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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de la
actividad enzimatica derivada de la germinacion inducida en granos de trigo
panadero sobre la composicion quimico-proximal, las propiedades tecno-
funcionales y calidad reoldgica de las masas; asi como, las caracteristicas
mecanicas, de volumen especifico y de digestibilidad in vitro de los panes
elaborados con harinas a distintos tiempos de germinacion.

Se realizé un analisis sobre distintas configuraciones de mezclas a partir de
tres harinas distintas: Harina obtenida de granos con germinacion inducida
por 12 horas (GI-12 h), harina obtenida de granos con germinacion inducida
por 48 horas (GI-NG h) y harina obtenida de granos nativos que no
experimentaron ninguna germinacién (NG). En cuanto a su composicion los
granos de trigo experimentaron cambios notorios, derivados de la accion de
las enzimas hidroliticas sobre los principales nutrientes del endospermo, en
particular en la proteina, se observd un doble mecanismo de
degradacion/sintesis en los tratamientos GI-12 h y GI-48 h, donde se obtuvo
un menor porcentaje de proteina con respecto al tratamiento NG.

Con respecto a las propiedades tecno-funcionales las harinas con
germinacion inducida (Gl) se obtuvo una respuesta favorable frente a la
capacidad de absorcion de agua (CAA) y una mayor solubilidad (ISA), lo que
indica que la germinacion favorece la hidratacion de las harinas, en particular,
el tratamiento GI-48 h mostré los valores mas altos en estas propiedades al
compararlo con el tratamiento NG, lo cual sugiere que tiempos prolongados
de germinacion pueden tener un impacto positivo, debido al incremento en la
actividad enzimatica. Al hidratar las harinas sin embargo a su vez se nota una
disminucion para el poder de hinchamiento en funcién al tiempo de
germinacion, y no se observo diferencia estadisticamente significativa sobre
la capacidad de absorcién de aceite (CAAc). Los cambios estructurales
observados en el almidén a través de microscopia electrénica de barrido
(SEM) y difraccion de rayos X (XRD) revelaron una mayor porosidad en los

granulos de almidén y un incremento en la actividad amilolitica, en especial

Vv



en los tratamientos GI-48 h. Estos resultados sugieren que la degradacion de
la estructura cristalina, observada como una disminucién en la cristalinidad,
esta relacionada con alteraciones en la ramificacion del almidon.

En cuanto a las propiedades reoldgicas, se observd que las masas
elaboradas con harinas germinadas presentaban una menor resistencia a la
extension y presentaban mayor extensibilidad. Este efecto fue mas
pronunciado en el tratamiento GI-12 h, probablemente debido al
debilitamiento de la red de gluten por la actividad enzimatica. Este
debilitamiento también se reflejé en el analisis de perfil de textura (TPA),
donde se observo una disminucion en la dureza, masticabilidad, resiliencia y
elasticidad de los panes. Sin embargo, a pesar de estas caracteristicas
mecanicas irregulares, los panes elaborados con harinas germinadas,
especialmente los del tratamiento GI-48 h, mostraron un incremento
significativo en el volumen especifico.

La digestibilidad de las proteinas aument6 significativamente con la
germinacion, alcanzando su punto maximo con el tratamiento GI-48 h. Este
incremento indica que la germinacion favorece la disponibilidad de las
proteinas en el pan, lo cual es un beneficio importante desde el punto de vista

nutricional, haciendo del pan un alimento mas funcional y saludable.
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I. INTRODUCCION

Los cambios en las dinamicas poblacionales han generado que el consumo de
alimentos experimente una transicion significativa sobre su calidad y cantidad; ha
incrementado el interés en productos con un alto valor nutricional. No obstante, las
brechas econdmicas han limitado el acceso a una alimentacion adecuada para los
sectores mas vulnerables de la poblacién mundial. Segun un informe de la FAO,
(2022), cerca del 29.2% de la poblacion mundial experimentd escasez constante de
alimentos de forma moderada a grave, identificando al menos 900 millones de

personas con un grado de inseguridad alimentaria severa.

El trigo es un alimento crucial para la seguridad alimentaria por su aporte calérico y
bajo costo, teniendo un consumo mundial de entre el 25 y el 40%, sin embargo en
los ultimos afios ha surgido una creciente preocupacion sobre su efecto en la salud
asociado al consumo de alimentos derivados de trigo, lo que en consecuencia ha
generado una tendencia a la adopcién de dietas libres de trigo o sin gluten (Shewry
& Hey, 2016), aunado a lo anterior es un alimento con deficiencias nutricionales, la
proteina de trigo es carente de aminoacidos esenciales como lisina y treonina;
ademas, es una fuente que contiene inhibidores nutricionales como el acido fitico y
taninos (Kaur & Gill, 2020; Siddiqi et al., 2020).

Estrategias actuales sugieren mejorar la calidad nutricional de alimentos derivados
del trigo mediante diversos enfoques como: (1) El aprovechamiento de la fibra y
minerales a través de la sustitucion de harina refinada por harina integral (Gomez
et al., 2020), (2) La obtencion de harinas compuestas a través de la combinacion de
harinas de trigo con otras fuentes alimentarias (Wang & Jian, 2022) y (3) La
alteracion de los biopolimeros del grano a través de la germinacién (Dapcevié-
Hadnadev et al., 2022).

La germinacion ha sido utilizada desde hace cientos de afios para mejorar la textura
de granos comestibles y potenciar el valor nutricional de cereales y legumbres
(Singh et al,, 2015). En los ultimos afios ha surgido como una alternativa que

pretende mejorar de forma natural, inocua y econémica la composicion de los



granos. Diversos autores han reportado modificaciones nutricionales favorables en
el trigo; como aumento en la concentracion de polifenoles (Tomé-Sanchez et al.,
2020), acido gamma-aminobutirico (Baranzelli et al., 2018), fibra dietética (Van
Hung et al., 2015) proteinas con un mayor valor biolégico (Sibian et al., 2017), asi
como una mayor bio-accesibilidad de minerales derivado de la reduccion del acido
fitico (Lemmens et al., 2021), reduccion en la presencia de inhibidores enzimaticos
(Singh et al., 2015) y disminucién en el contenido de oligosacaridos, disacaridos,

monosacaridos y polioles fermentables (FODMAPs) (Nyyssola et al., 2020)

El consumo actual de granos muestra una creciente diversificacion en productos
derivados, destacando la participacion en el mercado, los siguientes alimentos:
botanas (22%), harinas (19%) y productos de panaderia (15%) (Pagand et al.,
2017).

Sin embargo, la germinacion no es un método ampliamente utilizado en la industria,
principalmente porque los cambios quimicos del trigo producen un efecto negativo
sobre la reologia de masas utilizadas para productos de panificacion, remarcando
las siguientes causas: (I) Se ve disminuida la capacidad del gluten para formar una
red viscoelastica, lo que en consecuencia genera el debilitamiento de la estructura
formada por la glutenina de alto peso molecular, produciendo una menor tenacidad,
e incrementando la extensibilidad de la masa, y (ll) Las propiedades térmicas y
empastado del almidon pueden verse modificadas por la degradacién amilolitica

durante la germinacion(Richter et al., 2014; Zili¢ et al., 2016).

A través de distintos estudios se ha concluido que, para poder obtener productos
germinados de alta calidad, es requerido hacer ajustes en el proceso de germinado,
al buscar las condiciones que permitan un mejor desarrollo de la semilla con
alternativas tecnoldgicas que reduzcan los riesgos microbiolégicos asociados a los
brotes; sin sacrificar el perfil nutracéutico demostrando que es posible producir
compuestos bioactivos de forma efectiva (Baranzelli et al., 2018; Benincasa et al.,
2019).



Por lo tanto, es una necesidad lograr un equilibrio perfecto entre ventajas
nutricionales y rendimiento tecnologico, todo esto seria alcanzable a través de una

germinacion controlada (Marengo et al., 2017).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la germinacion sobre las
caracteristicas estructurales, tecno-funcionales, reoldgicas y de digestibilidad en
panes elaborados con harinas obtenidas a partir granos germinados de Triticum
aestivum en distintas condiciones de tiempo, asi como estudiar la interaccion de las

mezclas.

Il. ANTECEDENTES

2.1. El trigo

El nombre del género del trigo, Triticum, deriva del vocablo latino “tero” (trillo),
Triticum aestivum es el nombre cientifico para el trigo harinero, conocido por ser una
variante de trigo hexaploide que contiene tres conjuntos de genomas, denominados
A, B y D, distinguiéndolo del trigo duro tetrapolide (Triticum durum); actualmente
Triticum aestivum es la variedad mas extendida en el mundo, esta especie es el
resultado de un cruce entre Aegilops tauschii var. diploide (DD) y un trigo
alotetraploide (AABB) hace aproximadamente 8000 afos (Khalid et al., 2023).

El trigo pertenece a las 300,000 especies vegetales comestibles por el ser humano.
Sin embargo, de este espectro, solo 100 especies se siembran de forma habitual en
el mundo. Entre las especies vegetales de mayor prevalencia agricola encontramos

al arroz, maiz y trigo (Reynolds & Braun, 2022).

Triticum aestivum es una planta graminea anual predominantemente autdégama,
es miembro de la tribu Triticaeae, (Levy & Feldman, 2022). El grano de trigo es
considerado un fruto de una sola semilla o cariépside, conformado por tres

segmentos, diferenciados estructural y quimicamente entre si (Figura 1):



1. El endospermo (80-85%) constituido principalmente por almidones
embebidos en una matriz proteica, siendo la glucosa el glucido predominante
en esta region (96%), y teniendo una contenido restante de arabinoxilanos
(Barron et al., 2007; Gebruers et al., 2008). Esta region se encarga del
abastecimiento energético a la planta durante el crecimiento, realizado a
través de la hidrdlisis de las sustancias de almacenamiento (Khalid et al.,
2023).

2. El germen (2.5-3%) esta dividido en dos partes, el eje embrionario (una raiz
rudimentaria) y el escutelo, su composicidon es relativamente rica en proteinas,
lipidos, azucares, asi como en vitaminas, minerales y tocoferoles. Los azucares
predominantes son la glucosa y rafinosa. (Grundas, 2003; Rosa-Sibakov et al.,
2015)

3. El pericarpio (13-17%) esta estructura rodea al endospermo desde el interior
hacia las regiones externas, contiene células ricas en proteinas (Khalid et al.,
2023). Su principal funcién es proteger el tegumento de la cariépside de dafios
externos, se considera también el principal componente durante la etapa de

desarrollo temprano de la cariépside (Zhuo et al., 2023)
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2.2. La importancia del trigo

El trigo ha tenido un papel clave en la civilizacion humana desde tiempos remotos,
a través de estudios arqueo-botanicos se ha esclarecido su relevancia durante la
revolucion neolitica. Ttritcum monococcum y Triticum dicoccum, las primeras
formas domesticadas del trigo se obtuvieron en el sudoeste de Asia, actualmente
Turquia, durante el holoceno temprano, hace aproximadamente 12,000 afos.
Durante ese periodo, los granos se convirtieron en el foco de la alimentacion debido
a su sabor, alta eficiencia productiva, valor nutricional y la simplicidad con la que
podian ser transportados y almacenados (Arranz-Otaegui et al., 2016; Bogaard,
2016).

Hoy en dia, el trigo ha encontrado una gran expansién global: no solo es consumido
y cultivado en el resto del continente Euroasiatico, es uno de los cultivos mas
importantes del mundo, destinandose principalmente a la alimentacion humana en
productos como pan, pasta, reposteria, cuscus, bulgur y pizza, ademas es utilizado
en la elaboracion de cerveza vy licores. Asimismo, el grano de trigo y su biomasa
verde son destinados para alimentacion animal (Katamadze etal.,, 2023;
Roushannafas et al., 2023).

Por lo mencionado anteriormente, el trigo tiene una vasta presencia en la economia
del mundo, contando con una participacion significativa en el comercio de granos,
lo que abarca cerca de un tercio del comercio global (Dadrasi et al., 2023); ademas,
es el cereal mas cultivado en el mundo ocupando mas de 220 millones de hectareas
plantadas anualmente bajo diversas condiciones climaticas y regiones, lo que
representa el 38.8% de la superficie global cultivada. Tiene una amplia demanda en
el mercado alimentario al ser el segundo cereal mas consumido, y teniendo un
consumo per capita anual de 65.6 kg, con un consumo anual promedio del 37% en

cereales (Kinnunen et al., 2020).

El consumo de trigo ha resultado fundamental para la seguridad alimentaria de
distintos paises, considerado un alimento basico para millones de individuos, otorga

el 18% de las calorias dietéticas totales y el 19% de las proteinas del mundo



(Reynolds & Braun, 2022; Shiferaw et al., 2013). Ademas de ser un excelente
proveedor de energia, el trigo ofrece un perfil nutricional diverso con un aporte
significativo de lipidos, vitaminas, minerales, fitoquimicos y proteinas.
Particularmente las proteinas del trigo resultan de especial relevancia en la nutricion
de distintos paises, ya que el trigo es considerado una fuente mas asequible de
proteinas vegetales en regiones donde el acceso a proteinas de origen animal es

escaso o costoso (Alomari et al., 2023; Shewry & Hey, 2015).

Las ventajas de trigo ante otros cereales radican en su versatilidad para crear
alimentos distintivos, aunado a un creciente consumo vinculado a la
industrializacidn y adopcion de costumbres occidentales en distintas partes del
mundo. El gluten, una proteina del trigo, es clave para la panificacion, reposteria y
otros ingredientes con funciones especificas, estos alimentos, mas faciles de
producir y consumir, son caracteristicos del estilo de vida occidental (Shewry & Hey,
2015).

En la Tabla 1 se identifican los principales componentes del grano de trigo, para
producir ingredientes de calidad tecnologicamente adecuada resulta determinante
obtener una composicion balanceada de sus componentes bioquimicos,
destacando principalmente al almidon y proteinas del gluten (gliadina/glutenina), los
cuales son los principales responsables de la formacion de red de gluten,
propiedades de amasado (dureza, viscoelasticidad, extensibilidad, plasticidad,
retencion de agua, etc.) y las caracteristicas de coccion (expansion de la masa,
crecimiento de burbujas, retencion de forma, masticabilidad, dureza, contraccion,
etc.) (Lin et al., 2019; Oyeyinka & Bassey, 2023).



Tabla 1. Composicién nutricional del trigo panadero de acuerdo a diversos autores

Azucares

Fibra % Almidoén % Proteina %  Lipidos % o
reductores %

Minerales % Referencias

(Baranzelli et al., 2018;
Donkor et al., 2012; Krapf

10.9-15.4 41.9-60.4 10-5-17.5 0.72-1.11 2.91-5.54 1.45-1.9 et al., 2020; Montemurro
et al., 2019; Zili¢ et al.,
2016)




2.3. Germinacioén

Es un proceso fisiologico donde ocurren una serie de actividades bioldgicas y
bioquimicas secuenciales para el desarrollo de la semilla, es considerada la etapa
mas importante del ciclo de vida de las plantas (Parihar et al., 2015; Poudel et al.,
2019). Este proceso inicia cuando los granos secos y quiescentes absorben agua
de su entorno, lo que lleva a la expansion y elongacion del embrién. Cuando la
radicula y el coledptilo logran penetrar las capas de cobertura de la semilla se

considera que el grano ha germinado (Dong et al., 2015).

El proceso germinativo en plantas superiores incluye diversos procesos
metabdlicos, asi como fisioldgicos, que incluyen la imbibicién del agua, un
incremento en la tasa de respiracion; asi como, la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos (Wanasundara et al.,, 1999). A nivel fisico la germinacion se observa a
través de la ruptura del endospermo, una vez que la radicula rompe el endospermo
micropilar, siendo visible la emergencia de las primera raices en el grano (Bentsink
& Koornneef, 2008).

La germinacion de las semillas puede ser inhibida por la dormancia, un mecanismo
adaptativo utilizado para retrasar la germinacion hasta que encuentren las
condiciones ambientales oOptimas para el desarrollo de la planta. Este proceso
asegura que las semillas no germinen prematuramente en situaciones adversas
(Shu et al.,, 2016; Yao et al., 2020). La dormancia influye sobre el tiempo de
germinacion asegurando que el establecimiento de la semilla y la aptitud de la planta
al entorno. La induccién vy liberacién de la dormancia es regulada a través de
distintas variables, como son las hormonas vegetales y proteinas de dormancia.
Estos reguladores son, a su vez, afectados por las condiciones ambientales
presentes durante la maduracién y almacenaje de las semilla (Figura 2) (Née et al.,
2017).



b3 Seco

Y

Post-maduracion de
la semilla

Estado fisico de la semilla

Genética

4,( Humedo

Entorno de maduracion

T

Estado fisiolégico de la semilla
Genética

Entorno de maduracién

:

Altos niveles de dormancia

Baja sensibilidad a los factores
estimulantes durante la germinacion

Y

- Estratificacion

H

\j

Bajos niveles de dormancia

Alta sensibilidad a los factores estimulantes

durante la germinacion

Germinacion dirigida por la fisiologia
Sintesis de Giberelina

Degradacién de Acido Abscisico

Factores que estimulan la germinacion

Luz y Temperatura

1

> Germinacion

Factores biologicos

Patégenos

Factores fisicos

Formacioén de costras

| Emergencia de la plantula

Figura 2. Variables especificas asociadas con las predicciones de la dormancia y la
germinacion de las semillas. (Allen et al., 2007)
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2.4, Factores que impactan sobre la germinacién

La dormancia es un mecanismo en el que las semillas pueden inhibir la germinacion.
Dependiendo la especie vegetal es posible clasificar a la dormancia en cinco tipos:
fisiolégica, fisica, combinacional (fisiologica + fisica) morfologica vy
morfofisiolégica,(Baskin & Baskin, 2003; Willis et al., 2014) siendo la dormancia
fisioldgica la forma mas comun en todo el mundo, identificada en gimnospermas y
en todos los principales casos de angiospermas. Se ha identificado que el género
Poaceae (al que pertenece el trigo) posee este tipo de dormancia, la cual es
caracterizada por semillas que tienen embriones completamente desarrollados con
bajo potencial de crecimiento, a veces en combinacion con una restriccion mecanica

de las capas que cubren a la semilla (Kildisheva et al., 2020).

