pB-glucanos
(Determinacion de proteina, extracto etereo,
B-glucanos, cenizas, almidon y humedad).

h 4

Caracterizacionfisicoquimica
(Viscosidad, gelificacion, emulsion, espumado y
retencion de agua).

Figura 4. Esquema metodoldgico.

VERONICA ORTIZ MONROY 24



METODOLOGIA

6.2 OBTENCION DEL GRANO

Las diferentes variedades de cebada fueron proporcionadas por los estados de
Hidalgo y Puebla que forman parte del Sistema Producto Cebada de la Region

Centro Pais, del periodo primavera-invierno del 2008.

Tabla 4. Variedad y estado productor de cebada estudiada.
ESTADO PRODUCTOR VARIEDAD Y LOCALIDAD

Hidalgo Adabella (Coatlalco)
Gaviota (El Llano Almoloya)
Esmeralda (Apan)

Puebla Adabella (Libres)
Gaviota (Libres)

Esmeralda (Libres)

6.3 OBTENCION DE HARINA INTEGRAL

A las variedades listadas anteriormente se les sometié a un proceso de molienda

para obtener harina integral como se describe a continuacion:

El grano de cebada se sometid a una seleccion y limpieza en agitador Baldor
(Electric Industrial Motor, EU) durante 5 min, con ello se eliminaron las impurezas
presentes en la cebada y granos dafados (quemados, quebrados o picados)
(Callejo, 2002). Posteriormente se realizé una seleccion manual para eliminar restos
de impurezas y granos quebrados, y solo obteniendo granos de tamafo uniforme,
esta actividad se realizd hasta obtener 100 g de cebada. Una vez obtenida la cebada
limpia se acondicion0 para poder realizar la molienda. Se dejo en remojo el grano en
agua destilada por 12 hrs en un recipiente hermético. La cantidad de agua
adicionada al grano fue con el objetivo de obtener una humedad del 17 9%,
permitiendo un adecuado descascarillado, se calculdé en relacion al porcentaje de

humedad de grano al inicio empleado la formula Ec. 1. Una vez descascarillados los
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granos de cebada se procedié a la molienda seca en un molino de laboratorio
(Modelo DC1, CHOPIN, Francia), obteniendo harina, sémola y salvado.

—H, (Ec. 1)

Donde:

A = Cantidad de agua a adicionar.

H, = Humedad que se desea alcanzar.
H, = Humedad del grano.

Hs = Diferencia de humedad.

W= Peso de muestra seca.

6.4 CUANTIFICACION DE B-GLUCANOS

Una vez que ya se obtuvo la harina integral de las diferentes variedades se les
sometid a una cuantificacion de B-glucanos con el objeto de determinar la variedad
con mayor concentracion de B-glucanos, esta técnica se describe a continuacion.

La cuantificacion de los B-glucanos se realizd mediante un paguete enzimatico
comercial Megazyme por el método de McCleary (Megazyme International, AOAC
995.16, Wicklow Ireland), que consta de dos fases, la primera es un método
enzimatico usando liguenasa y B-glucosidasa. Los pB-glucanos son hidrolizados
especificamente en B-gluco-oligosacaridos por la liquinasa y completando la hidrolisis
a glucosa por pB-glucosidasa. En la segunda fase la glucosa es cuantificada por una

mezcla amortiguada de glucosa oxidasa-peroxidasa (Figura 5).

Dicho método consistié en pesar las muestras de harina (extracto de B-glucano) de
cebada (80-120 mg), de contenido de humedad conocida en tubos de polipropileno
para centrifuga. Se aseguré que todas las muestras bajaran al fondo. Se
humedecieron las muestras con una alicuota de 0.2 mL de etanol (50% v/v) para
facilitar la dispersion. Se afiadio 4.0 mL de amortiguador fosfato de sodio (20 mM, pH
6.5) y se agitaron en un mezclador vortex (Modelo G-560, Scientific Industries, Inc.
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N.Y.). Los tubos se incubaron inmediatamente en un bafio de calentamiento (Modelo

1225, Sheldon Manufacturing, Inc. EU) por 60 seg a ebullicibn. Se agitaron

vigorosamente en el vortex e incubaron por un periodo de 2 min, nuevamente se

agitaron e incubaron a 50°C por 5 min. Posteriormente se afiadio liquenasa (0.2 mL,

10 U) y se agitd el contenido del tubo. Se sellaron los tubos con sus tapas e

incubaron por 1 h a 50°C, con agitacion vigorosa y regular (por €j. 3 - 4 veces) en un

vortex.

A)

B)

4G_4%

3(3_4(3_4@
36‘4(G)n‘4%
3G-1G-1G
v
_ | T GG
+ Liquenasa | T
!
G—(é G—G—G:y G—G—(G)n—GW
G + G + G
pB-Gluco-Oligosacaridos nz1
+ p—Glucosidasa |
J
D-Glucosa

Glucosa oxidasa

Glucosa+ O, +H,0 —— Gluconato + H,0,

2H,0, + acido p-Hidroxibenzdéico + 4-Aminoantipirina

Peroxidasa

Complejo colorido de Quinoneimina + 4H,0

Figura 5. A) Reaccion de la enzima liguenasa y B-Glucosidasa, B) Reaccion de la

enzima glucosa oxidasa-peroxidasa (AOAC 995.16).

VERONICA ORTIZ MONROY

27



METODOLOGIA

Después de ello se afiadié el amortiguador de acetato de sodio (5.0 mL, 200 mM, pH
4.0) y mezclaron vigorosamente los tubos en el vortex. En seguida, los tubos se
equilibraron a temperatura ambiente (5 min), y centrifugaron (1,000 x g, 10 min)
(Modelo V6500, Hamillton Bell Co. Inc. N.Y.), posteriormente se transfirié
cuidadosamente y con precision una alicuota de 0.1 mL de cada filtrado al fondo de
tres tubos de ensayo (12 mL), se le afiadié una alicuota de 0.1 mL de amortiguador
de acetato de sodio (50 mM, pH 4.0) a uno de estos (el blanco), mientras a los otros
dos (la reaccion) se afadio B-glucosidasa (0.1 mL, 0.2 U) y se incubaron los tubos a
50°C por 10 min. Por ultimo se afiadio el reactivo GOPOD (3.0 mL) a cada tubo y se
incubaron a 50°C por 20 min. Finalmente se midié la absorbencia a 510 nm en un
espectrofotometro (Modelo 6405, Barloworld Scientific Ltd, EU) y se realizaron los

calculos de cuantificacion (Ec. 2).
% S —glucanos = AAxvl\:/x 27 (Ec. 2)

Donde:

AA = Absorbencia de la B-glucosidasa menos la absorbencia del blanco de reaccion.

F = Factor de conversion de los valores de absorbencia a pug de glucosa (AOAC

995.16).

W = Calculo del peso seco de las muestras analizadas en mg.

27 = Factor de conversion de D-glucosa libre a anhidro-D-glucosa, como ocurre en
los B-glucanos (AOAC 995.16).

