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Resumen

El germen de trigo es el embrién del grano. Los altos volUmenes de produccién de este cereal a nivel
mundial y local hacen del germen un recurso altamente disponible. La utilizacién de esta fraccién en
alimentacion resulta positiva desde varios puntos de vista, por un lado, es econdmicamente rentable,
por tratarse de un subproducto industrial actualmente poco aprovechado y, por otra parte, es la
fraccidn nutricionalmente mas valiosa del grano y contiene compuestos beneficiosos para la salud.
La fraccion proteica posee un buen balance de aminodacidos, mientras que la lipidica tiene un elevado
porcentaje de dcidos grasos poliinsaturados. Ademas, el germen es la fuente vegetal conocida con
mayor contenido de vitamina E. Actualmente, la principal limitante para su utilizacion es la rapidez
con la que se desarrollan procesos de deterioro de los lipidos, debido principalmente a la accion de

enzimas lipasas y lipoxigenasas.

En el presente trabajo de tesis doctoral se evalud la utilizacién de dos tecnologias para estabilizar el
germen de trigo: tratamiento con aire caliente y microondas. En una primera etapa se evaluaron las
principales caracteristicas del germen de trigo provenientes de dos empresas molineras de la
provincia de Cdrdoba. Seguidamente, se midieron pardmetros asociados a los efectos de los
procesos térmicos sobre las propiedades fisicas y la efectividad en la inactivacién de lipasas y
lipoxigenasas. Luego, se evalud la influencia sobre los componentes nutricionales y estructurales del
germen, haciendo hincapié en la fraccion proteica, lipidica y compuestos bioactivos. Posteriormente
se ajustaron modelos de base empirica y fisica al secado de germen de trigo por aire caliente, lo que
permitié predecir la evolucidn del contenido de humedad y la temperatura de la muestra, que luego
se vinculd a la actividad de agua y actividad enzimatica remanente del producto. Por ultimo, se
analizé el efecto de la adicion de germen de trigo a un producto horneado, logrando galletitas con

una buena calidad nutricional y sensorial.

En general, el tratamiento con aire caliente demostré efectividad para inactivar ambas enzimas,
mientras que con microondas solo se alcanzd a la inactivacion total de las lipasas, lo que se atribuyo
principalmente a la diferencia en las temperaturas de ensayo (150-200 °C para aire caliente y 50-70
°C para microondas). Se observd que ambas tecnologias afectaron en forma diferente la calidad
guimicay fisica el germen de trigo, pero en ambos casos las muestras conservaron una buena calidad
de aceite y funcionalidad de las proteinas y un importante contenido de tocoferoles. Los resultados
permiten concluir que las tecnologias aplicadas permiten mejorar las posibilidades de

aprovechamiento de este subproducto como un ingrediente para la formulacién de alimentos.



Summary

Wheat germ is the embryo of the grain. The high production of this cereal worldwide and locally
makes the germ a highly available resource. The use of this fraction in food products is positive from
several points of view, on the one hand, it is economically profitable, as it is an industrial by-product
which has not yet been fully exploited and, on the other hand, it is the most nutritious fraction of
the grain and contains health-beneficial compounds. The protein fraction has a good amino acid
balance, while the lipid fraction has a high percentage of polyunsaturated fatty acids. In addition,
wheat germ contains remarkable levels of tocopherols. Currently, the main limiting factor for its use
is the high deterioration rate of the lipid fraction, mainly due to the action of lipases and

lipoxygenases enzymes.

This doctoral thesis evaluated the use of two technologies to stabilize wheat germ: hot air and
microwave treatment. In a first stage, the main characteristics of wheat germ from two milling
companies located in the province of Cérdoba were evaluated. Next, parameters associated with the
effects of thermal processes on physical properties and the effectiveness on enzyme inactivation
(lipase and lipoxygenase) was measured. Then, the influence on the nutritional and structural
components of the germ was evaluated, with particular emphasis on the protein fraction, lipid and
bioactive compounds. In addition, a physics-based model was developed to describe thermal
treatment of wheat germ, which was then linked to the water activity and enzymatic activity of the
product. Finally, the effect of adding wheat germ to a baked product was evaluated, achieving

crackers with good nutritional and sensory quality.

In general, hot air treatment proved to be effective in inactivating both enzymes, whereas only total
lipase inactivation was achieved with microwaves, which was mainly attributed to the difference in
tested temperatures (150-200 °C for hot air and 50-70 °C for microwaves). It was observed that both
technologies had different consequences on chemical and physical quality of wheat germ, but in all
cases the samples retained good oil parameters, protein functional properties, and significant
tocopherol contents. The results showed that the applied technologies allow us to improve the

possibilities of using this by-product as an ingredient for food formulation.



Résumé

Le germe de blé est I'embryon du grain. La production mondiale et locale en grande quantité de
cette céréale fait de ce germe une ressource hautement disponible. Il existe plusieurs raisons pour
montrer que l'utilisation de cette fraction dans les produits alimentaires est positive: d’'une part, elle
est économiquement rentable, c’est un sous-produit industriel qui n’a pas encore été pleinement
exploitée et, d’autre part, c’est la partie plus nutritive du grain et contient des composés associés a

la santé.

La fraction protéique présente un bon équilibre en acides aminés, tandis que la fraction lipidique
présente un pourcentage élevé d’acides gras polyinsaturés. En outre, le germe de blé contient des
niveaux remarquables de tocophérols. Actuellement, le principal facteur limitant de son utilisation
est le taux de détérioration élevé de la fraction lipidique, principalement d{ a I'action des enzymes

lipases et lipoxygénases.