Para romper con la dormancia la semilla requiere experimentar condiciones
ambientales propicias que favorezcan procesos metabdlicos, identificando
condiciones extrinsecas, o también conocidas como factores abidticos, lo cuales
son los requerimientos del entorno al que se expondra la semilla previo a su
activacién y desarrollo (como luz, temperatura, contenido de agua, oxigeno). Y las
condiciones intrinsecas, las cuales involucran factores propios de la semilla como
su estado fisioldgico, genética, hormonas etc. (Bewley & Black, 1994; Farooq et al.,
2022)

La dormancia en semillas es una ventaja evolutiva que beneficia a la supervivencia
de individuos vegetales a largo plazo hasta que se encuentren condiciones

ambientales que favorezcan su desarrollo (Willis et al., 2014).

La germinacion de semillas in vitro es definida como la incubacion de granos a
través de condiciones controladas como temperatura, luz y humedad, utilizando
distintos medios como agares o papel absorbente, las condiciones establecidas que
requieren los granos son especificas a requerimientos ambientales, asi como
factores fisiol6gicos inherentes a cada especie vegetal (International Seed Testing
Association, 2021).
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2.4.1. Condiciones extrinsecas

a) Disponibilidad de agua: Durante la cosecha y almacenamiento el contenido
de humedad del grano es generalmente inferior al 25%. Con este porcentaje
de humedad la semilla es incapaz de germinar, por lo que la tasa de
absorcion del agua resulta determinante para el periodo de tiempo entre el
inicio de la hidratacion y el inicio de germinacion (Josiah et al., 1994). El
contenido de humedad minimo requerido para que los granos de trigo puedan
germinar es en un intervalo de 35-45% (Evans et al., 1984; Lemmens et al.,
2019)

Una representacion util del proceso de la germinacién se ha desarrollado
entorno al curso temporal de la absorcion de agua por una semilla (Figura 3):
La absorcién de agua es un proceso trifasico: La fase | consiste en una rapida
imbibicién inicial hasta que la matriz de la semilla (particularmente el embrién
y el escutelo) y el contenido celular se encuentren completamente hidratado,
para el trigo puede tardar entre 5y 7 horas. Posteriormente ocurre la fase Il
también conocida como meseta, la cual involucra una absorcion limitada de
agua debido a la reactivacion metabdlica, y durante la Fase Ill, se observa
un incremento inicial y breve en la absorcion de agua, lo cual coincide con el
término de la germinacion, aunque este aumento es relativamente bajo en
términos proporcionales. Luego de este ligero aumento en el contenido de
agua, se produce una absorcion mucho mas significativa a medida que las
células de la radicula en crecimiento, y posteriormente el resto de la plantula,
experimentan crecimiento celular debido a la division celular mitética y la
expansion celular (Bewley, 1997; Lev & Blahovec, 2017; Manz et al., 2005).
La absorcibn de agua esta influenciada por condiciones como la
permeabilidad de la cubierta de la semilla, la concentracion de solutos en el
agua, asi como la composicién del grano, ya que la proteina es el principal
absorbente de agua, por lo que los granos con mayor contenido de proteina

pueden llegar a absorber mas agua (Elliot et al., 2022; Ikram et al., 2021).
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Germinacion Post-germinacion

Fase Il Fase Il
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Desarrollo de la plantula
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expansion celular
P Mayor
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Movilizacion de oligosacaridos (Ruptura muy limitada de
polimeros en el embridon)

-
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e e '
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Figura 3. Curso Temporal de los principales acontecimientos asociados con la germinacién y el
crecimiento post-germinativo (Nonogaki et al. (2010)
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Tras la absorcién de agua hay un aumento en la actividad metabdlica de la
semilla, observandose también cambios en la estructura celular y enzimatica,
ocurriendo asi ruptura, traslocacion y la consecuente movilizacion de la
sustancias del endospermo (Abido & Zsombik, 2018).

Entre las funciones que tiene el agua durante la germinacion estan:
suministrar oxigeno disuelto, hidratar procesos ocurridos en el protoplasma
y modificar la textura de la capa externa obteniéndose asi una mayor
permeabilidad al ambiente (Khaeim et al., 2022; Ozden et al., 2021).
Temperatura: Este factor impacta sobre la regulacion de la dormancia y la
velocidad de germinacion (Allen et al., 2007), por lo que el tiempo de
germinacion pueden extenderse al exponerse a temperaturas bajas, y la
latencia tiende a retrasarse debido a las temperaturas bajas experimentadas
previo a la floracion de la planta madre (Zou et al., 2019). La importancia de
latemperatura durante la germinacion es establecido a través de una escala
que identifica tres temperaturas cardinales: temperatura base, 6ptima y
maxima, para que pueda llevarse a cabo la germinacion (Alvarado &
Bradford, 2002; Ostadian Bidgoly et al., 2018).

En condiciones de bajas temperaturas (10 °C) la dormancia se rompe en
semillas recién cosechadas. Las temperaturas intermedias (20 °C) facilitan
la expresion de distintos genotipos de especies vegetales; y las altas
temperaturas (30 °C) solo permite a las semillas con niveles de dormancia
muy bajos desarrollarse; llegar a temperaturas muy elevadas (40-45 °C) lleva
a la muerte celular y embrionaria, restringiendo el proceso normal de la
germinacion, y resultando con un porcentaje de germinacion de sélo el 12%
debido a la muerte celular (Nyachiro et al., 2002).

Entre los dafios que acarrean las altas temperaturas se encuentra la
desnaturalizacion de proteinas, dafo a las membranas celulares,
inactivacion de enzimas en los cloroplastos y mitocondria, y pérdida de la
integridad estructural de las membranas celulares (Zabihi-e-Mahmoodabad
et al., 2011).
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La temperatura mas alta para obtener un buen porcentaje de germinacién es 25 °C,
ajustar la germinacion a esta temperatura especifica permite reducir tiempo que
tardan las semillas en germinar es reducido de forma sustancial, este fendmeno
esta asociado a una mayor movilidad por parte de las reservas del endospermo.
Cabe mencionar que la temperatura 6ptima para la tasa de germinacion suele ser
mas alta para lograr el porcentaje maximo de germinacién observado en

poblaciones de semillas con una dormancia parcial (Sharma et al., 2022).

c) Luz: juega un papel crucial en la regulacion de varios procesos fisioldgicos
en las plantas como el proceso de antesis, el fototropismo y la
germinacion/dormancia de al menos el 80% de las especies vegetales. Sin
embargo, la luz no se considera un factor determinante para romper la
dormancia en semillas de trigo, al ser considerada como una especie no
fotoblastica, lo que significa que la luz no es clave para liberarlo al grano de
la dormancia (Baskin & Baskin, 2004). Los granos de cereal germinan bien
tanto en condiciones de luz como de oscuridad, no observando un afectacion

sobre la floracién del trigo (lkram et al., 2021)

2.4.2. Condiciones intrinsecas

a) Regulacion hormonal: Las plantas regulan su crecimiento y desarrollo con
el proposito de responder y adaptarse a estimulos internos y externos
(Sedaghat et al., 2017) por lo que durante la germinacién las plantas se
encargan de producir moléculas de sefializacién, las cuales se diferencian
por su estructura quimica y su accién fisiologica, entre sus funciones esta la
de regular el desarrollo de las plantas, ser mensajeros quimicos para la
comunicacion entre células, tejidos y érganos (Miransari & Smith, 2014).
Estas fitohormonas se conocen como auxinas, citoquininas (CK), giberelinas
(GA), acido abscisico (AGA), etileno (ET), acido salicilico (SA), jasmonatos
(JA), brasinoesteoides (BR) y estrigolactonas. Se ha descubierto que cada
uno desempeia un papel en las respuestas que tiene la semilla frente a
entornos hostiles durante su crecimiento (Wani et al.,, 2016). Las funciones

de estas hormonas son explicadas brevemente en la Tabla 2.
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Tabla 2. Principales fitohormonas involucradas durante la germinacion

Fitohormona Definicién
Quimicamente identificado como acido
indol-3-acético, son un grupo de

oH fitohormonas sintetizadas principalmente

N
N en las partes jévenes de las plantas,
(Gomes & Scortecci, 2021).
Auxinas
HO Son moléculas senalizadoras derivadas
jj de la adenina caracterizadas por tener
NH e
N)jn una cadena lateral en la posicién 6
| ? .
SN involucradas en todas las etapas de

germinacion de semillas (Miller et al.,

1955; Wani et al., 2016).
Citoquininas

16

Funcion

Influye en las respuestas frente el estrés
abidtico y biotico de las plantas Tiene un papel
menor en la induccion de la dormancia en
semillas, ya que estimula la sefalizacion del
ABA, alterando la proporcion de ABA/GA
(Matilla, 2020). En el caso del trigo demora el
proceso de germinacion de las semillas y
previene la brotacion precosecha. (Shuai et al.,
2017).

Pueden liberar a las semillas del estado de
dormancia, por lo que se consideran también
como antagonistas del ABA. Ayudan en la
adaptacion frente a entornos con poca
humedad, mejorando la dominancia apical y la

apertura estomatica (Wani et al., 2016).



HO

Giberelinas

ch CH3 CH3

T
“OH
o CH; O “OH

Acido abscisico

Es un amplio grupo de acidos carboxilicos
6-5-6-5
involucrados en los ciclos de crecimiento
de semillas (He et al., 2020).

diterpenoides tetraciclicos

Es un isoprenoide producido durante la
ruta del metil-D-eritol-4-fosfatoplastidal.
Influye en varios procesos fisiolégicos y

de desarrollo (Sreenivasulu et al., 2010).
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Liberan del estado de dormancia a las semillas.
Inicia la sefalizacion que resulta en la sintesis
de a-amilasas y otras enzimas hidroliticas con
el proposito de escindir el material del

endospermo (Vishal & Kumar, 2018).

Influye en diversas etapas de desarrollo de las
plantas, principalmente durante la dormancia y
el desarrollo de semillas, asi como en la
apertura de los estomas, la morfogénesis del
embrion y la sintesis de lipidos y proteinas de
Radchuk,
Alawady, Borisjuk, Weier, Staroske, Fuchs,
et al., 2010).

almacenamiento  (Sreenivasulu,



Etileno

Es un derivado del aminoacido L-
acido 1-
(ACC).

Es wuna fitohormona de bajo peso

metionina via SAM vy del
aminociclopropano-1-carboxilico
molecular altamente volatil;, comparado
con el resto de fitohormonas este tiene la
estructura bioquimica mas sencilla lo que
le permite difundirse a través de las
membranas celulares con gran facilidad
(Arteca & Arteca, 2008; Wink, 1997).

El etileno tiene un rol antagonista para controlar
el crecimiento y desarrollo de semillas.
Desemperfia un papel importante ante el estrés
abidtico y estimula el crecimiento del hipocdtilo
en la luz y lo inhibe en la oscuridad (Ahammed
et al., 2020).

0]

Acido salicil

H

ico

Es un tipo de compuesto fendlico
encontrado de forma normal en sistemas
vegetales involucrado principalmente en
regular la expresion proteica (Miura &

Tada, 2014).

Es un inductor de la tolerancia al estrés abidtico
de las plantas principalmente con condiciones
de alta salinidad (Sedaghat et al., 2017).

Son fitohormonas de ciclopentona

derivadas del metabolismo de acidos
grasos de la membrana. Los de mayor

relevancia son el jasmonato de metilo y su

18

Tienen efecto inhibitorio en la germinacién de
semillas. Al activar las respuestas de defensa
de las plantas pueden mitigar el estrés

ambiental como metales pesados, sequia,



acido libre: el acido jasmonico (Pauwels
et al., 2009; Wani et al., 2016).

salinidad elevada y bajas temperaturas
(Pauwels et al., 2009).

Jasmonatos
OH
1]
\ H(])H
H)
HO e
[ H
HO ) 0

Brasinoesteroides

Es una familia de compuestos que
comprende 40 derivados de esteroles
polihidroxilados, regulador sinérgico en el
antagonismo del GA/ABA frente a los

estimulos ambientales (Kim et al., 2019).

Promueven la germinacién activando genes
posteriores de GA e inactivando la sefalizacién
ABA

Presentan potencial para modular la respuesta
antioxidante frente al estrés abidtico de la
semilla. Kim et al., 2019; Wani et al., 2016).
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Estrigolactonas

Son una pequefia clase de compuestos
derivados de los carotenoides y
moléculas de sefalizacidon de la rizosfera
clasificadas como fitohormonas debido a
su intervencion durante el desarrollo y
germinacion de las plantas (Santoro et al.,
2020; Sedaghat et al., 2017).
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Son reguladores clave en la adaptacién y
desarrollo a  condiciones ambientales
cambiantes principalmente frente a las sequias,
salinidad elevada, da forma a la arquitectura de
las raices en bajas concentraciones de

nutrientes (Santoro et al., 2020).



b)

Disponibilidad de reservas energéticas: Previo al inicio de la germinacion,
el grano debe asegurar la disponibilidad de sustancias de reserva como el
almidon, proteinas y lipidos; nutrientes disponibles para el embrion de la
semilla a través vias especificas facilitadas por la actividad enzimatica. Los
cuales involucran sintesis y liberacién de enzimas. Las giberelinas inducen a
las células de la aleurona para que sinteticen enzimas hidroliticas con el fin
de movilizar reservas de granos que impulsen a la germinacion, sacando al
grano de la dormancia mientras que el ABA pospone o da terminacioén a estos
procesos (Miransari & Smith, 2014).

Tamano de la semilla: Se ha reportado que existe una relacion entre el
tamano de la semilla y los parametros de germinacién como porcentaje de
germinacion, salud de las plantulas, vigor y rendimiento de cultivos de trigo
(Shahwani et al., 2014). Un tamaio de semilla uniforme se considera una
ventaja para lograr un desarrollo uniforme de las plantulas. Krist6é et al.,
(2023) reportaron una correlacion positiva entre el tamafo de la semilla y el
porcentaje de germinacion, donde las semillas de menor tamafo obtuvieron
el menor porcentaje de germinacion (89.40%), en contraste con las semillas

mas grandes tienen el mayor porcentaje de germinacion (96.09%)
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2.5. Beneficios de la germinacion

Tabla 3. Beneficios obtenidos por la germinacion bajo distintos tiempos

Condiciones de germinacion

Granos colocados en una camara incubadora
a 18 °C en régimen alterno de luz/oscuridad
10:14 h, con una intensidad de luz de 200
umol fotones m™2s~ ' durante 5 dias
Granos germinados con una humedad relativa
del 80% durante 48 y 96 horas en una camara
incubadora a 20y 25 °C

20 gramos de granos fueron colocados en un
ciclo de remojo/equilibrio, hasta ser
germinados a 25 °C durante 8 dias

Germinacién masiva en planta malteadora, 10

toneladas de trigo fueron germinadas a 20 °C

durante 24 y 48 horas

Granos colocados en una camara incubadora
sobre papel absorbente en una caja Petri (400
granos por caja) en oscuridad a 20 °C.
Hidratados diariamente por 4 dias.

Hallazgo

El contenido de fenoles totales y la fraccion de acidos
fendlicos libres aumentaron.

Tras una germinacion de dos dias, se observé una
disminucién del 10% del contenido total de proteina, pero
con los valores mas altos obtenidos en digestibilidad in
vitro
La germinacion indujo una degradacién sobre la fraccion
de gluten vinculada con la celiaquia, reduciendo un
promedio de 47% de los péptidos inmunogénicos
Al evaluar la digestibilidad in vitro del almidon se
observaron diferencias significativas en la susceptibilidad
del almidén a las enzimas digestivas, encontrando las
fracciones de almidon de lenta digestion y de rapida
digestion significativamente mas bajas y altas
respectivamente (p<0.05) tras dos dias de germinacién
Reportaron que una disminucion del 20% en la
digestibilidad in vitro del almidén, asi como un aumento del
68.3% de potencial almiddn resistente obtenido a partir de
granos de trigo con 4 dias de germinacion y al enriquecerlo
con polifenoles
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Los granos fueron colocados sobre placas de La germinacion potencié algunas de las propiedades
vidrio revestidas con tela de yute humeda por  funcionales de harinas de trigo tras 4 dias de germinacion.
94 h a 28+2°C. Incrementando la capacidad de absorcion de agua y aceite,
disminuyendo la densidad aparente y mejorando la
capacidad emulsificante y espumante
Inmersion de granos en un exceso de Através de un panel afectivo se encontré que el pan
humedad a 21 °C por lapso de 24 horas. integral de trigo germinado percibié una disminucién de
amargor y textura, y preferencia debido a su sabor dulce,
sin observarse niveles de azucar particularmente elevados.