Con estos calculos se pudo determinar la variedad que obtuvo el mayor porcentaje
de B-glucanos y asi proceder a la limpieza y molienda del grano.
6.5 LIMPIEZA DEL GRANO

Para la limpieza del grano se empled la norma NMX-FF-043-SCFI-2003, en dicho
documento se establecen los parametros y especificaciones que debe cumplir la

cebada maltera para ser objeto de comercializacién (Tabla 5).
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Tabla 5. Pardmetros y especificaciones que debe cumplir la cebada maltera.

PARAMETROS Y %
ESPECIFICACIONES
Humedad 11.5-13.5
Granos desnudos y/o quebrados y 5.0
Impurezas 2.0
Grano dafiado (maximo) 10

Fuente: Norma NMX-FF-043-SCFI-2003.

Con respecto a la tabla anterior los pardmetros que se le evaluaron a la cebada
fueron: humedad, granos desnudos y/o quebrados, impurezas y grano dafiado. Los

cuales se describen a continuacion.

6.5.1 Humedad

Para la determinacion de humedad de las muestras de cebada, se realizd por el
método de la AOAC 925.10 (1999) el cual consistido en pesar 1 g de muestra en
capsulas de aluminio previamente taradas y sometiéndose a sequedad en una estufa
(Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU) a 105°C + 3°C por 4 horas. Posteriormente
se enfri6 en desecador y se peso. El calculo se realizé por diferencia de peso con

respecto al peso inicial (Ec. 3).

W, —W

%H = 2 %100 (Ec. 3)

Donde:
%H = % de humedad.
W; = Peso de muestra hiumeda (Q).

W, = Peso de muestra seca ().
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6.5.2 Granos desnudos y/o quebrados

Para este andlisis se pesaron 25 g de grano de cebada limpio. Se procedio a separar
los granos desnudos y los quebrados, se pesaron en conjunto los granos desnudos y

los quebrados.

6.5.3 Impurezas

Se tomd una porcion de la muestra original de 100 g y se depositaron sobre una
criba de 1,79 x 13 mm (4,5/64" x 1/2") de orificios, la que se coloc6 sobre una charola
de fondo liso. Se crib6 el grano y se separaron con la mano las impurezas que
guedaron sobre la criba, ejemplo otros granos que no eran cebada, paja, terrones,
insectos muertos etc. Una vez que se terminé de cribar el grano, las impurezas y el
grano delgado de cebada que pasaron la criba se separaron con la mano v,
solamente, las impurezas que pasaron la criba se juntaron con las impurezas
grandes que se separaron con la mano quedando este grano de cebada libre de

todos los materiales extrafios (impurezas).

6.5.4 Grano danado

Para este andlisis se pesaron 25 g de grano de cebada limpio. Se procedio a separar
los granos que presenten dafos, cuantificando los granos dafiados por calor,

agentes meteoroldgicos, hongos, germinados e inmaduros, insectos y roedores.

6.6 OBTENCION DE HARINA INTEGRAL

Como se menciono6 anteriormente, primero se determind la variedad con mayor % de
B-glucanos para asi proceder a una limpieza y molienda del grano a mayor volumen,

este proceso es similar al descrito en parrafos anteriores (apartado 6.3).
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6.7 EXTRACCION DE B-GLUCANOS

La extraccion de B-glucanos se realizo utilizando el procedimiento de Temelli (1997)
con algunas modificaciones, el cual consiste en suspender la harina en agua
ajustando a diferentes pH (7, 8, 9 y 10) con Na,CO3 (20% p/v), se sometid a agitacion
a diferentes temperaturas (40, 45 y 50°C) en un bafio con agitacion horizontal
(Modelo A12050, Scorpion Scientific, EU). La mezcla se centrifugé (Modelo 369434,
Beckman Coulter, Inc. Germany) para remover los solidos (15,000 x g, 15 min), al
sobrenadante se le ajust6 el pH a 4.5 con HCI 2 M para ser centrifugado a 15, 000 x
g por 40 min) y asi separar las proteinas precipitadas, y del sobrenadante se
obtuvieron los B-glucanos por precipitacion con etanol (99.9%). El precipitado se
recupero por centrifugacion a 5,000 x g por 10 min y se dejo en reposo toda la noche.
Posteriormente se les hizo un lavado con etanol (50 mL) y otro con éter de petrdleo
(30 mL) para eliminar el exceso de grasa, se filtré en crisoles Gooch No. 2 (4.5 -5
um, cap. 30 mL), y secO al aire previo a determinar el peso. Se determiné el

porcentaje de extracciéon Ec.4.

e A
% extraccion = B x 100 (Ec. 4)

Donde:
A = g de extracto de p-glucanos por cada 100g de harina integral.

B = g de B-glucanos en harina integral.
6.8 COMPOSICION QUIMICA
6.8.1 Determinacion de humedad
Para la determinacién de humedad se pesaron 0.5 g de extracto de B-glucanos por

triplicado en cépsulas de aluminio previamente taradas y sometiéndose a sequedad
en una estufa (Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU) a 105°C + 3°C por 1 hr.
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Posteriormente se enfri6 en desecador y se peso. El calculo se realizé por diferencia

de peso con respecto al peso inicial (Ec. 5).

ooH = M Wa 4900 (Ec. 5)
Wl
Donde:
%H = % de agua del extracto.
W, = Peso de muestra hiumeda (Q).

W, = Peso de muestra seca (g).
6.8.2 Determinacién de cenizas.

Para la determinaciéon de humedad se pesaron 0.5 g de extracto de p-glucanos por
triplicado en crisoles de cerdmica previamente tarados y sometiéndose a sequedad
en una estufa (Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU) a 105°C + 3°C por 1 hr.
Posteriormente las muestras se carbonizaron a flama directa hasta que ya no hubo
desprendimiento de humo, después de haber terminado se incineraron en una mufla
(Modelo FD1535M, Barnstead/Thermolyne, EU) durante 5 hrs a 525°C, transcurrido
este tiempo se dejaron enfriar y se pesaron las cenizas. El porcentaje de cenizas se

reporté como la diferencia de peso con respecto al peso inicial (Ec. 6).

%C = I;Fx100 (Ec. 6)

|
Donde:
%C = % de cenizas.
P, = Peso inicial de la muestra.

Pr = Peso final de la muestra (cenizas).
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6.8.3 Determinacion de proteinas

Se determind porcentaje de proteinas por el método de Kjeldahl (Pearson, 1976), el
cual sirve para determinar el contenido de nitrdgeno de muestras organicas e
inorganicas. Se basa en la digestion de la muestra en &cido sulfarico concentrado a
ebullicion, con la adicion de un catalizador. La muestra se digiere hasta disolucion y
oxidacion. El nitrégeno contenido en la muestra se convierte en sulfato de amonio.
Afadiendo un exceso de solucion de hidroxido de sodio, el ion amonio es liberado en
forma de amoniaco, destilado y recogido sobre una solucién de acido borico o sobre
una solucion valorada de &cido sulfurico (Figura 6).
Digestién en

N total » (NH,),SO,/MH,SO,

Acido Sulfarico

Destilar con
Exceso de NaOH

v
NH,/ Acido Borico
(valorar con acido)

Figura 6. Reaccién para la determinacion de nitrégeno total por el método de Kjeldahl
(Pearson, 1976).

