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RESUMEN

RESUMEN

La cebada forrajera (Hordeum vulgare) es una planta de cultivo anual, presenta un
contenido de fibra dietética importante, especialmente soluble, representado
principalmente por los B-glucanos. El objetivo del presente estudio fue desarrollar y
caracterizar un pan fermentado tipo bolillo adicionado con harina de cebada forrajera
por un método convencional con el fin de obtener un producto con alto contenido de
B-glucanos y adecuadas caracteristicas sensoriales. La investigacion se realizdé en
tres etapas, la primera la obtencion de la harina de cebada y una caracterizacién de
las harinas. La elaboracion de las formulaciones de pan de 100 % trigo (PT), 50 %
trigo/ cebada (P50), 25 % trigo/ 75 % cebada (P75), 100 % cebada (P100), 90 % de
harina de cebada adicionada con gluten (10 %) (P90); realizdndose la caracterizacion
de los panes (analisis quimico proximal, fibra dietética total, B-glucanos, cloruros de
sodio, analisis estructural de miga y dimensiones del producto). Finalmente se realizo
la evaluacion sensorial y pérdida de peso durante 48 horas de almacenamiento. Se
obtuvo una harina integral de cebada con un rendimiento de 90.92 %, mostrando un
mayor porcentaje de humedad (13.25 %), cenizas (1.52 %), proteinas (10.66 %),
grasas (1.98 %), fibra dietética total (12.29 %) y B-glucanos (5.71 %) en comparacion
con la harina de trigo. Las muestras de pan con mayor porcentaje de harina de
cebada (P100 y P90) tuvieron mayores porcentajes de ceniza (2.38 % y 2.34 %),
proteina ( 13.53 % y 16.86 %), fibra dietética total (13.97 % y 13.30 %) y B-glucanos
(4.68 % y 4.60 %); sin embargo, la adiccion de la cebada impactd negativamente en
las dimensiones del producto y en la formacion de la estructura de la miga ya que el
PT mostré las mejores caracteristicas; observando cambios igualmente en los
atributos de sabor y textura, por otro lado la adicion de gluten mejoré las
caracteristicas antes mencionadas. En conclusion esta variedad de cebada obtuvo
un alto rendimiento, aumentando el porcentaje de cenizas, proteina, fibra y G-
glucanos en el pan mejorando la composicion nutricional, sin embargo la adicion
afecto la estructura de la miga y los atributos de sabor y textura, por lo que podria ser

un alternativa para aumentar el consumo de fibra total y 8-glucanos en la poblacion.

Palabras clave: B-glucanos, cebada, harina, pan, miga.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Forage barley (Hordeum vulgare) is an annual crop plant, it has an important dietary
fiber content, especially soluble fiber, mainly by B-glucans. The objective of the
present study was to develop and characterize a fermented bolillo type bread added
with forage barley flour by a conventional method in order to obtain a product with a
high content of (B-glucans and adequate sensory characteristics. The investigation
was carried out in three steps, the first obtaining barley flour and a characterization of
the flours. The elaboration of bread formulations of 100% wheat (PT), 50 % wheat /
barley (P50), 25 % wheat / 75 % barley (P75), 100 % barley (P100), 90 % barley with
gluten added (10 %) P90; performing the characterization of the breads samples
(proximal chemical analysis, total dietary fiber, B-glucans, sodium chlorides, crumb
structure analysis and product dimensions). Finally, sensory evaluation and weight
loss were performed during the 48 hours of storage. Integral barley flour was obtained
with a yield of 90.92 %, showing a higher percentage of moisture (13.25 %), ashes
(1.52 %), proteins (10.66 %), fats (1.98 %), total dietary fiber (12.29 %) and B-glucans
(5.71 %) compared with wheat flour. The bread samples with the highest percentage
of barley flour (P100 and P90) had higher percentages of ashes (2.38 % and 2.34 %),
protein (13.53 % and 16.86 %), total dietary fiber (13.97 % and 13.30 %) and -
glucans (4.68 % and 4.60 %); however, the addition of barley had a negative impact
on the dimensions of the product and on the formation of the crumb structure, since
showing on the flavor and texture attributes, on the other hand the addition of gluten
improved the previous characteristics. In conclusion, this variety of barley showed a
high yield, increased the percentage of ashes, protein, fiber and B-glucans in the
bread improving the nutritional composition, the addition affected the crumb structure
and the attributes of flavor and texture so it could be an alternative to increase the

consumption of total fiber and B-glucans in the population.

Keywords: B-glucans, barley, flour, bread, crumb.

W;]fa Gabriela Cruz @rte:ya 2



MARCO TEORICO

1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades de la cebada forrajera

Los cereales forman parte de la familia de las plantas gramineas y se cultivan para
recolectar el grano que producen. Historicamente ha sido una de las principales
fuentes de alimentacion de la humanidad, formando incluso parte de la cultura de
cada pueblo ya que el cultivo de algun cereal especifico se daba por las

caracteristicas del territorio y clima (Dorwin, 2008; Arranz-Otaegui et al., 2018).

Hace 12.000 6 14.000 afios, los primeros agricultores comenzaron a sembrar y
seleccionar las semillas de trigo y cebada en base a su tamafio y su facilidad de
manejo. Poco a poco, estos fueron extendiendo estas semillas por toda Asia
occidental y central, Europa y el norte de Africa (Heinrich y Reinhart, 2007). Durante
épocas muy antiguas se prefirid la cebada, debido a su facil cultivo, de hecho, se
sabe que la cebada estaba intimamente ligada a los ritos religiosos y celebraciones
del antiguo Egipto, donde se usaba como ofrenda a los dioses y en funerales. Con la
aparicion del trigo y su distribucion en todo el mudo, fue sustituido el uso de la
cebada por el trigo debido a que presentd mejores caracteristicas sensoriales en la
elaboracion del pan (Dorwin, 2008; Arranz-Otaegui et al., 2018), ademéas de que
muestra un mayor rendimiento y mayores aplicaciones tecnolégicas e industriales
(Greene, 2003).

La cebada forrajera (Hordeum vulgare) es una planta monocotileddnea,
perteneciente a la familia de las Poaceae, tribu Triticeae, de cultivo anual, es un

cereal de gran importancia para el consumo humano (Newman y Newman, 2008).

Este cereal (Hordeum vulgare) es originario de Asia occidental y Africa nororiental
desciende de la cebada silvestre (Hordeum spontaneum), se piensa que fue una de

las primeras plantas domesticadas en la agricultura (Newman y Newman, 2008).

Es un cereal considerado como revestido, ya que presenta una capa llamada gluma
gue protege a la caridpside, es muy versétil, se adapta a terrenos poco fértiles, a

distintas alturas y a diversas condiciones de humedad, tiene la peculiaridad de

W;]fa Gabriela Cruz @rte:ya 3



MARCO TEORICO

presentar un alto contenido de B-glucanos, el cual esta determinado por condiciones
geo-climaticas (INIFAP, 2010; Pizzarro et al., 2014) y especialmente el calor y sequia
durante la maduracion del grano, producen un incremento en los niveles de -

glucanos (Andersson et al., 1978; Volman et al., 2010).

1.2. Produccién de cebada en México

La produccidon de cebada en México dado por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), informo que durante
el 2017, aument6 un 33.4 % ocupando el primer lugar internacional de
comercializacion, también sefiala que Hidalgo es el segundo estado con mayor
produccion de este cereal, por otro parte se registra que del total de produccion la
mayoria es cebada maltera, sin embargo, el 20 % de la produccion es de cebada
forrajera en el estado, ademas SAGARPA (2017) reconoce que este tipo de cebada
es muy recomendable para el consumo humano por sus propiedades terapéuticas y
nutricionales, con gran aporte de proteina pero bajo contenido de gluten. También el
pais y estado siguen generando nuevas estrategias para aumentar la produccion y
calidad de este cereal (SAGARPA, 2017).

1.3. Taxonomia y morfologia

Existen muchas variedades de cebada, todas se caracterizan por presentar tallos
huecos en forma de cafa que nacen de raices fasciculadas (Figura 1 A). Al final de
cada tallo, se desarrolla una inflorescencia en forma de espiga donde se formaran los
granos de cebada. Cada espiga costa de un eje principal o raquis sobre las que se
distribuyen lateralmente las glumas que nacen directamente del raquis (Figura 1 B)

(Newman y Newman, 2008).

El grano de cebada presenta tres estructuras principales: el salvado, endospermo y
el germen. El fruto de cebada se considera un grano revestido, por lo que posee
glumas o glumillas, es decir, una envoltura que no forma parte de la cariopside sirve
de proteccidn para el grano; se utiliza para la alimentacion humana, como materia
prima para la alimentacién animal, la obtencién de la malta, la fabricacion de cerveza
y en la elaboracion de whisky (UNAM, 2013).

W;]fa Gabriela Cruz @rte:ya 4



MARCO TEORICO

Debajo de las glumillas se encuentran los verdaderos tegumentos del grano, el
salvado que estad compuesto del tegumento exterior denominado pericarpio, testa y la
capa hialina; tegumentos que estdn formados por varias capas de células.
Estructuras que son eliminadas normalmente durante la limpieza, acondicionamiento
y molienda, estas capas son caracterizadas por presentar un alto contenido de fibra 'y
cenizas, ademas de conferir el color caracteristico de algunos granos (Newman y
Newman, 2008; Blandino et al., 2015).

El endospermo estda compuesto por la capa de aleurona y el endospermo
almidonoso; cuya funcién principal de la aleurona es ser la fuente de enzimas
durante la germinacion, aportando nutrientes como vitaminas, minerales, proteinas.
En el caso del endospermo representa alrededor del 76% del grano, ademas de ser
la reserva de nutrientes para la germinacion, aportando principalmente almidon (Fan
et al., 2019).

En relacion al germen esta compuesto por el embrién y escutelo, estructura que
almacena nutrientes para el embridn, se caracteriza por su alto contenido de aceite,

azucares solubles y ceniza (UNAM, 2013).

W;]fa Gabriela Cruz @rte:ya 5
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Figura 1. Morfologia y taxonomia de la cebada.

Figura 1 A) Espiga de especies Hordeum distichum L. (de dos hileras) y Hordeum vulgare L. (de seis hileras). B)
Partes de la planta de cebada. Izquierda: raices, tallo, hojas. Centro: el ndcleo del gano. Superior derecha:
Cabeza y brazo de la espiga. Inferior derecha: espiga. C) Partes del grano de cebada. Adaptado de: Newman y

Newman, 2008; UNAM, 2013.
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MARCO TEORICO

1.4. Composicion nutrimental de la cebada

La cebada contiene hidratos de carbono, proteinas, grasas, fibra, minerales (Tabla
1), donde destacan aminoacidos como la lisina, leucina, fenilalanina y valina
(Holopainen-Mantila, 2015); en relacion a los acidos grasos son insaturados
principalmente oleico, linoleico, acido palmitico que es principal acido graso saturado
(Serna, 2013), ademas de la presencia de minerales como el potasio, magnesio,
fésforo, hierro, azufre, cobre, cinc, manganeso, cromo, selenio, yodo, molibdeno
principalmente, vitaminas del grupo B, tiamina, riboflavina, acido félico, niacina y
piridoxina (Serna, 2013; Holopainen-Mantila, 2015); cuando se conserva el salvado
tras la molienda, se considerar integral el cual tiene mayor contenido de nutrientes,
ya que contiene mas partes de la periferia de la cariépside (Newman y Newman,
2008).

Tabla 1. Composicion tipica de la cebada (g/Kg)

Grano entero sin

Componente Harina
gluma
Carbohidratos 81.4 60.9
Almidén 58.2 57.9
AzUcares 3.0 2.3
Fibra 20.2 0.7
Proteinas 13.7 9.2
Lipidos 2.2 1.7
Ceniza 2.7 1.2

Adaptado de: Newman y Newman 2008

La cebada es un cereal con un adecuado contenido de fibra; especialmente soluble,
el cual esta representado principalmente por los B-glucanos, con concentraciones de
2-20 g por 100 g de peso seco. Estas variaciones depende del cultivar y de factores
abidticas (Newman y Newman, 2008). Los B-glucanos estan distribuidos en toda la
aleurona y endospermo como componente estructural de la pared celular en la

mayoria de la cebada (Bacic et al., 2009).

Wt‘z’]fa Gabriela Cruz @rte:ya 7



MARCO TEORICO

1.4.1. Fibra dietética

La fibra dietética se reconoce como un elemento importante para la nutricion sana.
No existe una definicion universal ni tampoco un método analitico que mida todos los
componentes alimentarios que ejercen los efectos fisiologicos de la fibra. Se podria
indicar que la fibra es una sustancia de origen vegetal, hidratos de carbono o
derivados de los mismos excepto la lignina que resisten la hidrdlisis por las enzimas
digestivas humanas, llegan intactos al colon donde algunos son hidrolizados y
fermentados por la microbiota colénica (Escudero y Gonzalez, 2006; Nicklas et al.,
2011; Miller, 2014).

La ingesta diaria recomendada de fibra dietéticas es de 25-30 g al dia (Dietary
Guidelines for Americans 2015; FAO/OMS 2018). De acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-043-SSA2-2012) la fibra dietética es la parte comestible de las
plantas o hidratos de carbono analogos resistentes a la digestion y la absorcion en el
intestino delgado humano y que sufre una fermentacion total o parcial en el intestino
grueso. En Meéxico, los adultos consumen entre 16 y 18 g de fibra al dia, una
cantidad mucho menor a la recomendada, de ahi la importancia de aumentar el

consumo de la fibra dietética (Secretaria de Salud, 2016).

La fibra dietética puede ser clasificada de acuerdo a su solubilidad en agua como
solubles e insolubles y sus propiedades y efectos fisioldgicos estan determinados
principalmente por las proporciones que guardan estas dos. En relacion a la fibra
solubles se encuentra la siguiente clasificacion: celulosa, B-glucanos, hemicelulosa,

gomas, mucilagos, pectinas y analogos (Escudero y Gonzalez 2006; Miller, 2014).

Los B-glucanos son un tipo de fibra soluble a los cuales se le han atribuido multiples
funciones biologicas sobre la glucemia, niveles de insulina, colesterol y la inmunidad
(Andersson et al., 2009).

1.4.2. B-aglucanos

Los B-glucanos son polisacaridos lineales de glucosa unidos a traveés de enlaces (-

(1—3) y B-(1—4) y que pueden presentar ramificaciones (Lazaridou y Biliaderis,

W;]fa Gabriela Cruz @rte:ya 8



MARCO TEORICO

2007). Estos polisacaridos se clasifican dentro de la fibra dietética soluble, no son

digeribles en intestino delgado por la falta de enzimas pancreaticas (Wood, 2007).

Cereales como la cebada y la avena son reconocidos como buenas fuentes de (-
glucanos, pero también se pueden encontrar en algas, hongos y levaduras, por lo

que la fuente de origen determinara los efectos fisiologicos (Pizzarro et al., 2014).

Aquellos provenientes de cereales se les ha atribuido propiedades beneficiosas de
tipo metabolico (Pizzarro et al., 2014). Sus propiedades parecen estar relacionadas
con su peso molecular, estructura quimica y caracteristicas reoldgicas, las cuales

pueden variar segun el origen del 8-glucanos (Volman et al., 2010).

Los B-glucanos de avena y cebada (Figura 2 A) estdn compuestos de cadenas no
ramificadas con enlaces 8 (1—3) y B8 (1—4), mientras que los B-glucanos de
levaduras y hongos (Figura 2 B), estan compuestos de cadenas de glucosa unidos
por enlaces B (1—3) y cadenas laterales unidas por enlaces 8 (1—6) (Volman et al.,
2010).

A) B-glucano de cereal o )
o .0
OH
CH,OH LOH
0 v L0 O
OH
CH;0H OH
o 0 OH
OH OH
CH,0H OH
o_ 0 B-(1,4) D-glucosa B-(1,3) D-glucosa
o oOH OH
B-(1,4) D-glucosa

B-(1,4) D-glucosa

B) B8-glucano de levadura S

I

| —. 00— 0
Al ‘ g > o ¢ B-(1,6) D-glucosa
OH OH

OH OH

OH OH
OH

B-(1,3) D-glucosa B-(1,3) D-glucosa

B-(1,3) D-glucosa
Figura 2. Estructura de B-glucanos de cereal y levadura.

Figura (2 A) y de levadura (2 B). (A): Unidades poliméricas de [-(1-4)-D-glucopiranosil B-(1-3)-D-
glucopiranosil. (B): Unidades poliméricas de B-(1-3)-D-glucopiranosil con ramificaciones en [-(1-6).
Adaptado de: Volman et al., 2010.
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Los pB-glucanos se encuentran concentradas en las paredes celulares del
endospermo, cuyo desarrollo es dependiente de las condiciones geoclimaticas;
estas, por lo tanto, inciden en el contenido de B-glucanos del cereal. Este es regulado
por la enzima p-glucanos endohidrolasa (1—3, 1—4), también conocida como
liguenasa o 1—3, 1—-4 B-glucanasa, cuya funcion es promover la degradacion de la
pared celular del endospermo durante la germinacion (Newman y Newman, 2008).
Entre los cereales que poseen mayor contenido de B-glucanos (en g por 100 g de
peso seco), esta la cebada (2-20 g, con 65 % hidrosoluble), seguida por la avena (3-
8 g, con 82 % hidrosoluble), otros cereales también lo contienen, pero en cantidades

mucho menores (Bacic et al., 2009).

Las propiedades funcionales de los B-glucanos, han sido atribuidas en particular al
hecho que forman soluciones viscosas en solucion acuosa (Pizzarro et al., 2014).
Esta viscosidad hace que los B-glucanos retrasen el vaciamiento gastrico, e
interfieran con el contacto entre las enzimas pancreaticas y sus substratos en el
lumen intestinal, frenando los procesos de digestidén y absorcion de los nutrientes, sin
embargo, estas funciones bioldgicas de los B-glucanos dependen tanto de la fuente

asi como, su estructura macromolecular (Wood, 2007).

A. Antecedentes de propiedades funcionales de los B-glucanos

Se han realizado diversos estudios de los B-glucanos y sus efectos en la salud, la
Food and Drug Administration (FDA, 2018) identifica a la fibra soluble de 8 -glucanos
como carbohidratos no digeribles con beneficios fisiolégicos. En la Tabla 2 se puede
observar una recopilacion de distintas investigaciones donde se identifica el tipo de
alimentos que se proporciona, la dosis de B-glucanos y las funciones bioldgicas
Unicamente en humanos como la reduccion del colesterol sanguineo, disminuyendo
el riesgo del desarrollo de cardiopatias coronarias en el individuo, sefialando un

consumo de minimo de 3 g/dia de B-glucanos de forma regular.

Por otro lado, no se han encontrado estudios concluyentes que reporten algin efecto

adverso en el consumo de una dieta rica en B-glucanos de cebada y avena.
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Tabla 2. Recopilacion de investigaciones con produc
glucanos derivados de avena y cebada.

tos con contenido de -

Muestra  Duracién Cantidad Producto de Parametros Cambios Referencia
(n) del de B- intervencién evaluados significativos
estudio glucano /control
(semanas) (g/dia)
consumido
24 2 7.6 -Dieta més Lipidos sanguineos Si| Kristensen y
salvado de avena. -CT Bugel, 2011.
-Dieta baja en
fibra.
12 Sin datos 6.2 -Granola de -Glucosa Si| Regand et al.,
avena (Alto PM). postprandial en 2011.
6.2 -Granola de area de la curva.
avena (PM -indice glucémico
medio).
6.3 -Granola de
avena (Alto PM).
12 Sin datos 8.6 -Cereal de Brummer et
salvado de avena al., 2012.
(Alto PM).
8.3 -Cereal de
salvado de avena
(PM medio).
8.7 -Cereal de
salvado de avena -Glucosa
(PM medio). tprandial en
8.4 -Cereal de postp Si|
salvado de avena qredg de Ila curva.
(PM medio). -Indice glucémico
3.8 -Extracto de
avena.
7.4 -Harina de
cebada.
5.2 -Extracto de
cebada.
62 6 3.2 -Salvado de Lipidos sanguineos Si| Charlton et al.,
Avena. -CT 2012.
-Dieta sin 8- -LDL
glucanos.
182 6 3.3 -Cereales Lipidos sanguineos Si| Zhang et al.,
instantaneos de -CT 2012.

avena.
-Noodles de trigo.

-LDL
-HDL
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Continuacion de Tabla 2. Recopilacion de investigaciones con productos con

contenido de B-glucanos derivados de avena y cebada.