Los granos fueron colocados sobre bandejas  En panes obtenidos a partir de trigo germinado a 12 horas

de germinacion dentro de una sala de no se observo que las propiedades funcionales de la
crecimiento controlado a una temperatura de proteina fueran fuertemente comprometidas mientras que

20 + 2 °C, y a una humedad relativa de 80 + si proporcioné una alta actividad de alfa-amilasa y una

3% a12y24h. menor tasa de retrogradacion del almidén en contraste con
la harina comercial.

50 gramos de granos de trigo ceroso fueron Tras germinar trigo ceroso en un lapso de 48 horas
remojados en agua destilada 4 veces, y fueron  encontraron un aumento significativo en las fracciones de
puestos a germinar a una humedad relativa de fibra y minerales. Y la concentracién de aminoacidos

85% y a un tiempo de 0, 6, 12, 24, 36 horas. esenciales como Metionina e Isoleucina fueron mas altas

durante este periodo.
5 kilogramos fueron germinados en una Reportaron el efecto positivo de la germinacién sobre la
maquina germinadora durante 6, 12, 18 y 24 viscosidad del gel de harina y las propiedades texturales
horas a 33 °C. del pan, obteniendo que la viscosidad de la harina de trigo

germinado era mucho mas alta que la harina de trigo
integral normal, y capacidad de absorcion de agua mas alta
(76.6%) en harinas de trigo germinado a 12 horas.
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2.6. Modificaciones moleculares durante la germinacion

El metabolismo primario ocurrido durante la germinacién conlleva a diferentes rutas
bioquimicas: la glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), fermentacion (como
ruta alterna en condiciones de hipoxia), movilizacién de proteina y almidon, sintesis
de aminoacidos (especialmente la via de la metionina), p-oxidacion de acidos
grasos, via del glioxilato, ruta de las pentosas fosfato, asi como la sintesis de acidos

nucleicos (Rosental et al., 2014).

Esta cascada de rutas metabdlicas ocurre en el momento de activacién del grano y
conduce principalmente al catabolismo y degradacion de compuestos antinutritivos,
macronutrientes, y en alternancia también ocurre la sintesis de distintas sustancias
estructurales, asi como de metabolitos secundarios. Estas repercusiones tienen un
impacto directo sobre el contenido nutricional de los granos (lkram et al., 2021;
Pefias & Martinez-Villaluenga, 2020).

La descomposicion de compuestos de reserva como las proteinas, almidon y lipidos
por la actividad enzimatica sirven para el sostenimiento homeostatico y posterior
desarrollo del embridn en crecimiento, sin embargo, esta descomposicion tiene un
impacto sobre la aceptabilidad de determinados ingredientes. En alimentos ricos en
almiddn, el incremento en la actividad amilolitica puede afectar la reologia del
almidon, asi como sus propiedades térmicas y de cristalinidad. Por otro lado, el
aumento de enzimas proteoliticas contribuye a la degradacion de proteinas de
reserva, disminuyendo asi las propiedades de elasticidad/extensibilidad de masas
en panificacién. Y finalmente el aumento en la actividad lipolitica creando un
ambiente de susceptibilidad ante procesos de autooxidacion, lo que facilita que se
desarrolle rancidez, dando un producto final susceptible a generar sabores
indeseables con el tiempo (lkram et al., 2021; Marti et al., 2017, 2018).

Numerosas enzimas han sido identificadas en distintas fuentes durante la
germinacion, observandose una consecuente disminucién de inhibidores proteicos

de proteasas y amilasas de origen vegetal como acido fitico, taninos y polifenoles,
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permitiendo la actividad catabdlica originada en las enzimas derivada de la accion
enzimatica (Shivaraj et al., 1982; Singh et al., 2010).

2.6.1. Proteinas

La germinacion influye sobre el contenido de proteinas, dependiendo del tiempo de
germinacion, las proteinas presentes en el grano pueden aumentar o disminuir
dependiendo de la fuente, distintos autores han reportado una modificacion en la
concentracion de proteinas en diversos cereales (Ghavidel & Prakash, 2007; Nkhata
et al., 2018; Uppal & Bains, 2012). Las modificaciones en el contenido proteico
pueden asociarse a que durante el proceso de germinacion, se activan diversas
enzimas proteoliticas que producen sustancias de nitrégeno no proteico como los
acidos nucleicos, ademas en respuesta a la accion de proteasas incrementa el
contenido de aminoacidos libres totales, los cuales eventualmente también son
requeridos para la sintesis de nuevas enzimas y proteinas estructurales
(Moongngarm & Saetung, 2010). En el grano se encuentran todos los componentes
necesarios para iniciar nuevamente la produccién de proteinas después de que las
células absorban agua durante la imbibicion. Aunque al principio los ribosomas
conocidos como los polisomas no estan presentes, en los primeros minutos la
rehidratacion se observa una reduccion en la cantidad de ribosomas individuales;
ya que, se agrupan en conjuntos de ribosomas Illamados polisomas, que

desencadenan la sintesis de la proteina (Bewley, 1997).

Las proteinas almacenadas son degradadas con el propésito de liberar energia y
nitrégeno disponible durante el desarrollo de la semilla hasta que el embrién logre
un crecimiento auténomo. Por ende, una descomposicion proteica regulada es
requerida para la distribucion exacta de aminoacidos durante las fases tempranas
de la germinacion de las semillas (Diaz-Mendoza et al., 2019; Rosental et al., 2014).
La protedlisis en plantas se considera un proceso complejo que involucra distintas
rutas metabdlicas, diferentes compartimentos subcelulares y el involucramiento de
varios tipos de peptidasas, identificando principalmente proteasas de cisteina,

serina, aspartica y metalo-proteasas (Szewinska et al., 2016). De todas las enzimas
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involucradas, las proteasas de cisteina (CisProt) son responsables del 90% de la

degradacion de las proteinas de reserva (Zhang & Jones, 1995).

La liberacion de aminoacidos durante la protedlisis permite la biosintesis de
compuestos y la generacion de energia (Tan-Wilson & Wilson, 2012). Los
aminoacidos inicialmente permanecen en el tejido de almacenamiento, para
eventualmente ingresar a un proceso de translocacion en los tejidos del eje
embrionario en desarrollo con el propdsito de ser utilizados en la construccién de
proteinas estructurales; asi como, en la sintesis de enzimas (Rosental et al., 2014).
La liberacion de la dormancia en semillas de trigo da como resultado un periodo de
maduracién posterior que lleva a cambios en el conjunto de proteinas presentes en
la semilla. Estos cambios afectan a proteinas relacionadas con la descomposicion
de otras proteinas, la comunicacion celular, la sintesis de proteinas y la forma en
que la plantula utiliza la energia. También influyen en la capacidad de ciertas
proteinas para mantener un equilibrio quimico adecuado, lo que afecta a procesos
relacionados con carbohidratos, energia, aminoacidos, la creacidon de compuestos
quimicos secundarios, la gestion de informacidon genética y las defensas
antioxidantes (Bykova et al., 2011; Gao et al., 2013).

Al comenzar el proceso germinativo las proteasas almacenadas en el endospermo
requieren de una activacion previa a la movilizacion de las proteinas, condicionado
a que los sustratos sufran un cambio estructural antes de que las enzimas puedan

actuar sobre ellos (Mlntz et al., 2001).

2.6.2. Carbohidratos

En la Figura 4 se profundiza sobre las interacciones enzimaticas ocurridas durante
la germinacion y su efecto sobre los carbohidratos. La germinacién promueve la
accion amilolitica de los carbohidratos localizados en el endospermo, donde
identificamos al almidén como constituyente mas abundante, los carbohidratos del
trigo pueden ser afectados por distintas enzimas como las glucosidasas,

isoamilasas, glucosil-transferasas, y a- y 3- amilasas (Wang et al., 2022). Siendo
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Figura 4. Movilizacion de las reservas de almidén durante la germinaciéon. El endospermo se considera un tejido inerte, en

donde llegan las enzimas degradativas producidas por el embridn. Las enzimas involucradas en este proceso incluyen la [3-

amilasa (bam), la a-amilasa (AMY) y la a-dextrinasa limite (LDA) (Noronha et al. 2018)
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la a-amilasa la enzima amilolitica mas comun y principal encargada de degradar el
contenido del almidon en funcién del tiempo; en consecuencia aumentando la
presencia de azucares simples de forma gradual (Oghbaei & Prakash, 2016; Wang
et al., 2022). El rol biolégico de las amilasas radica en estimular la movilizacion del
almidon almacenado para proporcionar energia a las plantas jovenes hasta que se

encuentren listas para iniciar la fotosintesis (Ali & Elozeiri, 2017).

La a-amilasa, también conocida como 1,4-a-d-glucanoglucohidrolasa, es una
enzima que forma parte de la familia GH13 de las glucésidos hidrolasas y actua de
manera endoactiva. Su principal funcién es catalizar la ruptura de los enlaces a-1,4-
glucosidicos presentes en el almidén y en otros polisacaridos similares. Como
resultado de este proceso, se producen oligosacaridos de diferentes longitudes con
configuracién a y dextrinas limite a, oligosacaridos que cuentan con ramificaciones
(Liu etal, 2023). EIl proceso posterior de degradacion ha sido explicado por
Noronha et al., (2018) donde a través de la acciéon de la dextrinasa limite, los
glucanos con estructura ramificada adquieren una configuracién lineal. Por accion
de las B-amilasas los glucanos libres van perdiendo unidades de maltosa desde su
extremo no reductor. Finalmente, las maltasas que son a-glucosidasas
especializadas actuan sobre la maltosa residual. Como resultado de estas
actividades enzimaticas se produce glucosa, la cual es esencial para el desarrollo

embrionario.

La descomposicion de los granulos de almidén por la a-amilasa es un proceso de
tres fases: la difusion de la enzima hacia el sustrato, que es afectada principalmente
por la porosidad del mismo; la adsorcidén enzimatica con el almidon y el evento de
hidrdlisis (Colonna et al., 1992).

Previo al proceso de hidrdlisis, el grano debe cumplir con dos condiciones,
inicialmente los azucares simples como la sacarosa van a ser transportados desde
la aleurona hasta el embridn presumiblemente para impulsar la aparicion de
coleorhizas (Aoki et al., 2006), la segunda condicién es que el grano debe tener un

contenido suficiente de agua, debido a que el estrés hidrico tiende a limitar la
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actividad de las amilasas, este fendmeno ya ha sido previamente reportado durante

la germinacion de semillas de trigo (Ali et al., 2020).

El tiempo al que los granos son sometidos durante la germinacion resulta
trascendental para comprender las modificaciones a las que se enfrenta una matriz
alimentaria. Tal como lo mencionan Zhang et al. (2015) el contenido de azucares
reductores en cereales y legumbres no tiene una afectacion estadisticamente
significativa durante las primeras 12 horas de germinacion, sin embargo tras superar
ese periodo el contenido de azucares reductores puede aumentar hasta 20 veces,
por lo que se infiere un tratamiento hidrolitico intenso una vez transcurrida la

imbibicion y germinacion prematura de la semilla.

2.7. Condiciones para la germinacion in vitro

Ya que los granos han pasado por una preseleccién de calidad y se han limpiado se
establecen las condiciones para obtener productos germinados los cuales incluyen

tres etapas: el remojo, la germinacion y el secado (Elliot et al., 2022).

Durante el remojo, los granos quedan sumergidos en agua por un periodo de tiempo
predeterminado. Este proceso es necesario para hidratar las estructuras del grano
antes durante la imbibicion. Durante la germinacion, los granos son colocados en
condiciones controladas de temperatura, luz y esterilidad. La ultima etapa es el
secado, en la que se hace circular aire caliente para reducir riesgo de crecimiento
microbiano, ayuda al desarrollo de propiedades organolépticas y detiene el proceso

de germinacién (Richter et al., 2014).

Aunque se han establecido distintas condiciones controladas de este proceso, no
existen condiciones especificas reportadas en la germinacién in vitro del trigo, en la

Tabla 4 se encuentran resumidas las condiciones reportadas por distintos autores.
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Tabla 4. Vista general de las distintas condiciones de remojo, germinacion y secado de trigo en distintos articulos

Remojo Germinacion
: Condiciones de
Rociado i
Temperatura  Tiempo  Temperatura o d Referencia
Tiempo (h) Equipo periédico con secado
(°C) (dias) (°C)
agua
8 33 5 23
29 15 5 15 Liofilizacion
36 15 2 26 Sistema de micro-
Lemmens et al., (2019)
malteado Tratamiento
hidrotermal a 40
36 15 2 26
°Cdurante8 hy
liofilizado
Bandejas de plastico con
No i Secado a 60 °C
Enjuagado N 1-10 24-28 pafiuelos de papel 0 Azeke et al., (2011)
especificado . durante 18 h
mojados
Sistema de germinacioén Secado a 50°C Montemurro et al.,
24 16.5 NS 16.5 O
doméstico durante 25 h. (2019)
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4-5

Durante la

noche

16

24

No

especificado

25

16

25

32

1-3

NS

0.25-1.5

0.25-1.5
1.5
1.5

1.5

1-3

1 (Incluido

el remojo)

22

25

16

NS

25

Platos de papel con

toallas de papel humedas

Bandejas con pafos

humedecidos

Sistema de micro-

malteado

Bandejas con pafos

humedecidos

Sistema de germinacién

doméstico

Recipiente de

germinacion

31

Secadoa40°C
0 60 ° C durante
12 h

Secadoa50°C
durante 24 h

Secado a 60°C
durante 10-14 h

Secadoa50°C
durante 24 h

Liofilizado

Secado a 60°C
durante 3 h

Poudel et al., (2019)

Singkhornart et al.,
(2013)

Stern et al., (2021)

Anjum et al., (2012)

Egli et al., (2002)

Nagaoka, (2008)



ll. JUSTIFICACION

La inclusion de las harinas de trigo en la industria de panificacién resulta una
estrategia prometedora para incrementar el valor nutricional y la digestibilidad de
productos horneados. Sin embargo, las caracteristicas de calidad de la harina y el
pan obtenidos pueden verse fuerte comprometidos a través de procesos de
germinacion prolongados, los reportes de literatura cientifica actual sugieren un
periodo de incubacién de cuarenta y ocho horas para obtener un buen perfil
nutricional; pero el debilitamiento sobre las moléculas estructurales propias del
endospermo puede incidir sobre las propiedades mecanicas del pan. Esto impacta
directamente sobre la percepcién del consumidor en este tipo de productos. Por lo
que es necesario indagar sobre una formulacion adecuada con harinas obtenidas
de granos germinados logrando un equilibrio entre beneficios nutricionales sin

comprometer a las caracteristicas del pan.

IV.OBJETIVOS

41. Objetivo general

Evaluar las cualidades técnicas de los granos de trigo panadero que ingresaran al
proceso de germinacion, obtener una harina y realizar la evaluacion de las
propiedades tecno-funcionales para determinar si son aptas para destinarlas a a
productos horneados. Asi como realizar una determinacion de parametros
fisicoquimicos, mecanicos y de digestibilidad de panes elaborados a partir de
mezclas de distintas harinas de granos de trigo con tiempos de germinacion y sin

germinar.

4.2. Objetivos especificos

¢ Determinar la calidad en los granos de trigo con el propésito de asegurar las

cualidades técnicas necesarias para ingresar a un proceso de panificacion
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e Determinar el efecto de la germinacion sobre la integridad estructural del
almidon y su posible impacto en la calidad del producto a través microscopia
electronica de barrido y difraccion de rayos X

e Determinar la composicion quimica proximal de las harinas de trigo,
utilizando distintos tiempos de germinacion asegurando que este proceso no
comprometa el valor nutricional de los granos

e Evaluar el efecto de la germinacion sobre las propiedades tecno-funcionales
de las harinas de trigo germinado para determinar que no afecte el proceso
de amasado y de panificacion

e Realizar pruebas texturales para determinar el efecto de la germinacion sobre
la extensibilidad uniaxial de las masas obtenidas a partir de las mezclas de
granos germinados y sin germinar

e Determinar la digestibilidad in vitro de almidén y proteina en los panes
obtenidos a traves de los ensayos enzimaticos para estimar su impacto en la
salud del consumidor

e Evaluar estructura formada de pan a través de pruebas fisicas con el fin de

asegurar que sea un producto adecuado para el consumo

V. MATERIALES Y METODOS

Los granos de trigo panadero (Triticum aestivum) fueron adquiridos a través de la
distribuidora GALU S.A. de C.V, a través de internet. Los granos fueron cosechados

en el estado de Puebla, México.