Para esta determinacion se pesaron 0.5 g de extracto de B-glucanos. Se realizé por
triplicado. Después de haber pesado la muestra, se le agregd una tableta catalitica
(Kjeltabs, Gerhardt, Apparate GmbH & Co. Kdnigswinter, Alemania) a cada una de
las muestras, posteriormente se le adicionaron 2 mL de agua destilada, seguido de
una adicion de 15 mL de &cido sulftrico, después se sometieron a un proceso de
digestion en un digestor (Modelo TR, Kjeldatherm, Gerhardt GmbH & Co.,
Kdnigswinter, Alemania) en escalas de tiempo (230°C por 30 min, 260°C por 5 min,
300°C por 10 min, 400°C por 20 min, 405°C hasta obtener un color verde
esmeralda), enseguida las muestras se destilaron en un equipo de destilacion
Vapodest (Modelo VAP 50, Gerhardt GmbH & Co., Kdnigswinter Alemania) el cual

adiciona hidroxido de sodio con lo cual el sulfato de amonio se descompone en
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hidroxido de amonio que desprendié como destilado y por ultimo las muestras fueron
tituladas con &cido bérico y se valoraron directamente. El porcentaje de proteinas por

diferencia de peso con respecto al peso inicial (Ec. 7).

% Proteina = N (%) x 6.25 (Ec. 7)

Donde:

6.25 = Factor de conversion de Proteinas de B-Glucanos (Lambo et al., 2005).

6.8.4 Extraccion de grasas

Para la extraccion del extracto etéreo se pesaron 0.5 g de extracto de (-glucano por
triplicado en cartuchos de celulosa previamente secados y tarados, se introdujeron
en un extractor tipo Soxhlet. Para la extraccion se utilizo éter de petrdleo (300 mL), la
etapa de reflujo duré 2.5 hrs y posteriormente se dejaron escurrir para eliminar el
exceso de solvente para después ser sometidas a secado (40°C) durante toda la
noche en una estufa (Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU). El porcentaje de
extracto etéreo se determind por diferencia de peso con respecto al peso inicial (Ec.
8).

P —P,

% EE = F %100 (Ec. 8)

Donde:
% EE = % del extracto etéreo.
P, = Peso inicial de la muestra.

Pe = Peso final de la muestra.

6.8.5 Determinacion de almidodn total

La determinacion de almidon se realiz6 mediante un paquete enzimatico comercial

(Sigma Aldrich, St. Louis MO, EU) el cual consta de tres fases: a) Lavados para
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eliminar exceso de glucosa y maltodextrina existente, b) Digestion de almidén y c)

Determinacion de glucosa.

Se pesaron 100 mg de extracto de B-glucanos por triplicado en tubos graduados de
17 mL, posteriormente se les hicieron unos lavados con etanol (80% v/v) para
eliminar la glucosa y maltodextrina que contenian. Asi se procedio a la digestion de
almiddn, a dichas muestras se le adicion6é 0.2 mL de etanol, ademas se hizo un
blanco que consta de 1.0 mL de agua, éstas se mezclaron y se les agregdé 3 mL de
agua y 0.02 mL de a-amilasa a cada muestra junto con el blanco. Se mezclaron e
incubaron (5 min a ebullicién), los tubos fueron extraidos del bafio y enfriados a
temperatura ambiente, el volumen fue llevado a 10 mL con agua y se mezclaron. A
cada 1.0 mL de cada muestra del volumen anterior se le adicion6 1.0 mL del reactivo
de determinacion de almidon, se mezclaron e incubaron (15 min, 60°C) en un bafio
con agitacion (Modelo A12050, Scorpion Scientific, EU), los tubos se sacaron y
fueron enfriados a temperatura ambiente. Finalmente se diluyé 1.0 mL de cada

muestra y blanco a 10 mL con agua y se procedi6 a la determinacion de glucosa.

Para la determinacion de glucosa se prepararon las siguientes soluciones dentro de

tubos previamente etiquetados:

. Blanco . Reactivo Muestra (por
Reactivo B Estandar o
estandar blanco triplicado)

Agua (mL) 1.0 0.950
Glucosa estandar (mL) 0.05
Blanco de digestiéon de

. 1.0
almidon
Muestra de digestion de

L 1.0
almidon

Comienza la reaccion a tiempo cero agregando 2 mL del reactivo de determinacion
de glucosa al primer tubo y se mezcla. Se dejaron intervalos de 30-60 seg entre la
adicion del reactivo para cada tubo subsecuente. Se incubaron por 30 min a 37°C,
para detener la reaccion se les agregaron 2 mL de &cido sulfarico 12 N con intervalos

de 30-60 seg entre cada adiciobn, con mucho cuidado se mezclaron los tubos
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completamente, y finalmente se procedié a medir la absorbencia de cada muestra
540 nm en un espectrofotometro (Modelo 6405, Barloworld Scientific Ltd, EU).

6.9 CARACTERIZACION DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Se realiz6 la caracterizacion de propiedades funcionales del extracto de B-glucanos,
la cual consistid en la determinacién de la viscosidad, capacidad de gelificacion,
capacidad de emulsion, capacidad y estabilidad de espumado y por dltimo la
capacidad de retencion de agua, las cuales se describen a continuacion.

6.9.1 Viscosidad

Para la determinacion de viscosidad se utiliz6 el método de Temelli (1997). Se
prepararon dispersiones de extracto de B-glucanos en agua al 1% (p/v) por mezclas
de calentamiento hasta ebullir durante 5 min, seguido por una agitacién continua
durante 2 hrs sin calentamiento. Seguido del ajuste del pH a 6.5 usando una solucion
de NaOH al 4%, esto permiti6 completar la hidratacion del extracto sin que se
hinchara. La viscosidad de la dispersion de los B-glucanos se determind usando un
viscosimetro rotacional Brookfield (Modelo DV-E, Brookfield Ingineering Laboratories,

Inc. EU) con una aguja del No. 64.

6.9.2 Gelificacion

Se evalud la capacidad de gelificacién mediante el procedimiento descrito por Burkus
y Temelli (1999) con algunas modificaciones, el cual consiste en la dispersion del -
glucanos a diferentes concentraciones en agua destilada (5, 5.5 y 6% p/p) y posterior
gelificacion por tratamiento térmico (30 min a ebullicibn) para una completa
hidratacion y por ultimo un bafio con agua fria (4°C 20 min). La evaluacion del grado
de gelificacion se realiz6 por medio de pruebas de compresion utilizando un
texturémetro universal (Modelo TA-XT2i, Texture Analyzer, Stable Micro Systems,

EU) el cual aplica una carga a una velocidad de compresion constante
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determindndose la carga y desplazamiento necesario para que ocurra el rompimiento

del gel (5 Kg, 5 mm/min respectivamente).