Sin datos 3 -Bebida de grano Si| Aldughpassi
10 entero de cebada. etal., 2012.
-Pasta de grano No
3.1-4 entero.
-Bebida de grano Si|
entero de cebada.
-Bebida de Si|
cebada en perla.
4.1-5 -Bebida de grano Si|
entero de cebada.
-Pasta de grano Glucosa No
entero. postprandial en
-Pasta de cebada. area de la curva. No
-Bebida de grano Si|
entero de cebada.
5.7 -Bebida de grano Si|
entero de cebada.
8.4 -Bebida de grano Si|
entero de cebada.
8.9 -Bebida de Si|
cebada en perla.
14 3 3.3 -Avena. Lipidos sanguineos Si| Ibriigger et al.,
-Dieta control. -CT 2013.
-LDL
24 8 3 -Cereales de Lipidos sanguineos Si | Thongoun et
avena. -CT al., 2013.
-Cereales de -LDL
arroz.
98 12 4.4 -Cebada alta en -Circunferencia de Si| Aoe etal.,
B-glucanos. cintura 2017.
-Cebada libre de -Peso corporal
B-glucanos. -IMC

PM: Peso molecular, CT: Colesterol total, LDL: lipoproteinas de baja densidad, IMC: indice de masa corporal.

Se han realizado multiples estudios sobre el efecto de los B-glucanos en los niveles

de colesterol, que establece el consumo de -glucanos de cebada y avena mejoran

significativamente el colesterol LDL y el colesterol total en pacientes con dislipidemia

y sanos (Ruiz et al., 2011; Rondanelli et al., 2011; Aparicio y Ortega, 2016; Ho et al.,

2016).

Se han propuesto diversos mecanismos por los que el 8-glucanos podria ejercer su

efecto reductor, como otras fibras solubles, que forma geles viscosos en el tracto
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gastrointestinal y puede disminuir la absorcion del colesterol dietético y la
reabsorcion de los é&cidos biliares. La inhibicion de la reabsorcion de los é&cidos
biliares aumenta la sintesis de estos acidos biliares a partir del colesterol sanguineo,
disminuyendo asi la cantidad de colesterol LDL sérico (Hartvigsen et al., 2014:
Pizarro et al., 2014).

Por otro lado, la disminucion de los &cidos biliares a nivel hepético puede aumentar
la actividad de la enzima colesterol 7-a hidroxilasa, o que podria producir un
incremento de la sintesis de acidos biliares a partir del colesterol hepatico, asi como
aumentar la sintesis de los receptores hepéticos para las LDL y verse disminuida la
circulacion sanguinea de las mismas. Ademas, la disminucion del colesterol hepatico
puede estimular la actividad de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa, lo que podria provocar un aumento de la sintesis de colesterol en sangre
y contribuir a reducir las LDL circulantes (Hartvigsen et al., 2014; Aparicio y Ortega,
2016).

En cuanto a las reduccion de peso corporal, indice de masa corporal (IMC) y area de
grasa visceral, se han reportado una disminucion significativa, sin embargo
dependera del producto administrado (Brummer et al., 2012; Aoe et al., 2017)

En relacion a la actividad de los B-glucanos sobre la glucosa y la respuesta a la
insulina, se ha demostrado que los alimentos de avena y cebada reducen la
respuesta glucémica en comparacion con alimentos de trigo similares, dicha accion
fisiologica se lleva acabo con el consumo preferentemente de 4 g de B-glucanos en
alimentos procesados, teniendo impacto en la glucosa postprandial e insulina el cual
resulta mejor utilizando el cereal con el salvado; sin embargo, los resultados varian
del tipo de producto que se administra; es decir, bebidas, pastas, cereal o pan
(Brummer et al., 2012; Tosh, 2013).

La variacion entre el tipo de producto se atribuye a distintos factores, al utilizar el
grano entero y en crudo, las paredes celulares del grano puede actuar como barrera
fisica para la degradacion del almidon por las enzimas, evitando una correcta

absorcion; el contenido de humedad del producto, siguiere una mejor solubilidad del
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B-glucanos y mayor accesibilidad para la digestion; en productos fermentados, se
sugiere una degradacion parcial del B-glucanos por la B-glucanasa, entre otros
factores (Lazaridou y Biliaderis, 2007; Tosh, 2013; Aparicio y Ortega, 2016).

En relacion a la reduccion de la glucosa postprandial, se atribuye a la alta viscosidad
de la formacién de gel en el tracto intestinal, disminuyendo la absorcion de glucosa,
rediciendo también la digestion del almidon por la a-amilasa, debido a la matriz de
gel, asi como limitando el agua disponible para la hidratacion del almidén; otro
mecanismo que se ha discutido es por la formacién de &cidos grasos de cadena
corta (AGCC), metabolitos producidos por la fermentacion de S-glucanos en el colon,
sin embargo, aun no ha sido definido con claridad el mecanismo de accion
(Lazaridou y Biliaderis, 2007; Tosh, 2013).

1.5. Usos

En algunos paises del Cercano Oriente, del norte de Europa (como Finlandia),
América del Sur (como Colombia, Peri y Ecuador) la cebada se utiliza como
alimento para consumo humano, como una harina a base de cebada tostada y
molida (méachica) que se usa en bebidas, sopas, como sustituto de arroz y se
adiciona a algunos panes principalmente en la region andina (Basman y Koksel,
2001; Holopainen-Mantila, 2015). También se elaboran bebidas no alcohdlicas o
ligeramente alcoholicas, como el kvas, agua de cebada, cerveza, para destilar en la
fabricacién de whisky escocés y de ginebra holandesa y otra pequefa proporcién se

destina para la alimentacion animal (Holopainen-Mantila, 2015).

1.6. Pan

El pan (del latin panis), en sus multiples formas, es un alimento basico ampliamente
consumido por la humanidad, formando parte de la dieta tradicional en Europa,
Medio Oriente, India, América y Oceania (Hensperger et al., 2002). Se suele preparar
mediante el horneado de una masa, elaborada fundamentalmente con harina de
cereales principalmente de trigo, sal y agua. La mezcla, en la mayoria de las
ocasiones, suele contener levaduras para que fermente la masa observandose las

caracteristicas de textura, olor y aroma esperadas en el pan (NMX-F-406-1982).
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La variedad de panes en la culinaria mundial es muy grande debido en gran parte a
las variantes en los procesos de su elaboracion, a las tradiciones culinarias, a la
disponibilidad de los diferentes tipos de cereales, a las formas impresas a sus
masas, a la ausencia de uno de sus ingredientes, por lo que sus caracteristicas

sensoriales varian dependiendo su tipo (Flores, 2001).

La Norma Mexicana 516 (1992) establece la clasificacion y definiciones de los

productos de panificacion, las definiciones se muestra a continuacion:

# Pan blanco, bolillo y telera: son productos alimenticios cocidos por horneo de la
masa fermentada, elaborada con harina de trigo, agua potable, sal yodatada,
azucar, levadura, ingredientes opcionales y aditivos alimentarios permitidos por
la Secretaria de Salud.

# Productos de bolleria: son los productos cocidos por horneo de la masa
fermentada, preparados con harina de trigo, agua potable, sal yodatada,
azucares, grasas comestibles, levadura, ingredientes y aditivos alimentarios
opcionales permitidos por la Secretaria de Salud.

# Pan de harinas integrales: son los productos alimenticios cocidos por horneo
de la masa fermentada preparados con harina de cereales y/o leguminosas y
otro cereal o harina tal como avena, harina integral de centeno, harina de trigo
integral, etc; agua potable, sal yodatada, azlcares, grasas comestibles,
levadura, ingredientes y aditivos alimentarios opcionales permitidos por la

Secretaria de Salud.

El bolillo, pan blanco o pan francés es, en México, Guatemala, Salvador y
Centroamérica, un tipo de pan econdmico y bastante popular elaborado con harina
de trigo, que no es considerado dulce. Tiene unos quince centimetros de largo y
forma ovalada con un corte longitudinal en la parte superior, por afuera es dorado y
crujiente, por dentro es blanco y suave (NMX-F-406-1982), a esta parte se la
conoce como migajon. El bolillo es el pan que se utiliza para preparar los molletes y
las tortas mexicanas. A veces, a la masa del bolillo se le da la forma de un pan en

tres cuerpos, que comercialmente se le da el nombre de telera.
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1.6.1. Consumo de pan en México

La alimentacion como concepto es una forma natural y simple de la ingesta de
alimentos que proveen al organismo energia y nutrientes para desarrollar actividades
fisicas de manera normal, sin embargo en el caso de los humanos, va més alla del
valor bioldgico, ya que la alimentacién incluye un conjunto de caracteristicas
socioculturales y econémicas que conllevan a una clasificacion de los alimentos mas
compleja generalmente expresada en términos de patrones y de habitos alimentarios
(Camberos, 2000; Ortiz et al., 2005). En Meéxico, el acelerado proceso de
urbanizacion a partir de la década de los cincuenta y una mayor apertura externa de
la economia desde los noventa del siglo pasado, ha permitido la introduccién de
diversos alimentos. El pan de trigo, por tanto, ha comenzado a tener gran
importancia en el consumo de los mexicanos, ya que ha demostrado ser un producto
de gran versatilidad e innovacién que se ha adaptado a las nuevas exigencias, sin
bien claramente, no es un sustituto de la tortilla de maiz, pero se ha introducido

ampliamente en la dieta (Torres, 2007).

En la actualidad, se estima que la poblacién mexicana consume alrededor de 33 kg
de pan al afio, donde el pan de mayor preferencia por las personas es el dulce (89
%), seguido del pan tipo bolillo o telera (69 %). De acuerdo a al CAmara Nacional de
la Industria Panificadora (CANAINPA), en México hay mas de mil tipos de pan,
incluso mas variedad que en otros paises de consumo alto, esto ya que se deriva de
las formas y presentaciones de cada estado, ligadas a las festividades (CANAINPA,
2015). A su vez, la CANAINPA realiza distintas acciones con el fin de promover el
consumo de pan en México, como la Feria de la torta en el 2010, la Feria
internacional de la industria del Pan (mexipan), la Monumental rosca de reyes entre

otras actividades que buscan aumentar el consumo.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Actualmente, la poblacion mexicana se ha visto afectada por un conjunto de
problemas de salud, principalmente originados por los nuevos estilos de vida
aunados a una mala alimentacion, por lo que la industria alimentaria y sector salud
se han visto obligados a innovar y elaborar productos funcionales que ofrezcan una
opcion de consumo que beneficie o disminuya dichos problemas de salud, sin dejar a

un lado los aspectos nutricionales, sensoriales y conservacion.

Los estudios con B-glucanos se han hecho principalmente en cereales como la avena
y en los ultimos afios con cebada maltera; se sabe que la cebada forrajera, cereal
poco consumido en Meéxico, contiene un mayor porcentaje de p-glucanos en
comparacion con la avena y cebada maltera. A escala nacional, Hidalgo es el
segundo estado con mayor produccion de cebada, sin embargo, la produccion y
consumo se basa en la maltera (elaboracion de cerveza); por su parte la cebada
forrajera tiene poca demanda como alimento, destinandose a la alimentaciéon del

ganado.

Es importante evaluar la incorporacion de cebada forrajera, con alto contenido -
glucanos, a un alimento como el pan, producto alimenticio que es parte de la canasta
basica, de facil acceso y de buena aceptacion por la poblacion, el cual ha sido poco

estudiado, determinado sus caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad a surgido el interés por el estudio de la fibra, especialmente alguno
de sus componentes como los B-glucanos, diversas investigaciones mencionan las
propiedades fisiolégicas de los B-glucanos, entre las que destacan la capacidad de
disminuir niveles de glucosa y lipidos séricos, teniendo un efecto benéfico en algunas
enfermedades cronicas-degenerativas, como hipercolesterolemia, diabetes, asi como

enfermedades cardiovasculares.

El consumo recomendado de B-glucanos es de al menos 3 g para observar cambios
en los niveles plasméticos de lipidos y glucosa, la cebada como fuente de B-glucanos
dependiendo de la variedad, puede proveer de 2-20 g, por lo que integrar la cebada
forrajera, producida en el estado, permitiria desarrollar un alimento funcional (pan)
gue pudiera tener un efecto al disminuir significativamente el colesterol LDL-C,
colesterol total, IMC, area de grasa visceral, glucosa e indice glucémico como
coadyuvante del tratamiento dietético en el paciente con enfermedades cronicas-

degenerativas.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Desarrollar y evaluar las caracteristicas fisicoquimicas-sensoriales de un pan
fermentado tipo bolillo, adicionado con harina de cebada forrajera mediante un
método convencional con el fin de obtener un producto con alto contenido de -

glucanos.
4.2. Objetivos especificos

* Obtener la harina de cebada forrajera mediante molienda seca para
determinar del rendimiento.

» Evaluar la composicién quimico proximal, contenido de fibra dietética total y
B-glucanos de las formulaciones de harina de trigo y cebada forrajera.

e Determinar la composicién quimico proximal, contenido de fibra dietética
total y B-glucanos de los panes elaborados con diferentes formulaciones de
harina de trigo y cebada forrajera.

* Determinar propiedades fisicoquimicas: cloruros de sodio, analisis
dimensional y estructural de miga en las formulaciones de pan.

» Evaluar cambios en parametros sensoriales (olor, color de corteza y de

miga, sabor, textura) y de peso durante el periodo de almacenamiento.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1. Desarrollo metodoldgico

La investigacion se realizo en tres etapas (Figura 3), la primera fase consistio en la
obtencion de la harina de cebada a utilizar, a partir del grano entero proporcionado
por Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias Hidalgo
(INIFAP). Para la elaboracion de la harina, se acondicion6 y se molié (QCG-Systems
LLC, 4E, USA) y tamizo (500 um), calculando rendimientos de extraccion de harina.
Seguido de la formulacion de harinas, utilizando como control una harina de trigo
comercial para panificacion (HT) y combinaciones de esta con harina de cebada

forrajera, las cuales se enlistan a continuacion:

* H25: harina 75 % trigo/ 25 % cebada
* H50: harina 50 % trigo/ 50 % cebada
* H75: harina 25 % trigo/ 75 % cebada
* H100: harina 100 % cebada

Posteriormente se realizd una caracterizacion de las formulaciones de harinas, que
consistié en el andlisis quimico proximal (humedad, cenizas, proteinas, grasas y

carbohidratos totales), ademas del contenido de fibra dietética total y S-glucanos.

En la segunda etapa se elaboro el pan, utilizando las formulaciones de harinas que
cubrieron la concentracion de B-glucanos =3 g, descartando la de menor porcentaje
de cebada (H25), también se realizO una muestra control (PT); en la tabla 3 se

muestran las abreviaturas para cada formulacién de pan.
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Tabla 3. Listado de formulaciones.

Combinacion de harinas en

Nombre de la formulacién .
formulaciones de pan

PT 100 % trigo
P50 50 % trigo/ 50 % cebada
P75 25 % trigo/ 75 % cebada
Pan P100 100 % cebada
P90 90 % cebada/ 10 % de gluten de trigo
p25* 75 % trigo/ 25 % cebada

*Muestra incluida para la evaluacion sensorial y pérdida de peso

El pan fue elaborado por el método convencional de esponja-masa; caracterizd
mediante la determinacion de la composicion quimica proximal, fibra dietética total, -

glucanos, cloruros de sodio, analisis dimensional y estructural de la miga.

Finalmente se realiz6 la evaluacion sensorial y pérdida de peso, durante 48 horas de

almacenamiento.

En la Figura 3 se muestra el disefio metodoldgico general de esta investigacion.
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Obtencién de harina de cebada forrajera
-Rendimiento de molienda

\2

Formulaciones de harinas

-HT: harina 100 % trigo

-H25: harina 75 % trigo/ 25 % cebada
= -H50: harina 50 % trigo/ 50 % cebada
-H75: harina 25 % trigo/ 75 % cebada

Primera etapa: Obtencion y
caracterizacion de harinas

-H100: harina 100 % cebada

Determinaciones
| -Andlisis quimico proximal
-Fibra dietética total
-B-glucanos

Elaboracion de pan con las diferentes
concentraciones (Véase Tabla 3 y 4)

L V2

Segunda etapa: Obtencién y

caracterizacion del producto L
Determinaciones

-Andlisis quimico proximal
-Fibra dietética total

—1 -B-glucanos

-Cloruros de sodio

-Analisis dimensional
-Analisis estructural de miga

Tercera etapa: Evaluacion de Almacenamiento
cambios sensoriales y de peso -Evaluacion sensorial
durante el almacenamiento -Pérdida de peso

Figura 3. Disefio metodolégico general

A continuacién se describen las técnicas que se utilizaron en la metodologia:
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5.2. Obtencion y caracterizacion de harinas

La materia prima para realizar la harina, fue la cebada forrajera proporcionada por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias Hidalgo
(INIFAP), denominada “forrajera Maravilla”, registrada en el Servicio Nacional de
Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS-SAGARPA) como CEB-014-170316

(Zamora, et al., 2017), el grano fue promocionado del lote 2017.

5.2.1. Obtencién de harina de cebada

Se obtuvo la harina en 3 ocasiones con 2.5 Kg de grano de cebada por la cantidad
de harina necesaria para todo el producto elaborado y las distintas determinaciones.
Para la obtencion de la harina de cebada se realizo el primer paso del proceso de
molienda; el descascarillado, esto con el fin de eliminar las glumas, para lo cual se
utilizé una licuadora comercial (Oster, 890-16M, México), posteriormente se limpio el

grano.

A. Acondicionamiento de humedad

Se continué con la molienda del grano por lo que se acondiciondé a un 17 % de
humedad, para lo cual se determiné la humedad inicial del grano descascarillado de
acuerdo al método oficial de la AOAC 920.151 (1984), (determinacién que se explica
a detalle en la seccion de la caracterizacion de la harina). Posteriormente la harina se
coloco en un recipiente de cierre hermético y se la agrego el agua necesaria para
alcanzar el 17 % de humedad con un reposo de 12 horas, se rectifico la humedad por
el método antes mencionado para humedad. La férmula que se utilizd6 para

acondicionar el grano a una humedad del 17 % en 100 g de materia seca fue:

(Ec. 1)
B [Hf (100 - H)|
| (100 -Hf)
Donde:
X = Cantidad de agua (mL) por cada 100 g (%)
Hf = Humedad requerida (%)
Hi = Humedad inicial (%)
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B. Porcentaje de rendimiento

Al obtenerse el grano ya acondicionado, se prosiguio a la molienda con un molino de
platos (QCG-Systems LLC, 4E, USA), lo que permiti6 la obtencion de harinas y
sémolas de diferente granulometria. Se paso el grano de 8-10 veces por el molino
(QCG-Systems LLC, 4E, USA), se tamizo (Tyler, 5202, USA) a un tamafio de
particula de 500 pum, obteniéndose finalmente la harina de cebada, de igual manera
se obtuvieron los datos de rendimiento del grano entero, con el descascarillado y al

obtener la harina, mediante la siguiente formula:

(Ec. 2)

(PM +100)

%R =
HR PG

Donde:
%R= porcentaje de rendimiento
PM = peso del grano después del descascarillado o peso de la harina (g).

PG = peso del grano entero antes de ser descascarillado y molido (g).

5.2.2. Caracterizacion quimica de la harina de ceba da v trigo

Se realizé la combinacion de las distintas harinas de trigo y cebada, como se
describi6 en el apartado 5.1., se realiz6 el analisis quimico proximal para determinar
la composicion de la harina de trigo comercial, las formulaciones y la harina de
cebada obtenida para el estudio; ademas de la determinacion de fibra dietética total y
B-glucanos, apoyandose por los métodos establecidos por la AOAC, se describen las

determinaciones a continuacion.