Cette these a évalué |'utilisation de deux technologies pour stabiliser le germe de blé: I'air chaud et
le traitement par micro-ondes. Au début, les principales caractéristiques du germe de blé provenant
de deux sociétés meuniere situées dans la province de Cérdoba ont été évaluées. L'étape suivante
c’était de déterminer et mesurer les parametres associés aux effets des processus thermiques sur
les propriétés physiques et |'efficacité sur I'inactivation des enzymes (lipase et lipoxygénase). Ensuite,
I'influence sur les composants nutritionnels et structurels du germe a été évaluée, avec un accent et
concentration particulier sur la fraction protéique, les lipides et les composés bioactifs. Par la suite,
des modeles empiriques et physiques ont été ajustés au séchage du germe de blé a I'air chaud, ce
qui a permis de prédire I'évolution du taux d'humidité et de la température de |'échantillon, qui a
ensuite été liée a l'activité de I'eau et enzymatique restant dans le produit. Enfin, I'effet de I'ajout de
germe de blé a un produit de boulangerie a été évalué pour obtenir des biscuits cracker de bonne

qualité nutritionnelle et sensorielle.

En général, c’était montré que le traitement a |'air chaud est une méthode efficace pour inactiver les
deux enzymes, alors que seule l'inactivation totale de la lipase était obtenue avec des micro-ondes,
ce qui était principalement attribué a la différence de températures testées (150-200 °C pour I'air
chaud et 50-70 ° C pour les micro-ondes). Il a été observé que les deux technologies ont des
conséquences différentes sur la qualité chimique et physique du germe de blé, mais dans les deux
cas, les échantillons conservent de bons parametres d'huile, des propriétés fonctionnelles des
protéines et une teneur significative en tocophérol. Les résultats ont montré que les technologies
appliquées nous permettent d'améliorer les possibilités d'utilisation de ce sous-produit comme

ingrédient pour I'enrichissement des aliments.



ANTECEDENTES

El trigo (Tritiucum aestivum L.) es uno de los tres cereales mas cultivados globalmente junto al maiz
y el arroz. Argentina, un pais tradicionalmente cerealero, se encuentra entre los principales
productores de trigo y cuenta con un 2,4% de participacién a nivel mundial (USDA, 2017). La
produccion primaria de trigo en Argentina fue de 19,4 millones de toneladas en la campafia 2018/19
(Secretaria de Agroindustria, 2019), concentrando Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe el 80% del
volumen de produccién a nivel nacional. Como es de esperar, en estas mismas zonas también se

centralizan los establecimientos que realizan la molienda del cereal.

La molienda del trigo para la obtencion de harina es el primer eslabdn de transformacién industrial
gue provee distintos tipos de harinas y subproductos a las industrias de segunda transformacion para
la fabricacion de panes, fideos o galletitas entre otros productos. Durante el proceso de molienda se
realiza una separacién de las partes del trigo en busca de la conservacién de sus propiedades
tecnoldgicas. El producto principal de la molienda de trigo pan es la harina del tipo “000” y “0000”,
mientras que las sémolas, harina “00”, harina “0” y “1/2 0” son de menor importancia. En promedio,
los molinos de harina de trigo obtienen cada 100 kg de trigo 50 kg de harina “000” y 25 kg de harina
“0000”, esta ultima de mayor valor por contener menos cenizas que la primera (Gémez Pallarés,
Ledn, & Rosell, 2007). El trigo que se cultiva en Argentina en su mayoria (98,5%) es Triticum aestivum
L. o Triticum vulgare, denominado trigo pan destinado a panificacion (Secretaria de Agroindustria,

2019).

En la Figura | se presenta la estructura general del grano de trigo, donde se observan las 3 partes
principales: el salvado o parte externa, el germen o embriéon y el endospermo, que representan el
13-17%, 2-3% y 80-85% del grano en masa, respectivamente (Boukid, Folloni, Ranieri, & Vittadini,
2018).

Pericarpio

Endospermo - (salvado)

Figura |. Estructura simplificada del grano de trigo



El pericarpio vy la testa, junto con la capa de aleurona conforman el salvado de trigo, que envuelve a
la semilla y estd compuesto por numerosas capas ricas en vitaminas, minerales, proteinas y fibras. El
germen de trigo es la parte del grano responsable del desarrollo de una nueva planta, por lo que
posee una elevada proporcion de proteinas de importancia metabdlica, lipidos no saturados,
minerales y vitaminas del grupo By E. Por ultimo, el endospermo almacena las proteinas de reserva
y el almidén (Gémez Pallarés et al., 2007). Durante la molienda se pretende separar el endospermo
del germen y salvado ya que éstos ultimos limitan la vida util y disminuyen su calidad al dar aspectos
menos blanquecinos y uniformes e impartir sabores y olores no deseados al producto por

enranciamiento.

Los granos de trigo varian ampliamente en la textura y color. La variacion en textura, aparentemente
esta relacionada a las fuerzas de unién en el endospermo. El color de la semilla, usualmente blanco
0 rojizo, se relaciona a los pigmentos presentes en las capas externas. Se conocen semillas purpuras

0 negras, pero son poco comunes (Delcour & Hoseney, 2010).