6.9.3 Emulsiéon

La capacidad de la emulsion se determind por el procedimiento de Temelli (1997)
donde el extracto de B-glucanos (0.01, 0.02 y 0.03 g) es sumergido en 40 mL de
agua. Se le fue agregando 60 mL aceite vegetal comestible (Aceite 1-2-3, La Corona
S.A DE C.V., México) lentamente y se mezclaron por 2 min utilizando el
homogeneizador a 17,400 rpm (Modelo DI 1B, Yellow Line, Laboratory Equipment,
IKA) a temperatura ambiente (~21°C). Alicuotas de 33.3 mL de la emulsion se
transfirieron a tubos graduados de 50 mL y se centrifugaron (Modelo Z36K, Hermle
Labortechnik, Alemania) por 15 min a 2,700 x g. La capacidad de la emulsion se
reportd6 como el porcentaje del volumen de aceite emulsionado después de la

centrifugacion con respecto al volumen inicial (Ec. 9).

V, -V,

%C, = F %100 (Ec. 9)

Donde:
%Ce = % de la capacidad de la emulsion.
V|, = Volumen inicial del aceite antes de la emulsion.

Ve = Volumen final del aceite después de la emulsién.

6.9.4 Espumado

La capacidad y la estabilidad de la espuma se midieron de acuerdo a Temelli (1997)
por dispersion de 2, 2.5 y 3% (p/v) de extracto de B-glucanos en 100 mL de agua,
batiendo por 2 min usando un mezclador de alimentos portatil (Modelo M16, Hamilton
Beach/Proctor Silex, Inc. China) de alta velocidad (350 rpm) en una palangana de

acero limpio, con lados rectos y midiendo volimenes antes y después del batido. El
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batido se reportd6 como un aumento del porcentaje de volumen. La espuma fue
lentamente transferida a un probeta de 1 L y se dejo reposar a temperatura ambiente
(~21°C) por 2 hrs. La capacidad de espuma se reportd6 como los mL de espuma
producida después del batido. El porcentaje del volumen de la espuma después de 2
hrs con respecto al volumen original, se reporté como estabilidad de la espuma (Ec.
10).

%E, = \\iF x 100 (Ec. 10)

|
Donde:
%E. = % de la estabilidad de espuma.
V| = Volumen inicial de la espuma.

Ve = Volumen final de la espuma.
6.9.5 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) se determind de acuerdo al procedimiento
de Symons y Brennan (2004). Cada fraccion de extracto de B-glucanos (1 g) se
hidrat6 con 30 mL de agua destilada a temperatura ambiente. Después de la
hidratacion, las muestras fueron centrifugadas 3,000 x g por 20 min (Modelo 369434,
Beckman Coulter, Inc. Germany). El sobrenadante se decanté y la muestra fue
llevada a sequedad en una estufa (Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU). La CRA
se reporté como cantidad de agua retenida por el pellet por g de peso seco (Ec. 11).

CRA = xxloo (Ec. 11)

|
Donde:
CRA = Capacidad de retencion de agua en g.
W, = Peso de la muestra seca.

A; = g de agua retenida con respecto al peso inicial.
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6.10 ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Para la extraccion, cuantificacion y caracterizacion de [B-glucanos las
determinaciones se realizaron por triplicado. Para el analisis de resultados se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) y comparacién de medias usando la prueba
Duncan, para este analisis se utilizo el programa estadistico SPSS version 15.0, para
determinar diferencias entre los tratamientos de extraccion, asi como sus
propiedades fisicoquimicas de los diferentes extractos de B-glucanos. La significancia

fue definida como P < 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CUANTIFICACION DE B-GLUCANOS Y DETERMINACION DEL
PORCENTAJE DE HUMEDAD

De las variedades de cebada proporcionadas por los estados de Hidalgo y Puebla se
tomaron muestras de 100 g para someterlas a una molienda seca y obtener harina
integral, a las cuales se les hizo una cuantificacion de B-glucanos para determinar la
variedad con mayor porcentaje de p-glucanos. Para dicha cuantificacion fue
necesario determinar su contenido de humedad (Tabla 6) encontrando que la
variedad Gaviota Libres Puebla es la que contiene el mayor porcentaje de humedad,
seguida de las variedades Esmeralda Libres Pue. y Adabella Coatlalco Hgo. (14.3,
12.3 y 12.3% respectivamente). Cabe mencionar que el contenido de humedad
(ademas de impurezas, granos dafiados, granos desnudos y/o quebrados) es una de
las especificaciones para determinar si la variedad es maltera o no maltera (NMX-FF-
043-SCFI-2003), asi mismo la diversidad genética proporciona una amplia
oportunidad para identificar las variedades de cebada cervecera y para usos
especificos (Baik y Ullrich, 2008).

Tabla 6. Porcentaje de humedad de las distintas variedades de cebada de los

estados de Hidalgo y Puebla.

VARIEDAD % DE HUMEDAD
Adabella Libres Pue. 8.33 + 0.0838°
Gaviota Libres Pue. 14.38 £ 0.02942
Esmeralda Libres Pue. 12.30 + 0.0170°
Adabella Coatlalco Hgo. 12.33 £ 0.0776"
Esmeralda Apan Hgo. 9.24 +0.0787¢
Gaviota El Llano Almoloya Hgo. 10.68 + 0.0216°
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La cebada es uno de los granos de cereal con mayor diversidad genética. Las
diferentes clases de cebada con frecuencia difieren ampliamente con respecto a sus
caracteristicas fisicas y de composicion, por lo tanto tienen diferentes propiedades
(Baik y Ullrich, 2008).

Con respecto a la cuantificacion de B-glucanos, se encontrd que la variedad Gaviota
Libres Puebla presentd el mayor contenido de B-glucanos (3.06 % + 0.02) en el grano

entero, siendo éste estadisticamente diferente a las demas variedades (Figura 7).
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Pue. Pue. Libres Pue. CoatlalcoHgo. ApanHgo. llanoAlmoloya
Hgo.
VARIEDAD

Figura 7. Porcentaje de B-glucanos en el grano entero de las distintas variedades del
estado de Hidalgo y Puebla (P< 0.05).

El contenido de B-glucanos, en el grano de cebada, esta determinado principalmente
por factores genéticos y en menor medida por factores ambientales durante la
cosecha del grano (Aman y Graham, 1987; Fastnaught, 2001; Fox et al. 2007b; Baik
y Ullrich, 2008). Fastnaught et al. (1996), también notaron un efecto significativo
entre el genotipo y la ubicacion del contenido de B-glucanos en el grano de cebada,
asi mismo estimaron que el contenido de B-glucanos es controlado por dos o tres
genes dominantes (tres sitios de caracteristicas cuantitativas por sus siglas en inglés

QTLs, uno en el cromosoma 1H y dos en el cromosoma 2H). Independientemente de
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estos factores, hay dos caracteristicas consideradas parte del genotipo interno del
cultivo, que son el volumen de las paredes de las células y la actividad de la B-

glucanasa (Fastnaught, 2001).