. Para la elaboracion del pan se utilizé levadura comercial con una composicion de
hasta >95% de materia seca, seleccionada de Saccharomyces cereviasae, que
incluia monoesterato de sorbitan y acido ascérbico, ademas se adquirieron 3 litros
de agua potable marca Ciel, sal comercial marca La Fina (Con una composicion de
cloruro de sodio, dioxido de silicio, fluoruro de potasio (612-765 mg/kg de sal),
yodato de potasio (34-68 mg/kg de sal). Para la prueba de digestibilidad in vitro de
almidon, se utilizé un kit multienzimatico de ensayo para la determinacion de

almidon total, digestible y resistente en muestras de almidon, plantas y otros
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materiales (K-DSTRS 01/22) marca Megazyme International Ireland Ltd. Para la
prueba de digestibilidad in vitro de proteina de parte del proveedor Sigma Aldrich se
adquirieron la Tripsina de pancreas bovino (Polvo liofilizado esencialmente libre de
sal, 29000 unidades BAEE/mg de proteina, quimotripsina (C4129 a-Quimotripsina
del pancreas bovino C4129 Tipo Il, polvo liofilizado, unidades P40 / mg de proteina)
y proteasa (P5147 Proteasa de Streptomyces griseus Tipo XIV, P3.5 unidades / mg

de sdlido. Todos los reactivos utilizados para las pruebas fueron de grado analitico.

Se obtuvieron distintos tratamientos mezclando tres tipos de harinas con fuentes de
trigo distintas: (1) No Germinada (NG), (2) Germinacion Inducida por 12 horas (Gl
12 h) y (3) Germinacién Inducida por 48 horas (Gl 48 h), las distintas proporciones
de harinas se muestran en la Tabla 5. Para la prueba de digestibilidad in vitro de
proteina de parte del proveedor Sigma Aldrich se adquirieron la Tripsina de pancreas
bovino (Polvo liofilizado esencialmente libre de sal, 29000 unidades BAEE/mg de
proteina, quimotripsina (C4129 a-Quimotripsina del pancreas bovino C4129 Tipo Il,
polvo liofilizado, unidades P40 / mg de proteina) y proteasa (P5147 Proteasa de
Streptomyces griseus Tipo XIV, P3.5 unidades / mg de sdlido. Todos los reactivos

utilizados para las pruebas fueron de grado analitico.

Se obtuvieron distintos tratamientos mezclando tres tipos de harinas con fuentes de
trigo distintas: (1) No Germinada (NG), (2) Germinacion Inducida por 12 horas (Gl

12 h) y (3) Germinacién Inducida por 48 horas (Gl 48 h. con distintas proporciones.
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Tabla 5. Proporciones de mezclas para la formulacién de distintos panes obtenidos de harina integral de trigo germinado
sin germinar

Orden estandar No Germinado el1zh clash Codificacion
% % %

1 100 0 0 NG

2 0 100 0 12 h

3 0 0 100 48 h

4 50 50 0 NG/ 12h

5 50 0 50 NG/ 48 h

6 0 50 50 12 h/ 48 h
7 33 33 33 Central

** Gl= Germinacion inducida, NG= No Germinado. Muestras 1-3 representan harinas puras (100%), Muestras 4-6

representan mezclas de harinas (60%-50%), 7 representa mezcla de tres tratamientos (33%-33%-33%)
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5.1. Perfil de calidad de los granos

Como procedimiento rutinario en la industria de los cereales, los granos de trigo
fueron evaluados en cuanto a su calidad para asi tener una preselecciéon de materia
prima y asegurar un porcentaje de germinacion relativamente exitoso, asi como

asegurar un proceso de panificaciéon efectivo.

5.1.1 Peso de mil granos

Siguiendo la metodologia establecida por la International Seed Testing Association
(ISTA) en 2019 se procedio a analizar la relacion de tamafo de los granos con el
peso de estos. Este método implica el conteo aleatorio a mano o mediante una
herramienta de conteo, realizando ocho repeticiones con 100 semillas puras en
cada una. Posteriormente, las muestras se pesaron en una balanza analitica para
cada repeticion. Se calcularon la varianza, la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion. El peso de mil semillas se obtuvo aplicando la siguiente formula:

Y. Peso de los replicados de 100 granos
Numero de replicados de 100 granos

Peso de mil granos=

Este proceso permitié obtener un valor preciso y representativo del peso promedio
de mil granos, esencial para los analisis y evaluaciones posteriores de los granos

utilizados en el experimento.

5.1.2 Peso hectolitrico

Este método fue realizado de acuerdo con el establecido por la International Seed
Testing Association (2021), utilizando un densimetro de granos se procedié a
realizar un prellenado vaciando granos sobre un cilindro de acero inoxidable de
capacidad de 1000+3 mL, la finalidad de la medida del prellenado fue la controlar la

forma en la que se llena la tolva del grano y poder reducir los errores del operador.
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El exceso de granos del cilindro fue retirado cuidadosamente con ayuda de una

regla metalica y en forma de zigzag.

Finalmente, el cilindro con los granos fue pesado en una balanza con precision de

0.001, seregistroé el peso, y se calculé el peso hectolitrico con la siguiente formula:

Peso de los granos (kg) 100 L

Peso hectolitrico (kg/hL) = L X a0

Para posteriormente ajustarlo con la siguiente ecuacién especifica para el trigo:
Peso hectolitrico del Trigo (kg/hL) = 0.1002 m+0.53

Nota: Las ecuaciones proporcionan conversiones matematicas lineales de gramos

por litro a kilogramo por hectolitro

5.1.3. Pretratamiento de desinfeccion

El pretratamiento de los granos se bas6 en el método descrito por Montemurro et al.
(2019) con ligeras modificaciones. Se sumergieron 1.2 kg de muestra en una
solucion de Hipoclorito de Sodio al 1.25% (P/V), considerando una proporcién
grano-agua 1:5, las semillas se mantuvieron en reposo durante 30 minutos,
posteriormente, se realizé un lavado manual de los granos con agua estéril a 20°C
durante 20 minutos para asegurar la eliminacion adecuada de los residuos de
hipoclorito de sodio y realizando varios enjuagues consecutivos. Al finalizar el ultimo
lavado, se enjuagaron los granos hasta obtener un agua de enjuague con un pH de
7a7.b.

5.2 Germinacion

El procedimiento de germinacion se realizé siguiendo los métodos propuestos por

Baranzelli et al., (2018) y Kim et al. (2018) con ligeras modificaciones. Los granos
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desinfectados permanecieron inmersos en agua estéril durante 6 horas a
temperatura ambiente (20°C). Tras alcanzar un contenido de humedad del 30-35%
el exceso de agua fue drenado y los granos se colocaron de forma uniforme en
charolas de plastico estériles sobre una cama de papel absorbente estéril, y cada
charola se le adicionaron 40 mL de agua destilada. Las charolas fueron ingresadas
en una camara de incubacién marca Precision modelo 818 a una temperatura de
25°C, en condiciones de oscuridad y durante un lapso de 12 y 48 horas. Durante el
proceso de germinacion, se observo la brotacion de los granos en funcién de la
emergencia de la radicula, considerando como germinados aquellos granos en los
que la radicula tenia una medida de al menos 1 mm para los granos de 12 horas o
lo equivalente a aproximadamente 3/4 de la longitud de una semilla mediana para
granos de 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo requerido para cada muestra,
se realizd6 un lavado manual de los granos germinados con agua destilada,
Finalmente, las muestras fueron sometidas a un proceso de secado en un horno de
conveccidén a una temperatura de 50°C durante 25 horas. Este procedimiento
permitid obtener granos germinados en condiciones controladas y con una

humedad adecuada para su posterior analisis y evaluacion.

5.2.1. Porcentaje de germinacién

Se tomd una muestra de cien semillas, las cuales se colocaron sobre papel
absorbente, posteriormente se les adicionaron 12 mL de agua y se siguieron las
condiciones de germinacién antes descritas, el numero de semillas que
desarrollaron radicula fueron contadas. El porcentaje de germinacion se obtuvo a
partir de la relacidon entre los granos germinados con respecto al total de granos
como lo descrito por (Kaur & Gill, 2021). La determinacion fue realizada por

triplicado.

_ ., Numero granos germinados
% de Germinacion= Total de granos x 100
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5.3. Molienda

Los granos fueron acondicionados a un contenido de humedad del 15% utilizando
agua estéril y se dejaron reposar por 24 horas, de acuerdo a lo propuesto por
(Baranzelli et al., 2018); trascurrido el reposo los granos se molieron siguiendo las
recomendaciones establecidas por el método AACC 26-10.02. Se determino la
humedad de los granos previo a su ingreso al proceso de molienda mediante el
método 44-01.01 propuesto por AACC (2009) de termobalanza. La molienda se
realiz6 mediante un molino ciclénico marca Udy corporations modelo Cyclone
Sample Mill, (Boulder, Colorado, Estados Unidos) la harina resultante fue tamizada
sobre una malla de alambre de 80, y se almacend en un recipiente de vidrio a

temperatura ambiente para futuros analisis.

5.4 Evaluacion de las propiedades funcionales de las harinas

5.4.1. 5.4.1. Capacidad de absorcién de agua e indice de solubilidad en agua

La capacidad de absorcion de agua se expresa como masa del gel por gramo de
materia seca. La determinacion de la capacidad de y la solubilidad de la harina se

realizaron de manera simultanea.

El indice de absorcién de agua se determind como el peso del gel obtenido por
gramo de muestra seca, siguiendo una modificacion del método descrito por
Elkhalifa & Bernhardt (2010) . En tubos de centrifuga de 35 mL se coloc6 un 1 gramo
de muestra, la cual se mezcldé con 10 mL de agua destilada. A continuacién, se
mantuvieron los tubos en agitacion constante por 30 minutos y se centrifugaron a
3500 g durante 15 minutos. El sobrenadante se transfirié a una charola de aluminio,
posteriormente la charola se coloc6 dentro de un horno a 120°C hasta la
evaporacion del agua, el gel restante se pesoé y se calculo el indice de absorcion de

agua a partir de su peso.

Para determinar el indice de solubilidad en agua, la cantidad de soélidos secos

recuperados al evaporar el sobrenadante de la prueba de absorcién de agua
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descrita anteriormente se expres6 como porcentaje de sodlidos secos en la muestra

de 1 g con la siguiente ecuacion:

100 % * Mgr

ISA [%] =
Donde representan:
ISA= indice de Solubilidad en Agua
mgr= Masa de residuo seco

E= Peso inicial

El indice de Absorcion de agua se calcula de la siguiente manera:

MGel
E - ng

CAA[g/g] =

Donde representa:

CAA= Capacidad de absorcion en agua

mcel = Masa del gel después de centrifugar

mgr= Masa de residuo seco

E= Peso inicial

5.4.2. Capacidad de absorcion de aceite (CAAc)

Se determindé segun método descrito por Beuchat (1977) con las siguientes
modificaciones, en un tubo de centrifuga se coloc6 1 g de harina se le afiadié 10 mL
de aceite de maiz comercial, se agit6 por vortex a 20 °C durante 30 s.
Posteriormente, se centrifugd a 3000 rpm por 20 min, el sobrenadante se elimind y
la diferencia entre la masa de la muestra antes y después de absorber el aceite, se

cuantifico como la cantidad de aceite absorbido. La capacidad de absorcion de

aceite se determind dividiendo la cantidad de aceite retenido por la cantidad de
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muestra, expresada como solidos. La capacidad de absorciéon de aceite se

determind utilizando la siguiente ecuacion:

Capacidad de absorcion de aceite(%) = % x 100
0

Donde:
PO= Peso de la muestra
P1= Peso del tubo de centrifuga mas la muestra

P2= Peso del tubo de centrifuga mas los sedimentos.

5.4.3. Poder de hinchamiento

Serealiz6 de acuerdo con el método informado por Dossou et al (2014). Inicialmente
se mezcld 1 g de muestra con 10 mL de agua destilada en un tubo de centrifuga
graduado de 15 mL, se mantuvo a 85 °C durante 30 minutos en un bafio de agua.
Las suspensiones formadas se dejaron en reposo hasta que llegaran a temperatura
ambiente para posteriormente centrifugar las muestras a 3000 rpm durante 15 min

utilizando una centrifuga.

El calculo del poder de hinchamiento se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

, , Peso de la pasta
Poder de hinchamiento (%) = Poso de la muesta x 100

5.5. Analisis quimico-proximales

Para comprender la composicion de los granos y los subsecuentes cambios
asociados al proceso germinativo es que se realizaron los analisis proximales: todos
los métodos fueron extraidos de las recomendaciones propuestas para la AACC,
para proteina fue de acuerdo al método 46-11.02 (AACC, 2000), contenido lipidico
30-10.01 (AACC, 2000), contenido total de fibra 32-45.01 (AACC, 2000), cenizas
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08-01.01 (AACC, 2000), humedad 44-01.01 (AACC, 2000) y la fraccion de
carbohidratos fue determinada mediante la diferencia en el total de la composicion

de las harinas obtenidas.

5.6 Propiedades reolégicas

5.6.1. Extensibilidad uniaxial

La técnica aplicada basé en el método descrito por Kieffer et al., (1998) utilizando
un medidor de textura Brookfield modelo CT3-4500 equipado con un dispositivo

Kieffer de extensibilidad de masa y gluten.

Se mezclaron 8 gramos de harina con 5 mL de agua destilada para formar masas
gue se colocaron sobre el aditamento SMS/Kieffer. La muestra fue colocada sobre
el accesorio, extendiéndose la masa en un molde, colocando aceite mineral sobre
la superficie para evitar problemas de adherencia. Se presiond, y se mantuvo en
reposo durante 30 minutos para la formacién y compactacion de las bandas de
masa. Después de este periodo, las bandas fueron retiradas con una espatula para

evitar que estas se rompieran.

Se colocé cada banda sobre la sonda TAS3 del texturémetro, ajustado a una
velocidad constante a 0.5 mm/s hasta romperse, de acuerdo con las
recomendaciones establecidas con el método para extensografos 54-10.01 (AACC,
2009).

5.7 Microscopia Electronica de Barrido

Para la determinacion de la morfologia de granulos de almidon y presencia proteica
se utilizé el método reportado por Paredes-Lépez et al., (1969). Las muestras de
harina se fijaron a una cinta conductora de cobre adhesiva de doble cara, cubierta
con una capa de carbon de 20 nm. La muestra se recubrié con una capa de oro de
50 nm en un ionizador de metales (JEOL, Tokio, Japon). El procedimiento se
observd en un microscopio electronico de barrido (JSEM 35CX, Japan Electronic

Optical Limited) y se registré fotograficamente.
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5.8. Elaboracion del pan

Los panes fueron elaborados de forma aleatorizada, utilizando el método optimizado
de elaboracion de pan con masa recta (10-10.03) (AACC, 2009) con algunas
modificaciones. La formula de los panes consistié en harina de trigo integral (100
g), levadura (1.8 g), sacarosa (6 g), NaCl (1.5 g) y agua (67 mL). El proceso estuvo
condicionado a un amasado manual durante 8 minutos, la masa mantuvo una

temperatura de 23-25°C durante el amasado.

Posteriormente se realizé un cortado manual de la masa, tomando porciones de 200
gramos, la masa se coloco en un recipiente de plastico a temperatura ambiente (25
°C) durante un periodo de 35 minutos. Una vez trascurrido el tiempo, la masa se
amaso6 nuevamente, para ingresar a fermentacion durante 17 minutos, este ejercicio
de amasado se realizd una vez mas para colocar en fermentacién nuevamente por
8 minutos. Para finalmente ingresar al horno de conveccion forzada previamente
precalentado a una temperatura de 180 °C durante 24 minutos y enfriado durante 1

hora a temperatura ambiente.

5.10. Pruebas de pan
5.10.1 Volumen especifico

Este parametro fue medido mediante el método 10-05 de la (AACC, 2009) en el que
se determina el volumen especifico del pan a través del desplazamiento de semillas.
La determinacion se realizé colocando la muestra de pan previamente pesado sobre
un cilindro graduado en el que previamente ya se habian colocado las semillas de
colza hasta un volumen de 1000 mL. El volumen desplazado en la probeta obtenido

al agregar al pan permite calcular el volumen ocupado del pan.
El volumen especifico fue expresado mediante:

Volumen del pan (cm?)
Peso del pan (g)

Volumen especifico (cm3/g)=
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5.10.2. Analisis de Perfil de textura (TPA)

Para evaluar las propiedades mecanicas del pan se llevo a cabo el TPA (analisis
de perfil de textura), cuya funcién es la simular el proceso de masticacion de dientes
humanos mediante una prueba de doble compresion y medido a través de una

sonda mecanica.

El perfil de textura del pan se realizé de acuerdo a lo propuesto por (Li et al., 2021),
utilizando un analizador de textura TA-XT Plus (Stable Micro Systems, Goldalming,
Reino Unido) equipado con una sonda cilindrica P/36 R. Para la prueba se
hornearon panes con un altura promedio de 32 mm. El analizador se configurd en
modo TPA contemplando los siguientes parametros: velocidad previa a la prueba
1,0 mm/s, nivel de deformacion de hasta el 50%, intervalo de tiempo de deformacion
de 5,0 s, tipo de disparo de AUTO, fuerza de induccioén de punto de partida de 5 g,
velocidad de adquisicidén de datos a 200 pps. Los valores obtenidos a partir de la
curva generada fueron: dureza, elasticidad, cohesividad, masticabilidad vy

resiliencia.