El principal producto derivado del grano de trigo es la harina, que se obtiene por un sistema de
molturacion que mantiene los mismos principios técnicos desde el siglo XIX, cuando se introdujo el
sistema hungaro de molturacion por cilindros, que luego con el correr del tiempo experimentd
mejoras significativas en eficiencia (Gomez Pallarés et al., 2007). La molienda del grano consiste
basicamente en la reduccion del tamafio de particula y separacion mecanica del endospermo de las
capas externas y el germen. El proceso se inicia con una etapa de limpieza y purificacion del grano
mediante canales de aspiracion, zarandas, separadores a disco, mesa densimétrica y clasificadoras
en la que se eliminan los elementos extrafios y granos defectuosos. La corriente limpia pasa luego a
un sector de acondicionamiento donde se humectan los granos de manera controlada hasta llegar a
un 15-17% humedad y se dejan en reposo entre 10 y 30 horas. Ello hace que el salvado sea menos
guebradizo aumentando la facilidad de separacion y mejorando la disgregacion del endospermo para
gue la harina sea mas facil de cernir. De este punto en adelante la molienda es gradual o sucesiva 'y
continua, es decir, se inicia rompiendo el grano y luego por medio de varios ciclos de raspado vy

tamizado se logra la separacion de sus componentes (Gdmez Pallarés et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, el pericarpio, el germen y la capa de aleurona del trigo son ricos
en vitaminas y minerales, por lo que productos de cereales refinados perdieron parte de esos
nutrientes durante el procesado. El enriquecimiento de alimentos a base de cereales propone la
adicién de minerales (hierro y zinc) y vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina y acido félico) perdidos
durante la molienda. En 64 paises la fortificacion de alimentos a base de cereales se establece por

ley (Doblado-Maldonado, Pike, Sweley, & Rose, 2012). Argentina se encuentra entre ellos desde el
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afio 2003, cuando a través de la Ley N° 25.630 se transformd en obligatorio el enriquecimiento con
hierro y vitaminas del producto destinado al mercado interno argentino, tanto la harina que es
comercializada en envase para consumo hogarefio como la destinada a las industrias demandantes:

panaderil, fideera o galletera, entre otras (Secretaria de Agroindustria, 2019).

El rendimiento aproximado de germen de trigo durante la molienda, se estima entre 0,2-1%, valor
gue depende del nivel de contaminacién con otras partes del grano, el método de separacion
utilizado, el contenido de humedad durante la molienda, la variedad de trigo molido entre otros
factores (Shurpalekar & Rao, 1977). Aunque este valor parezca muy bajo, los altos volUmenes de
produccion a nivel global hacen del germen de trigo un recurso altamente disponible. Algunos
autores estiman que mundialmente se producen 25 millones de toneladas anuales de germen de

trigo (Rizzello, Nionelli, Coda, De Angelis, & Gobbetti, 2010).

En afios recientes, se incrementaron los esfuerzos para valorizar los “desechos” de las industrias, lo
cual mejoré la apreciacion del germen de trigo convirtiéndolo de un material de descarte a un
subproducto altamente valorado (Boukid et al., 2018). El consumo de germen de trigo actualmente
es limitado, pero la disponibilidad de productos que lo contienen es cada vez mayor. Aplicaciones
tipicas se encuentran en panes enriquecidos con germen, snacks y suplementos de cereales de
desayuno (Mahmoud, Mohdaly, & Elneairy, 2015). Sin embargo, hoy en dia la mayor cantidad de

germen se destina a alimentacién animal y fabricacion de cosméticos.

El germen representa la parte del grano nutricionalmente mads valiosa. Al comparar el porcentaje en
peso del germen con respecto a la harina (compuesta principalmente por endospermo), se puede
afirmar que el germen posee un contenido tres veces superior de proteinas de alto valor bioldgico,
siete veces mas lipidos con preponderancia de acidos grasos insaturados y seis veces mayor
contenido de minerales (Mohamed, Ramadan, & Showky, 2008). Ademas, el contenido de
tocoferoles (vitamina E) es remarcable, poseyendo también tiamina, riboflavina y niacina (vitamina

B1, B2 y B3, respectivamente) (Shurpalekar & Rao, 1977).

La presencia de compuestos bioactivos del germen de trigo no es despreciable (U. Krings, Johansson,
Zorn, & Berger, 2006; Tesli¢ et al., 2019), y se los asocia a diferentes beneficios nutricionales y de
salud, como por ejemplo la de reduccién de niveles de colesterol en plasma e higado, mejoramiento
en la resistencia fisica y retraso de efectos de envejecimiento (Boukid et al., 2018; Ghafoor et al.,

2017).

La principal restriccion para la utilizacion del germen de trigo es el desarrollo de rancidez en un

tiempo corto, alrededor de 15 dias luego de la molienda debido a la degradacion oxidativa de los



acidos grasos y la hidrdlisis de triglicéridos por parte de enzimas enddgenas. Consecuentemente,
para extender la vida Util del germen de trigo y preservar sus nutrientes es necesario aplicar técnicas

qgue tengan como principal objetivo la inactivacién de las lipasas y lipoxigenasas.

En base a lo expuesto hasta aqui, resulta importante concentrar esfuerzos en revalorizar el germen
de trigo para favorecer su consumo. La elevada disponibilidad, el bajo costo y la necesidad de nuevas
fuentes naturales proteicas, de fibras y compuestos bioactivos hacen del germen de trigo un recurso
prometedor. El germen cumple con los requisitos para convertirse en un importante recurso de
suplementacion de alimentos en la medida que se controle su estabilidad quimica durante un tiempo

considerable que permita su transformacion, distribucién y consumo.

La presente Tesis Doctoral profundizd en el conocimiento de técnicas para lograr extender la vida
util del germen de trigo estudiando el impacto sobre las propiedades fisicas y nutricionales, y los

efectos en alimentos que lo contengan.



OBJETIVOS

Analizar y caracterizar el germen de trigo e incrementar su periodo de conservacién mediante
tratamientos térmicos con el fin de conseguir su incorporacién en la formulacion de alimentos,
considerando aspectos tecnoldgicos, nutricionales y sensoriales asociados al germen y a los

productos que lo contengan.

e Caracterizar los componentes fundamentales del germen de trigo.

e Evaluar el efecto de los tratamientos térmicos sobre la cinética de inactivacion enzimatica y
las propiedades nutricionales del germen de trigo.

e Analizar la influencia de los tratamientos térmicos sobre los cambios estructurales, fisicos y
guimicos del germen de trigo.

e Caracterizar la fraccion proteica del germen y evaluar los efectos del tratamiento en sus
propiedades funcionales y nutricionales.

e Modelar la trasferencia de calor y masa durante los tratamientos térmicos.

e Evaluar el efecto de la incorporacién de germen de trigo sobre las propiedades fisicas,

nutricionales y sensoriales de galletitas cracker.