Por lo anterior, se puede entender del por qué de las diferentes concentraciones de

B-glucanos en las distintas variedades de una misma region.

Una vez que se determiné la variedad con mayor concentracion de B-glucanos, se
procedié a obtener un mayor volumen de harina integral por molienda seca, previo
una evaluacion de sus parametros y especificaciones segun la norma NMX-FF-043-
SCFI-2003, obteniendo los siguientes valores (Tabla 7).

Tabla 7. Pardmetros y especificaciones de la variedad Gaviota Libres Puebla.

PARAMETROS Y ESPECIFICACIONES %
Humedad 14.3
Granos danados, desnudos y quebrados 11.2
Impurezas 2.4

Como se menciond anteriormente, existen parametros y especificaciones para
determinar si la variedad de cebada es maltera y no maltera, pues con estos
resultados se podria decir que la variedad Gaviota Libres Puebla no es maltera,
puesto que no cumple con los pardmetros establecidos por la NMX-FF-043-SCFI-
2003 (humedad, granos dafiados, desnudos y/o quebrados e impurezas), sin
embargo, es importante mencionar que las variedades proporcionadas, por los

productores, no fueron sometidas a un proceso de limpieza previo.

7.2 EXTRACCION DE B-GLUCANOS

Una vez determinado la variedad con mayor contenido de B-glucanos se realizaron
extracciones con diferentes combinaciones de pH y temperatura (Figura 8), asi como

la cuantificacion de B-glucanos (Figura 9), la combinacion del tratamiento pH 9/50°C
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presentd una diferencia significativa ya que obtuvo el mayor porcentaje de extraccion
y de pureza evaluados entre todos los tratamientos y los tratamientos a una sola
temperatura, seguido de pH 9/45°C y pH 8/45°C (66.64, 62.30 y 57.70%,
respectivamente) y la combinacion con menor porentaje de extraccion fue a pH
7/40°C (9.64%) y el extracto con menor pureza de B-glucanos fue a la combinacion
pH 7/50°C (29.95%) seguida por los extracto a las combinaciones pH 7/40 y 45°C
(32.48 y 35.93%, respectivamente) (p<0.05).

80 mpH7

mpHS
70 aw

PUREZA (%)

40°C 45°C 50°C

TEMPERATURA

Figura 8. Porcentaje de extraccion de B-glucanos de la variedad Gaviota Libres Pue.
en diferentes combinaciones de pH (7, 8, 9 y 10) y temperatura (40, 45 y
50°C).

* La asignacion de diferentes letras indica diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05), de la

letra a-e representa la comparacié entre tratamientos y de w-z entre tratmientos a una misma

temperatura.

VERONICA ORTIZ MONROY 43



RESULTADOS Y DISCUSION

60 -
mpH7Y
a,w
mpHSB
50 pH9
mpH10
& 40
Q
)
=
(= 30 B
>
[}
E d,w
BE 20 1
ez
10 -
o -
40°C 45°C 50°C

TEMPERATURA

Figura 9. Cuantificacion de B-glucanos de los extractos obtenidos a las
combinaciones de pH (7, 8, 9 y 10) y temperatura (40, 45 y 50°C) de la
variedad Gaviota Libres Pue.

* La asignacion de diferentes letras indica diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05), de la
letra a-e representa la comparacion entre tratamientos y de w-z entre tratmientos a una misma

temperatura.

Temelli (1997) estudié como es afectada la extraccion y las propiedades funcionales
de B-glucanos de cebada por la temperatura y pH, encontrando que el mayor
porcentaje de pureza de B-glucanos (89.1%) fue a pH 7 y 55°C (p>0.05), similares a
estos fue a pH 7/40, 50°C y pH 8, 9/45°C. Por tanto los resultados obtenidos por
Temelli (1997) se contraponen con los encontrados en este estudio, puesto que al
aumentar el pH el contenido de B-glucanos aumento, con excepcion de la extraccion
a pH 10 donde el contenido de B-glucanos disminuyo a diferencia de sus resultados

en los cuales encuentra que al aumentar el pH disminuye el contenido de B-glucanos.

Por otro lado, en un estudio realizado por Symons y Brennan (2004), quienes

evaluaron el efecto del tratamiento sobre el rendimiento de fracciones de B-glucanos
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de cebada y la pureza de B-glucanos, encontraron que la mayor recuperacion de B-
glucanos fue en fracciones purificadas (59%), la menor eficacia de extraccion
alcanzada fue con tratamiento de agua (pH 7, 55°C) (47%) esto pudo ser resultado
de una division de B-glucanos por enzimas B-glucanasas, mientras que en las
fracciones de ebullicion (47.1%) y alcalino (39%), la menor eficacia de extraccion
puede ser atribuida a degradacion térmica y/o a la contaminacion de la harina o
despolimerizacion alcalina respectivamente. La division enzimética, la degradacion
térmica y despolimerizacion acido/alcalino que resulta en la pérdida de p-glucanos
también pueden causar pérdida de peso molecular, reduciendo las propiedades

funcionales del B-glucanos (Burkus y Temelli, 1998; Symons y Brennan, 2004).

El pH y a temperatura durante el proceso de extraccion tienen gran importancia, pues
las condiciones Optimas para la actividad de la B-glucanasa perece ser a pH neutro
(Symons y Brennan, 2004), lo cual explica por qué, en este estudio, la menor
recuperacion de B-glucanos fue a pH 7. Por otra parte, cabe mencionar que existe
una razon por la que no se obtuvo el 100% de B-glucanos de la harina integral, y es
gue existe una parte insoluble misma que no se extrae, porgue los extractos
obtenidos son solubles. Por otro lado, se ha recomendado mantener la temperatura
de extraccién por debajo de 55°C (20-50°C) para evitar la interferencia de la
gelatinizacion del almidén (Fastnaught, 2001).

7.3 COMPOSICION QUIMICA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL DE
EXTRACTOS DE B-GLUCANOS

Se determin6 la composiciéon quimica del extracto de B-glucanos (en base seca)
extraido a pH 9/50°C (Tabla 8).

Temelli (1997) determiné la composicion quimica de extractos de la variedad Condor
en distintas combinaciones de pH (7, 8, 9 y 10) y temperatura (40, 45, 50 y 55°C),
comparando la composicién quimica del extracto obtenido a pH 9/45°C se encontré

qgue el contenido de humedad fue de 3.7%, y de lipidos 0.41%, el contenido de
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almidon fue de 1.43%, la concentracion de B-glucanos fue de 81.99%, mientras que
el contenido de proteina fue de 6.16%. Con los resultados obtenidos en este estudio
cabe destacar que los valores de extracto etéreo fueron mayores (0.54%) con
respecto a los obtenidos por Temelli (1997), el contenido de humedad de igual
manera fue mayor (8.70%), sin embargo ellos obtuvieron mayor contenido de
almidon y concentracion de f-glucanos pero menor contenido de proteina
comparados con las concentraciones que se obtuvo en este extracto, y sobre todo
cabe mencionar que se obtuvo un alto contenido de cenizas (6.75%) y esto debido
probablemente a la utilizacion de harina integral para la extraccién de 3-glucanos, por

tanto el salvado contribuye al incremento en el contenido de cenizas.