5.10.3. Digestibilidad de proteina in vitro

La determinacion de digestibilidad in vitro de las proteinas fue mediante un método
de caida de pH utilizando una mezcla de tres enzimas (tripsina-quimotripsina-
peptidasa o tripsina-quimotripsina-proteasa) basado en el protocolo establecido por
Hsu et al., (1977) con consideraciones adicionales como las establecidas por Tinus
et al., (2012)

Las muestras de pan se molieron hasta obtener un polvo fino que pudiera pasar a
través de una malla de 80. Se pesd una muestra con lo equivalente a 62.5 mg de
proteina y se disolvié con 10 mL de agua Mili-Q a 37 °C durante una hora hasta
obtener una suspension acuosa de proteina. Posteriormente se ajusto el valor de
pH a 8.0 con NaOH y/o HCI 0.1 M mientras se mantenia a agitacion constante a una
temperatura de 37 °C en un bafo de agua. A continuacién, se agregaron 10 mL
solucién de multienzimas (16 mg de tripsina, 31 mg de quimiotripsina y 13 mg de

peptidasa/mL) y se mantuvo en un bano de hielo y se ajust6 a un pH 8.0, la solucién
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de multi-enzimas se preparé fresca el dia del andlisis a 37 °C. Luego de la
rehidratacion, se mezcld 1 mL de la soluciéon multienzimatica con la muestra de 10
mL, y se registro periodicamente el pH de la digestidén por intervalos de 15 minutos
utilizando un medidor de pH programable. La caracteristica distintiva de la digestion
fue una reduccioén en el pH que ocurrié 10 minutos después de adicionar solucion
enzimatica. Se determiné la digestibilidad in vitro de la proteina se determind

mediante la siguiente ecuacion:

DPIV=65.55+18.10 ApH

10min

DondeApH
8.0

1omin €S €l cambio de pH en 10 min desde el pH inicial de alrededor de

5.10.4. Digestibilidad de almidén

El pan fue triturado en varios pedazos para simular asi la masticaciéon (tamafo de
particula inferior a 0.9 cm) y se traté como lo informan Marti et al. (2018). La
digestibilidad fue determinada a través del método descrito por Englyst et al., (1992)
con ligeras modificaciones, se determinaron las fracciones de almidén de digestion
rapida (dentro de los 20 minutos de la incubacion), almidén de digestion lenta (entre
20 y 120 minutos de incubacion) y almidon resistente (fraccion no digerida a un
periodo mayor a 240 minutos), mediante el kit enzimatico K-DSTRS 01/22

(Megazyme International Ireland Ltd)

Para el acondicionamiento inicial se humecté 1 gramo de muestra con 1 mL de
solucion acuosa de etanol al 95% (V/V), se agregaron 35 mL de tampon de maleato
a cada tubo, se colocaron los tubos en un bafio de agua en agitacién a 170 rpm

manteniendo a una temperatura de 37 °C por 5 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron 5 mL de una solucion enzimatica
conformada por amilasa pancreatica y amiloglucosidasa, para mantener en

incubacién a 37 °C durante 5 minutos con una agitacion de 170 rpm.

Se monitored la incubacion tomando alicuotas de 1 mL al tiempo 20, 120 y 240 min

y se colocaron en tubos de ensayo separados. Posteriormente se mezclaron 2 mL
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se solucion de muestra con 20 mL de acido acético 50 mM, para ingresarlo a

centrifugacién 13,000 rpm por 5 minutos

Se transfirieron alicuotas de 0.2 mL a tubos de ensayo a los que se les agreg6 0.2
mL de amiloglucosidasa diluida (100 U/ mL), se mezclaron consistentemente e
incubaron a 50 °C durante 30 minutos. Después del tiempo de incubaciéon se
agregaron 3 mL de una solucion GOPOD (glucosa oxidasa/ peroxidasa y 4-
aminoantipirina) por 20 minutos a 50 °C. Después se midié la absorbancia de las
muestras y de los estandares de glucosa a una longitud de onda de 510 nm en un

espectrofotometro.

Para la determinacion de almidon resistente se removieron 4 mL de la suspension
en agitacion tras 240 minutos para transferirlo a una solucién de etanol al 95% (V/V),
y homogenizando el contenido para después ingresarlo a centrifugacion a 4000 rpm
por 10 minutos para remover inmediatamente el sobrenadante y re-suspender el
material sedimentado en una solucion acuosa de 2 mL de etanol al 50% (V/V) y fue
mezclado con un vortex. Después se agregaron otros 6 mL de solucion acuosa de

etanol al 50% (V/V) este procedimiento se llevo a cabo por duplicado.

Con un agitador magnético se mezclaron 2 mL de NaOH 1.7 M agitando por 20
minutos en un bafo de hielo. Trascurrido el tiempo se afiadieron 8 mL de acetado
de sodio 1.0 M (pH 3.8) y 0.1 mL de amiloglucosidasa (3300 U/mL) mezclando
vigorosamente con un vortex y colocando la solucion resultante en un bafio de agua
a 50 °C para posteriormente incubar durante 30 minutos con un mezclado

intermitente.

Finalmente se transfirid 0.1 mL de los sobrenadantes a tubos de ensayo de vidrio,
agregando 0.1 mL de solucion tampdn de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5) y 3.0

mL solucién GOPOD (glucosa oxidasa/ peroxidasa y 4-aminoantipirina.

Incubando a 50 °C durante 20 minutos para después ingresar los estandares de

glucosa y las muestras a un espectrofotdmetro a una absorbancia de 510 nm.

La digestibilidad de cada formulacion fue determinada a través de las siguientes

ecuaciones:
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GT-GL x0.9x100
P

Almiddn total=

G20-GL x0.9x100
P

Almidén de digestion rapida (ADR) =

G120-G20 x0.9x100
P

Almidén de digestion lenta (ADL) =

Almidon resistente (AR)= AT-(ADL+ADR)

Donde:

GT= Glucosa total, GL= Glucosa libre, P= Peso de la muestra, G20= Contenido de
glucosa tras 20 minutos de digestion, G120= Contenido de glucosa tras 120 minutos
de digestion, AT= Almidon Total, ADL= Almidon de Digestion Lenta, ADR= Almidén
de Digestién Rapida

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones fueron reportadas por ftriplicado a excepcion de los
parametros texturales de masa y pan, los cuales fueron realizados con cinco
repeticiones para las masa y 10 repeticiones para el pan, los resultados fueron
expresados como media + desviacion estandar. Las variables de respuesta se
analizaron mediante un analisis de varianza de una via utilizando el software
Statistica 12.0. Para la deteccion de diferencias significativas (p<0.05) entre las

medias se utilizé una prueba post hoc de Tukey a un nivel fijjo de a = 0.05.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Perfil de calidad del grano

7.1.1. Peso hectolitrico
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El peso especifico o peso hectolitrico es un parametro ampliamente utilizado para
evaluar la calidad fisica de los cereales, representa la estimacion de su densidad a
granel (expresada en kg*hl™') y es el indicador mas utilizado por la industria molinera
(Lauro et al., 2020).

El valor promedio de los granos de trigo fue de 83.69 +1.90, de acuerdo con lo
mencionado por Manley etal. (2009), granos de trigo sano tienen un peso
hectolitrico entre 70 y 85 kg*hl", valor que puede ser afectado por la presencia de
insectos o condiciones ambientales adversas. El peso hectolitrico puede brindar
informacion acerca de la estructura bioldgica, asi como la composiciéon quimica del
grano, influenciado incluso por la morfologia de la semilla. Se considera aceptable
el valor obtenido para un grano que ingresaria a germinacion porque la estructura

del grano se mantiene intacta, principalmente el embrion.

7.1.2. Peso de mil granos

El peso de mil granos esta determinado por la homogeneidad y el tamafno de los
granos, esta caracteristica comprende: la longitud, ancho y grosor del grano. Se ha
reportado previamente la importancia del peso de mil granos sobre la germinacion,
influyendo ademas sobre el vigor de la semilla y la emergencia de plantulas
(Moshatati & Gharineh, 2012).

El peso de mil granos tuvo un valor promedio de 48.06 + 0.12 g, consistente a lo
reportado por Shahwani et al., (2014), al analizar trigo harinero concluyé que granos
mas gruesos aseguran una germinacion de hasta el 95.29% con respecto a
variedades de trigo con grano pequefio con una germinacién del 91.70%. De
acuerdo con Olan et al. (2018), la dureza del trigo puede influir sobre el peso de mil
granos, lo que esta condicionado principalmente por la proteina y almidén contenido
en el endospermo. Este parametro puede tener impacto directo sobre propiedades

como la calidad harinera y la coccion de productos de panaderia.

Para la germinacién resulta indispensable asegurar un contenido suficiente de

proteina y almidoén, asi como tener una poblacion de granos con un tamafio grande
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y uniforme; ya que, los granos de mayor tamano suelen competir menos por el agua,

lo cual se relaciona con el porcentaje de germinacion obtenido (98%).

7.2. Caracterizacion quimico-proximal

En la Tabla 6 se presentan los resultados de la caracterizacién quimico-proximal de
las harinas de trigo, las observaciones sobre el contenido lipidico a los tratamientos
sometidos a diferentes tiempos de germinacion muestran un aumento
estadisticamente significativo (p<0.05), en los tratamiento GI-12 h (1.65%) y GI-48
h (2.26%) con respecto al tratamiento nativo NG (1.65%). Este incremento podria
explicarse por la movilizacion de triacilglicéridos durante la germinacion, proceso en
el cual la enzima triacilglicerol lipasa facilita la liberacion de acidos grasos no
esterificados y glicerol en el grano (Sinha et al., 2020). Los acidos grasos libres
resultantes son posteriormente oxidados a través de las rutas metabdlicas de la [3-
oxidacion y el ciclo del glioxilato, generando azucares que son utilizados
posteriormente como fuente de energia en las siguientes etapas de la germinacion
(Gunathunga et al., 2024; Sinha et al., 2020). Baranzelli et al. (2018), reportaron un
incremento en el contenido de lipidos en harinas de trigo germinado, atribuyendo

este fendmeno a la liberacion de lipidos durante la germinacion.

Con respecto al contenido de proteico se observo un comportamiento poco uniforme
al relacionarlo con el tiempo de germinacion, se presentan diferencias
estadisticamente significativas sobre todos los tratamientos; partiendo desde un
contenido de 13.01% del tratamiento NG, experimentd una disminucion significativa,

obteniéndose un contenido del 10.80% y 11.92% para los tratamientos Gl-12 h y GI-
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Tabla 6. Composicién quimico-proximal obtenida de harinas de trigo germinado y sin germinar

?:;ndae Lipidos (%) Cenizas (%) Fibra (%) Proteina (%) Carbohidratos (%)
NG 1.65 +0.10° 2.11 £0.05° 7.06 + 0.422 13.01 £ 0.012 7217 £0.2°

GI-12 h 1.80 +0.122 2.09 + 0.06° 7.19 +0.5° 10.80 + 0.05° 76.11 £ 0.02°

Gl-48 h 2.26 +0.08° 2.08 +0.09° 7.07 £ 0.67° 11.92 +0.02° 72.67+0.18°

*Promedio de tres replicas * desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p <0.05)

*NG=No Germinado, GI-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, Gl-48 h= Germinacion inducida 48 hora
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48, respectivamente. Este comportamiento podria explicarse por la descomposicion
de las proteinas insolubles en proteinas solubles durante la germinacién, que son
utilizadas como fuente principal de nitrégeno para el metabolismo (Lekjing &
Venkatachalam, 2020). Ademas, los cambios en el contenido proteico pueden
deberse a la activacion enzimatica y a la produccion de acidos nucleicos, que
contribuyen al aumento de nitrégeno total. A su vez la degradacién de las proteinas
por proteasas y la sintesis de nuevas enzimas durante la germinacién facilitan la
liberacion de aminoacidos libres (Moongngarm & Saetung, 2010). Yang et al. (2007)
al estudiar la germinacién de arroz reportaron que existe una disminucion drastica
de las proteinas asociadas a la maduracion y desecacion de semillas durante las
primeras 24 horas de imbibicion, asociando a que la degradacion de estas proteinas
podria ser anterior a la hidrdlisis de las proteinas de almacenamiento y almidon, lo
que podria asegurar funcionalidad de las harinas hechas de granos con cortos

tiempos de germinacion.

Alteraciones en el contenido de proteinas derivado de procesos de germinacion ya
han sido reportado previamente por Johnston et al. (2019) y Zili¢ et al. (2016) en
trigo panadero bajo distintas condiciones. En un estudio protedmico realizado por
Gupta et al., (2021) sobre frijol mungo, se registré una disminucion del 50% en el
contenido de proteinas solubles durante la fase inicial de diez dias de germinacion.
No obstante, se detectd un incremento del 4% en la concentracion de proteinas
entre 24 y 72 horas después de germinacion, atribuido a la sintesis de proteinas y
reduccion de procesos respiratorios. Sin embargo, tal como mencionan
(Moongngarm & Saetung, 2010), las variaciones en la composicidon quimica
dependen de diversos factores, como las variedades de la especie vegetal, el
suministro de agua, la aplicacién de fertilizantes, la calidad de cosecha y la gestion

del almacenamiento.

En cuanto a las cenizas no se observan cambios significativos sobre su
composicion, esto podria ser debido a que durante la germinacién existe una débil
degradacion parcial de la aleurona, lo que no permite la liberacion de elementos

minerales, por lo que se preservan atrapados en las células del trigo (Lemmens
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et al., 2019). esto resulta de importancia también al discutir sobre el contenido de
fibra, ya que, aunque no presenta una disminucion estadisticamente significativa,
se presume que la composicion de esta haya sido modificada por la presencia de

almidon resistente que sera discutido mas adelante.

Con respecto al contenido de carbohidratos, no se observa un efecto
estadisticamente significativo entre los tratamientos NG y GI-48 h, sin embargo,
para el tratamiento GI-12 h, se observa un incremento en la composicién de
carbohidratos, lo que podria atribuirse a una biosintesis, producto de la conversion
de acidos grasos mediante el ciclo del glioxilato ocurrido en el escutelo de la semilla
(Ma etal.,, 2016). Tal como explican Grassi et al. (2018), durante las primeras
etapas de germinacién comienza la acumulacién de la actividad de las amilasas, sin
embargo para las condiciones de germinacion que ellos utilizaron, el contenido de
almidén no disminuye hasta las 72 horas de germinacion tomando como indicador
la longitud de la radicula. Contrario a las observaciones realizadas por Marti et al.
(2017) mencionan la disminucion de almidén en trigo germinado por 12 y 24 horas,
lo que desencadend un incremento en la cantidad de azucares libres, identificando

principalmente maltosa, sacarosa y glucosa.

7.3. Caracterizacion tecno-funcional

La germinacion es un proceso caracterizado por inducir un cambio en el catabolismo
de los componentes de almacenamiento encargados de brindar nutrientes al
embrion. Para el caso del almidon este se degrada mediante la actividad amilolitica
(Mak et al., 2009). Asi las modificaciones de este tienden a afectar las propiedades
de hidratacion (Alcazar-Alay & Almeida Meireles, 2015).

Las propiedades funcionales de la harina tienen un impacto directo sobre la
formulacion de productos de panaderia. Las interacciones que pueda tener con el
agua afectan las propiedades de hidratacion en gel de harina después de la
germinacion, los resultados de propiedades funcionales se resumen en la Tabla 6.
Como se puede observar, para ambas variedades, la germinacion aumentoé

sustancialmente la capacidad de absorcion de agua (CAA) y el indice de solubilidad
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en agua (ISA), se observé una disminucién significativa del poder de hinchamiento
cuyos resultados concuerdan con los obtenidos en harinas de arroz integral
(Cornejo & Rosell, 2015) y harinas de sorgo (Singh et al., 2017). Finalmente, no se
observo una diferencia estadisticamente significativa de la capacidad de absorcion

de aceite.

7.3.1. Capacidad de absorcion de agua (CAA)

La capacidad de absorcién de agua (CAA) se define como la capacidad que tiene
determinado producto alimenticio de absorber y retener agua (Dhillon et al., 2020)
Los valores obtenidos estuvieron en un rango de 1.78 a 2.12 g/g, observandose un
aumento de la CAA estadisticamente significativo (p<0.05), especialmente en los
tratamientos que involucraban la harina con 48 horas de germinacion, exhibiendo
valores de 1.93 g/g hasta 2.12 g/g, el aumento de CAA se ha observado como una
tendencia positiva en otros cereales como el sorgo (Azeke et al., 2011), el arroz, la
cebada (Abdullah et al., 2022). El incremento de la capacidad de absorcion de agua
puede ser atribuido a la descomposicion del almidon y el aumento en el contenido
de azucar, lo que impacta en la interaccion de determinados sitios con la interaccion
de moléculas de agua. La descomposicion del almidon también tiene efecto sobre
la facilidad de hidratacion de la harina (Elkhalifa & Bernhardt 2010).