CAPITULO 1

Generalidades del
germen de trigo



CAPITULO 1: Generalidades del germen de trigo

1.1 INTRODUCCION

El germen de trigo (GT) obtenido por molienda del grano estd compuesto principalmente por
proteinas (30%), lipidos (11%), carbohidratos (azlcares y fibras) (53%) y minerales (4%), que son
responsables de su alto valor nutritivo (Boukid et al., 2018). La calidad nutricional del GT radica en 3

aspectos fundamentales: las proteinas, el aceite y los compuestos bioactivos.

La fraccion proteica del GT es abundante en proteinas metabdlicamente activas debido a su rol
funcional dentro del grano. De acuerdo a la clasificacién de las proteinas de Osborne (1924), el GT
estad conformado principalmente por albiminas y globulinas que conforman el 34 y 16,5% del total
de proteinas, respectivamente (Gémez Pallarés et al., 2007). Asimismo, muchos autores sostienen
gue la proteina del germen de trigo es de buena calidad (Hassan, Afify, Basyiony, Ahmed, & Ghada,
2010; Hettiarachchy, Griffin, & Gnanasambandam, 1996; K. X. Zhu, Zhou, & Qian, 2006). La
evaluacién de la calidad de éstos compuestos tiene como objetivo determinar la capacidad de las
fuentes alimentarias para satisfacer los requerimientos de proteina y nitrdgeno aminico de los
aminodcidos esenciales, es decir, para satisfacer las necesidades metabdlicas de aminoacidos vy
nitrégeno (FAO/WHO, 2013). Uno de los indices mas usados para medir la calidad de una proteina
es el porcentaje de aminoacidos esenciales sobre aminodcidos totales, que para el germen de trigo
es 40,5% (Zhu et al., 2006), siendo 36% el valor minimo recomendado por la FAO (FAO/WHO, 1973).
Otro método para evaluar la eficiencia de una proteina para cubrir los requerimientos bioldgicos es
la puntuaciéon de los aminoacidos (amino acid score), en el que bdsicamente se compara la
composicién de aminodcidos con un patrén de referencia. En la practica se sugiere como “ideal” la
proteina del huevo entero o proteina de leche (valor bioldgico proximo a 100). El germen de trigo
deslipidizado tiene una puntuacion de 68,5 (Zhu et al., 2006), valor intermedio entre la soja (74) y el
mani (65), mientras que el sésamo y el grano entero de trigo tienen valores de 50 y 53,
respectivamente (FAO/WHO, 1973). Al tener un valor relativamente alto en ambos parametros,
algunos autores sostienen que la calidad de las proteinas del germen de trigo es comparable a la de
proteina de huevo o leche (Arshad, Anjum, & Zahoor, 2007; Ge, Sun, Ni, & Cai, 2000; Hassan et al,,
2010).

Segun lo dicho hasta aqui se puede sostener que las proteinas de alto valor biolégico del GT lo

posicionan como una fuente prometedora de proteinas vegetales.
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El aceite del germen es la fraccién econdmicamente mads rentable. Actualmente se utiliza en
productos alimenticios, farmacéuticos, formulaciones cosméticas y control bioldgico de insectos
(Boukid et al., 2018). Por su elevado contenido de vitamina E puede ser considerado como candidato
para preparaciones industriales (Mohamed et al., 2008). Estd compuesto principalmente por acido
linoleico, palmitico, oleico y a-linolénico, con abundancias relativas de 59, 18, 16 y 6%,
respectivamente. Dos aspectos son remarcables en cuanto a ésta composicion: por un lado la
elevada proporcién de acidos grasos poliinsaturados (63%), que se asocian a beneficios para la salud
(Caballero, 2003) y por otro lado la relacién omega-6/omega-3, que es de 8. Simopoulos et al. (2002)
sostienen que una relacién omega-6/omega-3 de al menos 5:1 produce cambios benéficos en
personas asmaticas, y una proporcion 4:1 ayuda a prevenir enfermedades cardiovasculares hasta un
70%. Sin embargo, el consumo habitual de éstos aceites se encuentra en la relacion de 10:1 a 25:1

(Gelmez, Kincal, & Yener, 2009).

El germen de trigo contiene compuestos bioactivos, principalmente antioxidantes y esteroles. Los
antioxidantes del germen de trigo incluyen vitamina E (a-, B-, y-,6-tocoferol, y a-, B-, y-, 6-
tocotrienol), fenoles y carotenoides (Gelmez et al., 2009). Resulta en la fuente vegetal mas rica de

tocoferoles (Schwartz, Ollilainen, Piironen, & Lampi, 2008).

Los esteroles de fuente vegetal, o fitoesteroles, son de interés nutricional por su potencial de
disminuir el colesterol, ya que actUan bloqueando su absorcién en el intestino. El aceite de GT es una
fuente importante de esteroles, siendo sitoesterol el mas abundante en su composicion. Otras

oleaginosas de menor concentracion son colza y maiz (Schwartz et al., 2008).

Los principales fenoles encontrados en germen son los acidos feldrico, vanilico y formas libres de

glicoflavonas, mientras que los carotenoides son principalmente luteina, zeaxantina y [3-caroteno

(Gelmez et al., 2009). Krings et al. (2000) encontré ademas que el tostado del germen de trigo no
solo mejora la estabilidad del producto al prevenir la autooxidacién de acidos grasos insaturados,
sino que también mejora la actividad antioxidante y tiene propiedades protectoras de ADN (U. Krings

et al., 2006).