Tabla 8. Composicion quimica del extracto de B-glucanos de la variedad Gaviota

Libres Puebla (pH 9, 50°C).

Componente %
Cenizas 6.76 £ 0.40
Extracto Etéreo 0.55 + 0.07
Proteinas 16.63 £ 0.02
B-Glucanos 66.64 + 0.29
Almidén 0.88 + 0.40
Humedad 8.7 +£0.09

7.3.1 Viscosidad

De igual manera se le determind la viscosidad al extracto obtenido a pH 9/50°C
(Figura 10) en el cual se observa un comportamiento no Newtoniano, mostrando
pseudoplasticidad, es decir, a mayor fuerza aplicada menor viscosidad. En un
estudio realizado por Wood et al. (1989) y Batty (1995) demostraron el
comportamiento pseudoplastico de soluciones de goma de avena y cebada. Por otra

parte, Lambo et al. (2005) determinaron la viscosidad de aislados de fibra fermentada
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de concentraciones de avena y cebada, encontrando que todos mostraron un

comportamiento pseudoplastico.

Se ha reportado que el peso molecular de los polimeros es una de las principales
propiedades que determinan su viscosidad, es decir el peso molecular es
directamente proporcional a la viscosidad, el peso molecular de B-glucanos va de
0.19 — 3.3 x 10° Da. Similarmente, la viscosidad de harinas de B-glucanos solubles es
afectada por el contenido de B-glucanos solubles, la actividad de la B-glucanasa y el

peso molecular de B-glucanos (Knuckles et al., 1997; Pins y Kaur, 2006).
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Figura 10. Viscosidad del extracto de B-glucanos de la variedad Gaviota libres Puebla
(pH 9, 50 °C).

El incremento en el contenido de pB-glucanos y almidon con temperatura de
extraccién puede ser responsable de tal comportamiento de viscosidad, teniendo un

comportamiento no Newtoniano (Temelli, 1997).

La viscosidad del grano integral o de extractos de harina de cebada ha sido utilizada

como un indicador del contenido de B-glucanos (Fastnaught, 2001). Schwarz y Lee
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(1995) produjeron un aislado puro de B-glucanos (90%), el cual tuvo una viscosidad

estable y mostré propiedades pseudoplasticas.

7.3.2 Capacidad de gelificacion

En cuanto a la formacion de geles se encontr6 que la concentracion del 6% (p/v)
mostrdé mayor resistencia a la penetracion y la concentracion de 5% (p/v) resulté ser
MAas suave Yy por tanto tuvo menor resistencia a la penetracion, la concentracion de
55 % (p/v) parece estar en medio de las dos concentraciones mencionadas
anteriormente (Figura 11), sin embargo, las concentraciones 5.5 y 6% (p/v) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). La Fig. 11 muestra
dos picos de fuerza-deformacién y dos picos negativos, para fines de este estudio el
factor de interés es el primer pico positivo, puesto que éste es el que determina la
fuerza de penetracion aplicada a los extractos de B-glucanos. Doublier y Wood
(1995) reportaron que las gomas de avena hidrolizadas mostraron comportamiento
como de gel y especularon que la alta viscosidad de las gomas de avena puede
prevenir la gelificacion. Por lo tanto, una mayor viscosidad de los extracto de -
glucanos pudiera tener un efecto retardador sobre la gelificacion. De igual manera en
un estudio realizado por Burkus y Temelli (1999) muestran que para una apropiada
gelificacion se debe tener una baja viscosidad y un alto contenido de B-glucanos (>
70% en base seca). Por lo tanto, podemos concluir que la pureza y la viscosidad del
extracto de pB-glucanos afecta el comportamiento de la gelificacion y que una mayor

viscosidad de los extractos también puede interferir en la gelificacion.
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Figura 11. Capacidad de Gelificacion del extracto de pB-glucanos de la variedad

-20

Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) en tres concentraciones distintas.

7.3.3 Capacidad de emulsién

Las emulsiones formadas por los extractos de B-glucanos (pH 9/50°C), mostraron
que la mayor capacidad de emulsion se obtiene a una concentracion de 30 mg de
extracto de B-glucanos por cada 60 mL de aceite, emulsionando hasta 19.58 mL de
aceite, seguido por la concentracion de 20 mg la cual emulsiona hasta 12.5 mL
aceite, y la menor emulsién se produjo con 10 mg de extracto de B-glucanos (1.08
mL de aceite) y las cuales se muestran a continuacion (Figura 12). Temelli (1997)
realizé un estudio donde evalla la estabilidad de emulsion la cual fueron estables en
un 63.4% después de la centrifugacion (pH 7, 55°C). Las combinaciones de altas
temperaturas y alto pH tienden a disminuir la estabilidad de la emulsion. Los
polisacaridos contribuyen a la estabilidad de emulsion, principalmente por el
incremento de viscosidad de la fase acuosa. Estos polisacaridos no interactlian con

la fase hidrofébica.
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Figura 12. Capacidad de emulsion del extracto de B-glucanos de la variedad Gaviota
Libres Pue. (pH 9, 50°C), en tres diferentes pesos (10, 20 y 30 mg)
(P<0.05).

7.3.4 Capacidad y estabilidad de espuma

Con respecto a la formacion de espuma encontramos que la concentracion de 3%
(p/v) de extracto de B-glucanos, pudo formar hasta 40.33 mL de espuma en un
volumen total de 50 mL de agua (p<0.05), seguida por la concentracién 2.5% (p/v) y
finalmente 2% (p/v) (27.67 y 23.33 mL, respectivamente) (Figura 13). Aunado a ello
la concentracion que presenta mayor estabilidad de espumado, después de 2 hrs del
batido, fue a 3% (p/v) teniendo una estabilidad de hasta el 50% (p<0.05) con
respecto al volumen inicial, seguido de la concentracion a 2.5% y finalmente 2% (p/v,
47.00 y 42.87 %, respectivamente) como se muestra en la figura 14.

Los polisacaridos son importantes tanto para la estabilidad de espumas como en la
estabilidad de emulsiones, principalmente por que incrementan la viscosidad de la
fase acuosa. Estos no interactian con la fase hidrofébica ya que no son verdaderos
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surfactantes. La fusion de burbujas de aire y gotitas de aceite en sistemas de
espuma y emulsion, respectivamente, es impedida por una fase acuosa. Sin
embargo la correlacion no es directa entre la viscosidad y la capacidad estabilizadora
de espumado y emulsion. Otros componentes en las gomas (almidon, pentosas y
proteinas) también contribuyen a la estabilidad. Las proteinas de los extractos
obtenidos en condiciones de bajo pH y bajas temperaturas puede que tengan mejor
funcionalidad que aquellos que se obtienen a alto pH y altas temperaturas. Estas
proteinas pueden tener una contribucién significativa a la formacion y estabilidad de

espumado (Temelli, 1997).
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Figura 13. Capacidad de formacibn de espuma (mL) en tres distintas
concentraciones (2, 2.5 y 3% p/v) de extracto de B-glucanos de la
variedad Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) (P< 0.05).
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Figura 14. Estabilidad de espuma después de 2 hrs del batido en tres
concentraciones diferentes (2, 2.5y 3% p/v) de extracto de B-glucanos de

la variedad Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) (P< 0.05).