A. Analisis guimico proximal

i. Determinacion de humedad
Se realiz6 de acuerdo al método de secado en estufa por el Método Oficial de la
AOAC 920.151 (1984), esta prueba se basa en la medicion total del contenido de
agua de la muestra. Se obtuvo el peso constante de charolas de aluminio en la
bascula analitica (Adventure, AR1140, China), se colocaron en el horno de secado
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(Scorpion Cientific, 168242, México) a 105°C por una hora, se registro el peso y
posteriormente se tararon, se peso una alicuota de muestra (1 g de grano, harina o
pan), se continuo introduciendo al horno de secado a 105°C por 3 horas hasta que
se sac6 su peso constante. Por ultimo, se pesé la charola con la muestra y se calculé

por diferencia de peso, utilizando la siguiente formula:
(Ec. 3)

o [PI=PD]
%H = [T] 100

Donde:

%H= Porcentaje de humedad
Pi = Peso inicial (g)

Pf = Peso final (g)

El método que se utilizé fue el gravimétrico por incineracion de la muestra (AOAC
940.26, 1990). Y se basa en la destruccion de materia organica presente en la
muestra por calcinacion y determinacion gravimétrica de residuo. Se obtuvo el peso
constante de los crisoles de porcelana, se pesaron y tararon pesando 1 g de la
muestra en la bascula analitica, posteriormente se carbonizé la muestra a fuego
directo en la campana de extraccion de humos. Después de ser carbonizadas se
introdujeron en la mufla (Furnaced, 1500, USA) por 5 horas para ser incineradas a
525°C. Por ultimo, se enfriaron en desecador durante 15 min y se peso el residuo. La
determinacion se reportd como porcentaje de ceniza, el cual se obtuvo con la formula

gue a continuacion se describe:

(Ec. 4)
o _ |PE=PD)
%C = [T] * 100

Donde:

%C = Porcentaje de cenizas
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Pi = Peso inicial (g)
Pf = Peso final (g)

Se emple6 el método Kjeldahl (AOAC 920.152, 1984), que permite determinar la
concentracion de nitrdgeno presente en la muestra para ser transformado a proteina,
este meétodo se puede dividir en 3 etapas: digestion o mineralizacion, destilacion y
valoracion. Se utilizd un sistema de digestién y destilacion automatico Kjeldahl
(Gerhardt Bonn, Vapodest 50, Alemania), el cual determiné la concentracion de
nitrégeno presente en la muestra, que al multiplicar por el factor de conversion
(harina de 5.7 trigo, 5.83 cebada, 5.76 para las combinaciones y 6.25 para el pan) el
porcentaje de proteina. El método se baso en la digestion de 0.5 g (se registro hasta
0.1 mg) de las distintas muestra (harina de trigo, cebada y combinaciones, pan y sus
distintas formulaciones), posteriormente fueron preparadas con 15 mL de acido
sulfarico concentrado, 1 tableta catalizadora Kjelcat™ Cu y 2 mL de agua
desionizada, se realiz6 la digestion en el equipo (Gerhardt, KB8, Alemania), después
de 3 horas, cuando las muestras mostraron un color verde esmeralda pasandose al
sistema de destilacion (Gerhardt Bonn, Vapodest 50, Alemania), durante dicho
proceso se formoé sulfato de amonio que en presencia de un exceso de hidroxido de
sodio al 32 % liberé amoniaco, el cual fue destilado al recibir acido borico al 3 % que
formé borato de amonio, el cual fue valorado con acido clorhidrico al 0.1N,
determinando la concentracion de nitrégeno presente en la muestra. Obteniendo el

resultado en porcentaje.

Para ésta determinacion se realizo la técnica de Soxhlet (AOAC 945.16, 1990), cuyo
principio es determinar grasa todo material soluble en el éter de petréleo, que es el
solvente de extraccion utilizado para la técnica de Soxhlet, por lo que es expresado
como grasa cruda o extracto etéreo, donde se utilizd 1 g de muestra homogenizada y
éter de petréleo libre como solvente, se hizo uso de un sistema manual de 3 modulos
de extraccion, donde se colocaron los cartuchos de celulosa con la muestra

previamente pesada y homogenizada, se utilizaron 120 mL de éter en los matraces
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bola, finalmente se sellaron los sistemas con una pequefia capa de grasa de silicona
para evitar la pérdida del solvente, los matraces y cartuchos de celulosa se llevaron a
peso constante antes de ser colocados en el sistema de extraccion. El periodo de
extraccion fue de 4 horas, posteriormente los matraces se llevaron al rotoevaporador
(Buchi, R-200, USA), para eliminar el excedente de solvente, por ultimo los matraces
se metieron el horno por 30 min a 45°C para obtener el peso final, se determiné el
peso de la grasa obtenida por diferencia. Los datos se informaron en porcentaje de

materia grasa, utilizando la siguiente formula:
(Ec. 5)

. [i—Pp)

Doénde:

%G = Porcentaje de grasas
Pi = Peso inicial (g)
Pf = Peso final (g)

Se realiz6 por diferencia del 100 %, el célculo fue expresado como % de

carbohidratos no digeribles, utilizando la siguiente formula:
(Ec. 6)
%CHO = 100 — (%H + %C + %P + % G)
Donde:

%CHO= Porcentaje de carbohidratos.
%H = Porcentaje de humedad.

%C = Porcentaje de ceniza.

%P = Porcentaje de proteinas.

%G = Porcentaje de grasas.
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B. Determinacion de fibra dietética total

Para dicha determinacion se usoO el kit de Sigma-Aldrich (TDF-100A), mediante
meétodos enzimaticos y gravimétricos (AOAC 985.29 y 960.52, 1990) bajo las
especificaciones del fabricante. Este ensayo determina el contenido total de fibra
dietética de los alimentos mediante una combinacion de métodos. Las muestras
secas, y libres de grasa fueron gelatinizadas con a-amilasa y luego digerido
enzimaticamente con la proteasa y amiloglucosidasa para eliminar la proteina y el
almidén presente en la muestra. Se afiadid etanol 4 veces el volumen final de la
etapa enzimatica para precipitar la fibra dietética soluble. El residuo se filtré y se lavo
con etanol 78 % (40 mL), etanol 95 % (10 mL) y acetona (10 mL). Después del
secado, se pesé el residuo. La mitad de las muestras fueron analizadas para
proteinas y los otros fueron incinerados cenizas. La fibra dietética total se obtuvo a
partir de los residuos, menos el peso de la proteina y cenizas. Fue necesario trabajar
con las muestras desgrasadas en el caso de las distintas formulaciones de pan. Se
prepararon las alicuotas por cuadruplicado para someterlas a un proceso de
digestion enzimatica, esta consistio en la degradacion de las proteinas (proteasa) y el
almidén (a-amilasa, amiloglucosidasa). Posteriormente se realizd una precipitacion
con etanol al 78 %, seguido de un lavado de etanol al 95 % y por ultimo con acetona
al 99.7 %, en crisoles Gooch (C 45-50 um). Al residuo se le determind proteina y
ceniza como se describié anteriormente. Los resultados fueron reportados en

porcentaje de fibra dietética total, se utilizo la siguiente formula.
(Ec. 7)

(R muestra — P muestra — A muestras — B)
%FDT = PM *100

Donde:

%FDT = Porcentaje de fibra dietética total
R = Promedio del peso residual (mg)

P = Promedio del peso proteico (mg)

A = Promedio del peso de las cenizas (mg)

B = Blanco
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PM = Promedio del peso de las muestras (mg)

C. Determinacion de B-glucanos

Se realizé mediante el kit K-BGLU de Megazyme para enlace mixto de B-glucanos
por el método de McCleary, en combinacion con el método 995.16 (AOAC, 1990), se
siguieron las especificaciones del fabricante. Se basa de manera general en lo
siguiente; las muestras se suspendieron e hidrataron en una solucion buffer con un
pH 6.5 y luego se incubaron con liguenasa y se filtraron. Una parte alicuota del
filtrado se hidrolizO hasta completar obtener la B-glucosidasa. La D-glucosa

producida se analiz6 utilizando un reactivo de glucosa oxidasa / peroxidasa.

Se utiliz6 0.5 mg de muestra previamente pulverizada y tamizada, se hidrato la
muestra con 100 pL de etanol (50 % v/v), suspendida con 2 mL de fosfato de sodio,
se incub6 (Lab-Tech, L513-015S, Corea) a 100 °C por 1 min, mezclando
vigorosamente, incubé nuevamente durante 2 min mas (misma temperatura),
posteriormente se incubd a 50 °C por 5 min, se agregdé 100 pL de liguenasa, se
incubd a 50 °C por una hora, agitando durante la incubacién, se agreg6é 2.5 mL de
acetato de sodio con un pH de 4, se agito y dejé a temperatura ambiente durante 5
min, posteriormente se centrifugé (Beckman Coulter, Allegra 25R, México) a 3,000
rom por 10 min. Se tomo6 50 puL del tubo previamente preparado, y se colocé en 3
tubos, donde al tubo 1y 2 se les agrego 50 pL de B-glucosidasa purificada y al tubo 3
se les agregd acetato de sodio, fueron tapados e incubados a 50 °C por 10 min,
después se les agregé 1.5 mL de GODPOD, se volvié a incubar 10 min (misma
temperatura). Finalmente se leyeron mediante el lector de microplacas (BioTek,
146583, USA) a 510 nm, utilizando un blanco y un estandar de glucosa. Los

resultados fueron expresados en porcentaje utilizando la siguiente férmula:

(Ec. 8)

FV 1 100
% B Glucanos BH = AA *F x — % ——

v *1000 " w *%92*D

(Ec. 9)
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100

% B Glucanos BS = % f8 Glucanos BH * [—(100 “%H

|

Donde:

% B-glucanos BH= Porcentaje de 8-glucanos en base humedad

AA = Absorbancia después del tratamiento con la S-glucosidasa, menos la absorbancia de blanco
F = Factor de conversién de los valores de absorbancia de ug de D-glucosa

FV = Volumen final mL

V = Volumen utilizado mL

1/1000 = Conversion de ug a mg

100/W = Factor que expresa el contenido en porcentaje de B-glucanos del peso de la muestra
W = Peso de muestra mg

0.9= Factor de conversion de glucosa libre determinado

D = Dilucién antes de la incubacién con 3-glucosidasa

% [B-Glucanos BS = Porcentaje de S-glucanos en base seca

% H = Porcentaje de humedad

5.3. Obtencidn y caracterizacion del producto

5.3.1. Proceso de formulacién del producto de panif icacion

Se elabord el pan tipo bolillo por fermentacion, se obtuvieron las formulaciones, un
pan control que fue 100 % de harina de trigo, un pan con harina de cebada forrajera
en combinacion de harina de trigo en porcentajes de 50 %, 75 %, ademas de dos
mas 100 % de harina de cebada y uno adicionado con gluten de trigo, 90 % de
cebada y 10 % de gluten. A continuacién se muestra en la Tabla 4 los ingredientes y
las proporciones en que se utilizaron para hacer el pan, lo Unico que se cambidé en
los ingredientes por cada formulacion fue la cantidad de harina y se agrego el gluten
en la dltima formulacion. Los productos fueron caracterizados al final de la

elaboracion.
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Tabla 4. Formulaciones para la elaboracion de los d  iferentes panes,
proporcion de ingredientes utilizando como base la harina (100 %) a
utilizar.

Formulaciones

INGREDIENTES* PT P50 P75 P100 P90
Harina de trigo 100 50 25 0 0
Harina de cebada 0 50 75 100 90
Sal 1.5 1.5 1.5 15 1.5
Azlcar 8 8 8 8 8
Levadura 4.4 4.4 4.4 4.4 4.4
Mantequilla 24 24 24 24 24
Huevo 40 40 40 40 40
Agua 20 20 20 20 20
Gluten 0 0 0 0 10

*Proporcién de ingredientes utilizando en base a la harina (100 %).
PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100 %
cebada. P90: Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.

A. Obtencién de gluten

Para poder realizarse la formulaciéon 90 % cebada y 10 % gluten, se obtuvo una
extraccion de gluten de trigo, primero se determiné de gluten himedo en la harina de
trigo (Vasquez y Matos, 2009), el fundamento se basa en que el gluten puede ser
extraido de la harina por lavado suave de una masa (harina + agua), con un exceso
de agua o una solucién salina. La mayor parte del almidén y otros compuestos
solubles fueron removidos por este lavado, hasta que el gluten fue obtenido como

una goma con aproximadamente del 80 % del total de la proteina de la harina.

Se amasaron 100 g de harina de trigo con 60 mL de agua desionizada hasta formar
una masa firme que no se adhiera a las paredes del bowl de aluminio, se pesé en
una charola de aluminio a peso constante, posteriormente la masa fue cubierta por
completa con mas agua desionizada se tap6 con un trapo humedo y se dejo reposar
(1 hora); pasando el tiempo de reposo, se coloco la masa en un colador, se amaso
suavemente bajo el chorro de agua hasta remover todo el almidon soluble, para
determinar si el gluten esta libre o no del almidén, se agreg6 1 o 2 gotas de agua del
ultimo lavado de la masas en un vaso de precipitado que contenia agua limpia, si se

observa turbidez en el vaso de precipitado indicaba que el almidén estaba presente,
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y se debe continuar el lavado hasta que el agua del vaso de precipitado este
completamente limpia y transparente, finalmente se elimind la mayor cantidad de
agua del gluten y se pes6 en una charola de aluminio a peso constante. Se realizé el

céalculo en base humedad mediante la siguiente formula:

(Ec. 10)
%GH = (PR) «100
o =PI

Doénde:

%GH= Porcentaje del gluten humedo
PR = Peso del residuo de la masa inicial (g)
Pl = Peso inicial de la muestra (g)

5.3.2. Elaboracion del pan tipo bolillo

Se realiz6 por fermentacion por método directo espnja-masa (Cauvain, 2002),
utilizando los siguientes ingredientes: harina de trigo, harina de cebada, sal, azicar,
mantequilla, huevo, agua y levadura seca, se realiz6 el producto siguiendo el
esquema general de panificacion (Figura 4) que se presenta a continuacion.

BERS-

Figura 4. Esquema general de panificacion.
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Para realizar el pan se pesaron los ingredientes a utilizar, de acuerdo a las
proporciones de la Tabla 4, se continué con el amasado en una batidora semi-
industrial (Hamilton Beach, 63232, USA), con el aspa de gancho, donde se acremo la
mantequilla, a temperatura ambiente, se le afadidé el azicar y el huevo. Mientras
tanto se preparo la levadura de forma independiente, se disolvié en agua a 30°C, con
15 g de azucar y harina, se disolvié sin dejar grumos y se agrego la levadura, se dejé
reposar por 10 min. A la mezcla previa se le fue agregando la harina previamente
cernida poco a poco hasta obtener una mezcla completamente homogénea. Se
afadio la mezcla de levadura, hasta volver la masa homogénea y esta se despegara

por completo del molde, amasando durante 30 min.

Se engras6 un bowl, con un manteca vegetal (0.5 g), se coloc6 la masa formando
una bola, se cubrid la masa con un plastico y dejoé reposar por 40 min en un lugar
tibio (25-30°C), debe duplicar su tamafio. Después del tiempo transcurrido se saco la
masa del bowl y se aplastd hasta quedar plana, posteriormente se enrolla de manera

uniforme, y se cort6 en el nimero de piezas (70-80 g).

Se prosiguio con el moldeado de la pieza caracteristica de un bolillo, se colocaron las
piezas en una charola para horno previamente engrasada (una capa delgada de
harina. Se colocé un pafio hUumedo que cubra las piezas y con un aspersor se rosea
de agua muy ligeramente todas las piezas y se dejo reposar por 1 hora en un lugar

calido (25-30 °C). Las piezas deben doblar o triplicar su tamafio.

Se precalento el horno (Coriat, EC-6-HG MASTER, México) de cocina 30 min antes
a 210°C, ademas se coloco un vaso de cristal con agua (especial para el calor del
horno), se colocaron las piezas en el horno a 180°C por aproximadamente 20 min,

hasta que se observo un color dorado caracteristico del pan.

5.3.3. Composicion del producto de panificacion

Se realiz6 el analisis quimico proximal para determinar la composicion de los panes,
ademas de fibra dietética total, B-glucanos, como se describieron anteriormente en
la seccion de 5.2. y finalmente se realizé la determinacion de cloruros de sodio para

el pan, la descripcion se menciona a continuacion. Finalmente se realizo la toma de
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dimensiones del pan y un andlisis de la estructura de la miga, se describe en la

siguiente seccion.

A. Determinacion de cloruros de sodio

Se determind por el método de Mohr (Kirk et al., 2002), el cual consistio en una
calcinaciéon de la muestra de pan y posteriormente una valoracion quimica de
cloruros con nitrato de plata, utilizando como indicador el cromato de potasio. Se
utilizaron 5 g de muestra de pan, los cuales se pesaron en crisoles de porcelana con
peso constante previo y se carbonizaron en el mechero a fuego directo en la
campana de extraccion. Se peso el residuo del carbonizado y se coloco en un matraz
volumétrico y se afor6 a 100 mL con agua desionizada, Se prosiguidé con una
filtracion de la solucion, posteriormente se tomé una alicuota de 10 mL de la solucién
y se coloco en un matraz volumétrico de 50 mL con agua destilada y se dejo en
reposo una hora, posteriormente se tomé una alicuota de 5 mL, se le colocaron 3-5
gotas de cromato de plata como indicador y se titulé con nitrato de plata hasta virar al
tono rojo salmén por 30 segundos, igual se valoraron un blanco y un control. Se

utilizaron las siguientes formulas para determinar los cloruros en mg y su porcentaje:

(Ec. 11)

(mL usados de AgNO;) = (5.844 mg NaCl)

mg de NaCl = Tl

Donde:
mg de NaCl= miligramos de cloruros de sodio.
mL usados de AgNO;= militlitros usados en la titulacién de la muestra de nitrato de plata.

5.844 mg de NaCl= valor reportado en la farmacopea donde 1 mL de nitrato de plata equivale en

cloruros de sodio.
(Ec. 12)

( NaCl = 100)

% NaCl = M

Doénde:

% NaCl = porcentaje de cloruros de sodio
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NacCl = cloruros de sodio obtenidos en la titulacién (g)

PM = peso de la muestra (g)

B. Dimensiones del pan y andlisis de la estructura de miga

En relacion a las dimensiones del pan se tomaron haciendo uso del Vernier (Truper,
México), el cual nos permite tomar medidas con mayor exactitud (Toaquiza, 2011),
donde se tomaron medidas de largo, ancho y altura del pan después del horneado y

enfriado de la pieza, datos reportados en cm.

La estructura de la miga se evalu6 a través de medidas del tamafio de los alveolos
de la miga en el pan, por medio de la técnica de analisis de imagenes (Hernandez y

Franco, 2016) utilizandose dos analizadores de imagen ImagenJ y Dimizer4.

Este método permitié evaluar la estructura de la miga lo cual esta estrechamente
relacionado con la textura; para realizar el andlisis se corté una rebanada del pan de
5 mm de ancho, posteriormente se escaned la rebanada a 300 ppp, se utiliza el
ImagenJ para procesar la imagen entera, de la cual se tomo una parte de la region
central, de cada rebanada del pan; se transformé la imagen en escala de grises
obtenido una imagen binaria, mostrando las celdas o alveolos en color negro y en
blanco la parte sélida, se continu6 con el estilizando la imagen para ser analizada en
el programa Dimizer, donde se establecio la unidad de pixeles a milimetros (mm).
Finalmente se seleccionaron las areas de interés del miga y se determiné el area de
celdas, area promedio (mm?2), densidad de celdas por cm2 media de area alveolar en
mm y se calculo el porcentaje de la fase dispersa, cabe destacar que mientras mas
areas son analizadas se tendra un mejor el analisis, se realiz6 el analisis de 10

imagenes por formulacion.

El porcentaje de la fase dispersa se define como porcentaje de aire atrapado en la

miga por unidad de éarea.
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Foérmula para fase dispersa

(Ec. 13)

(AT de celdas * 100)
AT miga

% Fase D =

Doénde:

% Fase D = porcentaje de fase dispersa
AT de celdas= area total de las celdas

AT miga= area total de la miga

5.4. Evaluacion de cambios sensoriales y de peso du  rante el

almacenamiento.

54.1. Evaluacion sensorial

Esta evaluacion se percibe a partir de los sentidos (vista, olfato, gusto, oido y tacto)
lo cual impacta directamente en la calidad del producto ante el consumidor, ademas
es uno de los factores mas importantes para la aceptacion de un producto. Las
técnicas del analisis sensorial se convierten en herramientas cada vez mas
empleadas tanto en las industrias de panificacion como en el ambito de la
investigacion. Se realizdé una prueba de nivel de agrado hedodnica de cinco puntos
(Anexo 1) para identificar el grado de aceptacion de las distintas formulaciones del
producto (Schutz y Cardello, 2001; Stone y Sidel, 2004; Clark et al., 2009).