El contenido de tocoferoles es importante ya que normalmente el germen de trigo posee entre 2.500
y 3.800 ppm de tocoferoles totales . Particularmente, el isémero a- es el preponderante en el aceite
de germen de trigo (45% en masa) y el que manifiesta mayor actividad antioxidante (Frankel, Evans,
& Cooney, 1959). Los tocoferoles representan un micronutriente esencial y su consumo en niveles
Optimos se asocia a beneficios sobre la salud (Simopoulos, 2002). El rol principal que cumplen los
tocoferoles, es romper la cadena oxidativa y preservar la integridad de las membranas celulares, lo

que permite por ejemplo retrasar la progresion de una gran variedad de enfermedades
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degenerativas, reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Galli et
al., 2017; Magarifio, Mateo, & Nolasco, 2015; Schwartz et al., 2008). El consumo recomendado de
vitamina E segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es de 13 mg/dia (para un
hombre adulto), pero segun revisiones sistematicas, el consumo de a-tocoferol y otras formas de
vitamina E se encuentran por debajo de las recomendaciones oficiales, tanto en los paises en
desarrollo como en los centrales (Galli et al., 2017). Ademas, el germen de trigo obtenido por el
proceso de molienda contiene un elevado contenido de carbohidratos, representando cerca de un
45% del total, siendo los principales almidén azucares y fibra (20, 17 y 1,5-13%, respectivamente)
(Brandolini & Hidalgo, 2012; Jurkovic & Colic, 1993; Ling, Ouyang, & Wang, 2019). Los azUcares
mayoritarios identificados son sacarosa y rafinosa con presencia en menores proporciones de
arabinosa, glucosa, fructosa y maltosa (Rizzello et al., 2010). Asimismo, es destacable el contenido
de minerales del germen de trigo, siendo los preponderantes fésforo, potasio, y magnesio

(Shurpalekar & Rao, 1977).

Debido a la estructura flexible que presenta el germen, al atravesar los rodillos tiende a aplastarse
modificando su estructura original. Inmediatamente después de atravesar los rodillos, las particulas
de germen vy salvado son extraidas del proceso mediante un sistema de tamices y separadores

aprovechando las diferencias de tamafio y densidad de las particulas.

En trabajos previos se analizo el efecto de la molienda sobre la microestructura del germen de trigo
(Gili, 2018a) mediante microscopia confocal con tincién especifica. El analisis mostré diferencias
entra la estructura del germen obtenido manualmente a partir del grano de trigo y aquel producido
industrialmente. El primero presentd una compartimentalizacién de las estructuras que contienen
los cuerpos de aceite, mientras que el segundo mostrd una fase lipidica dispersa en la matriz. Estos
cambios se relacionaron con el proceso de molienda, particularmente con los esfuerzos de
compresion y cizalla a los cuales son sometidas las particulas durante su paso por los rodillos de
trituracién y compresion, que provocan dafio sobre las estructuras que contienen el aceite y

colapsan permitiendo su dispersién en toda la matriz.

Esta redistribucion de la fase lipidica en las particulas obtenidas industrialmente, favorece la accién
de las enzimas hidroliticas presentes en el germen sobre los triglicéridos del aceite lo que puede

explicar el aumento de acidez del aceite y la reduccién de la vida util.

La principal limitante para la utilizacion de germen de trigo en la produccion de alimentos es la baja
estabilidad debida principalmente a la actividad enzimatica y la composicién del aceite altamente
insaturado. Las enzimas enddgenas responsables de catalizar reacciones de hidrdlisis y oxidacidn de

los lipidos del germen son las lipasas y lipoxigenasas.
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Las lipasas (LI) o triacilglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que catalizan la hidrdlisis de
triacilglicerol produciendo diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol y acidos grasos libres en la
interfase entre fases acuosas y organicas, por lo que la liberacién de acidos grasos no esterificados
se relaciona a la actividad lipasica. Dado que las lipasas son fisioldgicamente necesarias para los
organismos vivos en el metabolismo de los lipidos, pueden encontrarse de diversas fuentes como
animal, vegetal y microbiano. La lipasa presente en los cereales tiene la particularidad de estar ligada
a membrana, poseer una masa de 142 kDa, y una actividad maxima a pH 8 y 37 °C (Shiiba, Negishi,
Okada K, & Nagao, 1991). La lipasa del trigo también es sensible al contenido de humedad de la
muestra, exhibiendo maxima actividad cuando el contenido de humedad es del 17%, sin embargo,
cuando esta desciende a 10-13% (contenido de humedad comun en harinas y germen de trigo), tiene
una actividad del 50%, lo que hace de las lipasas, enzimas Unicas entre las enzimas hidroliticas, ya
gue requiere una cantidad catalitica para actuar, mientras que cantidades excesivas de agua la
inhiben (Doblado-Maldonado et al., 2012). En general, las lipasas muestran alta resistencia térmica

por lo que se requieren tratamientos especificos para su inactivacion total o parcial.

En la mayoria de las grasas y aceites, la presencia de acidos grasos libres no es perceptible por el ser
humano, por lo que no se considera que van en detrimento del flavor del alimento que los contenga.
Las grasas de la leche son una excepcion, ya que contienen esteres del dcido butirico que una vez

hidrolizado imparte el olor desagradable tipico de manteca rancia (Rahnan, 2002).

La elevada actividad de LI trae como consecuencia una degradacién de las propiedades sensoriales,
ya que la formacién de acidos grasos libres precede al proceso de oxidacion (Figura 1.1), en los que
se liberan compuestos volatiles de 3-12 dtomos de carbono de muchas clases que pueden producir

rancidez y ser percibidos, como aldehidos, cetonas, alcoholes o hidrocarburos (Rahnan, 2002).