7.3.2. indice de solubilidad en Agua (ISA)

El valor del indice de solubilidad aumenté conforme avanzaba el tiempo de
germinacion. El indice de solubilidad en agua de harina de trigo integral sin germinar
de 9.66% el cual tras la germinacion incremento hasta 13.66%. Este
comportamiento es similar al reportado por Dhillon et al. (2020). La configuracion de

mezclas no mostré una diferencia significativa a sus homologas puras.

Los valores mas altos observados estuvieron relacionados al tiempo de 12 horas,
esto es consistente a lo reportado por Jribi et al. (2019), donde el ISA disminuyo
considerablemente a partir de 24 y 36 horas de germinacion Los valores mas altos
observados estuvieron relacionados al tiempo de 12 horas. Este comportamiento

es asociado al contenido de azucares reductores libres tal como lo reporté
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Tabla 7. Propiedades Tecno-funcionales de mezclas de harina de trigo germinado y sin germinar

Tipo de harina Proporciéon de lamezcla CAAgua (g/g) CAAceite (g/g) Solubilidad (%) Poder de hinchamiento

NG 100% 1.97 £0.04 = 210+0.15% 1461%+0.84° 8.08 + 0.03%

GI-12 H 100% 212+011° 218 +0.05° 13.66% + 0.6 % 7.75+0.02°
Gl-48 H 100% 1.78 £0.02° 2.02+0.05° 9.66% £ 0.88 ° 7.6 £0.04°
Gl-12h /Gl 48h 50%- 50% 1.99 £+ 0.06% 2.30 +0.042  13.56% * 0.62 = 7.75+0.03

Gl-12 h / NG 50%- 50% 1.99 £ 0.09 ® 217+0.062% 11.20% +0.34 7.66 + 0.04b°
GI-48 h/ NG 50%- 50% 1.93 £0.08 ® 218+0.062 11.09% +1.10 7.63 £0.03°
Central 33%-33%-33% 1.99+0.105% 215+0.122 12.27% +0.19 " 7.52 +0.03¢

*Promedio de tres replicas + desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05)

*NG=No Germinado, Gl-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, Gl-48 h= Germinacién inducida 48 horas, Central= GI-12
h/ Gl 48 h/ NG
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Zhang et al. (2015). Dicho autor menciona qué durante las primeras etapas de
germinacion no hay cambios estadisticamente remarcables, pero durante este
periodo el contenido de azucares reductores puede aumentar hasta 20 veces, lo

que impacta el ISA.

7.3.3. Capacidad de absorcion de aceite

Pese a no existir diferencia significativa entre el CAAc se observa una tendencia
positiva a subir este parametro conforme avanza el proceso de germinacién. Este
hallazgo es consistente con lo reportado previamente en harina integral de arroz
germinado (Cornejo & Rosell, 2015) y sorgo germinado (Singh et al., 2017). El
aumento en la capacidad de absorcion de aceite puede estar relacionado con la
actividad proteolitica, relacionado con los cambios estructurales de las proteinas
durante el proceso de germinacion (Koehler et al., 2007), debido a que ciertas
regiones con afinidades lipofilicas se encuentran mas expuestas a interactuar con
lipidos (Singh et al., 2015).

Tras mencionar lo anterior, se recomienda la utilizacion de harinas integrales
germinadas para productos con alto contenido de grasa, ya que puede favorecer el
mantenimiento de sabores intactos de los productos, asi como propiedades

paliativas en el consumo de productos de panificacion (Kaushal et al., 2012).

7.3.4. Poder de hinchamiento

El poder de hinchamiento de harina se considera como un parametro util para
predecir el contenido de amilosa y las propiedades de empastado de los almidones
de trigo (Blaze & Copeland, 2008). Como se observa en la Tabla 7 las harinas
mostraron una relacién negativa conforme avanzaba el tiempo de germinacion,
resultados similares fueron observados por Johnston et al., (2019), donde el poder

de hinchamiento de harinas de trigo germinado sufrié una disminucion importante.

Esta disminucién estd asociada a la actividad amilolitica, conforme avanza el
proceso germinativo las estructuras de almidon comienzan a degradarse, mientras

que el contenido de moléculas hidrolizadas de bajo peso molecular y las cantidades
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de oligosacaridos tiende a aumentar conforme el tiempo de germinacién. Estos
azucares no tienen el poder de hinchamiento como los granulos de almidon (Jibri et
al., 2017). Las mezclas mostraron un comportamiento similar a las harinas puras,
sobre todo en las configuraciones NG/GI 12 hy G112 h/ Gl 48 h.

7.4. Caracterizacion morfolégica

Las caracteristicas morfolégicas de los granulos de trigo observados en las
micrografias (Figura 5) muestran dos poblaciones diferenciadas: por un lado
granulos grandes y alargados; asi como, granulos de tamafio mas compacto y de
forma esférica, lo cual concuerda con lo reportado por Colussi et al. (2021); estos
autores identificaron una distribucién bimodal de tamafo en granulos de trigo,
observando granulos tipo A con forma de disco o lenticular y granulos tipo B con

forma esférica o irregular.

Los tratamientos con germinacion inducida G1-48 h y GI-12 h mostraron indicios de
erosion superficial (encerrado en las figuras). El estado de la superficie del granulo
es de especial importancia porque puede afectar la adsorcidén de la amilasa durante
las fases iniciales del proceso de hidrdlisis. Especialmente en el tratamiento GI-48
h se observa la formacion de poros en los granulos (Fig. 5¢), este efecto se asocia
a la endocorrosion producida por las a-amilasas. Lo cual puede variar dependiendo
la fuente botanica de estudio, ya que almidones provenientes de granos suelen
mostrar poros mas amplios y profundos durante la germinaciéon en comparacion con

almidones de tubérculo (Benavent-Gil & Rosell, 2017).

También se observaron cuerpos proteicos adheridos a la superficie de algunos
granulos, de acuerdo a Korompokis & Delcour (2023) estos cuerpos podrian ser
proteinas involucradas en la sintesis del almidon como las puroindolinas asi como
residuos de proteinas de almacenamiento. La remocién de estas proteinas puede
influir negativamente al aumentar el acceso de enzimas amiloliticas al granulo (Ye
et al., 2019). Finalmente, todos los granulos mostraron aparente dafio estructural

asociado a la molienda, de acuerdo a Wang et al. (2020) el almidén dafiado por
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SEl 20kV WD15mm SS60 x2,000 10um SEI 20kV "WD10mmSS40 x2,000 10pm

Figura 5. Micrografias electronicas de barrido (X2000) de granulos de almidén de trigo germinado y sin
germinar: (a) Harina de granos de trigo no germinados (NG); (b) Harina de granos de trigo germinados
a 12 horas (GI-12 h); (c) Harinas de granos de trigo germinados a 48 h (GI-48 h); (d) Harinas de mezclas
de granos de trigo SG/GI-12 h/GI-48 h (Central)
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molienda muestra una textura aspera y un aspecto deforme y distorsionado, tal

como el observado en las micrografias.

7.5. Extensibilidad uniaxial

La reologia de masas de las diferentes mezclas fue evaluada a través de la
resistencia a la extension (Rmax) y la extensibilidad maxima (Extmax). Los resultados
obtenidos mediante la medicién por el método de microextensdémetro se reportan
en la Tabla 8. Las propiedades reoldgicas uniaxiales de las masas mostraron
variaciones notables en funcion del tiempo de germinacion, sin observar una
tendencia clara con respecto a las porciones de harina y el tiempo de germinacion.
Los valores de extensibilidad maxima y resistencia a la extension mostraron
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05), reflejando el impacto de la
germinacion sobre la estructura de la masa. Especificamente, los valores mas altos
de extensibilidad se observaron en el tratamiento con harina GI-12 h, alcanzando
un promedio de 10.19 mm, mientras que los valores mas bajos se registraron para
la harina GI-48 h, con una extensibilidad de 4.15 mm. Esto indica una disminucion
notable en la extensibiidad maxima a medida que aumenta el tiempo de

germinacion con respecto al tratamiento NG (8.02 mm).

Por otro lado, la resistencia a la extension presentd una tendencia inversa. El
tratamiento GI-12 h mostr¢ la resistencia mas baja (0.11 N), lo que contrasta con la
harina NG (0.28 N), donde se observé una disminucion significativa en la capacidad
de la masa para resistir la deformacion. Sin embargo, al comparar el tratamiento Gl-
48 h (0.27 N) con NG, las diferencias fueron menos pronunciadas, sugiriendo que
el tiempo de germinacion influye de manera mas significativa en la extensibilidad
qgue en la resistencia a la extension. Ademas, al considerar las mezclas de harinas,
como NG/GI-12h y NG/GI-48h, se observd una mayor estabilidad en la red de
gluten, manteniendo los valores de resistencia sin una reduccion drastica,
mostrando un efecto amortiguador sobre la reologia al agregar la harina NG. Al

analizar las combinaciones Gl-12 h/GI-48 h y la muestra central, la masa mostré
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Tabla 8. Resultados de extensibilidad uniaxial de mezclas de harinas de trigo germinado y sin germinar

Tipo de harina Proporcion (%) Resistencia a la extension (N) Extensibilidad maxima (mm)

NG 100 0.28 + 0.032 10.19 £ 1.21°

Gl-12 h 100 0.11 £ 0.02° 415+ 1.31°

Gl-48 H 100 0.27 £ 0.042 8.02 + 1.51"
Gl-12h /Gl 48 h 50- 50 0.17 £ 0.03° 8.20 + 1.04°
Gl-12 h / NG 50- 50 0.16 + 0.01° 9.75 + 0.80°

Gl-48 h/ NG 50- 50 0.22 + 0.02° 7.96 + 0.90%
Central 33-33-33 0.16 £ 0.01° 7.62+1.3°

*Promedio de tres replicas + desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas

entre los tratamientos (p < 0.05)

*NG=No Germinado, Gl-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, Gl-48 h= Germinacién inducida 48 horas, Central= GI-12

h/ Gl 48 h/ NG
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una disminucion notable en sus propiedades reoldgicas, lo que podria estar
asociado a un debilitamiento en la estructura proteica como consecuencia de

adicionar proteinas expuestas a actividad enzimatica constante.

La germinacion podria tener un efecto negativo sobre las propiedades
viscoelasticas de la masa, lo que se reflejaria en la reduccion tanto de la
extensibilidad como de la resistencia a la extension. Estos resultados sugieren que
el proceso de germinacion altera la composicion proteica y la interaccion entre las
moléculas de gluten, afectando la capacidad de la masa para soportar la
deformacion durante el amasado y horneado. Las harinas con mayor tiempo de
germinacion (Gl-48 h) parecen formar una red de gluten mas débil, lo que podria
estar relacionado con la disminucién de la concentracién de gluteninas, proteinas
clave en la formaciéon de una estructura elastica en la masa. Este proceso es
reportado por Anderssen et al. (2004), quienes mencionan que las harinas con
menor contenido de gluteninas y una proporcion menos favorable entre gluteninas
y gliadinas generan masas menos elasticas y mas susceptibles a la ruptura bajo

fuerzas mecanicas.

A nivel molecular, los procesos reoldgicos durante la mezcla de la masa juegan un
papel crucial en durante la formacion de la red de gluten. La energia mecanica
aplicada durante el amasado induce deformaciones por cizallamiento y extension
uniaxial (Sliwinski et al., 2004), que permiten la hidratacion completa de las
particulas de harina y la liberacién de proteinas y almidén. Esto facilita la formacion
de una red de gluten cohesionada (Rathod & Kokini, 2013). La glutenina, una de las
proteinas clave en este proceso, se estira y se alinea bajo la accion de las fuerzas
mecanicas, formando enlaces no covalentes y disulfuro que estabilizan la masa y le
confieren elasticidad. Este proceso es esencial para la capacidad de la masa de
soportar la expansion de las burbujas de gas durante la fermentacion y el horneado,
mejorando asi la maquinabilidad y la calidad del pan final ((Jgdal & Larsen, 2021;
Yazar, 2023).

Sin embargo, la germinacion podria alterar las caracteristicas estructurales del

almidoén y la proteina, lo que genera modificaciones en la reologia. La actividad
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enzimatica, particularmente la proteolitica tiene un mayor efecto al generar una
despolimerizacion proteica, termina afectando negativamente la red viscoelastica
de la masa. Esta actividad proteolitica esta asociada a una degradacion de las
largas cadenas de glutenina. Li et al. (2021) y Weegels et al.(1997) destacan que
las propiedades de extensibilidad y resistencia de la masa estan directamente
relacionadas con la relacion gliadina/glutenina. Las masas con una mayor
proporcion de gliadinas son mas viscosas, pero menos elasticas, aunado a la
formacion de una red fisica entre los granulos de almidoén vy la gliadina durante el
amasado, lo que sugiere una reduccion en la interaccion intermolecular del gluten

durante el proceso de amasado y fermentacion.

Estudios similares como los realizados por Cauduro et al. (2023) muestran que la
sustitucion de harinas de trigo invernal germinadas por 48 y 72 horas disminuye la
relacion resistencia/extensibilidad (R/E) de la masa, lo cual es consistente con los
resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, Cardone etal. (2021),
reportaron que la germinacion del sorgo rojo afectd significativamente la
extensibilidad de la masa, mejorando sus propiedades al germinar el grano por 48
horas, lo que influyé positivamente en panes al generar un mayor volumen

especifico y menor firmeza del pan.

7.6. Cambios de la estructura cristalina en las harinas

En la Figura 6 se observan los difractogramas obtenidos por la prueba de difraccién
de rayos X (XRD). Es notable que la germinacion genera cambios sobre la
cristalinidad, observandose una disminucion pronunciada conforme avanza el
tiempo de germinacion. El tratamiento NG mostré un porcentaje de cristalinidad del
43.35%, mientras que el tratamiento de germinacién temprana Gl-12 h apenas
mostro una ligera diferencia (43.60%). Sin embargo, para el tratamiento G1-48 h, la
cristalinidad disminuyd considerablemente hasta un 38.66%. Es interesante
destacar que el tratamiento central, con una mezcla de harinas germinadas, mostro
la cristalinidad mas alta entre todas las muestras, lo que podria estar relacionado
con interacciones entre cadenas de almidon de diferentes longitudes moleculares,

afectando la distribucion de agua y, en consecuencia, la cristalinidad medida. A
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pesar de los cambios en los porcentajes de cristalinidad, el patron de difraccion
polimérfico tipico del almidon en cereales (tipo A) permanece intacto, presentando
picos de inflexion a 20 = 14, 16, 17 y 22°, como lo reportado por Kumar et al. (2023)

al evaluar la cristalinidad de almidén de trigo.

La cristalinidad depende del ordenamiento estructural del almidén, siendo factores
clave la relacion amilosa-amilopectina, la longitud de cadena y el grado de
ramificacion (Kumar et al., 2023). Los cambios observados durante la germinacion
inducida pueden deberse a una cambios en la relacién amilosa/amilopectina, asi
como un incremento en ramificaciones de cadena corta. Se ha estudiado la relacion
entre la cristalinidad relativa con la interaccion de dobles hélices (Wang et al., 2012).
Las ramificaciones y longitud del almidén tienen un papel fundamental en la
formaciéon de dobles hélices, las cuales son responsables de la estabilidad
estructural en las zonas cristalinas. Los almidones con menor cantidad de cadenas
cortas-medias de amilosa, pero una mayor proporcién de cadenas medias de
amilopectina, pueden promover una formacion mas eficiente de dobles hélices (Li
et al., 2021). Durante la germinacion, la estructura de doble hélice de las regiones
externas del granulo se altera, lo que provoca cambios en los patrones de XRD,
particularmente en el tratamiento GI-48 h, donde la pérdida de cristalinidad podria
explicarse por un incremento en la actividad enzimatica, debilitando la estructura y
generando cadenas largas mas susceptibles a la hidrdlisis. Li etal., (2017)
sefalaron que las cadenas de amilopectina estabilizan la estructura cristalina
laminar del almidon; al hidrolizarse las cadenas largas, hay una interrupcion
dominios ordenados. Ademas,,You et al., (2016), mencionan que el aumento en la
proporcion de cadenas cortas (DP < 10) disminuye la capacidad de formar enlaces
de hidrogeno extensos e interactuar con otras cadenas vecinas. Este
comportamiento ya ha sido reportado en otros cereales germinados como el sorgo,
centeno, mijo, arroz y trigo bajo diversas condiciones de (Li et al., 2017; Tian et al.,
2022; You etal, 2016; Zhang etal., 2020). La degradacion parcial de la
amilopectina y el aumento en la proporcion de cadenas cortas debido a la actividad
enzimatica durante la germinacion generan cambios en los patrones de

cristalinidad.
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Figura 6. Patron de difraccion (208) de harinas de trigo a distintos tiempos de germinacion y sin germinar

*Promedio de tres replicas * desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05)

*NG=No Germinado, Gl-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, GI-48 h= Germinacion inducida 48 horas, Central= Gl-12
h/ Gl 48 h/ NG
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7.7 Propiedades fisicas del pan

Al procesar la masa las proteinas de trigo sufren una serie de transformaciones
complejas, de despolimerizacion y repolimerizacion, afectando la calidad del
producto final Estos tienen efectos sobre como se comporta la masa al ser sometida
a deformaciones, la textura al tacto y su respuesta al calor durante la cocciéon (Jia
et al., 2022).