Para la evaluacion sensorial se calificaron los siguientes atributos, olor, color de
corteza, color de miga, sabor, textura y aceptacion sensorial (Anexo 1.). Las
muestras fueron proporcionadas a los evaluadores iniciando por la de mayor
contenido de cebada (P90, P75, P50, P25), hasta llegar al pan control (PT), se les
proporciond una por una de las muestras (5-6 g con una parte de corteza y otra de
miga), dando indicaciones de tomar agua al final de cada muestra para enjuagar la

boca e identificar bien las caracteristicas de cada muestra.
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Para evaluar los cambios sensoriales del pan, en sus diferentes formulaciones
durante el tiempo de almacenamiento, la prueba sensorial fue aplicada a 66
estudiantes del Area Académica de Nutricion (Instituto de Ciencias de la Salud,
UAEH, San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo), evaluando en 3 tiempos, la primera a las 0
horas de su elaboracion, en 24 y 48 horas. Las piezas fueron almacenadas a
temperatura ambiente en bolsas de celofan debidamente cerradas con alambre

plastificado y domos para pan de plastico transparentes.

5.4.2. Determinacion de porcentaje de pérdida de pe so

Los productos de panificacion, al igual que otros alimentos, tienen una vida de
anaquel de 48 horas, después de que salen del horno y llegan hasta el consumidor
por lo que se evalud la pérdida de peso durante un periodo de almacenamiento de 48
horas, para identificar la pérdida de agua del producto durante el almacenamiento.
Los resultados fueron expresados en % de pérdida de peso, las piezas de pan se
almacenaron a temperatura ambiente en bolsas de celofan y en domos para pan
transparentes, se pesaron en las 0 horas, 24 y 48 en balanza analitica, determinado
el % de pérdida de peso mediante la ecuacion:

(Ec. 14)

Pi — Pf
% PP = [—p5;—]* 100

Doénde:

% PP = Porcentaje de pérdida de peso
Pi = Peso inicial

Pf = Peso final

5.5. Disefio estadistico

Las determinaciones del analisis quimico proximal, humedad, cenizas, proteinas,
grasas, carbohidratos, ademas de fibra dietética total y B-glucanos, se realizaron por
triplicado con un analisis de comparaciéon de medias por Duncan (p<0.05). Estas

determinaciones se realizaron en las combinaciones de harinas y pan.
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En el pan ademas se agregaron las siguientes determinaciones: cloruros de sodio,
dimensiones por Vernier y pérdida de peso en almacenamiento, igualmente se
realizaron por triplicado con el analisis de comparacion de medias por Duncan
(p<0.05). En el andlisis estructura de miga se realiz6 en el pan por triplicado por
muestra con 10 imagenes por muestras, obteniéndose los resultados de medias y
desviacion estandar por Dimizer, analizandose por comparacion de medias

igualmente por Duncan.

En relacion a la evaluacion sensorial se realizé a un grupo de 66 estudiantes no
entrenadas, una sola aplicacion por 0, 24 y 48 horas, analizando los datos por

Duncan.

Las determinaciones de se compararon entre cada muestra mediante una analisis de
varianza (ANOVA). En el caso de las determinaciones de la evaluacion sensorial y
pérdida de peso se compraron por muestra y tiempo de almacenamiento en el
paquete estadistico de IBM SPSS Statistics version 22.0, 2014.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se muestran los resultados de cada una de las pruebas.

6.1. Obtencion vy caracterizacion de harina

6.1.1. Obtencién de harina de cebada

En la Tabla 5 se muestran los resultados recabados del rendimiento de los 3 lotes

obtenidos.

Tabla 5. Rendimiento de molienda del grano de cebad a parala
obtencion de harina integral.

Lotes Grano entero Grano sin glumas Harina (%) Fraccion gruesa
(Kg) (%) (%)
1 2.501 83.44 90.75 9.24
2 2.503 83.66 91.45 8.54
3 2.500 84.52 90.58 9.41
2.501+0.00 83.87+0.56 90.92+0.46 9.07+0.46

*Fraccion que corresponde al salvado, germen y sémola.

El porcentaje de grano descascarillado fue obtenido con respecto al grano entero.
El porcentaje de harina y fraccion gruesa fue obtenido con respecto al grano descascarillado.

La cebada forrajera presentd un alto rendimiento (90.92 %) en harina, segun Callejo
y colaboradores (2002), se considera a una harina de buen rendimiento aquella de
65-70 %, se considera de alto rendimiento y una harina integral de 90-100 %
(Stepniewska et al., 2019).

Méarquez (2007) reportd un rendimiento para harina de 11-20% en seis diferentes
variedades de cebada, la harina de cebada forrajera de este estudio mostré mayor
rendimiento. Esta diferencia puede deberse al tamafio del grano, su comportamiento

durante la molienda y cantidad del grano utilizado (Callejo et al., 2002).

Por lo que la variedad de esta investigacion pudo haber tenido un tamafio mayor del
grano, presentado mas endospermo que las variedades estudiadas por Marquez
(2007), quien utiliz6 ademas un grano perlado para la obtencion de harina, es decir,
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se elimind el salvado y el germen; en el caso del presente trabajo se obtuvo una
harina a partir de las tres partes anatomicas principales del grano de cebada: el
salvado, endospermo y germen; elimindndose Gnicamente las glumas con el proceso
de descascarillado y una porcién 9.07% de la fraccién gruesa que corresponde ha
salvado, germen y sémola (Tabla 5); sin embargo en la molienda se registré un
rendimiento mayor al 90%, por lo que puede considerarse a la harina obtenida en
este estudio como integral (Stepniewska et al., 2019); ademas el conservar estas
estructuras en la harina beneficiard la composicion final de la harina, ya que el
incorporar el salvado y el germen del grano, puede presentar un alto contenido de
fibra, minerales, proteinas, vitaminas y grasas(Stevenson et al., 2012; Morales-
Ortega et al., 2013; Prickler et al., 2014); nutrientes que aportan estas estructuras al

grano.

6.1.2. Caracterizacion quimica de la harina de ceba da v trigo

A. Andlisis quimico proximal

En la Tabla 6 se muestra el analisis quimico proximal de las distintas formulaciones
de harinas. Se observé que la formulacion con mayor humedad significativamente
fue la H100 (13.25 %), siendo la HT la de menor humedad (9.92 %), mostrando un
aumento gradual conforme aumenta el porcentaje de harina de cebada en las

muestras, identificando diferencias significativas entre las muestras.

El CODEX (152-1985) establece un porcentaje de humedad por debajo de 15.5%,
para asegurar un vida util adecuada durante el trasporte y almacenamiento; mientras
gue la Norma Mexicana 043 Productos alimenticios no industrializados para
consumo humano cebadad maltera (2003), establece un rango de humedad de 11.5-
13-5 %; todas la muestras y combinaciones entran en los rangos de humedad,

incluso la H100 a pesar de presentar el valor de humedad mayor (Tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis quimico proximal (%) de las disti  ntas formulaciones de

harinas.
Muestra Humedad Ceniza Proteinas Grasas HCO
HT 9.92+0.07° 055+0.02°  10.07 +0.05 0.99 +0.00" 78.47 +0.00°
H25  1071+002°  087:010  10.22+0.05 0.99 +0.00" 77.31£0.00
H50 11.53+0.24 0.92+0.00°  10.27+0.05 0.99 +0.00" 76.27 +0.00°
H75 12.22+0.22" 1.27 +0.00 10.32 +0.05 1.99 +0.00° 74.17 +0.00°
H100  1325+0.16 152+001  10.66+0.05 1.98+051 71.57 +0.00°

“*Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacién de medias de Duncan.

HCO: Hidratos de Carbono

HT: Harina 100 % trigo, H25: Harina 75 % trigo/ 25 % cebada, H50: Harina 50 % trigo/ 50 % cebada H75: Harina 25 % trigo/ 75
% cebada, H100: Harina 100 % cebada.

De acuerdo a otros estudios realizados en distintas variedades de cebada reportaron
10-14 % de humedad en la cebada (Harol et al., 1987; Andersson et al., 2001; Lopez
et al., 2007; Hussein et al., 2013), los datos obtenidos de humedad en esta

investigacion se encuentran entre los valores promedio reportados previamente.

Para cereales en general se considera como humedad critica tener 14 % para el
desarrollo de microorganismos (Belitz y Grosch, 2000; Serna, 2013). La cebada
forrajera del presente trabajo mostré un contenido de humedad menor al critico lo
cual es una ventaja ya que implica menos gastos en manejo del grano, ademas de
ser menos propenso a deteriorarse, asegurando una vida util durante el trasporte y

almacenamiento.

Los resultados de ceniza se puede observar una diferencia significativa entre cada
una de las harinas, siendo mayor el contenido de cenizas en la H100 (1.52 %),
teniendo el menor contenido la HT (0.55 %).

La Norma Mexicana 007 Alimento para humanos, harina de trigo (1982) establece
para harina de trigo utilizada para panificacion un maximo de cenizas de 0.55 %,

rango en el que entra la HT.
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En cuanto a la harina de cebada no existe una norma que establezca el % de
cenizas, pero en un estudio de 6 variedades de cebada obtuvieron un contenido de
ceniza de 0.96-1.17%, se realiz6 el descascarillado y pulido del grano para obtener
una cebada perlada y posteriormente la harina (Marquez 2007), en comparacion con
la harina de cebada forrajera obtenida en esta investigacion este tuvo mayor
contenido de cenizas, lo cual puede deberse principalmente a que se mantuvieron
mas elementos de la periferia del grano durante la molienda, ya que no se pulié el
grano, manteniendo el salvado y la capa de aleurona, estructuras que aportan a la
harina principalmente fibra, cenizas, vitaminas y proteinas (Balandran-Quintana et
al., 2015).

Otro factor de importancia es la composicién del suelo en el cual fue cultivado él
cereal, ya que los fertilizantes utilizados y otros factores ambientales pueden influir
en el contenido de material inorganico de los cereales (Dendy y Dobraszczyk, 2004;
Serna, 2013).

Algunos autores mencionan que el contenido de cenizas tiene una estrecha relacion
con el rendimiento, ya que a medida que aumenta el rendimiento de la harina esta
contendra mas estructuras del grano (Newman y Newman, 2008; Koletta et al., 2014,
Balandran-Quintana et al., 2015) lo que se coincide con lo obtenido en la presente
trabajo, ya que se tuvo un alto rendimiento, asi como un mayor contenido de cenizas

gue otras variedades estudiadas.

En relacion a las harinas combinadas, se dio un aumento gradual en el porcentaje de
ceniza, esto se atribuye al mayor contenido de harina de cebada, aumentando el

contenido de ceniza de manera proporcional.

En relacion a los datos obtenidos de proteinas (Tabla 6), se aprecia que la HT la del
menor contenido significativamente de proteinas (10.07 %), observando un aumento
gradual de las proteinas en las combinaciones de harinas, H25 (10.22 %), H50
(210.27 %), H75 (10.32 %), lo cual es debido al aporte de proteina por parte de la
H100 (10.66 %).
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La Noma Mexicana 007 Alimento para humanos, harina de trigo (1982) para la harina
de trigo en panificacion establece un porcentaje minimo de 9.5 %, por lo que la
harina de trigo utilizada esta dentro de lo establecido. En relacion a la cebada el
porcentaje de proteinas en harina es de 5-9 % (Marquez, 2007; Newman y Newman
2008); se puede ver que la H100 tuvo un valor mayor (10.66 %); se han encontrado
valores similares pero en grano entero con 10-14.5% (Newman y Newman 2008;
Zamora et al., 2017). En cuanto a harinas, el CODEX (152-1985) establece 9-14 %
en harinas ideales para panificacion, por lo que todas las muestras estudiadas entran

en dicho rango, por lo que en la elaboracion del pan puede tener buenos resultados.

Un mayor contenido de proteina en la harina de cebada puede deberse a la cantidad
de componentes del grano que se mantuvieron durante la molienda, el salvado y la
capa de aleurona; donde la capa de aleurona la que aporta proteinas a la harina de
este estudio. Para obtencion de harinas se eliminan estructuras del grano como el
salvado, capa de aleurona y germen utilizando Unicamente el endospermo
almidonoso, ya que permite obtener harinas blancas y muy finas harinas que se
utilizan para panificacion (Donkelaar et al., 2015; Felizardo y Freire, 2018). Por otro
lado la cantidad de proteina difiere notablemente en los distintos cereales e inclusive
dentro del mismo cereal de unas cosechas a otras, esto se debe a la fuerte
interaccion entre el genotipo y las condiciones ambientales que prevalecen durante el
desarrollo y la maduracion del grano (UNAM, 2013, Donkelaar et al., 2015).

En los resultados de grasa se observd mayores valores significativamente en las
muestras H100 (1.98 %) y H75 (1.99 %) con respeto a la HT, H25 y H50 (0.99 %)
(Tabla 6). Los datos del estudio (0.99-1.99 %) son similares a los reportados por
Belitz y Grosch (2000), Marquez (2007), Lopez y colaboradores (2007), Zamora y

colaboradores 2017, que va de 1-2 % para cereales.

En general, se sabe que los cereales tienen un bajo porcentaje de lipidos, en el caso
de la cebada este se encuentra entre 1 y 3 %, los cuales estan presentes

principalmente en el germen y la capa de la aleurona del grano (Andersson et al.,
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1999; Callejo et al., 2002; Loépez et al., 2007). Por lo que el aumento en el porcentaje
de grasa en las formulaciones, puede deberse a la harina de cebada, que conservo
el germen y la capa de la aleurona después de la molienda, manteniendo el

porcentaje de grasa del cereal en la harina.

Con respecto a los datos obtenidos de hidratos de carbono (HCO) (Tabla 6), se
encontraron diferencias significativas entre todas las harinas. Siendo HT la que
mostré mayor contenido de HCO con 78.47 % mientras que la muestra H100 fue la

que alcanzg los valores de HCO mas bajos (71.57 %).

Los HCO son el mayor constituyente de los granos de cereales. A su vez la harina de
trigo se ha reportado valores de 68-86 % (UNAM, 2013), rango donde se encuentra
la harina de trigo utilizada en el presente trabajo (78.47 %). En la cebada puede
existir una variacion de 70-83 % (Callejo et al., 2002), donde la cebada estudiada se

encontr6 dentro de dicho pardmetro (71.57 %).

En cerveceria es deseable mayor contenido de HCO y menor cantidad de proteina
(Suérez, 2013). Lépez y colaboradores (2007) reportan una relacion inversa, entre
los porcentajes de proteina y HCO; es decir, a mas alto contenido de HCO menor
contenido de proteina. Lo cual puede explicar porque en la harina de trigo donde se
obtuvo un valor menor de proteina (10.07 %) se aprecia un valor mas alto de HCO
(78.47 %) (Tabla 6), ademas de que presentd valores mas bajos en humedad,
cenizas y grasas, lo cual impacta directamente en el resultado de HCO; en
comparacion con los valores obtenidos para la harina 100% de cebada (Tabla 6),
observandose un valor mayor de proteinas (10.66 %) y menor en HCO (71.57 %)
teniendo valores mas altos en cenizas y grasas, lo cual se puede atribuir a que la
harina tenia parte del salvado y el germen, partes anatomicas del grano que aportan
cenizas, grasas Yy fibra (Balandran-Quintana et al., 2015; Donkelaar et al., 2015;
Felizardo y Freire, 2018).

%]fa Gabriela Gruz @rte:ya 44



RESULTADOS Y DISCUSION

B. Contenido de fibra dietética total

La fibra dietética son carbohidratos complejos indigeribles debido a la falta de
enzimas en el cuerpo humano. Se determind el contenido de fibra dietética total en
todas las muestras de harina (Tabla 7), donde la muestra HT tuvo el valor mas bajo
significativamente (2.10 %) en comparacion las demas formulaciones, observando un
incremento significativo proporcional a la cantidad de harina de cebada utilizada, H25
(4.85 %), H50 (7.19 %), H75 (9.54 %); siendo la de mayor porcentaje la H100 (12.29
%).

La harina de trigo (HT) mostro valores de 2.10% lo cual se encuentra entre los
rangos conocidos para este tipo de cereal (1-2 %) (UNAM, 2013) y valores por
encima de la Norma Mexicana 007 Alimento para humanos, harina de trigo (1982)
gue maneja rangos de 0.2-0.6 %.

Tabla 7. Contenido de fibra dietética totaly ~ B-glucanos (%) de las distintas
formulaciones de harinas.

Muestra Fibra dietética total B-glucanos
HT 2.10 £ 0.09¢ 0.35+0.01¢
H25 4.85+0.11¢ 1.79 +£0.05¢
H50 7.19 +0.16° 3.01+0.01°¢
H75 9.54 +0.10° 4.38 +0.03°
H100 12.29 £ 0.072 5.71+0.102

e Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Duncan.

HT: Harina 100 % trigo, H25: Harina 75 % trigo/ 25 % cebada, H50: Harina 50 % trigo/ 50 % cebada H75: Harina 25 % trigo/ 75
% cebada, H100: Harina 100 % cebada.

En relacion a la cebada se reconoce como uno de los cereales con mayor contenido
de fibra en comparacion con el trigo, su contenido depende de si se utiliza el grano
entero o sin salvado, de la variedad del grano; asi como las condiciones de siembra
del mismo, llegando a presentar hasta un 20 % de fibra dietética total (Aman et al.,
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1985; Oscarsson et al., 1996; Lahouar et al., 2016). En estudios con distintas
variedades de cebada, han reportado contenido de 4.8-8.4 % de fibra dietética total
(Lépez et al, 2007; Marquez, 2007); la variedad de esta investigacion tuvo un

contenido mayor (H100 12.29 %) que otras especies de cebada.

Cabe destacar que para la obtencién de la harina utilizada en este trabajo, se
retiraron Unicamente las glumas, dejando el salvado intacto durante la molienda,
estructura que aporta principalmente fibra permitiendo un nivel mas alto de este

componente en la harina.

C. Contenido de B-glucanos

En relacion a los B-glucanos (Tabla 7), el mayor contenido (p<0.05) lo presentd la
H100 (5.71 %), con respecto a las demas harinas, con un aumento gradual y
proporcional de B-glucanos en las combinaciones de las harinas de trigo y cebada,

similar a lo obtenido en fibra dietética total.

El contenido de S-glucanos en cebada va de 3-7 % en peso seco de grano entero,
siendo un cereal de alto contenido, seguido por la avena (Aman y Graham, 1987;
Oscarsson et al.,, 1996; Newman y Newman, 2008). La cebada forrajera en este
estudio se encontrd, con un resultado muy similar (5.71 %). También se reconoce
gue el contenido de B-glucanos puede variar considerablemente, entre variedades de
cebada (Oscarsson et al., 1996; Pizzarro et al., 2014). Los B-glucanos, en la cebada,
estan distribuidos en toda la aleurona y endospermo, es un componente estructural
mayoritario de la pared celular del grano, cuya sintesis es dependiente de las
condiciones geoclimaticas, lo cual inciden directamente en el contenido de 3-glucano
del cereal (Grando y Gémez, 2005; Wood, 2007; Newman y Newman, 2008; Bacic et
al., 2009).

La FDA (2018) a sefialando como alimento funcional al que aporte un minimo de 3
g/dia de B-glucanos; por lo que se buscé alcanzar esta recomendacion con las
formulaciones de pan, debido a esto para la elaboracion del pan se decidié tomar las

formulaciones que alcanzaban un contenido 23 g de gB-glucanos, por lo que la
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muestra H25 fue eliminada para las formulaciones del pan por su bajo contenido de
B-glucanos (Tabla 7).

6.2. Obtencion y caracterizacion del producto

Se realiz6 un pan con harina de trigo y harina de cebada como ingrediente base, a
continuacion se muestran los resultados de la caracterizacion del producto.

6.2.1. Elaboraciéon del pan

Para la elaboraciéon de los distintos panes se consideraron las formulaciones
anteriores (Tabla 3), ademas de una formulacion 90 % de cebada y 10 % de gluten
(P90); se utilizé la misma base de ingredientes para todas la formulacion y
Unicamente variaron los porcentajes de harinas (Tabla 4), se calculé6 un costo
aproximado de $7.00 por pieza, de acuerdo los ingredientes utilizados para la

elaboracion de las formulaciones, en el pan con mayor porcentaje de cebada.

En la Tabla 8 se exponen los resultados obtenidos del porcentaje de pérdida de
peso durante el horneado, donde se ve un % de pérdida de peso significativamente
menor en la muestra PT (13.30 %), en relacidon a las demas formulaciones y la mayor
pérdida en P100 (25.84 %), en comparacion con las P50 (22.37 %) y PT (13.30 %).

Tabla 8. Pérdida de peso durante el horneado.

Muestra % Pérdida de peso (horneado)
PT 13.30 £1.88°
P50 22.37 £2.91°
P75 24.42 + 2.46%
P100 25.84+1.75¢%
P90 24.38 £1.11%®

e Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de
acuerdo a la prueba de comparacion de medias de Duncan.