Lipidos del Acidos grasos no LIPOXIGENASA o Productos de oxidacién
germen de esterificados . lipidica
trigo LIPASA AUTOOXIDACION

—)  Mayormente dcidos — Hidroperoxidos que luego
Mayormente grasos libres, aunque la siguen la cadena de oxidacion
triglicéridos lipasa también libera hasta generar productos mas

mono y di glicéridos y
glicerol

0
I
-0/ NN

pequefios como aldehidos y
cetonas

.
1 o

R-C

S H R=C=R

Figura 1.1. Esquema de la oxidacion lipidica y rol de las principales enzimas involucradas
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Sus efectos no son siempre indeseados, ya que también es frecuente la utilizacién de la LI como
aditivo en productos de panaderia, bebidas y quesos, donde ayudan al desarrollo de sabores

particulares (Gurrieri, 2004).

Los lipidos del grano de trigo pueden oxidarse enzimaticamente o por autooxidaciéon. La oxidacién
lipidica a través de enzimas ocurre mediante la accién de lipoxigenasas (LOX) (EC 1.13.11.12). La LOX
se encuentra tanto en el salvado como en el germen, al igual que la LI. LOX comprende un grupo de
isozimas con una masa molecular de 110 kDa y un pH éptimo entre 4,5y 6 (Doblado-Maldonado et
al., 2012). LOX ataca el grupo metileno entre dos dobles enlaces en acidos grasos poliinsaturados,
preferentemente acidos grasos no esterificados. La autooxidacién puede ocurrir por reaccion no
enzimatica de lipidos de granos con oxigeno atmosférico. En ambos mecanismos, la oxidacién de
lipidos involucra la adicién de oxigeno a acidos grasos poliinsaturados, formando hidroperdxidos,
seguido por el rompimiento de la cadena de carbono en moléculas mdas pequefias como

epoxialdehidos, cetonas, lactonas y furanos (Doblado-Maldonado et al., 2012).

Los efectos indeseables que se asocian a la actividad LOX son: destruccion de clorofila y carotenos,
desarrollo de off flavors y aromas, dafio oxidativo a vitaminas y proteinas y oxidacién de dcidos grasos

esenciales (Gurrieri, 2004).

A pesar de que la oxidacion es un proceso mas lento que la hidrdlisis, durante el almacenamiento la
oxidacion de lipidos puede contribuir significativamente a la pérdida de calidad del producto ya que,
a diferencia de la LI, LOX exhibe una pequefia actividad a contenidos de humedad tipicos de

almacenamiento de estos productos (Doblado-Maldonado et al., 2012).

Numerosas estrategias se han puesto en practica para inactivar las enzimas del germen de trigo,
desde remocion de la fraccion oleosa (Ge et al., 2000; Hassan et al., 2010) hasta procesos térmicos,
mecanicos, quimicos o bioldgicos (Boukid et al., 2018). Las tecnologias informadas en bibliografia
incluyen procesos con vapor (Srivastava, Sudha, Baskaran, & Leelavathi, 2007), vapor en
combinacién con una etapa de secado (Bansal & Sudha, 2011), fluidizacién con aire caliente (Gili,
Penci, Irigoyen, Giner, & Ribotta, 2018b; Yondem-Makascioglu, Gurln, Dik, & Kincal, 2005), radiacién
gamma (Jha, Kudachikar, & Kumar, 2013), infrarroja (Gili et al., 2017a) o de microondas (Vetrimani,
Jyothirmayi, Haridas Rao, & Ramadoss, 1992; Xu et al., 2013). El tratamiento con aire caliente tiene
una efectividad comprobada sobre la inactivacién enzimatica, disminuyendo el contenido de

humedad y la peroxidacion lipidica (Mohamed et al., 2008; Zou, Gao, He, & Yang, 2018).

En el presente capitulo se caracterizo el germen de trigo proveniente de empresas molineras locales,

identificando las propiedades fisicas y quimicas relevantes del material crudo.

16



1.2. MATERIALES Y METODOS

El germen de trigo fue suministrado por empresas molineras de la provincia de Cérdoba. José Minetti
y Cia. Ltda. S.A.C.I, de la ciudad de Cdérdoba, campafia 2015-2016 (Molino A) y Molinos Marimbo
S.A.C.I, de la ciudad de La Carlota, Cérdoba, campafia 2017 (Molino B).

Las muestras de germen de trigo fueron recibidas en el laboratorio dentro de las 48-72 h de
obtenidas. A su llegada, el material fue tamizado utilizando un vibrador de tamices (EJR 2000,
Zonytest®) para separar el germen de restos de harina y salvado. Las particulas fueron retenidas en
malla 20 ASTM (0,841 mm) (germen de trigo usado para los diferentes ensayos) se separaron y se
almacenadas a -18 °C en un envase de polietileno de alta densidad al resguardo de la luz hasta su

uso.

- Proteinas: El contenido de nitrégeno de las muestras se determind por medio del método de micro-
Kjeldahl modificado para acido bdrico (AACC, 2000). Se realizé una mineralizacion de 100 mg de
muestra molida con acido sulfurico a 400 °C en un bloque de digestion MB-6, Raypa (R. Espinar SL,
Espafia). El amonio resultante se destild (Destilador UDK 126, Velp Scientifica SRL, Italia) sobre acido
béricoy se tituld con HCI. El contenido de proteinas totales se calculd como porcentaje de nitrégeno
(%N) utilizando un factor de conversién de 5,45 (Zhu et al., 2010).

- Humedad: El contenido de humedad se determind por diferencia de peso en 2 g de muestra
exactamente medidos antes y después de calentar en estufa a 105 °C a presion atmosférica normal
en estufa de circulacion de aire forzado, hasta peso constante. Los resultados se expresaron como

porcentaje en base seca (AACC, 2000).

- Cenizas: El contenido de cenizas se determind por diferencia de peso en 2 g de harina exactamente
medidos, antes y después de calentar en mufla a 600 °C hasta peso constante (AACC, 2000).