7.3.5 Capacidad de retencion de agua (CRA)

La siguiente figura muestra la CRA, en este estudio se encontr6 que una
concentracion de 800 mg de extracto de B-glucanos (todas las concentraciones
hidratadas con 15 mL de agua) es capaz de incrementar hasta un 287.41% su peso
con respecto al peso inicial del extracto, reteniendo 3.09 g de agua/g peso seco
(p<0.05), en segundo lugar esta la concentracion de 500 mg de extracto la cual
retuvo 1.77 g de agua/g peso seco y por ultimo la concentracién de 300 mg de
extracto retuvo 1.02 g de agua/g peso seco. Symons y Brennan (2004) determinaron
qgue el tratamiento de extraccion afecta significativamente la CRA de fracciones de
fibora de B-glucanos de cebada. Las fracciones purificadas mostraron mayor CRA
(8.37 g/g peso seco). La menor capacidad de retencién de agua fue mostrada por las
fracciones alcalinas (6.41 g/g peso seco) esta diferencia en la CRA ha mostrado ser
relativa para la cantidad de fibra soluble e insoluble dentro del modelo del gel.
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Figura 15. Capacidad de retencion de agua (CRA) en tres diferentes pesos (300, 500

y 800 mg) de extracto de B-glucanos de la variedad Gaviota Libres Pue. (pH

9/50°C) (P< 0.05).

El consumo de B-glucanos de cebada en la dieta tiene efectos benéficos en la salud,
teniendo un papel de prebidtico, las investigaciones realizadas hasta el momento
parecen poner de manifiesto que la incorporacion a la dieta de compuestos
prebidticos aumenta el numero de bifidobacterias en el colon. Asi como también
ayuda a disminuir los niveles de colesterol en sangre, disminuye la intolerancia a la
glucosa y la resistencia a la insulina, a prevenir cancer de colon y enfermedades
cardiovasculares, entre otras. Estos efectos benéficos en la salud son atribuidos
principalmente a la viscosidad de los extractos asi como a la capacidad de retencion

de agua.
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8. CONCLUSIONES

» La variedad con mayor contenido de B-glucanos resulto ser la variedad Gaviota
Libres Puebla.

» La mejor combinacion de extraccion y pureza de B-glucanos fue a pH 9/50°C,
con una pureza del 66.64% (en base seca).

> El extracto de B-glucanos obtenido a pH 9/50°C, tiene altos niveles de proteina y
ceniza, resultado de haber utilizado harina integral para la extraccion de B-
glucanos.

> El extracto obtenido bajo condiciones de pH 9/50°C mostr6 tener un
comportamiento pseudopléastico, lo que da como resultado la formacién de geles
suaves.

» Dichos extractos mostraron tener buena capacidad de espuma (40 mL de
espuma) y una estabilidad maxima del 50% después de 2 hrs de batido.

> Por otra parte tiene una capacidad maxima de emulsion de 19.58 mL por cada

60 mL de aceite, asi como una CRA maxima de 3.09 g/g peso seco.

I —
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9. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Recomendaciones:

» Determinar como afecta la temperatura y pH a la extraccion de los B-glucanos.

» Determinar la relacion entre el peso molecular de los pB-glucanos y sus
propiedades funcionales.

» Caracterizar todos los extractos de las diferentes combinaciones de pH y
temperatura para poder compararlos entre ellos y sacar datos mas
reproducibles.

> Extraer los B-glucanos insolubles y caracterizarlos.

> Evaluar si existe activacion de la enzima pB-glucanasa durante la extraccion.

» Evaluar el efecto fisiolégico de los extractos B-glucanos in vivo

Perspectivas:

Los cereales juegan un papel primordial en la alimentacion humana, representando
el 73% de la produccion total de alimentos en mundo, proporcionando fibra dietética,
proteinas, energia, minerales, y vitaminas requeridas para mantener la salud. Surge
el interés en el disefio de alimentos funcionales para mejorar la salud y el bienestar
de los consumidores, asi como reducir el riesgo de enfermedades crénico
degenerativas. De ahi la evaluar a los B-glucanos como un aditivo en alimentos e
incluso elaborar un tipo de alimento (ejemplo barras de cebada con p-glucanos) que
los incluyan y evaluar sus propiedades fisiolégicas en pacientes con alguna

patologia.

En especifico, se ha comprobado que la ingesta de B-glucanos tiene diversos efectos
benéficos en la salud, representando una alternativa en la prevencion y tratamiento
de algunas patologias. Se ha reportado su efecto preventivo en algunos canceres

(principalmente de colon), debido a la inhibicién de ciertos cancerigenos. Asi como
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también en la disminucién de glucosa y colesterol en sangre, en la prevencion y
tratamiento de estrefiimiento y de enfermedades cardiovasculares.

Por otro lado también seria interesante investigar si por medio de alguna reaccion
enzimatica es posible optimizar la extraccion de B-glucanos de cebada puesto que

hasta el momento no hay reportes de que ya se haya hecho.
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ANEXO0S

ANEXOS

1. Avance de siembras y cosechas de cebada en el ciclo primavera-verano

en el afio 2008.

PRODUCCION AGRICOLA

Ciclo: Primavera-Verano 2008

Modalidad: Temporal

CEBADA
GRANO

Ubicacion

COAHUILA
DURANGO
GUANAJUATO
HIDALGO
JALISCO
MEXICO
OAXACA
PUEBLA

QUERETARO
SAN LUIS
POTOSI

TAMAULIPAS
TLAXCALA
VERACRUZ
ZACATECAS

Fuente:

Sup. Sembrada

(Ha)
1,200.00
1,890.00
15,522.00
118,601.13
3,197.00
39,001.70
240
33,350.22
193

8,725.00
275
38,927.50
820

19,691.00
281,633.55

SAGARPA.