Se consideré como 100 % el total de la masa introducida al horno, antes de horneado.

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100
% cebada. P90: Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.
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El porcentaje de pérdida de peso durante el horneado, esta directamente relacionado
con la pérdida de humedad que experimenta la masa cruda durante todo el proceso
de fabricacion, espacialmente el horneado (Calaveras, 2004). La pérdida promedio
para pan de trigo se sitda entre 10-15 % (Macoto, 2014), por lo que el valor obtenido
referente al PT se encontré dentro del rango (13.30 %). En cuanto a los demas, la
pérdida de peso fue mayor, y pudo deberse a una mayor evaporacion, lo cual se
debe a que se utilizaron 2 tipos de harinas, siendo la harina de trigo la que tiene
mayor capacidad de absorcion y retencion de agua que la cebada (Macoto, 2014).

La retencion de agua de las harinas se debe principalmente a distintos factores, la
calidad y cantidad de gluten, porcentaje de almidon dafiado y presencia de fibra;

teniendo mayor impacto la calidad y cantidad del gluten (Cerda-Mejia et al., 2017).

La harina 100 % de cebada (H100) tuvo los valores mas altos en proteinas (Tabla 6),
sin embargo la calidad del gluten no es la misma que del gluten de trigo, debido a
gue el gluten de trigo estd compuesto por gliadinas y gluteninas proteinas que
contribuyen a la naturaleza viscoeléstica del gluten (Quaglia, 1991; Callejo et al.,
2002; Hamada et al., 2012; Nwanekezi, 2013), en la cebada estas proteinas son
sustituidas por los las hordeinas, proteina similar pero que no presenta las
caracteristicas funcionales del gluten del trigo (Herndndez-Espinosa et al., 2015;
Salgado-Albarran et al., 2015); afectando la calidad de los panes con mayor cantidad
de harina de cebada (P75, P100 y P90), presentando una mayor pérdida de
humedad (% pérdida de peso), volviendo el producto mucho méas seco y menos
desarrollado (Villanueva, 2014).

En relacion del almidon, tiene la capacidad de hidratarse y gelatinizar, permitiendo la
retencion de humedad durante el horneado (Matignon y Tecante, 2017), sin embargo
puede dafiarse durante la molienda del grano; el dafio en la integridad del almidon
(almidon dafiado) del cereal provoca un aumento de capacidad de absorcion y una
menor retencién de agua volviéndose mas poroso, el almidon dafado puede
presentar entre un 3-9 % del peso total de la harina, un porcentaje mayor genera una
mayor pérdida de humedad (Ali et al., 2014; Barrera, 2014); en el caso de la harina
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de cebada, se pudo haber generado un porcentaje mayor del almidén dafiado
durante la molienda, provocando una mayor pérdida de humedad en las

formulaciones con mayor porcentaje de harina de cebada.

Por otro lado, la presencia de fibra soluble ha demostrado que interactua con las
proteinas presentes en la harina, permitiendo una mayor absorcién de agua, dando
mayor elasticidad con un porcentaje de 1.2 %, si se aumenta el contenido de fibra
soluble, esta entra en competencia con las proteinas de la harina disminuyendo las
caracteristicas propias de esta y generando una mayor pérdida de humedad (De La
Llave, 2004; Pejcz et al., 2017). Se pudo observar, que la harina de cebada utilizada
en el estudio mostré un porcentaje de fibra mayor, factor que pudo contribuir a una

mayor pérdida de humedad en las muestras P75, P100 y P90.

6.2.2. Composicion del producto de panificacion

En relacién a la elaboracion del pan, su composicion basica dependera de la harina
de origen, el pan se realiza principalmente con harina de trigo, sin embargo introducir
la harina de cebada cambid su composicion, apariencia, textura y sabor, ademas que
la adicién de ingredientes como el huevo y la mantequilla, también tuvieron un

impacto sobre la composicion del producto final.

Por otro lado el uso de la harina comercial refinada y la harina de cebada integral
mostré una diferencia en la composicion del producto, como se observd en la

composicion de las harinas en la seccion anterior.

A. Andlisis quimico proximal

En la Tabla 9 se aprecian los resultados del analisis quimico proximal de las distintas
formulaciones de pan, en los resultados de humedad se aprecié que la PT y P50
tuvieron el mayor porcentaje de humedad significativamente en comparacion con las
otras muestras; una mayor pérdida de humedad pueden afectar la textura del

producto, asi como la sensacion de frescura (Mesas y Alegre, 2002; Stauffer, 2002).
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De acuerdo a la Norma Mexicana-F-406 Alimento para humanos, pan blanco, bolillo
y telera (1982), el contenido de humedad del pan blanco bolillo debe ser de 16-18 %,
por lo que ninguno de los productos elaborados entraron dentro de este parametro,
en relacion a la Norma Mexicana-F-442 (1983) para productos de bolleria, el
porcentaje de humedad es de 15-35 %, porcentaje en el que entraron todas las
muestras. Por otra parte existen otras variedades de panes con humedades similares
a las obtenidas, el pan tipo hamburguesa o hot-dog (24 %), pan de soya con harina
de trigo (27 %), (Bejarano et al., 2002).

Tabla 9. Andlisis quimico proximal (%) de las disti  ntas formulaciones de pan.

Muestra Humedad Ceniza Proteinas Grasa HCO
PT 30.40 +0.182 1.82 +0.02¢ 12.07 £0.07¢  15.74 +0.172 39.97 +0.00°
P50 30.08 +0.202 2.10 +0.00° 12.41 £0.08°  15.94 +0.072 39.47 +0.00¢
P75 26.55 +0.38° 2.27 +0.00° 12.50 £ 0.04¢ 15.91 £ 0.052 42.77 £0.00°
P100 24.40 +0.26° 2.38 +£0.012 13.53 +£0.10°  15.93 +0.052 43.76 +0.002
P90 26.37 £ 0.22° 2.34 +0.002 16.86 +0.15*  15.86 +0.102 38.57 +0.00°

e Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Duncan.

HCO: Hidratos de Carbono

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100 % cebada. P90:
Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.

Un porcentaje mayor o menor de humedad se debe principalmente al almidén
presente en las harinas y su capacidad de hidratacion (Matignon y Tecante 2017; el
trigo contiene aproximadamente 75 % de amilopectina y 25 % de amilosa, mientras
gque la cebada 95-100 % de amilopectina, lo cual modifica la capacidad de
hidratacion y disminuye la retencion de humedad del almidon (UNAM, 2013); la
diferencia en estos porcentajes podria ser una de las razones para que las muestras
con mayor contenido de cebada (P75, P100 y P90) presentaran una menor humedad

en comparacion con las formulaciones con mayor cantidad de trigo (PT y P50).
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Otro factor de importancia en la retencion de humedad es el contenido de proteinas,
al ser mezcladas con agua se hidratan permitiendo la formacién del gluten propiedad
caracteristica de las proteinas del trigo (Blandino et al., 2015; Bravo y Moreno, 2015).
Una harina con poca cantidad de proteinas o baja calidad retiene y absorbe menos
agua (Matsushita et al., 2019), en relacion a las formulaciones, la PT y P50
mostraron un mayor porcentaje de humedad, muestras con mayor porcentaje de
harina de trigo, harina con un buen contenido de gluten, en comparacién con los

panes con mayor contenido de cebada (P75, P100 y P90).

Igualmente pero con menor impacto en la retencion de humedad es el porcentaje de
fibra, ya que interfiere con la estructura del gluten, compitiendo por la absorcién de
agua y provocando una mayor pérdida de humedad (Blandino et al., 2015), lo que
pudo impactar en las muestras con mayor contenido de cebada, ya que presentaron

menor % de humedad.

Otro elemento que facilitd la retencion de humedad en las muestras con mayor
contenido de trigo, son los mejoradores presentes en la harina de trigo, como el
acido L-ascorbico, se utiliza principalmente para reforzar las cadenas de gluten
(Bravo y Moreno, 2015; Matsushitaet al., 2019). Otras funciones son que evita la
pérdida de CO., facilita la absorcion de agua y retencion (Fadda et al., 2014),
motivo por el cual podria explicarse porque el PT tuvo mejor retencién de humedad,
en comparacion con las formulaciones con mayor contenido de harina de cebada

P100, P90, la harina de cebada no fue adicionada con ningun tipo de mejorador.

Ademéas de los factores presentes en la harina (almidén, proteinas, fibra vy
mejoradores), existen otros ingredientes que son importantes para la retencion de
humedad como el huevo y la mantequilla, ingredientes secundarios en la fabricacion
del pan (Cauvain, 2002; Hamelman, 2013); por lo que su adiccion en todas las
formulaciones pudo haber ayudado a mejorar la retencion de humedad, motivo por el
cual todas las formulaciones mostraron un % de humedad mayor en comparacion
con el porcentaje establecido para pan tipo bolillo de acuerdo a la Norma Mexicana
(406-1982).
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En relacion a los resultados del contenido de cenizas se observd una diferencia
significativa mayor en las muestras P100 y P90 (2.38 % y 2.34 %) en comparacion
con las otras muestras. Cabe destacar que en base a la composicion de las harinas
utilizadas, la H100 presentd el mayor contenido de cenizas (Tabla 6), lo que se
refleja en el mayor contenido en P100 y P90, disminuyendo de manera proporcional

a sus concentraciones en las distintas formulaciones (P75 y P50).

La Norma Mexicana F-442 alimentos, pan (1983) y la Norma Mexicana F-406 pan
blanco bolillo y telera (1982) no establecen porcentaje para el contenido de cenizas,
sin embargo, Zuleta y colaboradores (2012), para pan blanco estima un porcentaje
de ceniza de 0.4 %- 1.7 %, donde la PT mostrd valores similares, existen estudios
con distintas variedades de panes, sin embargo, el contenido de cenizas varia de 2-5
% dependiendo de los ingredientes basicos para su elaboracion (Calderén, 2005;
Torres, 2007; Zuleta et al., 2012), valores similares a los obtenidos en esta

investigacion, en todas las formulaciones con cebada.

Los datos de ceniza son mayores en las muestras con cebada, lo cual se debe

principalmente a que la harina de cebada tuvo valores més altos de ceniza (Tabla 6).

El cuerpo humano utiliza los minerales para realizar distintas funciones y necesita
diferentes cantidades (Badui, 2006), por lo que los requerimientos van de acuerdo a
la edad, sexo y el estado de salud (embarazo, pacientes nefropatias, cardiacos, entre
otros) (Casanueva, et al.,, 2008). ElI P100 aportaria los siguientes minerales
reportados en la cebada, potasio, magnesio, calcio, hierro, fosforo, cobre, zinc,
manganeso y selenio (Holopainen-Mantila, 2015; Lahouar et al., 2016). Sin embargo
debe profundizarse a identificar en esta variedad los minerales presentes y sus

concentraciones.

En cuanto al contenido de proteina (Tabla 9), el P90 presento el valor mas (p< 0.05)
con respecto a los demas (16.86 %), siendo el valor mas bajo la muestra PT (12.07
%). Las muestras P50 y P75 tuvieron valores similares.
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Las Normas Mexicanas establecen un minimo de 9 % en proteina para pan blanco
(NMX-F-406, 1982) y la Norma para productos de bolleria un minimo de 6 % (NMX-
F-442, 1983); el pan elaborado en este estudio mostré valores mayores; lo cual
puede deberse a la materia prima utilizada, existen datos similares en proteina en
pan con leche, pan de soya con trigo, pan integral y pan de trigo con avena (9-13 %)
(Bejarano et al., 2002; Calderon, 2005; Zuleta et al., 2012).

En relacion a la materia prima utilizada, la harina de cebada presentd un mayor
contenido de proteinas en relacién con la harina de trigo (Tabla 6), por lo que, a
mayor porcion de harina de cebada, en la formulacion mayor contenido de proteina,
ademas otro ingrediente que aporta proteina en todas la formulaciones es el huevo,
materia prima conocida por tener un aporte de proteina en la nutricibn humana
(Gélvez et al., 2006; Instituto de estudios del huevo, 2009).

Por otro lado, el pan P90 tiene el valor mas alto de proteina (16.86 %) debido a la
incorporacion del 10 % de gluten de trigo, con el fin de mejorar las caracteristicas
visco-elasticas de la formulacion, propiedad que poseen las proteinas del trigo y que
no poseen las proteinas de otros cereales como la cebada (Cauvain, 2002; Hamada
et al., 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018) recomienda una ingesta de
proteinas de 10-15% del aporte calérico total de un individuo adulto sano, por lo que
el P90 aportaria un aproximadamente un 20% de la recomendacion diaria. En
comparacion con un pan integral comercial que aporta entre 9-10%, mientras el pan
elaborado en este estudio aporta mas proteinas de 12.41-16.86% (formulaciones
P50, P75, P100, P90), aportando aminoacidos provenientes de la cebada como
lisina, leucina, fenilalanina, valina y tripté6fano (Holopainen-Mantila, 2015), donde la
lisina es un aminoacido limitado en el trigo y el triptéfano en el maiz (Serna, 2013:
UNAM 2013). Aminoacidos esenciales que participan en funciones metabdlicas y
bioquimicas; la lisina, regula la absorcion del calcio, ayuda a la formacion de
colageno, anticuerpos, hormonas y enzimas (Moughan y Rutherfurd, 2008). El
triptéfano, modula el apetito, la saciedad y es precursor de la serotonina (Lakhan y
Vieira, 2008). Sin embrago, debe investigarse la cantidad presente de estos
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aminodacidos en la cebada forrajera asi como su digestibilidad para asegurar el
aporte de estos aminoacidos por parte de la cebada forrajera, ademas que el

adicionar el huevo también enriquece el pan y mejor su valor nutricional.

Los datos del porcentaje de grasa de las distintas formulaciones de pan se pueden
observar en la Tabla 9, donde no existio diferencia significativa entre las muestras
con un rango de 15.74 %-15.94 %. La Norma mexicana para pan blanco, tipo bolillo,
establece un rango para grasas de 0.8-4 % (NMX-F-159-S-1983), por lo que ninguna
de las formulaciones entraron en los pardmetros, sin embargo, la norma establece
como ingredientes bésicos la harina de trigo, levadura, sal, azicar y agua, se debe
recordar que para la elaboracion final del producto se agregé mantequilla y huevo,
siendo la mantequilla el ingrediente con mayor contribucion al porcentaje de grasa
del producto final, aportando principalmente grasas saturadas y vitamina A
(Fundacion Espafiola de Nutricion, 2013), el huevo aporta acidos grasos esenciales
linoleico y alfalinolénico, igualmente predomina el &cido graso oleico, ademas de
triglicéridos, lecitina y colesterol (Sayar, 2006).

La adicion de estos dos ingredientes el huevo y mantequilla fue con el fin de ayudar a
una mejor distribucion de la materia grasa, retencion de agua, por su accion
emulsificante (Cauvain, 2002), funcionado como lubricante, ya que sirve para
acondicionar el gluten permitiendo un mejor desarrollo, evitando la pérdida de
humedad, por lo que el producto se conserva fresco durante un tiempo mas

prolongado (Hamelman, 2013).

La recomendacion de grasas va de 15-35 % del requerimiento calérico, limitando el
consumo de colesterol, grasas saturadas (OMS, 2018), en este producto se tuvo un
porcentaje de 15-16 %, los acidos grasos son insaturados principalmente oleico,

linoleico, acido palmitico que es principal acido graso saturado (Serna, 2013).

Ademas, el agregar cebada no aumento el porcentaje de grasas en el pan, este
porcentaje estuvo influenciado principalmente por la adiccion de huevo y mantequilla,

por lo que adicionar esta harina cambio la composicion de lipidos.
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En relacion a los datos de HCO, se observo que todas las muestras fueron diferentes
significativamente, la muestra P100 fue la que obtuvo el mayor porcentaje de HCO
(43.76 %) y la muestra P90 fue la de menor valor (38.57 %) (Tabla 9). Los valores

obtenidos son similares a lo reportado por otro autor 49 % (Moreiras et al., 2013).

Los datos de HCO varian de entre 40-50 %, debido a la diversidad de ingredientes
utilizados en la elaboracion y el tipo de pan obtenido aportando principalmente
almidén (Cauvain, 2002), que proviene principalmente de la harina, en el cereal
ademas del almidon, también podemos encontrar azucares, celulosas, hemicelulosas
y pentosas (Newman y Newman, 2008; Nwanekezi, 2013; Serna, 2013). Por lo que el
uso de dos harinas distintas como lo fue la de trigo y cebada generan la variabilidad

en el contenido de HCO.

El almidén principal HCO en panificacion tiene la capacidad de absorcién de agua,
gue permite la accidn de las levaduras, ademas presenta la capacidad de gelatinizar,
cuando se hidrata y calienta progresivamente, lo cual junto con el gluten generan la

estructura caracteristica del pan (Matignon y Tecante, 2017).

El P100 a pesar de presentar un %HCO mayor que el PT, el indice glucémico puede
ser bajo, debido a que presenta HCO complejos, como la fibra, por lo que puede ser
un alimento de importancia nutricional, tanto en personas sanas como en personas
con alguna patologia (como por ejemplo la diabetes, cancer u obesidad) (American
Diabetes Association, 2015).

B. Contenido de fibra dietética total

En la Tabla 10 se observan los valores de las determinaciones de fibra dietética total,
B-glucanos y cloruros de sodio (%) de las distintas formulaciones de pan, con
respecto a la fibra dietética total, se aprecio diferencias (p< 0.05) entre las muestras,
siendo la muestra P100 la que presentd mayor contenido de fibra (13.97 %),

mostrando una disminucion proporcional del % de fibra en funcion al contenido de
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harina de cebada en las diferentes formulaciones, siendo la PT el que obtuvo un

menor contenido (2.35 %), datos similares a los alcanzados en las harinas (Tabla 7).

Tabla 10. Contenido de fibra dietética total, = B-glucanos y cloruros de sodio (%)
de las distintas formulaciones de pan.

Muestra Fibra dietética total B-glucanos Cloruros de sodio
PT 2.35+0.13¢ 0.27 £0.00¢ 0.06 £ 0.002
P50 10.08 +0.21¢ 2.46 +0.01¢ 0.06 £ 0.002
P75 11.66 + 0.06¢ 3.47 £0.07¢ 0.06 £ 0.002
P100 13.97 £0.172 4.68 £ 0.052 0.06 £ 0.002
P90 13.30 +£0.07° 4.60 £ 0.04° 0.06 +0.002

i Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Duncan.

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100 % cebada. P90:
Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.

En la norma MX-F-159-S-1983 se establece un rango de fibra dietética total de 0.2
0.4 % para pan blanco, sin embargo todos los valores obtenidos en el estudio estan
por encima del rango. Para pan integral se reporta un valor promedio de fibra total de
7.5 -8 % (Fundacion Espafiola de Nutricion, 2013), al compararse con los resultados
de este estudio las muestras con harina de cebada presentaron valores mayores
(P50, P75, P100, P90). Esto se atribuye principalmente a que la harina de cebada
que tuvo con un alto contenido de fibra dietética 12.29 % en comparacion con la
harina de trigo 2.10 % (Tabla 7), el aumento de fibra total en el pan se debe a la
formacion de almidones resistentes; almidon que sufre transformaciones desde la
gelificacion, gelatinizacion y retrogradacion por acomodo de moléculas (Quiroga,
2009; Pejcz et al., 2017; Fan et al., 2019). Los almidones resistentes son llamados
asi porque no son digeridos en el intestino delgado por las enzimas, formando parte
de la fibra dietética total (Valdés, 2006).

La OMS (2018) recomienda un consumo de fibra de 25-30 g/dia, donde este
producto estaria cubriendo un 46 % de la recomendacion, por lo que podria

considerarse un alimento rico en fibra, esto con el P100, mientras que con la P50 se
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podria cubrir hasta un 30 %; otros panes integrales comerciales aportan entre 7.5 - 8
% (Fundacion Espafiola de Nutricion, 2013) por lo que el pan elaborado proporciona
una mayor cantidad de fibra. Se ha reportado diferentes funciones de la fibra en el
cuerpo humano, dependiendo de su solubilidad destacando sensacion de saciedad,
lo que provoca una menor ingesta de alimentos; disminucion del tiempo de transito
intestinal de los alimentos, control del estrefiimiento y aumento de la excrecion,
retraso de la absorcién de glucosa y, por tanto, menor indice glicémico, menor
contenido caldrico en la dieta, mantenimiento y desarrollo de la microbiota intestinal
(Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani, 2010; Sanchez, et al., 2015), por lo que este

pan podria tener impacto en funciones bioldgicas por su alto contenido de fibra.