- Lipidos: El contenido de lipidos totales se realizé6 mediante extraccion continua sélido-liquido en
equipo Soxhlet de acuerdo a la metodologia estandar de la AOCS (AOCS, 2009). La extraccion se
realizd durante 8 h utilizando hexano como solvente. El contenido de lipidos se expresd en

porcentaje en base seca.

Las determinaciones se realizaron por duplicado.

La extraccion de aceite para la determinacién de la calidad lipidica se realizé en frio utilizando hexano

en 2 etapas, segln la metodologia propuesta por Gili et al. (2018b). Se extrajo a partir de material
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entero a temperatura ambiente y al resguardo de la luz en cada etapa. El hexano grado analitico se
adiciond a las muestras en una proporcion 1:3 p/v en la primera etapa y 1:2 p/v en la segunda etapa.
Luego de la adicién del solvente se colocd en un agitador orbital mecanico a 150 rpm durante 30 min
en cada caso. Posteriormente el sobrenadante se centrifugd (5 min, 1.000xg) para eliminar los
solidos en suspension. Luego los sobrenadantes se colectaron en un baldn y se evapord el solvente
a presion reducida a 40 °C. Para la determinacion de la acidez las muestras de aceite se obtuvieron
el mismo dia, mientras que para determinacién de indice de perdxidos y tocoferoles las muestras se

almacenaron en frascos de vidrio color ambar con atmédsfera de nitrégeno a -18 °C.

La determinacién de la acidez de las muestras de aceite se realizd segin el método oficial (AOCS,
2009) con algunas modificaciones. Se pesd una muestra de aceite (200-500 mg), v se le agregaron
3,5 mL de una solucién de etanol desnaturalizado (1:10 metanol:etanol), a los que posteriormente
se agregaron 3,5 mL de éter etilico, utilizando como indicador una solucion etandlica de fenolftaleina
al 1% p/v (0,3 mL por muestra). La acidez se determind mediante titulacién con una mezcla de
solucién etandlica de KOH (0,02 N). Dicha solucién fue previamente estandarizada con ftalato acido
de potasio, patron primario. La acidez se expresd como porcentaje (p/p) de acido oleico de acuerdo

(% ac. oleico) a la siguiente ecuacién:

_ (Vkon PMao Ngon) 100
mac

AV

Donde Vigog son los mL de solucion de KOH utilizados durante la titulacion, PM,, es el peso
molecular de acido oleico (282 g/mol), Ngoy esla normalidad de la soluciéon de KOHy m,. es el peso

de la muestra de aceite (mg). Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Dado que los perdxidos son productos de oxidacion primaria, es decir uno de los productos que se
forman durante la primera etapa de la oxidacidn, la determinacion del indice de perdxidos de un
aceite es un parametro importante de calidad.

La determinacion de indice de perodxidos se desarrolld segin el método espectrofotométrico
publicado por Shantha & Decker (1994). Este método se basa en la capacidad de los perdxidos
lipidicos de oxidar iones ferrosos (Fe?*). La oxidacion resultante se cuantifica utilizando un
compuesto que al acomplejarse con el ion férrico (Fe**) produce un cambio en su coloracidon que

puede ser medido espectrofotométricamente.

La solucién de cloruro de hierro (Il) se prepard disolviendo 0,4 g de BaCl,.2H,0 en 50 mL de agua.
Esta solucion se adiciond lentamente y con agitacion constante a una solucién de sulfato de hierro

(1) (0,5 g FeS04.7H,0 disuelto en 50 mL de agua). A la solucién resultante se adicionaron 2 mL de
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HCI 10 N. La solucion de BaSQq fue filtrada para lograr una solucién clara de hierro (). Esta solucién
se mezcld en iguales volimenes con una solucidén de NH4SCN al 30% p/v. La solucion del complejo

Fe*? se almacend en botella color &mbar y en oscuridad hasta su utilizacidn.

Para determinar el PV, 100 pL de aceite (0,06-0,08 g) se mezclé en un tubo de ensayo con 10 mL de
una solucién de cloroformo: metanol (70:30, v/v), agitando vigorosamente durante 10 s. Luego se
agregaron 50 pL de la solucién de Fe(ll) (0,035M) y se agitd nuevamente por 10 s. Luego de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, la absorbancia de la muestra se determiné a 510 nm. El blanco
de reaccién se realizé con todos los reactivos, utilizando 50 L de agua destilada acidificada (HCI

0,058% v/v) en vez de la muestra.

La curva de calibracién de concentracion de Fe*3, se realizd con una solucion estandar de cloruro de
hierro (Ill) (10 ug Fe/mL) para concentraciones comprendidas entre 10 y 80 pg/mL Fe*3, con una

pendiente de 0,028 (R?= 0,9848).
El PV se calculé de la siguiente forma:

(Amuestra - Ablanco)
55,84 m,.c

PV =

Donde A pyestra €S |2 absorbancia de la muestra, Apjanco €5 la absorbancia del blanco, 55,84 es el
peso molecular del hierro, m, es el peso del aceite en gramos, y ¢ es la pendiente de la curva de
calibracion. PV se expreso en miliequivalentes de oxigeno cada 1 kg de muestra (meq. 0./kg ac). Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

El contenido de tocoferoles se determind de acuerdo a la metodologia utilizada por Gili et al. ( 2017a)
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La fase mévil fue hexano: acetato de etilo
(70:30 v/v), con un caudal de 1 mL/min. Muestras de aceite (600 - 800 mg) se disolvieron con 0,9 mL
de hexano en un tubo eppendorf al resguardo de la luz. Luego de 10 s de agitacién vigorosa se filtro
la solucién utilizando membranas de 0,22 um. Una alicuota de esta solucién se inyectd en un equipo
HPLC Shimadzu (Shimadzu, Japdn), equipado con una bomba LC-20AT, un detector de arreglo de
diodos modelo SPD-M20A y un inyector con un loop de muestra de 20 L, usando una columna
Supelco HPLC (Supelcosil LC - NH2 - NP, 250x4,6 mm ID 5 mm). Se cuantificaron los diferentes
isdbmeros a 295 nm, utilizando curvas de calibracién con estandares a-, B-, y- y 6-tocoferol (Sigma
Aldrich Co., EUA). El contenido de tocoferoles se expresé como mg/kg de aceite (ppm). Las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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Las caracteristicas fisiolégicas y bioldgicas de los aceites estan influenciadas por los tipos vy
proporciones de los dcidos grasos , asi como por su posicién en el radical glicerol, por lo que un
andlisis de los acidos grasos presentes en el aceite resulta relevante desde el punto de vista

nutricional e industrial (Ahmed et al., 2016).