En la Figura 7 puede observarse la miga obtenida en los distintos panes,
destacando caracteristicas distintas en cuanto al tamafo y distribucion de los
alveolos, es posible distinguir que las harinas que incluian los tratamientos GI-12 h
en su configuracion produjeron una miga mas compacta y con una distribucion

alveolar mas uniforme a los tratamientos con GI-48 h.

En estos tratamientos se observé un tamafno de celdas mas grandes puede ser
indicador del volumen esperado del pan, relacionandolo con la produccion de gas
durante la fermentacion y siendo apreciable cierto grado de coalescencia entre los
canales formados en la estructura. Resultados similares han sido reportados por Al-
Ansi etal (2022) utilizando cebada germinada en la elaboracion de pan, y
denotando una porosidad celular menor como consecuencia de una alta actividad

enzimatica.

Naumenko et al. (2021) mencionan el papel determinante que puede tener la
actividad amilolitica en la suavidad de la miga. Las enzimas amiloliticas degradan
el almiddn, disminuyendo la retrogradacién de la amilopectina, lo que resulta en una
miga mas suave Yy elastica. Este proceso es vital para evitar la rigidez y el
endurecimiento de la miga, contribuyendo a una mejor conservacion y calidad

sensorial del pan.
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GI-12 h/NG Gl-48 h/NG Gl-12 h/ GI-48 h Central

Figura 7. Estructura interna de la miga de panes obtenidos a partir de las mezclas




7.7.1 Volumen especifico

El volumen especifico es un pardametro critico en la panificacion que refleja la
cantidad de diéxido de carbono que puede retenerse en la red de gluten, lo cual es
determinante para la estructura y textura del pan (Monteiro et al., 2021). En la Tabla
9, se reportan los resultados del volumen especifico a los diferentes panes, donde
se observa que existen diferencias estadisticamente significativas en el volumen
especifico entre los tratamientos que utilizaron harinas de granos germinados (Gl)
y el tratamiento no germinado (NG). El pan obtenido con harina NG presentd un
volumen especifico de 2.94 cm?®g, mientras que los tratamientos elaborados con
harinas germinadas mostraron un incremento notable en su volumen, con 3.18
cm?®/g para el tratamiento GI-12 h y 3.45 cm?®/g para el tratamiento GI-48 h, indicando

un efecto positivo en funcion del tiempo de germinacion.

En cuanto a las configuraciones con mezclas, el tratamiento GI-48 h/NG mostré una
mejora significativa en el volumen especifico al compararse con el tratamiento NG
puro, sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P
< 0.05) al compararlo con el tratamiento puro GI-48 h, lo que sugiere que la
incorporacion de harina germinada de 48 horas potencia el rendimiento de las
harinas nativas. Por otro lado, las mezclas de GI-12 h/NG y el tratamiento central
no mostraron diferencias significativas con respecto al tratamiento NG, lo cual puede
atribuirse a la liberacion limitada de azucares simples durante la germinacién 12
horas. Los mecanismos propuestos por Marti etal. (2018) sugieren que el
incremento de mono y disacaridos durante la germinacion actua como sustrato para
la produccién de didxido de carbono, aumentando la retencién de CO:2 en la masa,
aunque tiempos prolongados de germinacion pueden debilitar la red proteica y
reducir la capacidad de expansion de la masa, debido a la interrupcién de enlaces
peptidicos, asi como un incremento en la permeabilidad de la masa derivado del

debilitamiento de las cadenas de almidon.
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Tabla 9. Propiedades mecanicas y volumen especifico de panes obtenidos de mezclas de granos germinados

Tipo de Masticabilidad Volumen
PO Proporcién Dureza (N) Elasticidad Resiliencia Cohesividad especifico
harina (N) 3
(cm?/g)
NG 100% 24.11+2.35°  0.93 + 0,008 8'8;‘1691; 16.41 +1.8372 0.734 +0.017° 2.94 +0.07°
Gl-12 h 100% 10.80 £ 1.70° 0.73 +0.032¢¢ 0.150 + 0.016¢ 3.17 £0.726¢ 0.403 £ 0.038¢ 3.18 +0.15%
GI-48 H 100% 16.07 + 1.68b 0.69 +0.035° 0.139 +0.018¢ 3.94 £0.825¢ 0.352 £ 0.027¢ 3.45 £ 0.09°2
Gl-12h /Gl 0 0 d cd c cd de ab
48 h 50%- 50% 16.37 £ 1.45 0.76 £ 0.017 0.183 £0.016 5.45 +0.857 0.436 £0.025 3.20+£0.11
Gl-12h / NG 50%- 50% 17.82 + 2.474 0.81 +0.021® 0.213 +0.018° 6.76 + 0.825°¢ 0.469 + 0.030¢ 2.98 + 0.27°
GI1-48 h/ NG 50%- 50% 21.95+1.752 0.83+£0.021° 0.230 +0.017° 9.57 + 1.216° 0.527 + 0.022° 3.34 £0.15°
Central 33%-33%-33% 13.50 + 1.19v° 0.72 £0.035° 0.179 £ 0.014°¢ 4.14 + 0.562¢¢ 0.42 £ 0.017¢ 2.97 +£0.10°

*Promedio de tres replicas + desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05)

*NG=No Germinado, Gl-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, GI-48 h= Germinacién inducida 48 horas, Central= Gl-12
h/ Gl 48 h/ NG
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Por otro lado, en distintos estudios se ha destacado el rol que tiene el
macropolimero de glutenina (GMP) en la resistencia a la extensién y en la capacidad
de retencion de gas durante la expansién dinamica de la masa (Ogilvie et al., 2021;
Schuster et al., 2023), mecanismos oxidativos podrian tener diversos efectos sobre
la red de gluten, enzimas oxidativas producidas durante la germinacion como la
peroxidasay la lipoxigenasa tienden a favorecer el entrecruzamiento de la glutenina,
y por lo tanto mejoran la expansién de la masa durante la fermentacion (Zilié et al.,
2016), ademas derivado del estrés oxidativo generado existe un incremento en la
produccion de compuestos fendlicos, la presencia de estos compuestos tendrian la
capacidad de secuestrar los grupos sulfhidrilos, lo que en consecuencia
desestabilizaria las estructuras secundarias formadas en la red de gluten y
explicaria la pérdida de funcionalidad en las harinas hechas de granos que han

experimentado extensos tiempos de germinacion (Baranzelli et al., 2018).

El incremento en el volumen especifico de panes elaborados a partir de trigo
germinado ha sido explorado previamente por diversos autores bajo distintas
condiciones de germinacion (Baranzelli et al., 2018; Cardone et al., 2020; Johnston
et al., 2019; Naumenko et al., 2021). Este comportamiento ha sido observado no
solo en trigo, sino también en otros cereales como el sorgo (Cardone et al., 2021) y
la cebada (Perri et al., 2023), lo que indica que la germinacion puede mejorar la
calidad del pan en términos de volumen y expansion, siempre que se controle

adecuadamente la actividad enzimatica y el tiempo de germinacién.

7.7.2 Analisis de Perfil de textura (TPA)

La dureza, elasticidad, cohesividad, masticabilidad y resiliencia son caracteristicas
mecanicas importantes que describen a los alimentos horneados, asi como el
efecto del procesamiento y posterior consumo del pan, estas caracteristicas estan
relacionadas con la percepcion de frescura (Guiné, 2022; Tsai et al., 2012). En la
Tabla 9, se muestran los resultados obtenidos en las propiedades mecanicas de
panes elaborados con harinas obtenidas de trigo germinado a distintos tiempos (12

h, 48 h) y con harinas no germinadas (NG), en distintas mezclas, midiendo su
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comportamiento a la doble compresion mecanicas a través del analisis de perfil de
textura (TPA).

Se observé que la germinacion disminuyd de manera consistente la dureza en todos
los tratamientos, excepto en el tratamiento GI-48 h/NG (21.95 N), donde no se
registraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) con respecto al
tratamiento NG (24.11 N). Este comportamiento esta alineado con lo reportado por

Atudorei et al. (2022), quienes sugieren que la actividad enzimatica derivada de la

germinacion favorece la coalescencia de burbujas en la masa, lo que afecta la
distribucion de los poros y genera estructuras menos densas y resistentes a la
compresion mecanica. La disminucion de la dureza en los panes elaborados con
harinas germinadas se ha relacionado con el incremento de enzimas amiloliticas
durante el proceso de germinacién, que modifican la estructura del almidon,
reduciendo la resistencia del pan (Rathnayake et al, 2018; Sun etal., 2023).
Ademas, fue notorio un efecto sinérgico cuando se mezclaron harinas no
germinadas (NG) con germinadas (Gl), lo cual resulté en un incremento en los
valores de dureza, en comparacion con los panes hechos exclusivamente con
harinas GI-12 h o GI-48 h. No obstante, este aumento no alcanzo6 los niveles de
dureza del tratamiento NG. Este comportamiento sugiere que la combinacion de
harinas germinadas y no germinadas puede mitigar parcialmente la reduccion de
dureza, posiblemente debido a la hidrolisis parcial de las proteinas del gluten
durante la germinacion, que debilita la masa y permite la coalescencia de burbujas,
afectando la distribucion y uniformidad de los alveolos formados tras el horneado
(Atudorei etal., 2022; Rathnayake etal, 2018; Sun etal, 2023). Estas
irregularidades en los alveolos fueron mas evidentes en los panes elaborados con
las mezclas GI-12 h, NG/GI-12 h y NG/GI-12 h/GI-48 h (ver Figura 7).

En contraste, estudios como el de Penaranda etal. (2021) reportaron un
comportamiento contrario a lo que se muestra en este estudio, al obtener un
incremento en los valores de dureza al afadir harina de trigo germinada en un 50%.
Por otro lado, hallazgos observados por Marti etal. (2018) describen el

comportamiento obtenido tras la incorporacion de harina de trigo germinado en el
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pan, con una reduccion sobre la firmeza en la migade pan, ademas de un menor
contenido de humedad tras el almacenamiento, los panes con 50% o 100% de
harina de trigo germinado mantuvieron una firmeza inferior al pan de control. Este
efecto se atribuye a las enzimas hidroliticas producidas durante la germinacion,
como la a-amilasa, que disminuye la retrogradacion de la amilopectina y ralentiza el

endurecimiento con diferentes texturas.

Esta discrepancia en los resultados puede explicarse por una variedad de factores,
como diferencias en la composicion quimica de los granos, la concentracion de
harinas usadas en la formulacién del pan, los tiempos de germinacion aplicados y

las condiciones especificas bajo las cuales se llevo a cabo el analisis TPA.

La elasticidad, definida como la capacidad de un material para volver a su forma
original tras ser deformado (Osella et al., 2005) mostré una disminucion sustancial
en todas las configuraciones que incluian mezclas de harinas germinadas, siendo
el tratamiento NG el que presentd los valores mas altos. Este resultado puede
atribuirse a la actividad de enzimas proteasas de cisteina, que hidrolizan el gluten
durante la germinacion, afectando la estructura de la red de gluten y, en
consecuencia, la elasticidad de la masa. De acuerdo con los datos presentados en
laTabla 9, los valores de elasticidad variaron entre 0.93 y 0.69, donde el tratamiento
con harina GI-48 h mostré el valor mas bajo (0.69). Sin embargo, al analizar la
mezcla 50-50 con la harina NG, hubo una mejora significativa en la elasticidad
(0.83), superando al resto de las mezclas, en el siguiente orden: G1-48 h/NG > Gl-
12 h/ING > GI-12 h/GI-48 h > Central.

En cuanto a los panes elaborados con mezclas, se observo que los valores de
elasticidad fueron superiores a los obtenidos en los panes hechos exclusivamente
con GI-12 h y GI-48 h. Esto podria deberse a una sinergia entre las diferentes
longitudes de cadena proteica, lo que refuerza la matriz estructural del pan. Este
incremento en los valores de elasticidad es deseable en productos horneados, ya
gue una mayor elasticidad esta asociada a una mejor frescura y una mayor aeracion
del pan, lo que impacta positivamente en su calidad final (Iglesias-Puig & Haros,

2013). Atudorei et al., (2022) observaron que la adiciéon de harina de garbanzo
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germinado influye significativamente en las propiedades reoldgicas de la masa y la
calidad del pan, mejorando el volumen y la elasticidad hasta un cierto nivel de
incorporacion. Sin embargo, un mayor porcentaje de harina germinada resulté en

una disminucion de estas propiedades.

La cohesividad, que evalua la resistencia interna de los enlaces en la masa durante
el proceso de masticacion (Singh et al., 2014), mostré valores mas bajos en todos
los tratamientos que contenian mezclas de harinas germinadas en comparacién con
la harina NG. Esto sugiere que la germinacion afecta negativamente la cohesividad,
probablemente debido a la degradacion parcial de la red de gluten. En particular, los
tratamientos que incluian GI-12 h presentaron los valores de cohesividad mas bajos,
lo que indica que los cambios en la estructura de la masa inducidos por la
germinacion resultan en una menor resistencia a la compresion interna. Ademas, se
ha sefialado que el tamafo, la distribucion, el crecimiento y el colapso de las
burbujas de gas liberadas durante la fermentacién y el horneado tienen un impacto
significativo en la textura del pan (Upadhyay et al., 2012). Hallazgos similares han
sido reportados por Sun et al. (2023), al evaluar la textura de pan al vapor de trigo
germinado, donde la cohesividad incrementd con la adicidn de harina de trigo hasta
un 2%, disminuyendo después de superar esa proporcion. Este hallazgo indica que
la harina de trigo germinado mejora la estructura interna del pan, haciéndolo menos
propenso a desmoronarse y mejorando su capacidad de recuperacion dentro de

ciertos limites en la formulacion

La resiliencia, que mide la capacidad de la masa para recuperar su forma inicial tras
una deformacidén, mostré valores significativamente mas bajos en todos los
tratamientos comparados con NG. Esta disminucion en la resiliencia sugiere una
alteracion en la estructura de la red de gluten, reduciendo la capacidad del pan para
recuperar su forma original después de la compresion (Toéth et al, 2022). En
particular, el uso exclusivo de harinas germinadas redujo hasta casi un 50% la
capacidad del pan de recobrar su forma original tras aplicar una fuerza de
compresion. Este comportamiento se reflejé también en la disminucion de los

valores de masticabilidad y cohesividad en los panes elaborados unicamente con
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harinas germinadas, como se observé en los tratamientos GI1-48 h y GI-12 h; por lo
tanto, la germinacion podria alterar estos factores debido a una red de gluten
debilitada, lo que se traduciria en una menor resiliencia del pan al colapsar las
burbujas formadas durante la fermentacion, afectando la estructura y calidad final

del producto.

Por otro lado, los tratamientos con mezclas de harinas germinadas y no germinadas,
especificamente GI-48 h/NG y GI-12 h/NG, mostraron incrementos en la resiliencia,
cohesividad y masticabilidad respecto a los panes elaborados exclusivamente con
harinas germinadas. Este comportamiento podria estar relacionado con lo descrito
por Marco et al. (2008) quienes sefialaron que las mezclas de proteinas hidrolizadas
parcialmente en las masas podrian causar un efecto de sinergia en el
entrecruzamiento de las proteinas. Esto se debe a las diferentes longitudes de
cadena de las proteinas hidrolizadas, que favorecen la formacion de enlaces
intermoleculares, reforzando la matriz estructural del pan y provocando un

incremento en las propiedades texturales.

Este efecto sinérgico no solo beneficia la cohesividad y masticabilidad del pan, sino
qgue también impacta de manera positiva en la calidad general del producto, ya que
una alta cohesividad y masticabilidad estan asociadas con una buena formacion del
bolo alimenticio al masticar, evitando un pan quebradizo o migajoso (Onyango et al.,
2010). Finalmente, la masticabilidad, definida como la energia requerida para
masticar el alimento hasta un estado apto para ser deglutido (Pasqualone et al.,
2017), presentd una disminucion significativa en los tratamientos que incluian
harinas germinadas. En particular, el tratamiento GI-48 h/NG fue el mas cercano en
valores a NG, aunque se observé una reduccion importante en comparacion con la
harina no germinada. Esta disminucion en la masticabilidad esta relacionada con
los menores valores de elasticidad y cohesividad observados, lo que reduce la
fuerza necesaria para triturar el pan antes de tragarlo. Como mencioné (Shen et al.,
2021), la masticabilidad también esta influenciada por la estructura del almidén,
cuya modificacion durante la germinacion puede reducir la resistencia mecanica del

pan. Gao et al. (2022) reportaron que el uso de harina de trigo germinado mejoré la
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dureza, la gomosidad y la masticabilidad de los panes, resultados que coinciden con
los obtenidos en nuestro estudio, donde las propiedades texturales del pan fueron
notablemente afectadas por la germinacion. La cohesividad disminuyé al utilizar
harina germinada, sugiriendo que la formacion del bolo alimenticio es mas facil, lo

gue mejora la experiencia sensorial.