C. Contenido de pB-glucanos

Los resultados del porcentaje de B-glucanos (Tabla 10) presentaron diferencias
significativas entre las muestras, teniendo el menor valor el PT (0.27%), a su vez
existe un aumento en las demas formulaciones conforme aumenta la proporcion de
harina de cebada, cabe mencionar que la H100 obtenida previamente tuvo valores
altos de B-glucanos (Tabla 7), sin embargo se observé una disminucion al momento

del procesamiento.

La reduccion de los B-glucanos se debe a una despolimerizacion causada
principalmente por las enzimas p-glucanasas presentes en la harina de trigo
(Andersson et al., 2004; Anttila et al., 2004; Trogha et al., 2004), para que esta
enzima este activa necesita un rango de temperatura de 35-45°C y un pH de 4.5-5.5
(Figueroa, 1985; Roman et al., 2006), durante la fermentacion para la obtencién del
pan se sabe que las levaduras actian de mejor manera a una temperatura de 25-
30°C, alcanzando un pH de 5.4-5.8 para tener mayor desarrollo fermentativo y
maxima produccién de CO: en la pieza de pan ya formada (Wiggins, 2002; Pizzarro
et al.,, 2014), es decir en la segunda fermentacion, las temperaturas y pH fueron
similares para la accion de las B-glucanasas, sin embargo las condiciones no fueron
las Optimas para sus total accién sobre los B-glucanos, lo que podria explicar la

disminucion de los mismo durante el procesamiento.
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En cuanto a la recomendacion de 3 g de B-glucanos, las muestras P75, P100 y P90
cubren el 100% de lo indicado para tener un beneficio a la salud, por lo que podria
considerase con un alimento funcional, ya que entre sus funciones fisiologicas
benéficas destaca la capacidad de disminuir niveles de lipidos, glucosa en sangre,
principalmente, ademas de disminuir IMC, grasa visceral y tension arterial teniendo
un impacto en al incluirse en la dieta en pacientes con algunas enfermedades
cronicas-degenerativas, como hipercolesterolemia, diabetes, enfermedades
cardiovasculares (Pizzarro et al., 2014; FDA, 2018).

D. Contenido de cloruros de sodio

Los resultados obtenidos de los cloruros de sodio se encuentran en la Tabla 10,
donde no se observo diferencia significativa, entre las muestras. Las proporciones
recomendables de cloruros de sodio a utilizar en panificacion van de 1 % hasta 3 %

(Medina, 2013), en este estudio se adiciond una porcién de 1.5 %.

La sal es utilizada para desarrollar sabor aunque desempefia otros papeles de gran
importancia, actia como regulador de la fermentacion, ejerce una accion bactericida,
y no permite fermentacion indeseables dentro de la masa, a la vez mejora la
plasticidad de la masa, ya que interfiere en la formacion del gluten, debido a que la
gliadina es menos soluble en agua con sal, aumentando el rendimiento en la
panificacion (Callejo et al, 2002; Sanchez 2003; Calaveras 2004).

En relacion al contenido de cloruros de sodio, se sabe que el consumo en exceso se
relaciona con un incremento del riesgo de hipertension arterial, en adultos el limite de
consumo de sodio es de 2.4 g al dia; en el caso del bolillo se ha reporta hasta 0.675
g de sodio, es decir, que podria aportar casi 34% de la ingesta diaria de este
elemento (PROFECO, 2013), siendo un contenido muy alto, ya que la Agencia de
Estandares Alimenticios del Reino Unido (FSA, 2018), considera “alto en sodio” a un
producto que rebasa los 600 mg de sodio por cada 100 g. El producto obtenido
aporté 0.06 g en cualquiera de las formulaciones, lo que indica que el agregar la
cebada no aumento el porcentaje de sodio, siendo un pan bajo en sodio que pueden

consumir tanto personas sanas como con hipertensién arterial. Ya que en México, se
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llegd a un acuerdo por el que se recomienda la disminucién del uso de sal comun o
cloruro de sodio en la elaboracion de pan como una medida de prevencion de
enfermedades cardiovasculares, y otras crénico-degenerativas (Diario Oficial de la
Federacion, 2012).

E. Dimensiones del producto y analisis de la estruc tura de la miga

La calidad del pan se percibe mediante lo sentidos, principalmente la vista y el tacto,
donde el tamafio y dimensiones del producto de panificacion son un factor de calidad
total desde el punto de vista del consumidor (Farrera-Rebollo et al., 2012;
Rathnayake et al., 2018), sin embargo, estos parametros deben evaluarse
cuantitativamente para determinar la calidad del producto, a través del analisis de
dimensiones del producto y el analisis de la estructura de miga de imagen, la
distribucion de las celdas en la miga, su tamafio e uniformidad mediante parametros
como el area de celdas, densidad y % de fase dispersa, que permite evaluar las
condiciones de procesamiento, la actividad de la levadura, temperatura de
fermentacion y la estructura del gluten (Bajd y Sersa, 2011; Sozer et al., 2011; Che et
al., 2013).

Tabla 11. Andlisis de dimensiones de las piezas (65 @) con Vernier de las
distintas formulaciones en cm.

Muestra Largo Ancho Altura
PT 12.63 £ 0.322 10.43 £0.11° 4.76 £0.052
P50 12.00 + 0.00° 7.46 £0.32° 3.40 £0.30°
P75 11.36 £ 0.05¢ 7.00 +0.00° 3.30 £ 0.05°
P100 11.53 +0.15% 7.33 £0.05° 2.53 +0.00¢
P90 10.10 +0.17¢ 7.13 £0.40° 3.00 £0.17°

e Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacién de medias de Duncan.

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100 % cebada. P90:
Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.

En la Tabla 11 se aprecian las dimensiones del producto terminado (largo, ancho y

altura del pan), siendo el PT el que mostré los valores significativamente mas altos
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en relacion a las demas formulaciones en los tres parametros (12.63, 10.43 y 4.76
cm) (Figura 5 A), el P90 tuvo el menor valor en largo (10.10 cm), en relacién a la
altura fue la muestra P100 la que presentd el dato mas bajo (2.53 cm), lo cual es

evidente en la Figura 5 D.

Los resultados de estructura de la miga del pan (Tabla 12), mostraron que PT obtuvo
los valores mayores (p < 0.05) en area de celdas (37.23 mm?), area promedio (1.14
mm?2) y porcentaje de fase dispersa (37.23 %) en comparaciéon con las demas
formulaciones, en relacion a la densidad de celdas, se observo que las muestras P50
y P90 tuvieron los valores mas altos y similares mayores (p < 0.05) (42.33 y 40.41
cm?). La muestra P100 no pudo ser analizada en el programa debido a que no tuvo
desarrollo alveolar, siendo la miga muy cerrada (Figura 5D), ya que no cumplié con
este parametro de calidad se descartdé para la evaluacion sensorial, porque su
estructura no era la caracteristica de un pan. En la Figura 5 se observan todas las
muestras, donde puede apreciar una rebanada el producto, ademas de las imagenes

en escala de grises y en blanco con negro.

Tabla 12. Estructura de la miga de las distintas fo

rmulaciones de pan.

Muestra Area celdas Area promedio de Densidad de % Fase dispersa
(mm?) celdas (mm?) celdas por cm? (aire)
PT 37.23 +1.562 1.14 +0.332 27.16 + 3.43¢ 37.23 +1.562
P50 30.28 +2.50° 0.70 +£0.18° 42.33 +2.802 30.28 +2.50°
P75 18.05 + 2.15° 0.37 £0.11° 36.66 +2.77° 18.05 + 2.15°¢
P100 - - - -
P90 29.74 +1.78° 0.53 +0.08%° 40.41 +1.972 29.74 £1.78°

e Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Duncan.

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P100: Pan 100 % cebada. P90:
Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.

En relacion al area promedio de celdas (Tabla 12), se encontraron datos similares
para bolillo (0.34 mm?) y panes dulces como la concha y el cuerno (0.30 mm?)

(Farrera-Rebollo et al., 2012) y datos similares a los reportado para otras clases de
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panes a base de trigo (1.70-0.56 mm?) (Svec y Hruskova, 2005), respecto a las
dimensiones del producto varia dependiendo el tipo de pan y presentacion, por lo

gue no se encontraron datos similares.

Figura 5. Imagenes de la miga en color, escala de grises y
visualizacion en blanco y negro (algoritmo de Otsu de los
tratamientos).

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada,
P100: Pan 100 % cebada. P90: Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/ 10 % gluten.
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Las dimensiones del producto principalmente la altura, tiene una estrecha relacion
con el desarrollo de las celdas de la miga, parametros que dependen principalmente

de los ingredientes (Bravo y Moreno, 2015).

En relacion a los ingredientes el agua y la harina son los mas significativos que
pueden afectar considerablemente la textura y las propiedades de la miga
(Rathnayake et al., 2018).

La harina de trigo es el tipo de harina mas comunmente utilizado para productos
horneados con levadura, ya que contiene una mezcla de dos grupos de proteinas
llamadas gliadinas y gluteninas (gluten) (Anton y Artfield, 2009; Hamada et al., 2012).
Durante el amasado e hidratacion, estas dos proteinas se combinan entre si y formar
una red de gluten viscoelastica que puede retener gas con levadura durante la
fermentacion y el horneado (Wieser, 2007; Anton y Artfield, 2009; Nwanekezi, 2013).
El almidon asociado a esta red de gluten se gelatiniza durante el calentamiento y
forma un estructura semirrigida al producto junto con el coagulado gluten (la proteina
del gluten se desnaturaliza durante el calentamiento) (Nwanekezi, 2013; Matignon y
Tecante, 2017). Adicionalmente Rouill’e y colaboradores (2005) declar6 que la
fraccion soluble de la harina de trigo afecta tanto al volumen del pan y la finura de
migas de manera opuesta. Aproximadamente el 50 % del agua resulta en una textura
fina y ligera de miga, una masa preparada con un mayor porcentaje de agua puede
resultar en una miga mas gruesa con mas diéxido de carbono (CO>) (Mondal y Datta,
2008).

De acuerdo con la investigacion llevada a cabo por He y Hoseney (1992), la
seleccion de harina con mayor cantidad y buena calidad de proteina principalmente
gluten, puede generar un producto de panificacion con estructura porosa, es decir,
alveolos en la miga de tamafo grande e uniforme; sin embargo una red de gluten mal
construida durante el amasado e hidratacion, o de baja calidad, puede afectar la
capacidad de retencion de COo, resultando en un producto con menor volumen y
alveolos pequerios e irregulares (Pejcz et al., 2017). Como se puede observan en la

Tabla 11 donde el P100 tuvo la menor altura, lo cual es evidente en la Figura 5 D,
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ademas en la estructura de miga, este no tuvo el desarrollo alveolar caracteristico de
un pan, lo que evidencia la calidad del gluten presente en la cebada, ya que al
agregar gluten de trigo mejoré de inmediato el desarrollo de la miga P90 (Tabla 12,
Figura 5 E).

La calidad del pan depende de la harina de trigo, caracteristicas de los ingredientes
utilizados, como la grasa, azucar, aditivos u otros, asi como la calidad del gluten
presente y la cantidad de agua, ademas de las condiciones de procesamiento
aplicadas, resultando en grandes diferencias (Bravo y Moreno, 2015). El uso de las
harinas distintas del trigo en la fabricacion de pan cambian la estructura de miga de
pan (Farrera-Rebollo et al., 2012). Por lo que al agregar la harina de cebada, afecto
negativamente la formacion de la miga en el producto, disminuyendo el tamafio y la
uniformidad de las celdas, aumentando la densidad, siendo la P75 la que tuvo los
valores mas bajos en comparacion con las demas muestras (Tabla 12) y

disminuyendo significativamente el volumen de las piezas.

La harina de cebada (H100) a pesar de presentar un mayor contenido de proteina en
el andlisis quimico proximal (Tabla 6), el pan no desarrollo la estructura de miga
adecuada (Tabla 12), lo cual puede deberse principalmente a que el gluten es de
baja calidad debido a que en la cebada las proteinas de almacenamiento son las
hordeinas, proteina similar pero que no presenta las caracteristicas funcionales del
gluten del trigo (Hernandez-Espinosa et al., 2015; Salgado-Albarran et al., 2015).

Igualmente la cebada presenté mayor porcentaje de fibra en comparacion con la de
trigo, componente que entra en competencia con el gluten, debilitando la estructura
del mismo (De La Llave, 2004; Pejcz et al., 2017), lo cual pudo afectar la estructura

de miga.
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6.3. Evaluacion de cambios sensoriales y cambios de peso durante el

almacenamiento.

El analisis sensorial es muy Gtil para conocer las propiedades organolépticas de los
alimentos, ademas de ser un control de calidad y aceptabilidad del alimento
elaborado.

6.3.1. Evaluacion sensorial

En la Figura 6, se muestra el andlisis sensorial mediante un grafico radial

correspondiente a las distintas formulaciones de pan en 48 horas.

La muestra P50 y P90 fueron los que presentaron valores mas similares en todos los
atributos, en las 0 horas (Figura 6 A), siendo el sabor el que present6 una diferencia
significativa entre cada muestra, donde la muestra P90 tuvo el valor mas bajo con

respecto a las demés (Tabla 13).

En la Figura 6 B se puede observar que en los atributos de olor y color de corteza
mantuvieron todas las muestras con valores muy similares (Tabla 13), siendo los
atributos de sabor y textura los que mostraron mas diferencias, impactando
directamente en la preferencia general, donde se observa que la muestra P90 mostro
los valores mas bajos en los 3 atributos antes mencionados.

Con respecto a la Figura 6 C, las muestras PT, P25 y P50 mostraron valores muy
similares en todos los atributos, siendo la muestra P25 la que obtuvo los valores méas
altos (Tabla 13), el atributo de sabor fue el atributo mas apreciado nuevamente,
obteniendo los valores méas bajos la muestra P90, ademas en el atributo de textura

se apreciaron mayores cambios, principalmente en las muestras P90 y P25.

En relacion al transcurso de las horas, la muestra P90, mostré cambios significativos
en el olor, sabor, textura y aceptacion general donde disminuyd respecto a las 0
horas. La muestra P75, presentd cambios significativos en los atributos de olor, color
de miga y textura, durante el transcurso de 48 horas, en relacion a la muestra P50
solo en el color de la corteza no se observaron cambios significativos, en la muestra

P25, se observaron cambios Unicamente en el sabor y la textura, finalmente la
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muestra  PT no tuvo cambios en ningun atributo durante el tiempo de
almacenamiento (Tabla 13).
Tabla 13. Evaluacion sensorial por tipo de muestra  y tiempo de
almacenamiento
Atributos Horas de Muestras
sensoriales almacenamiento PT P50 P75 P90 P25
0 3.7520.99PY  4.15+0.822Y  4.06+0.743>Y 3.93+0.8%Y  4.06+0.72bY
Olor 24 3.77+0.85%Y  3.95+0.812Y  3.7440.843Y  3.7240.98%Y  4.03+0.722Y
48 4.00+0.763>Y 3.86+0.65%2  3.75+0.78bZ 3.54+0.91%Y  4.07+0.682Y
0 3.78+0.95%Y  3.98+0.83%Y  3.7840.753Y  3.93+0.823Y  4.07+0.86%Y
Color 24 3.72+0.923y  3.84+0.74%Y  3.724#0.90Y  3.89+0.723Y  4.03+0.82%Y
corteza 48 3.9640.923PY  3.83+0.773Y  3.69+0.80°Y  3.72+0.812Y  4.06+0.78%Y
0 3.97+0.913Y  4.09+0.64%Y  3.66+0.77°Y  3.69+0.78bY  4.07+0.70%Y
. 24 3.87+0.93%Y  3.78+0.66%7  3.4240.89°Y* 3.5740.72°Y 4,04+0.77%Y
Color miga
48 4.00+0.91%Y  3.75%0.72%7  3.24+0.86°7 3.51+0.70°cY 3.92+0.88aY
0 3.80£1.04%Y  4.03+0.743Y  3.43+1.05%Y  3.18+0.95%Y  4.27+0.85%Y
Sabor 24 3.63+0.93%Y 3.80+0.822*  3.3741.01°Y  2.90+0.81¢% 3.95+0.8132
48 3.87+0.90%Y 3.69+0.84>2  3.31%0.93%Y  2.7240.85%¢  4.06+0.822Y
0 3.8621.06°Y  4.04+0.75%Y  3.4840.86°Y  3.7440.94%cY  4.25+0.80%Y
Textura 24 3.65+0.93%Y  3.83+0.83%*  3.10+#1.00°¢  3.12+0.86°¢  3.83+0.79%2
48 3.93+0.95%Y 3.66+0.77°2  2.8440.88°¢  3.00+0.82%¢  4.15+0.70%Y
0 3.8640.85%Y  4.03+0.63%Y  3.51#0.84PY  3.33+0.95°Y  4.15+0.76%Y
Preferencia
| 24 3.68+0.89PY  3.86+0.743Y  3.3440.93%Y  3.1040.72°%  4.000.822Y
enera
9 48 3.97+0.923Py  3.77+0.69°2  3.2240.76°Y  2.98+0.66°¢  4.07+0.80%Y

Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Duncan; las letras ¢ indican las diferencias entre las diferentes muestras de pan y
las letras ¥* entre los tiempos de la misma muestra.
PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P90: Pan 0 % trigo/ 90 %
cebada/ 10 % gluten, P25: Pan 75 % trigo/ 25 % cebada.

Se observa que en relacion a la preferencia general la muestra PT, fue la que tuvo
mayor aceptacion al final del periodo de almacenamiento (Figura 6 D), seguida por la

muestra P25; sin embargo, para las 48 horas disminuyé su preferencia en

%]fa Gabriela Gruz @rte:ya 65



RESULTADOS Y DISCUSION

comparacion con las 0 horas, observando un patrén similar en la muestra P50.

Finalmente las muestras P90 y P75 fueron menos aceptadas que las anteriores.

En cuanto al olor, el producto tuvo un olor caracteristico a fermentacion, lo cual se
debe al tipo de preparacion, ya que se realizé el pan utilizando levadura que permite
una fermentacion alcohdlica llevada a cabo por levaduras que transforman los
azucares fermentables en etanol, CO. y algunos productos secundarios, provocando
un olor caracteristico, agradable y ligeramente alcohdlico (Mesas y Alegre, 2002).
Los objetivos de la fermentacion son la formacion de COz, para que al ser retenido
por la masa ésta se esponje, y mejorar el sabor, textura del pan como consecuencia
de las transformaciones que sufren los componentes de la harina (Wiggins, 2002).
Donde la muestra P90 y P75 tuvieron un olor alcohdlico més fuerte que las muestras

con mayor porcentaje de trigo.

En relacion al sabor, fue un atributo que tuvo importantes cambios, siendo las
muestras PT y P25 las que mostraron mejor sabor, ya que se aprecio un sabor
amargo en las concentraciones mas altas de cebada, datos que coinciden con los
reportados por Marquez (2007), quien elabord y evalud un producto de panificacion
con harina de cebada, obteniendo igualmente un sabor amargo en el producto. Este
sabor amargo puede deberse a la presencia de compuesto como aminoacidos,
péptidos, sulfamidas, flavonoides, fenoles, iso —a- &cidos compuestos que propician
dicho sabor (Villegas-Ruiz et al., 2010; Suarez, 2013.).
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Figura 6. Andlisis sensorial de las distintas formulaciones de pan en 48 horas de
almacenamiento (A, B, C) y su preferencia general (D).
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PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P90: Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/

10 % gluten, P25: Pan 75 % trigo/ 25 % cebada.

En relacidon a la textura el principal motivo puede deberse al gluten, ya que es la

principal responsable de proporcionar una buena textura, debido a que determinadas

proporciones producen una masa consistente, tenaz y con ligazon entre si,
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ofreciendo una determinada resistencia a la que puede darse la forma deseada,
resistente a la presion de los gases producidos por la fermentacién, para obtener el
levantamiento de la masa (Von-Atzingen et al., 2005; Rosenfelder et al., 2013). De
igual manera la hidratacion de la pasa condiciona el desarrollo del gluten, junto con el
amasado, ademas de la fermentacion permiten observar el alveolado caracteristico
gue igualmente impacta en la textura, permitiendo la suavidad de la miga (Wiggins,
2002; Pejcz et al., 2017).

Finalmente el color del producto se vio influenciado principalmente por los
ingredientes utilizados, mientras la harina sea mas blanca el color de la miga lo ser4,
sin embargo un harina obscura o integral permitira que la miga se torne un mas
obscura, proporcional al ingrediente principal del pan, la harina; al agregar
ingredientes como el huevo o la mantequilla permitira adquirir un color ligeramente
crema o mas amarillo, sin embargo no genera cambios de color de gran relevancia
(Marquez, 2007).