Sup.
Cosechada

(Ha)
600
1,850.00
14,722.00
113,025.13
3,197.00
38,501.70
240
31,489.33
193

7,000.00
252
38,236.50
820

19,646.00
269,772.66

2008

Sup.
Siniestrada
(Ha)
600
40
800
5,576.00
0
500
0
1,860.89
0
1,725.00
23
691
0
45
11,860.89

Produccion

(Ton)
492
3,638.30
20,171.50
241,174.44
3,373.45
62,767.33
197.63
79,811.55
354

5,600.00
428.4
90,128.29
1,439.00

38,794.00
548,369.89

Rendimiento
(Ton/Ha)

0.82
1.97
1.37
2.13
1.06
1.63
0.82
2.54
1.83

0.8
1.7
2.36
1.76

1.98
2.03

PMR
($/Ton)

1,500.00
3,234.18
2,802.29
3,099.95
2,016.79
4,090.25
4,057.61
2,771.34
2,489.83

4,180.00
1,200.00
3,732.47
2,671.92

2,856.50
3,242.43

Valor Produccién

(Miles de Pesos)

738
11,766.90
56,526.30

747,628.80
6,803.54
256,734.21
801.9
221,184.70
881.4

23,408.00
514.08
336,400.98
3,844.90

110,815.25
1,778,048.97
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2. RESULTADOS ESTADISTICOS

Tabla 9. Molienda de las diferentes variedades de los estados de Hidalgo y

Puebla.
VARIEDAD % SEMOLA | % HARINA | % SALVADO
Adabella Libres Pue. 46.9 24.1 29.0
Gaviota Libres Pue. 58.4 20.8 20.8
Esmeralda Libres Pue. 46.5 22.6 30.9
Adabella Coatlalco Hgo. 55.6 19.3 25.1
Esmeralda Apan Hgo. 43.2 26.5 30.3
IC_|5(\z;1(\)/iota El llano Almoloya 456 25 4 290

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

Tabla 10. % de B-glucanos de harina-sémola, salvado y grano entero de las

diferentes variedades de los estados de Hidalgo y Puebla.

% DE B-GLUCANOS

Almoloya Hgo.

VARIEDAD ,

HARINA/SEMOLA | SALVADO GRANO ENTERO
Gaviota Libres Pue. 3060020 | 1.25£0.039 | 3.0633  0.0208°
Esmeralda Apan Hgo. 1670028 | 1.11£0.012 | 1.6700 + 0.0361°
Gaviota El llano 2.37+0.048 | 1.01+0.019 | 2.3733+0.3004°

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05
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Tabla 11. Porcentaje de extraccion de la variedad Gaviota Libres Pue. en distintas

combinaciones de pH y temperatura.

pH 40°C 45°C 50°C
7 9.6467 + 0.0208° 14.3833 + 0.0252° 23.3600 + 0.0300°
8 11.2033 + 0.0231° 13.9800 + 0.0400° 37.3833 + 0.0153°
9 19.7467 + 0.0115° 26.4167 + 0.0306° 52.1000 + 0.02002
10 19.3267 + 0.0115¢ 24.6467 + 0.0058° 17.7267 + 0.0252°

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

Tabla 12. Cuantificacion de B-glucanos de los extractos obtenidos a diferentes

combinaciones de pH y temperatura de la variedad Gaviota Libres Pue.

pH 40°C 45°C 50°C
7 29.6572 + 0.0306° 32.8040 + 0.0361° 27.3443 + 0.0265°
8 39.4446 + 0.0252° 57.7016 + 0.0265° 40.8141 + 0.0208"
9 48.4833 + 0.0351° 62.3032 + 0.0365" 66.6485 + 0.0493%
10 51.8310 + 0.0917° 47.5551 + 0.0473° 48.4011 + 0.0306°

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

Tabla 13. Capacidad de gelificacion del extracto de B-Glucano de la variedad
Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) en tres distintas concentraciones (5,
5.5y 6% p/v).

B-GLUCANOS GELIFICACION
(mg) FUERZA (g9)
5 37.4450 + 0.2051°
5.5 39.5650 + 0.45962
6 40.1900 + 0.1980?

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

I —
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Tabla 14. Capacidad de emulsion del extracto de B-Glucano de la variedad
Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) en tres pesos distintos (10, 20 y 30
mg/60 mL aceite).

B-GLUCANOS CAPACIDAD DE

(mg) EMULSION (mL)
10 4.7222 + 0.3928°
20 8.3333 + 0.0000°
30 13.0556 + 0.39282

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

Tabla 15. Capacidad de formacién de espuma del extracto de B-Glucano de la
variedad Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) en tres distintas

concentraciones (2, 2.5y 3% p/v).

CAPACIDAD DE ESPUMA
% M/V
(mL)
2 23.333 + 0.5774°
25 27.667 + 0.5774°
3 40.333 + 0.57742

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

Tabla 16. Estabilidad de espuma después de 2 hrs del batido del extracto de j-
Glucano de la variedad Gaviota Libres Pue. (pH 9, 50°C) en tres

concentraciones distintas (2, 2.5y 3% p/v).

ESTABILIDAD DE ESPUMA
% M/V
(%)
2 42.8767 + 1.0450°
25 47.0033 + 0.9930°
3 50.4067 + 0.7044%

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05
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Tabla 17. CRA del extracto de B-Glucano de la variedad Gaviota Libres Pue. (pH
9,50°C) engy %.

) CAPACIDAD
B-GLUCANOS | RETENCION DE ]
AGUA (@) RETENCION DE

m

(me) J AGUA (%)
300 1.0272 + 0.01952 | 242.4111 + 0.0159°
500 1.7774 + 0.0431° | 255.4733 + 0.0352"
800 3.0993 + 0.0292° | 287.4125 + 0.02392

Diferencia con prueba de ANOVA p< 0.05

w

REACTIVOS UTILIZADOS EN EL DISENO EXPERIMENTAL

Acido Acético Glacial (HC,H30,): J.T Baker, México.

Acido Bérico (H3BOs3): Quimica Meyer, México.

Acido Clorhidrico (HCI): Mallinckrodt, México.

Acido Sulfarico (H,SO,): J.T Baker, México.

Carbonato de Sodio (Na,CO3): J.T Baker, México.

Etanol (99.9%): Reyma Merck, Pue. México.

Eter de Petroleo: Quimica Meyer, México.

Hidroxido de Sodio (NaOH): J.T Baker México.

Ortofosfato de Sodio Dihridrogenado Dihidratado (NaH,PO42H,0): J.T

Baker, México.

VvV V.V V V V V V V¥V

» Paguete enzimatico para determinar almidén: Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
EU.

» Paquete enzimético para determinar B-Glucanos de cebada: Megazyme

International, Wicklow, Ireland.
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1. EQUIPOS UTILIZADOS.

AGITADOR BALDOR ELECTRIC
Industrial Motor (E.U).

MOLINO DE LABORATORIO
(CHOPIN CD1, Francia).

HORNO

Modelo AS2035, Scorpion Scientific, EU.

BALANZA ANALITICA
Modelo EP213C, Explorer Pro.

BANO CON AGITACION HORIZONTAL
Modelo A12050, Scorpion Scientific, EU

ESPECTROFOTOMETRO
Modelo 6405, Barloworld Scientific Ltd, EU
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DIGESTOR
Modelo TR, Kjeldatherm, Gerhardt GmbH &

Co., Kdnigswinter, Alemania

EQUIPO DE DESTILACION
Modelo VAP 50, Vapodest, Gerhardt GmbH
& Co., Kdnigswinter, Alemania

MUFLA
Modelo FD1535M, Barnstead/Thermolyne, EU

VISCOSIMETRO
Modelo DV-E, Brookfield Ingineering
Laboratories, Inc. EU

BANO DE CALENTAMIENTO

EQUIPO SOXHLET

Modelo 1225, Sheldon Manufacturing, Inc. EU

VERONICA ORTIZ MONROY

68