7.7.3. Digestibilidad del proteina in vitro

Tal como se observa en la Tabla 10, las muestras de panes obtenidos con distintos
tiempos de germinacibn muestran variaciones significativas en términos de
digestibilidad de proteina in vitro (IVPD%). Se puede sugerir que las proteinas del
trigo de mayor peso molecular se digirieron forma menos eficaz en el pan NG, ya
observando que los panes que incluyeron trigo germinado se caracterizaron como
altamente digeribles. El tratamiento NG (76.61%) mostré una digestibilidad inferior
en comparacién con los tratamientos germinados: GI-12 h (78.96%) y GI-48 h
(80.32%). Cabe resaltar que no existe una relacion aparente entre el contenido de
proteina previamente reportado y la digestibilidad observada. Un comportamiento
notable se observa en las mezclas, donde la susceptibilidad enzimatica fue mayor
en comparacioén con los tratamientos que utilizaron un solo tipo de harina. Todas las
configuraciones de mezclas mostraron una digestibilidad potenciada frente a los
panes obtenidos con harinas puras. Los tratamientos GI-12 h/Gl-48 h y sus
combinaciones fueron los mas altos en todos los panes. Los panes obtenidos de las
mezclas NG/GI1-48 h, GI-12 h/GI-48 h y NG/GI-12 h/GI-48 h, mostraron valores de
digestibilidad dentro de un intervalo de 81.95% a 83.58%, sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ellas. Este
comportamiento podria ser debido a que la mezcla de las harinas germinadas a 12
h y 48 h para la elaboracién del pan podrian estar favoreciendo la heterogeneidad
en la longitud de cadena de las proteinas hidrolizadas, lo que impacta en la
digestibilidad.
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Tabla 10. Resultados de digestibilidad de almidon y proteina en condiciones in vitro de pan hecho a partir de mezclas de
granos germinados de trigo

Tipo de harina Proporcion ADR (%) ADL (%) AR (%) DPIV (%)
NG 100% 4451 +5.722 3.32+0.331° 0.868 +0.276° 76.611 + 1.408¢
Gl-12 h 100% 4511+ 2.10° 11.13 ¢ 2.144 £ 0.777% 78.964 + 0.640¢

0.041%
Gl-48 H 100% 38.18 £ 2.81° 13.15+0.122 2.632 + 0.088? 80.321 + 0.198
Gl-12h/Gl48h  50%- 50% 40.21 + 3.06%° 101.985 1.595 + 0.61°° 83.489 + 0.896°
A75
Gl-12 h / NG 50%- 50% 44.73 + 2.642 6.03 + 0.409%° 1.267 + 0.138° 82.312 £ 1.024%¢
GI-48 h/ NG 50%- 50% 40.10 + 3.22%° 12.28 + 1.022 1.307 + 0.244° 81.950 + 0.512%
Central 33‘?:-)’33%- 40.89 + 1.53%° 8.10 + 2.574 1.497 + 0.200" 83.579 +0.768?
%

*Promedio de tres replicas + desviacion estandar. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p < 0.05)

*NG=No Germinado, Gl-12 h= Germinacion Inducida 12 horas, GI-48 h= Germinacién inducida 48 horas, Central= Gl-12
h/ Gl 48 h/ NG
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El mecanismo detras de la mejora en la digestibilidad derivado en la longitud de los
peéptidos, asi como el grado de hidrdlisis de las proteinas queda en perspectiva para
futuros estudios. La digestibilidad de las proteinas es considerada un proceso
multifactorial. Por un lado, factores enddégenos como el plegamiento y
entrecruzamiento de las proteinas, debido a la formacién de puentes disulfuro (S-
S), y su perfil de aminoacidos, juegan un papel crucial. En el caso del gluten, posee
una restriccion a la hidrdlisis por proteasas humanas debido a su alto contenido de
prolina (13-17%), lo que genera péptidos de gran tamano (10 a >30 residuos de
aminoacidos) (Joye, 2019; Sollid, 2000; Wieser, 2007). Por otro lado, los factores
exdgenos, como las interacciones de las proteinas con componentes no proteicos
como polifenoles, almidén, polisacaridos no amilaceos, fitatos y lipidos, también
afectan la digestibilidad (Afify et al., 2012). La digestibilidad puede utilizarse como

un indicador de la biodisponibilidad de proteinas.

El incremento en la digestibilidad de las proteinas derivado de la germinacion podria
atribuirse a factores como el aumento en la solubilidad de las proteinas, la
degradacion de inhibidores enzimaticos de tripsina y el debilitamiento de las
interacciones entre almidon y proteina (Elkhalifa & Bernhardt, 2010; Li et al., 2017;
Smith et al., 2015). Los inhibidores de tripsina son comunes en cereales y su
actividad inhibidora supone un reto nutricional, dado que interrumpen la capacidad
del cuerpo de digerir proteinas. Sin embargo, se ha demostrado que la germinacion
reduce la actividad de estos inhibidores (Zhang et al., 2015). Aunque se ha
observado que la digestibilidad de proteinas suele disminuir durante el horneado,
debido a la reaccion de Maillard y la reticulacion por efecto del calor (Cornejo et al.,
2015), este comportamiento no es observado en el caso de panes elaborados con
trigo germinado, (Swieca et al., 2017) reportaron que la harina de trigo germinado
con altos niveles de fenoles disminuyd la digestibilidad de proteinas en panes
probablemente debido a las interacciones de los fenoles con las enzimas digestivas
y otras proteinas. Esto muestra que los compuestos fendlicos pueden inhibir la
afinidad del sustrato por las enzimas digestivas, un fendmeno a tener en cuenta en

futuros estudios.

75



Se ha reportado previamente el incremento en la digestibilidad de proteina in vitro
en otras fuentes de cereales germinados. -En sorgo rojo, se observé una mejora en
la digestibilidad independientemente de los tiempos de germinacion (24 h, 36 h, 48
h, 72 h y 96 h) (Cardone et al., 2021) Al evaluar el efecto de la germinacién en arroz,
(Cornejo et al.,, 2015) encontraron que la digestibilidad in vitro aumenté
significativamente en los panes obtenidos tras 12 h de germinacion , pero una
germinacion mas prolongada llevéo a una reduccién en la digestibilidad de las
proteinas. Ademas, se ha observado que la digestibilidad de proteinas en garbanzo
del 68% de la semilla hasta incrementar hasta 72%,76% y 79% tras 3,4 y 5 dias de
germinacion (Uppal & Bains, 2012)

7.7.4 Digestibilidad del almidén in vitro

Se observaron diferencias significativas en la susceptibilidad del almidon a las
enzimas digestivas en las muestras de pan, tal como se muestra en la Tabla 10. Las
fracciones de Almidon de Digestion Rapida (ADR), Almidon de Digestion Lenta
(ADL) y Almidon Resistente (AR) variaron considerablemente entre las diferentes
configuraciones de trigo germinado. El ADR oscil6 entre el 40.89% y el 44.51%,
mientras que las fracciones de ADL y AR tuvieron una concentracion entre el 3.32-
13.15% y 0.868-2.144%, para los tratamientos GI-12 h y GI-48 h respectivamente.
Durante el proceso de germinacion, se observd un incremento significativo en la
proporcion de ADL, partiendo de un contenido inicial de 3.32% en el tratamiento NG
a incrementar hasta 11.13% en los tratamientos GI-12 h con otro posterior
incremento de 13.35% para el tratamiento GI-48 h. Una mayor fraccién ADL se
acompano de una reduccion en las fracciones de ADR y AR, siendo los tratamientos
Gl-48 h y las mezclas de GI-48 h/NG, los que presentaron una menor digestibilidad

del almidén in vitro en comparacién con el resto de las configuraciones.

Es importante destacar que no se observo una tendencia clara en los valores de
almidon de digestidon rapida (ADR) en funcién de la germinacion, ya que no se
encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre las distintas
configuraciones. Esto sugiere que el tiempo de germinacion y las mezclas de

harinas germinadas no influyeron de manera consistente en el contenido de ADR.
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Por otro lado, el contenido de AR en los panes que contenian harinas germinadas
mostré que estos productos son una excelente fuente de almidon resistente, lo que
puede tener un impacto positivo en la salud digestiva del consumidor. El contenido
en los panes elaborados con harinas con germinacion inducida (GI-12 h y GI-48 h,
lo que demuestra que, pese a la gelatinizacion del almidon durante el horneado,

existe cierta restriccion enzimatica.

Por otro lado, digestibilidad mas alta del almidén in vitro se observo en el pan
elaborado con la muestra NG, lo que refuerza la influencia de la germinacion en la

reduccion de la digestibilidad del almidon.

De acuerdo con Qi et al. (2022), la digestibilidad del almidon esta influenciada por
factores enddgenos, que incluyen (i) la relacion amilosa/amilopectina, (ii) la
distribucion de la longitud de las cadenas vy (iii) la distribucion del tamafio molecular,
lo que afecta directamente el comportamiento de digestion del almidén. Estos
factores han sido ampliamente reportados en diversas fuentes de almidon (Gebre
et al., 2024; Li et al., 2020; Obadi et al., 2020). En el contexto de la germinacion del
trigo, estos elementos juegan un papel crucial, ya que las modificaciones
estructurales del almidén resultantes de la germinacién generan cadenas mas
cortas y alteraciones en la distribucién de las cadenas de glucanos, afectando tanto

la proporcion de ADL como de AR.

Los mecanismos que explican los cambios en la digestibilidad del almidon se
pueden asociar a la degradacion enzimatica y a las interacciones entre proteinas y
almidon a través de fuerzas hidrofébicas, de enlace de hidrogeno y electrostaticas
(Zhou et al., 2021). La modificacion de estas interacciones altera la estructura
molecular del almiddn, lo que influye en la distribucion de la longitud de las cadenas
y, por ende, en la tasa de digestion. En particular, las proteinas pueden estabilizar
las cadenas de amilosa y amilopectina, lo que dificulta el acceso de las enzimas
digestivas y disminuye la velocidad de hidrdlisis. Ademas, la proporcion entre
amilosa y amilopectina también juega un papel clave, ya que la mayor longitud de
las cadenas de amilosa esta asociada con una mayor cantidad de enlaces de

hidrégeno intramoleculares, lo que reduce la superficie accesible para la a-amilasa

77



y ralentiza la digestién (Li et al., 2019). Este fendmeno es crucial para entender por
gué una mayor proporcion de amilosa en comparacién con la amilopectina puede
disminuir el indice de hidrolisis del almidon, mientras que la mayor cantidad de
puntos de ramificacion en la amilopectina incrementa la superficie disponible para

las enzimas hidroliticas, lo que facilita su digestion.

Durante la germinacion, las cadenas cortas de almidén, con un grado de
polimerizacion (GP) de 6 a 12, estan relacionadas con la formacion de almidén de
digestion lenta (SDS), mientras que las estructuras semicristalinas de mayor GP (=
37) estan asociadas a fracciones de almidon resistente (RS), lo que dificulta el
acceso de las enzimas amiloliticas y ralentiza la digestion del almidén (Kim et al.,
2020). Este fendmeno puede explicarse también por la modificacion estructural de
la amilopectina, Ao et al. (2007), observaron que el acortamiento parcial de las
cadenas exteriores de amilopectina mediante tratamientos enzimaticos redujo la
velocidad de digestion del almidon. Este efecto esta relacionado con la disminucion
de la cristalinidad del almidén, lo que se observé en los resultados de difraccion de
rayos X (XRD), y que contribuye a una digestion mas lenta en los panes elaborados

con harinas de trigo germinadas.

Ademas, la presencia de compuestos fendlicos en los granos germinados también
puede influir en la digestibilidad del almidon. Tal como menciona Giuberti et al.,
(2020) estos compuestos tienen la capacidad de inhibir la actividad de la a-amilasa,
interfiriendo en el sitio activo de la enzima a través de interacciones hidrofébicas,
electrostaticas y de enlace de hidrogeno. Un ejemplo de este efecto antagdnico
sobre el trigo es el de Swieca et al., (2017) que reportaron que la germinacion de
granos de trigo durante 48 horas resultoé en una liberacion de compuestos fendlicos

que inhibieron la digestién del almidén aumentando el contenido de ADL y AR.

Previamente se creia que la germinacion propiciaba un aumento en la
bioaccesibilidad del almidén derivada de un incremento en la actividad de la amilasa
Dhital etal., (2017). Sin embargo, estudios previos han mostrado resultados
favorables en reducir la digestibilidad del almidén sobre productos horneados.

Cornejo et al. (2015) informaron una reduccion del 58% en la digestibilidad in vitro
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del almidén en panes elaborados con arroz germinado, mientras que Marti et al.
(2018) observaron un incremento significativo en el contenido de almidén de
digestion lenta (ADL) en panes elaborados con harina de trigo germinado durante

48 horas, lo que es consistente con los resultados obtenidos en este estudio.

VIIl. CONCLUSION

Este trabajo evalué de manera exhaustiva las propiedades fisicoquimicas,
mecanicas y de digestibilidad de panes elaborados con mezclas de harinas de trigo
con diferentes tiempos de germinaciéon, cumpliendo satisfactoriamente con los

objetivos planteados.

Primero, se determind la calidad de los granos de trigo, asegurando que posean las
caracteristicas técnicas necesarias para la panificacion. El analisis de la
germinacion mostré un impacto positivo en la calidad de las harinas, particularmente
en términos de capacidad de absorcién de agua y solubilidad, lo que favorece su

desempeno en productos de panificacion.

En segundo lugar, el estudio del efecto de la germinacion sobre la integridad
estructural del almidén a través de microscopia electronica de barrido y difraccion
de rayos X revel6 cambios significativos. Los granulos de almidén experimentaron
erosiones superficiales, formacion de poros y un incremento de la actividad
amilolitica, lo cual desencadend una degradacion estructural progresiva. Este
proceso, observado principalmente en los tratamientos de 48 horas de germinacion,
resalta la capacidad de las enzimas amiloliticas para modificar la matriz del almidén.
La microscopia electronica evidencid estos cambios estructurales a nivel superficial,
mientras que la difraccion de rayos X confirmé una disminucion en la cristalinidad
relativa del almidon, lo que es consistente con un mayor acceso de las enzimas a
las estructuras degradadas. Este impacto en la integridad del almidon es
fundamental, ya que favorece la hidrdlisis y el potencial funcional de las harinas en

aplicaciones de panificacion.
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Tercero, el anadlisis de la composicion quimica proximal evidencié que la
germinacion, aunque modificé la estructura del almidén y las proteinas, no
comprometio significativamente el valor nutricional de las harinas. Esto es
particularmente importante, ya que asegura que la germinacion puede emplearse
como una herramienta para mejorar las propiedades funcionales sin afectar
negativamente el contenido nutricional, lo que refuerza el potencial de las harinas

germinadas como ingredientes funcionales.

En cuanto a las propiedades tecno-funcionales, la germinacion incrementé la
capacidad de absorcion de agua (CAA) y el indice de solubilidad en agua (ISA),
mejorando la interaccion de las harinas con el agua. Esto se debe en parte a la
degradacion del almidén y al aumento del contenido de azucares reducidos, lo cual
promueve una mayor hidratacién. Sin embargo, se observé una disminucion en el
poder de hinchamiento, lo que esta relacionado con la descomposicién del almidén
en cadenas mas cortas y azucares de bajo peso molecular, que no poseen la misma

capacidad de hinchamiento que los granulos de almidén intactos.

Las pruebas texturales realizadas mostraron que la germinacion impacta de manera
directa en la extensibilidad uniaxial de las masas. Se observd una mayor
extensibilidad y una menor resistencia, lo que es indicativo de un debilitamiento de
la red de gluten debido a la actividad proteolitica. Este hallazgo es congruente con
la literatura, donde se reporta que las proteinas de gluten pierden su cohesion bajo
la influencia de las proteasas activadas durante la germinacion. Este cambio en las
propiedades mecanicas es importante para la formulacién de panes, ya que influye

en la textura final del producto.

En términos de digestibilidad, los resultados mostraron un aumento en la
digestibilidad de almidon y proteinas en los panes elaborados a partir de harinas
germinadas. Esto puede atribuirse, en parte, a la actividad enzimatica que degrada
las macromoléculas en formas mas accesibles para los procesos digestivos. La
descomposicion parcial de las proteinas de almacenamiento y el almidén durante la
germinacion crea estructuras menos resistentes a la digestion, lo que se traduce en

una mayor disponibilidad de nutrientes. Este aumento en la digestibilidad tiene
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implicaciones importantes para la salud del consumidor, ya que facilita la absorcion

de nutrientes esenciales.

Finalmente, la germinacion controlada mostro ser una estrategia viable para mejorar
las propiedades funcionales y nutricionales de las harinas, con potencial de
aplicacién en productos de panificacion. Los panes elaborados con harinas
germinadas no solo poseen propiedades mejoradas en términos de digestibilidad y
textura, sino que también ofrecen un perfil nutricional atractivo para consumidores
que buscan productos con beneficios adicionales para la salud. La capacidad de las
harinas germinadas para mejorar la digestibilidad y aumentar la absorciéon de
nutrientes refuerza su consideracion como ingredientes funcionales en la industria

alimentaria.

En conclusion, la germinacion de los granos de trigo no solo mejora las propiedades
tecno-funcionales y nutricionales de las harinas, sino que también potencia la
digestibilidad del producto final, haciendo que los panes elaborados con estas

harinas sean una opcion viable y saludable para el consumo diario.
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