Otros ingredientes que influyen en el color son los azlcares ya que reducen la
coloracion de la corteza, asi como su espesor, y dan productos de corteza flexible,
no crujiente (Mesas y Alegre, 2002). La sal, al igual que los azlcares, retarda la
fermentacion, y su exceso aumenta el color de la corteza, aparte de la modificacion
de su sabor, la cantidad de agua incorporada a la masa, tiene también su
repercusion en la coloracién de la corteza. Cuanto mas blanda sea la masa, mas
oscura sera la coloracién de la corteza, y al contrario (Wiggins, 2002; Mesas y
Alegre, 2002).

También el punto de fermentacion favorece el tono de la corteza, una baja intensidad
de fermentacion favorece el tono rojizo de la corteza, llegando a producirse manchas
mas oscuras cuando el volumen de la pieza es escaso; cuando la actividad
fermentativa es muy intensa, como en las masas con alto contenido en levadura, la
coloracién de la corteza es mas palida. La coccion es un factor de importancia para

la coloracion de la corteza, ya que ocurre la reaccion de Maillard, que es un conjunto
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de reacciones entre aminoacidos y azucares reductores, dando el color caracteristico

de la corteza del pan (Valdés, 2006; Bravo y Moreno, 2015).

6.3.2. Pérdida de peso durante el almacenamiento

En la Figura 7 se observa el porcentaje de pérdida de peso durante 48 horas de
almacenamiento, donde la muestra P75 mostro la mayor pérdida de peso, la muestra
PT fue la que tuvo menor pérdida de peso durante el almacenamiento, donde las
demas muestras tuvieron comportamientos similares, como se observa en la Figura
7. Observandose de igual manera una diferencia significativa menor de pérdida de

peso de las 48 horas con respecto a las 0 horas (Tabla 14).

Tabla 14. Pérdida de peso durante el almacenamiento

0 horas 24 horas 48 horas
PT 0.00£0.002= 0.19+0.00¢Y 0.28+0.00*
P50 0.00+0.0027 0.24+0.01°Y 0.30+0.003bx
P75 0.00+0.0027 0.30+0.002Y 0.32+0.01%Y
P90 0.00£0.002= 0.22+0.01Y 0.31+0.013b
P25 0.00£0.002= 0.21+0.04b¢y 0.29+0.032bx

Letras superindices diferentes indican la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre las muestras, de acuerdo a la prueba
de comparaciéon de medias de Duncan; entre cada tratamiento (*°) y entre cada 0, 24 y 48 horas (*¥?).

PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P90: Pan 0 % trigo/ 90 % cebada/
10 % gluten, P25: Pan 75 % trigo/ 25 % cebada.

La pérdida de peso durante el almacenamiento, se debe a la pérdida de agua por la
migracion del agua hacia el entorno, la miga del pan recién horneado tiene una
actividad de agua superior a la de la corteza; esta diferencia provoca que agua que
se encuentra en el interior del pan se desplace a la superficie provocando la
resequedad de la miga y la pérdida de la naturaleza crujiente de la corteza; esto
debido a la retrogradaciéon del almidon; lo que impacta directamente en la textura de
la pieza (Leung et al., 1983; Rogers et al., 1988; He y Hoseney, 1990; Valdés, 2006;
Pejcz et al., 2017), motivo por el cual se pudieron dar los cambios en la evaluacién
sensorial, en el atributo de textura (Figura 6C). Investigaciones también sugieren que
el gluten es un compuesto de importancia en el envejecimiento del pan, ya que

puede servir como reservorio de humedad, amortiguando cambios en la hidratacion
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del almiddn (Valdés, 2006; Blandino et al., 2015), a lo cual pudo deberse a que los
panes con mayor cantidad de harina de trigo mostraran menor pérdida de humedad
(Figura 7).
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Figura 7. Pérdida de peso durante el almacenamiento.

* Indica la diferencia significativa entre las muestras.
PT: Pan 100 % trigo, P50: Pan 50 % trigo/ 50 % cebada, P75: Pan 25 % trigo/ 75 % cebada, P90: Pan 0 % trigo/ 90 %
cebada/ 10 % gluten, P25: Pan 75 % trigo/ 25 % cebada.

En relaciéon a los cambios del producto durante el almacenamiento, también se
pueden identificar cambios en el sabor, debido a que el pan recién horneado tiene
compuestos volatiles, formados durante la fermentacion y el horneado, compuestos
como alcoholes, aldehidos, diacetilos, cetonas y éteres entre otros, conforme el
tiempo transcurre, el sabor del pan fresco se pierde ya que los compuesto se
evaporan, ademas de que la pérdida de humedad puede propiciar al concentracion
del sabor del producto (Wiggins, 2002; Luna-Fernandez, 2011; Matignon y Tecante
2017), motivo por el cual pudo tener la sensacién de sabor mas amargo en los panes
con harina de cebada (P50 y P75), provocando una diminucién de la aceptacion de
los panes con mayor porcentaje de harina de cebada (P50 y P75) con el tiempo de

almacenamiento (Figura 6 C, 6 D).

La pérdida mayor de humedad en las formulaciones con mayor contenido de harina

de cebada, pudo deberse en parte a la retrogradacién del almidon, ademas a las
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proporciones de almidén y proteinas presentes, ya que en comparacion con la harina
de trigo, la cebada presentan diferencias, 75% de amilopectina y 25% de amilosa,
trigo, proteinas 9-14% de las cuales 80-85% ser& gluten (Bravo y Moreno, 2015;
Matsushitaet al., 2019), cebada 95-100% de amilopectina 'y proteinas 5-9%, 58-62%
gluten (UNAM, 2013). Por lo que la harina de cebada, tendr& mayor pérdida de
humedad.

Otro factor de importancia para una mejor retencion de agua con respecto a las
harinas, seran los mejoradores presentes en la harina de trigo, que fue una harina
comercial, por lo que en su composicion se encuentra presente el acido L- ascérbico,
se utiliza principalmente para reforzar las cadenas de gluten, facilitando la hidratacion
y permitiendo una mayor retencién de humedad (Bravo y Moreno, 2015; Matsushita
et al., 2019), sin embargo la harina de cebada no presenta ningun tipo de tratamiento

o aditivo extra que promueva la retencién de humedad.

La fibra dietética soluble presente en la harina de cebada también interviene en la
retencion y pérdida de humedad, ya que se ha observado que interfiere con la
estructura del gluten, compitiendo por la absorcion de agua y provocando una mayor
pérdida de humedad (De La Llave 2004; Pejcz et al., 2017).
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7. CONCLUSIONES

El grano de cebada present6é un alto rendimiento en obtencién de harina (90.92 %),

comparado con otras variedades de cebada y considerandose una harina integral.

La harina de cebada muestra un mayor porcentaje de humedad, cenizas, proteinas,
grasas, fibra dietética total y B-glucanos, influyendo directamente en sus propiedades
nutricionales, mostrando una composicion quimica significativamente mayor que la

harina de trigo a excepcién de los carbohidratos.

Las muestras de pan presentaron alrededor del 12 al 16 % de proteina, 15 % de
grasa y 2 % de cenizas. La muestra de pan 100 % harina de cebada (P100) seguido
de la 90% (P90) present6 los mayores porcentajes de ceniza, proteina, fibra dietética
total y B-glucanos debido a la mayor proporcién de harina de cebada, aumentado el

contenido nutricional del pan.

El consumo de 100 g del pan elaborado con dichas formulaciones puede cubrir entre
17-55 % de la recomendacion de fibra dietética, ademas de los 3 g de B-glucanos

recomendados para un efecto benéfico en la salud.

El pan elaborado present6 un valores bajos de cloruros de sodio (0.06 %). El uso de
la cebada tuvo un impacto en la disminucion de las dimensiones del producto y en la
formacion de la estructura de la miga observandose demasiado compacta y poco

aireada (P100), lo que fue mejorado al adicionar gluten de trigo en el caso de P90.

En la evaluacion sensorial, los atributos de sabor y textura fueron los mas apreciados
y los que exhibieron mayor diferencia entre cada muestra y tiempo de
almacenamiento. ElI aumento del porcentaje de harina de cebada, afecto

negativamente la textura, el sabor y aceptaciéon general del producto.

La muestra 90 % harina de cebada (P90) presentdé una menor aceptacion con
respecto al sabor, debido a la nota amarga impartida por la cebada, mientras que la
muestra 25 % cebada (P25) presentd las mejores caracteristicas sensoriales
después del pan control (PT) incluso durante el almacenamiento.
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Los panes con mayores porcentajes de harina integral de cebada presentaron
mayores cambios durante el almacenamiento (pérdida de peso) en comparacion con
el pan de trigo (PT), dado que la harina comercial es adicionada con mejoradores lo

cual incrementa sus propiedades de panificacion.
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8. PERSPECTIVAS
Resulta de interés evaluar la actividad diastética de la harina de cebada, asi como la
cantidad y propiedades del gluten presente en dicha harina, ademéas del
comportamiento del almidon mediante microscopia electronica y su retrogradacion,
ya que son factores con impacto en los productos de panificacidon que no pudieron

evaluarse en este estudio.

Debe realizarse el andlisis de perfil de textura (APT) en las masas y en el producto
para obtener datos cuantitativos y su relacion con el andlisis sensorial ya permitira
conocer el efecto de la fibra presente en la harina de cebada y como influye en las

caracteristicas reologicas de una masa de panificacion.

Se recomienda utilizar un disefio experimental de optimizacion para identificar las

combinaciones de harinas con mejores caracteristicas y propiedades.

Evaluar las propiedades antioxidantes en la harina de cebada y en el pan, ya que se
ha reportado que la cebada presenta actividad antioxidante, sin embargo se

desconoce sus cambios durante el procesamiento.

Identificar a detalle los minerales, acidos grasos, aminoacidos y componentes de la
fibra dietética ademas del B-glucano, para identificar su impacto nutricional, asi como
la digestibilidad y acceso a estos componentes; ademas de determinar su aporte

calorico y el indice glucémico para ser comparado con un pan comercial.

Evaluar el peso molecular de B-glucanos presente en la harina de cebada obtenida
ya que se sabe que su actividad fisiolégica depende del tamafio de la molécula y los
cambios durante el procesamiento, como la fermentacibn ya que este proceso
puede modificar de manera importante sus caracteristicas y los p-glucanos
producidos por una levadura tiene propiedades y caracteristicas distintas a los

provenientes de un cereal.

La intervencion con paciente del producto es de suma importancia ya que permitiria

identificar la asimilaciéon del producto y su impacto en parametros como indice
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glucémico, disminucién de colesterol, LDL, glucosa postprandial, factores en los que
se ha reportado cambios beneficios que se le atribuyen al uso de B-glucanos
presente en la cebada, utilizando la formulacion P75 o bien la P90 formulaciones que
presentaron un contenido de $-glucanos mayor a 3 g.
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ANEXOS

Anexo 1. Formato de evaluacion sensorial.

SEXO: EDAD:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Instituto De Ciencias De La Salud
AREA ACADEMICA DE NUTRICION

CARERRA:

Instrucciones: A continuacidn se te entregara 5 muestras diferentes de pan, coloca una X en el recuadro segtin

tu nivel agrado para cada muestra.

. Olor Color Color Sabor | Textura | Aceptacidn
Nivel de agrado .
corteza miga general
Muestra 624

Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta

No me gusta

Me disgusta mucho

Muestra 953

Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta

No me gusta

Me disgusta mucho

Muestra 178

Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta

No me gusta

Me disgusta mucho

Muestra 213

Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta

No me gusta

Me disgusta mucho

%]fa Gabriela Gruz @rte:]a
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Muestra 098

Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta

No me gusta

Me disgusta mucho

¢Cudl te gusto mas?:

624

953

178

213

098

Comentarios:

iGracias por tu participacién!
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ANEXOS

Anexo 2. Ficha técnica de fibra dietética total
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ANEXOS

Anexo 3. Ficha técnicade B-glucanos

Megazyme

Werw.megazyme.com

MIXED-LINKAGE
BETA-GLUCAN

ASSAY PROCEDURE
(McCLEARY METHOD)

100 Assays per kit)
say!

AACC Method 32-23.01
AOAC Method 995.16
EBC Methods 3.11.1, 4.16.1
and 8.1 1.1
ICC Standard Method No. 166
Codex Type Il Method

Megazyme

K-BGLU 05/15

© Megazyme Wasrmstional lelind 2015

INTRODUCTION:

For seme dme the brewing food and ingredient industries have
identified the need to develop an accurate, convenient and reliable
method for assaying mixed-linkage [-glucan in barley, malt, weort

and beer. The Megazyme method meets all of these requirements,
It is simple to use and fifty to one hundred (50-100) samples ean

be assayed ina day. The method has also been adapted for the
measurement of [i-glucan in cats and oat fibre products (Streamlined
method, page 5).

PRINCIPLE:

Samples are suspended and hydrated in a buffer solution of pH 6.5
and then incubated with purified lichenase enzyme and filtered. An
aliquot of the filtrate is then hydrolysed to completion with purified
fi-glucosidase. The D-glucose produced is assayed using a glucose
oxidase/peroxidase reagent (Scheme |, page 16).

ACCURACY:

Standard errors of + 3% are achieved routinely within our laboratory
for oac and barley samples.

EVALUATION:

The Streamlined fi-glucan hod has been full; I d by
ADAC International (Method 995.16), AACC (Method 32-23.01) and
1CC {Method Me. 166). The original versian of the mathod was also

it i Analytical C of the Royal A Ii
Chemical Institute and the European Brewing Convention.

SPECIFICITY:
The assay is specific for mbred-linkage [(1-3)(1-4)]-3-D-glucan.

KITS:
Kits suitable for performing |00 assays are available from Megazyme.
The kits contain the full assay method plus:
Bottle I: Lichenase [specific, endo-(1-3){1-4)-f-D-glucan
4-glucanchydrolase] suspension (I mL).
Smable for > 3 years at 4°C.

Bottie 2: P-Glucosidase (1 mL) suspension.
Stable for > 3 years at 4°C.

Bottle 3: GOFOD Reagent Buffer. Buffer (50 mlL,
pH 7.4), p-hydroxybenzoic acid and sodium azide
(0.095% wiv).

Stable for = 4 years at 4°C.

Bottle 4: GOFPOD Reag y Glucose oxid:
plus p dase and 4 pyrine. Freeze-dried
powder,

Stable for > 5 years at -20°C.
Bottle 5: D-Glucose standard solution (5 mL, 1.0 mg/ml) in

0.2% (wiv) benzoic acid.
Stable for > 5 years at room temperature.

Bottle &: Standardised barley fiour control. P-Glucan eontent
shown on vial label.
Seable for > 5 years ac room temperature.

Bottle 7: Standardised eat flour control. B-Glucan content
shown on vial label.
Stable for > 5 years at room temperature.

PREPARATION OF REAGENT SOLUTIONS/SUSPENSIONS:
I. Dilute the ¢ of borde 1 (lict te 200 mbL with
20 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5). Divide into
appropriately sized aliquets and store in polypropylena tubes at
<20°C berween use and keep cool during use if passible.
Stable for > 2 years at -20°C.

MNOTE: It is imperative that the lichenase is not cross-
contaminated with fi-glucosidase.

g 1 Dilute the entire contents of bottle 2 (f-glucosidase)
20.0 mL with 50 mM sodium acetate buffer (pH 4.0). Divide
into appropriately sized alig and store in polypropy
tubes at -20°C becween use and keep cool during use if

possible.
Smable for > 2 years at -20°C.,
3. Dilute the contents of botte 3 (GOPOD Reagent Buffer) to
I L with distilled water (this is solution 3). Use b diately
NOTE:

1. On storage, salt crystals may form in the concentrated hl-rﬂnr v
These must be completely dissolved when this buffer is diluted
to | L with distilled water,

2. This buffer contains 0.095% (wiv) sodium azide. This is-a
poisancus chemical and should be treated accordingly,

4. Dissolve the contents of bottle 4 in 20 mL of solution 3
and quantitatively transfer this to the bottle containing the
remainder of solution 3. Cover this bottle with aluminium

2
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foil to protect the -n:lmd reagent from light. This is
Glucose Deter (GOPOD r
Stable for ~ 3 months at 2-5°C or > 12 months at -20°C.

If this reagent is to be stored in the frozen state, pﬂvl"nbljr
it should be divided into al Do not fr f more
than once.

When the reagent is freshly prepared it may be light yellow
or light pink in colour. It will develop a stronger pink
colour over 2-3 months at 4°C. The absorbance of this
solution should be less than 0.05 when read against distifled
weater,

BUFFERS (NOT SUPPLIED):

I.  Sodium phosphate buffer (20 mM, pH &5)
Dissolve 3.12 g of sodium dihydrogen orthophosphate dihydrace
(NaH;PO,2H,0) in 200 mL of distilled water and adjust the pH
o 6.5 by the addition of 100 mM sodium hydroxide (4 g/L)
{approx. 50 mL is required). Adjust the volume to | L Add
0.2 g of sedium azide.
Smable for 2 months ac 4°C.

2. Sodium acetate buffer (50.mM, pH 4.0)
Add 2.9 mL of glacial acetic acid to 900 mL of distilled water.
Adjust to pH 4.0 by the addition of | M sodium hydroxide
solution. Adjust the volume o | L. Add 0.2 g sodium azide.
Stable for 2 months at 4°C.

3. Sodium acetate buffer (200 mM, pH 4.0)
Add | 1.6 mL of glacial acetic acid to 900 mL of distilled water,
Adjust to pH 4.0 by the addition of | M sodium hydroxide
solution. Adjust the velume to | L. Add 0.2 g sodium azide.
Stable for 2 months at 4°C.

EQUIPMENT (RECOMMENDED):
I.  Polypropylene wbes/containers with caps (35 mL capacity).

2 Glass test-tubes (12 mL capacicy).
3. Micro-pip 3, e.g Gilson Pip *® {100 L and 200 pL)
-4 Positive di WO f Muld;

- with 5.0 mL C ip® (to di 0.1 mL alig of

buffer and buffered [i-glucosidase solution).

< (A) ASSAY PROCEDURE FOR OAT AND BARLEY FLOUR
AND FIBRE SAMPLES - STREAMLINED METHOD (AOCAC
Meothod 99516, AACC Method 32-23 and ICC Standard
Method No. 168).

This procedure is ideal for all dry samples particularly those
containing high levels of fl-glucan (e.g pr d oat bran prod ).

METHOD:

1. Mill barley, cats or fibre sample (approx. S0 g} to pass 2 0.5 mm
screen using a Fricsch pulverisette |42 (Fritsch GmbH Idar-
Oberstein, Germany) or alternative centrifugal mill.

2, Add flour sample (80-120 mg: weighed accurately) to a glass
centrifuge tube (16 x 120 mm: 17 mL capacity). Tap the twbe to
ensure that all sample falls ©o the bottom of the twbe.

3. ‘Wer the sample with 0.2 mL of aqueous ethanol (S0% v/v) to aid
dispersion. Add sodium phosphate buffer (4.0 mL. 20 mP, pH
6.5) and stir the contents on a vortex mixer.

4. On mixing. immediately place the twbe in a boiling water bath

and incubate for 60 sec. Vigorously stir the mixture on a vortex: |

mixer, incubate at 100°C for a further 2 min and stir again. -
5. Incubate the twbe plus contents at S0°C and allow to equilibrace
for 5 min,

6. Add lichenase (0.2 mL, 10 U) and stir the wbe contents. Seal
the tube with parafilm and incubate for | h ar 50°C, with regular
vigorous stirring (Le. 3-4 tmes) on a vortex mixer. Continuous
stirring using a device such as the Megazyme Multi-stir lncubaﬂon
Bath (cat. no. D-IBMKII) is recommended.

7. Add sodium acetate buffer (5.0 mlL, 200 mM, pH 4.0) and
vigorously mix the wbe contents on a vortex mixer.

8. Allow the tube to equilibraze to roem temperature (5 min) and
centrifuge (1,000 g, 10 min). Carefully and accurately dispense.
aliquots (0.1 mL) into the bottom of three test tubes (12 mL
capacity) using a Gilson Pipetman™ or a Rainin EDP-2% motorissd
dispenser,

9. Add B-glucosidase (0.1 mL. 0.2 U) in 50 mM sodium acetate
buffer {(pH 4.0) to two of these tubes (the reaction). To the
third (the reaction blank), add 50 mM acetate buffer (0.1 mlL, pH
4.0). Incubate all tubes ar 50°C for 10 min.

10, Add GOPOD Reagent (3.0 mL) to each tube and incubate at
50°C for a further 20 min.

5 Adjustable-velume 0-5.0 mL (for phosphate buffer).
dispensers 3.0 mL (for glucose oxidase/peroxidase
Feagent).
0-25.0 mL (for distilled water).
6. Laboratory aven.
7. Analytical and top-pan balances.

8. Spectrophotometer set at 510 nm (see point | under Useful
Hints, page 10).

9.  Vortex mixer.

10. Thermostated water bath set at 50°C (or 40°C for the original
version of the method, page 10).

11, Stop watch.

12, Whatman No. 41 filter circles. '

13. Centrifuge (in conjunction with preparation of malt, wort and
beer).

14, Laboratory mill with 0.5 mm screen (e.g. Frisch pulverisette 14%).

15, Boiling water bath.

CONTROLS AND PRECAUTIONS:

I.  With each set of determinations, reagent blanks and D-glucose
standards of 50 pg and/or 100 pg are included, in duplicate.
The reagent blank comprises 0.1 mL distilled water + 0.1 mL
sodium acetate buffer + 3.0 mL of GOPOD Reagent.

-
The glucose standard comprises 0.1 mL sodium acetate buﬁe{
+ 0.1 mL D-glucose standard (50 pg/0.1 mL or 100 ug/O:k mL) +
3.0 mL GOPOD Reagent.

2 With each set of determinations at least one standard barley flour
is also included,

3. With each new barch of GOPOD Reagent the time for
maximum colour formation with 100 pug of D-glucose standard
should be checked. This is usually approx. 15 min.

4. Itis imperative that the lichenase enzyme preparation is not

[ with the [i-gi preparation (the
reverse is not a problem).

1. Remove the tubes from the water bath and measure the
absorbance at 510 nm against reagent blank within | h.

NOTE: The amount of D-glucose present in the test tube

(i.e. in the 0.1 mmemleerguMsheuHmlwb'm
4 and 100 pg The pl before the [i-gl

treatment must be diluted sufficiently with 200 mM sodium
acetate buffer (pH 4.0) to yield a sugar concentration between
0.04 and 1.0 g/, which is equivalent to approx. 0.35 and B.5% of
B-glucan in the original sample. For example if a sample contains
20% of beta-glucan it should be diluted 3-fold with 200 mM
sodium acetate buffer {pH 4.0) before dispensing aliquots for

3 with fi-gh
- for samples containing high P-glucan, .e Oarwell
(> 50% D-G(ucm).d\enmplu size should be reduced to 50 mg - |

andduvolumﬂwddbendhmdmlooml_ 200 mt1
sodium acewte buffer (pH 4.0} after lichenase treatment.

(8) ASSAY PROCEDURE FOR COOKED, TOASTED

OR EXTRUDED CEREAL PRODUCTS - STREAMLINED
METHOD (ACAC Method 995.16, AACC Method 32-23 and
1CC Standard Method No. 168).

In the analysis of f-glucan in cooked, toasted or extruded cereal
products, the sample should be pre-extracted with aquecus ethanol
to remave free sugars and to reduce the levels of fats and oils.

METHOD:

I, Mill foed product (approx. 50 g) te pass a 0.5 mm screen
using a Fricsch pulverisette 149 (Fricsch GmbH Idar-Oberstein,
Germany} or alternative centrifugal mill. i

2. Add sample (— 200 mg: weighed accurately) wo a glass centrifuge
tube (16 x 120 mm; 17 mL capacity). Tap the tube to ensure
that all sample falls to the boccom of the twbe.

3. Add 5.0 mL of aqueocus ethancl (50% v/v) and Incubate the wbes
in a boiling water bath for 5 min, Mix the contents on a vortex
stirrer and add a further 5.0 mL of 50 % (v/v) aquecus ethanol.
Mix,

4. Centrifuge the tubes for 10 min at 1,800 g (approx. 3.000 rpm).
Discard the supernatant.

5. Resuspend the pellet in 5.0 mbL of 50% (v/v) aquecus ethanal and
stir on the vortex mixer. Adda further 5.0 mL of 50% aqueocus
ethanol. Stir on the vortex mixer, centrifuge and discard the
supernatant {as in step 4).

%}/[a Gatriela Gruz @rtgja
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6. Suspend the pellet in 4.0 mlL of sodium phosphate buffer (20 mM,
pH 6.5) and incubate the tube at 50°C for 5 min.

7. Add lichenase (0.2 mL. 10 U) and stir the tube contents. Seal
the tube with parafilm and incubate for | h ar 50°C. with regular
vigorous stirring (i.e. 3-4 times) on a vortex mixer. Continuous
stirring using a device such as the Megazyme Multi-stir Incubation
Bath (cat. no. D-IBMKIN) is recommended.

8.  Add sodium acetate buffer (2.0 mL. 200 mM, pH 4.0) and
vigorously mix the twube contents on a vortex mixer.

9. Proceed from Step 8 of example (A).

(C) ASSAY PROCEDURE FOR MILKSHAKE, YOGURT AND
OTHER LIQUID SAMPLES (ALCOHOL PRECIPITATION).

1. Weigh accurately a glass centrifuge tube (Ia. * 120 mm; 17 mL
capacity).

2. Add 3 mL of sample to the wbe and heat in a boiling water bath
for 5 min. Allow to cool te room temperature.

3. Add 3 mL of 95% agueous ethanol to the wbe and mix tha
contents on a vortex stirrer. Add a further 50 ml of 95%
aquecus athanol. Mix well on a vortex stirrer.

4. Centrifuge the tubes for 10 min ac | 800 g (approx. 3,000 rpm).
Diiscard the supernatanc

5. Resuspend the pellet in 8.0 mL of 50% (v/v) aqueous ethanol and
stir an the vortex mixer. Centrifuge and discard the supernamant
(as in step 4).

6. Suspend the pellet in sodium phosphate buffer (20 mM, pH 6.5)
adjusting the volume to 4.0 mL (by weight), fram the known
weight of the empey tube. Incubate the tube at S0°C for 5 min.

7.  Proceed from Step 6 of example (A).

CALCULATIONS (Solid samples):

%gsu;?mw; #M:‘F:F_“I' e

MNOTE: If the absorbance values received for a sample exceed
the absorbance values obtained for glucose sandard the samples
must be diluted with 200 mM sodhlm a:mubuﬂer (pH 4.0) ta
bring them on scale before di with
P-glucosidase.

CALCULATIONS (uqu:d samples; g/100 mL):

—glucan (/100 mL] =Ma|=x;‘!3anox'_ [
e @ ) 7006 1000

162
= x D
180

= AAx Fx D x0.00276

© where:
AA = absorbance after f-gi | r
minus reaction blank absorbance.

F =  factor for the conversion of absorbance values
to pg of glucose.
= 100 (ug of WMe]
absorbance of 100 pg of D-glucose

= wvalume correction factor: 3.0 mL aliquots of sample were
treated with IMS and velume was readjusted to 9.2 mL)
{i.e. 4.0 mL + 0.2 mL lichenase + 5.0 mL acetate buffer),

S

1000 = volume adjustment factor (0.1 mL was analysed but
results are presented per 100 mbL of sample)

ﬁ = conversion from ug o mg.

Toog =  <onversion from mg o g

JI'%%‘ = factor wo convert from free D-glucose. as determined,
ta anhydro-D-glucose, as occurs in f-glucan.

D - further prior o with [i-gf

(if ]
required). I

NOTE: These cﬂmhﬁem <can be simplified by using the
Megazyme A, T, downloadable from where the preduct
(www. com).

appiirz on the M

where:
AN = absarbance after P-glucosidase treatmenc (reaction)
minus reaction blank absorbance.

F = factor for the conversion of absorbance values
o pg of glucose.

-~ 100 (ug of D-glucose) .
absorbance of I_OO g of D-glucose

v = final volume (i.e, equals 9.4 mL for cat and barley flour
in example (A): 6.4 mL for cooked, toasted and extruded
cereal products in example (8); 100 mL for samples
containing > 50% [l-glucan, see note on page €).

ol = volume of sample analysed.

I_led = conversion from ug to mg.

Ja?— = factor to express fi-glucan content as a percentage of
sample waight.

W= the weight in mg ("as is” basis) of the sample analysed.

62

= factor to convert from free D-glucose, as determined,
wo anhydro-D-glucose, as occurs in f-glucan.

g

]
]

further dilution prior to with [
{if requirad).

P-glucan % wiw (dry wt. basis):
= fglucan % wiw (as is) x

L
e e
100 - moisture content (% wiw)

(D) ASSAY PROCEDURE FOR BARLEY APPROVED BY
EUROFPEAN BREWING CONVENTION (EBC Method 3.11.4):

USEFUL HINTS:

I.  After incubation of samples with lichenase it is suggested that the

volume of the reaction mixture® be adjusted to 30.0 mL by the
addition of 24.0 mL of distilled water via a dispenser.

*  Assume the velume to be 6.0 mL; approx. 0.2 mlL is lost
during the heating step.

2. In step 5 of the assay p o if the very
viscous after the 5 min boiling step, add 5.0 mL of distilled warter
and stir well on a vortex mixer. After reaction with lichenase
adjust the volume to 30.0 mL by the additon nf 19.0 mL of
distilled warer.

NOTE: If the salution is very viscous there may be some problem
with the diffusion of lichenase, msomammwﬂ
alleviate this problem.

3. If glass, rather than polypropylene, tubes are used in step 5 of
the assay procedure. reduce the time of incubation in the beoiling
water bath to 45 sec inithlly, vortex the contents and incubace
for a further 45 sec in the boiling water bath (i.e. total of
1.5 mim).

METHOD:

1. Mill barley to pass a 0.5 mm screen using a Tecator Cyclotec™
mill {uniform, fine milling is essential).

2. Accurately weigh barley flour samples (approx. 0.5 g) of known
moisture content” inte polypropylens tubes (refer to Equipment,
point |, page 3).

l‘ See footnote under Example Results Sheet on page 11

3. Add an aliquot (1.0 mL) of aquecus ethanol (50% viv) to each
tube to aid in the subsequent dispersion of samples.

4. Add 5.0 mL of sodium phosphate buffer (20 mM, pH 6.5) and stir

the tubes on a vortex mixer,

5. Incubate the tubes in a boiling water bath for approx. 2 min
(see point 2 and 3 under Useful Hints). Remove the tubes and
vigorously stir them on a vortex mixer. Heat the tubes for a
further 3 min in the boiling water bath (mixing after 2 min
prevents formation of a lump of gel marterial).
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& Cool the tubes to 40°C and add 0.2 mL of lichenase (10 L) to
each tube. Cap the tubes, stir and incubate at 40°C for | h.

7. Adjust the volume in each tube to 30.0 mL by the addition
of distilled warer (see paint | under Useful Hints, page |0},

8.  Tharoughly mix the contents of the tubes and filter an aliquot
from each tube through a Whatman No. 41 filter circle
{or centrifuge an aliquot at approx. 1,000 g for 10 min).

9. Carefully and accurately transfer aliquots (0.1 mL)
from each filtrate to the bottom of three test tubes.

10. Addan allquo: (0.1 mL) of sodium acetate buffer (S0 miM,
pH 4.0) to ane of these (the reaction blank), while to the other
two (the reacton) add 0.1 mL of f-glucosidase (0.2 L) in
50 mM acetate buffer (pH 4.0). Incubate the tubes at 40°C for
15 min.

11, Add GOPOD Reagent (3.0 mL) to each whbe and incubate ac
40"C for 20 min (see point 3 under Controls and Precautions,
page 4).

12. Measure the absorbance at 510 nm for each reacton (Ex) and
reaction blank (Eg).

NOTE: With the GOPOD Reagent employed in this kit, the
colour complex which is formmed is stable for at least 2 h at room

temperature.
EXAMPLE RESULTS SHEET:
Sample Sample weight Absorbances P-Glucan
(mg) (510 nm)
Fresh Dry gy En AR | % i)
{eorracted)
o.g. Clipper 495 420 0012 | 0480 | 0448 2.86
0455 | D443 283

Dry weight = fresh weight x{.lm - mom;laor; content -\I

* In general this is determined by NIR refiectance. Alternatively
this can be determined by observing weight loss on storage
of flour samples (0.5 g) at BO'C for 20 h. The maisture content
of cereal flour samples is consistenty in the range of 10-14%.

n

Centrifuge at 1,000 g for 5 min. Discard the supernatant

9. Repeat the ethanol-washing procedure by resuspending
cthe pellet etc. as in steps 7 and 8 above.

10, Discard the supernatant,
I'l. Resuspend the pellet in sodium phosphate buffer (20 miH,
pH &.5): for wort, adjust the volume to 4.8 mL (by weight).
for beer, adjust the volume to 1.8 miL (by waight).
“ 12, Add 0.2 mL lichenase (10 W) and incubate at 40°C for 5 min.
Centrifuge ac 1,000 g for 10 min then proceed as per the assay
procedure for barley starting from step 9.

NOTE: For wort samples containing low levels. ufo-dlll.“-lﬂ
incubate a larger aliquot of sample solution (up to 0,5 mL) with
Iﬁalumabdau.. Use this larger aliquot size also for the blank.

CALCULATIONS:
For barley. male and spent grain

Prglucan (% whw) = AAxFx300x 100 . 162
sy T
= amx E oxar
w

For wart
hican (mg/L = MxFx10000x 1 x 5 x 162
pe (oeh) oo = 5 180
= & x Fx %
For beer
fi-gluean (i = AAXFx10000x L x 2 x 162
e fooo = s iso

= AA x F x 36

(E) ASSAY PROCEDURE FOR MALT, SPENT GRAIN,
BEER AND WORT APPROVED BY EUROPEAN BREWING
CONVENTION

Male (EBC Mothod 4.16.1):
b To 1.0 g of malt flour (milled to pass a 0.5 mm screen) or

hilised barley r during the malting process,
add 5.0 mL of aquecus ethanol (50% wiv).
2. Incubate ina boiling water bath for 5 min. Mix the contents on
a vortex stirrer and add a further 5.0 mL of 50% (v/v) agueous
ethanol. Mix.

3. Centrifuge for 10 minat 1,000 g. Discard the supsrmatant

4.  Resuspend the peliet in 10.0 mL of 50% {v/v) aqueous echanol,
centrifuge and discard the supernatant (as in step’ 3. above).

5 Suspend the pellet in 5.0 mL of sodium phosphate buffer
(20 mM, pH 6.5).

6. Assay for fl-glucan as per the Assay Procedure for barley from
step 5.

Spent Grain:
Either wash lpent gn[ﬂ with hq: water (approx. 757C), and

then

hing. Mill this material

o pass a 0.5 mm scnen and analyse for [-glucan content and
perform calculations by the same procedure as employed for the
male samples.

Beer or Wort (EBC Method 8.11.1):

|. De-gas beer by heating an aliquot to approx. 80°C in a beiling
water bath. Allow to cool.

2. To 50 mL of wort or beer ina pr gt centrifuge
tube (12 mL capacity) add 2.5 g of finely milled ammonium
sulphate crystals.

w

Seal the tube with Parafilm™ and dissolve the ammonium

sulphate by careful inversion (to avoid frathing).

I S Y

Allow the tube to stand for approx. 20 h at 47C.

Centrifuge at 1,000 g for 10 min on a bench centrifuge.
Discard the supernatant.

Resuspend the pellet by thoroughly vortexing with 1.0 mL of

50% (viv) aqueous ethanol. Add a further 10.0 mL of 50% (v/v)
aqueous ethanol and mix well by inversion of the tube.

where:

e $ 338 3 8
g 8 §s

s

162
180

1z

absorbance after f-gl {r ion)
minus reaction blank absorbance.

factor for the conversion of absorbance values
to pg of glucese.

100 (ug of D-glucose)
absorbance of 100 ug of D-glucose

volume correction (ie. 0.1 mL taken from 30.0 mL).

volume adjustment factor (0.1 mL was analysed
but results are presented per litre of sample).

conversion from pg to mg.

factor to express fi-glucan content as a percentage of
dry flour weight.

the calculated dry weight of the sample analysed,
in mg {refer ta example results sheet on page 6).

voluma correction factor. For wort samples, 5.0 mL
aliquots were treated with precipitant (ammonium
sulphate) and the velume was readjusted to 5.0 mL
(i.e. 4.8 mL + 0.2 mL lichenase).

volume correction factor. For beer samples, 5.0 mL
aliquots were treated with pracipitant (ammonium
sulphate) and the volume was readjusted to 2.0 mL
(Le. 1.8 mL + 0.2 mL lichenase).

facror to convert from froe D-glucose, as determined,
to anhydro-D-glucose. as occurs in fi-glucan.

MNOTE: These can be

the I

TH, downloadable from where the product appears on

website (www. coim),
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ANEXOS

"COMPARISON OF METHODS:

The Meg: Pglucan has been compared to
AACC Method 31-12 ({the AACC modification of the original
Megazyme method!) in an interfaboratory evaluation, and the
results with both waere very similar. Results
with the Magazyme "Streamlined Method™ are shown in Table 1.
With this method, more than 100 samples can be analysed by a single
analyst in one day, This compares to about 20 samples with AACC
Method 32-22.

Table I: Method Performance for Determination of f-D-Glucan
in Oats by Streamlined Enzymatic Method.®

REFEREMNCES:

I. McCleary, B. V. & Glennie-Holmes, M. (1985). Enzymic
quantification of (1-3)(1-4)-P-D-glucan in barley and malc.
|- Inst. Brew., 91, 285-295.
2. MecCleary, B. V. & MNurthen,. E.j (1986). Measurement of
(I-!)(IAJ -f-D-glucan in malt, wort and beer. [ [nst Brew, 92,
168-

3. McCleary. B. V. & Codd, R. (1991). Measurement of (1-3)
(1-4)-f-D-glucan in barley and oats: a streamlined enzymic
procedure. J. Sci. Fd. Agric, 55, 303-312.

McCleary, B. V. &Mughrd.D €. (1992). Interlaboratory

analysis methods. h“ﬂw&aﬂdﬂg role

Sample Mean, % RSD, | RSDy, " i
dry basis | 'S, Sa % % v R

Oat flour 273 |oo083 | 0241 | 31 | &8 |o232 |oers

Sat bran 637 |o0296 | 0456 | 46 | 70 |os27 | 1277

Rofled oats | 427 |o0283 | 0315 | &6 74 |o7ez |ocse2

Oan bran 393 |o0+484 | 0484 | 123 | 123 | 1355 | 1355

{breakfast

coreal)

{nstant oat go0 |o480 | 0524 | 0 | s6 | 1344 | 1467

bran

* Based on resules from 8 ies; no oudiers identified

er=28xs3,

CR= 28 x5y

STANDARDISATION OF ENZYME ACTIVITY:
B-Glucosidase was standardised uslng p- nrtrnphanrl P-gluceside

as substrate. ©One unit is defined as the ¥

required to release one pmaele of p-nitraphenal rmm p-nitraphenyl
f-glucoside (10 mM) per min at pH 4.0 and 40°C. Lichenase
activity was determined on barley fi-glucan (10 mg/mL) in sadium
phosphate buffer (pH 6.5) at 40°C using the Nelson/Somogyl reducing
sugar procedure (refer to reference |, page |6 of this bookler). One
Unit of activity is defined as the amount of enzyme required to
release one ymole of D-glucose reducing-sugar equivalents per min
under the defined assay conditions,

i of the
Fourth International Oat Conference, Adelaide. Australia. Oct
19-23.
" ‘g Mixed-Linkage Beta-Glucan
’G—- G—‘?
t o=ty
t ’G—'G-‘G
+ Lichenase | t @
I t
[} ] - GI‘\ 1
a + G + G
P-Gluco-oligosaccharides nzl
+ p-Glucosidase i
+
D-Glucose

Scheme I. Principle of the mixed-linkage beta-glucan assay procedure.

-
|

Telephone: (353.1) 286 1220 d

Facsimile: (353.1) 286 1264

InLernet www.megazyme.com

E-Maiks i i

WITHOUT GUARANTER

The informacion coeaaised in fhis Sooklet i, 10 the bent i Gur knowisdge. T and accirimm, bt

e e ComBront o e M4 eyl 0 cantrol. fes whYanY b g oe s et s ripacs of
Aty (icommarslation o SuppionL whith Ty ts rde o thul ey ke Wl 5ot inkings any pakea

%

W;yfa Gatriela Gruz @rtgja 99