Para la identificacion y cuantificacion de acidos grasos del aceite se utilizé cromatografia gaseosa
(CG). En una primera etapa los aceites (0,5 g) se saponificaron con 30 mL de solucion de KOH 1IN en
metanol mediante reflujo durante 45 min. El material insaponificable se extrajo con n-hexano (3x30
mL). Los acidos grasos hidrolizados se esterificaron con 50 mL de solucion de H,SO4 1 N en metanol
mediante reflujo durante 45 min. Los ésteres metilicos de los dcidos grasos se extrajeron con n-
hexano (3 porciones de 40 mL). La solucidn resultante se secé con Na,SO, anhidro, se filtré y
concentré en evaporador rotatorio a 40 °C. La mezcla de ésteres metilicos de dcidos grasos se analizd
en un cromatdgrafo de gases equipado con detector de ionizacion de llama (FID). La separacién se
realizé en una columna de fase Supelcowax-10 (30 m de longitud, 0,25 mm didmetro internoy 0,25
um de espesor de fase, Varian, EUA). Se empled nitrégeno como gas portador (1 mL/min) y el
siguiente programa de temperatura: temperatura inicial 180 °C, con un aumento de 4 °C /min hasta
240 °C (10 min). El contenido de cada uno de los acidos grasos identificados se expresé como valor

porcentual en relacién al contenido total de los mismos (Maestri et al., 2015).

A medida que la accién hidrolitica de las lipasas (LI) del germen de trigo generan acidos grasos libres
(FFA) a partir de triglicéridos, el incremento de los FFA en el tiempo se considerd proporcional a la
accion de las lipasas. La determinacién de la actividad lipasica se efectud tal como lo describio Gili et
al (2018a). El incremento del valor de acidez (AOCS, 2009) luego de 48 h de incubacion a 40+ 1 °C
se tomo6 como medida de la actividad y se expresé como % acido oleico. Las determinaciones se

realizaron al menos por duplicado.

La actividad de la enzima lipoxigenasa se estimé de acuerdo a Xu et al. (2013) con modificaciones.
Brevemente, se preparo el extracto enzimatico al mezclar 1 g de germen de trigo con 10 mL de buffer
acetato (pH 4,5, 0,1 M) durante 10 min a 4 °C y luego centrifugado a 12.000xg durante 30 min. El
sobrenadante se diluyé 20 veces con buffer acetato (pH 4,5, 0,1 M) para la determinacién de la
actividad enzimatica. La solucién sustrato se preparé con 0,05 M de fosfato de sodio dibasico, acido
linoleico (concentracion aproximada de 2,53 mM) y 0,08% p/v de Tween 20. EL sistema de reaccién

se preparé mezclando 2.350 pl de buffer fosfato (pH 6,5, 0,1 M), 100 ul de solucion sustrato y 250
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ul de extracto enzimatico diluido. La velocidad inicial de reaccion se calculd por regresion lineal de
los datos registrados entre 30 y 210 s de la curva de reaccién. Una unidad de actividad de LOX se
definid como el incremento en absorbancia de 0,01 a 234 nm por minuto por mg de proteina en las

condiciones de ensayo. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

El material de partida utilizado fue el germen deslipidizado obtenido de la extraccion de aceite segin
metodologia detallada previamente. Se obtuvo el aislado proteico por solubilizacion en medio
alcalino (pH 9,5) seguido de precipitacion isoeléctrica (pH 4), seglin el método descripto por Zhu et
al. (2006). Luego, el precipitado se dispersd en agua destilada (20% p/v), se neutralizd y se dializd

con agua destilada. Por ultimo, se liofilizd y se guardd el material obtenido a -18 °C.

Se evaluaron las propiedades térmicas de los aislados de proteinas de germen mediante un

calorimetro diferencial de barrido (DSC-821e, Mettler Toledo, Suiza). Se peso el aislado de proteinas
directamente en la capsula de aluminio (~10 mg), luego se agregd buffer fosfato (0,01 M, pH 7,5) en

una proporcién 20% p/v, y se las dejé reposar toda la noche a temperatura ambiente para permitir
la redistribucion del agua. Las capsulas selladas se calentaron de 30 a 120 °C a una velocidad de 10
°C/min. La temperatura de inicio (To), la temperatura de desnaturalizacién (Td), el ancho de pico a
media altura (W) vy la entalpia de desnaturalizaciéon (AH) se obtuvieron usando el software STARe

version 9.0x (Mettler Toledo, Suiza). Las determinaciones se realizaron por duplicado.

El NSI se determiné siguiendo el método propuesto por Zhu et al. (2010). La muestra (125 mg) se
dispersd en 25 mL de agua destilada y el pH fue ajustado en un rango de 2-10. La solucidn se agitd
durante 30 min a temperatura ambiente, y luego se centrifugd (6.000xg, 20 min). El contenido de
proteinas se determiné mediante el método micro-Kjeldahl (Nx5,45). El indice de solubilidad de

nitrogeno (NSI) se calculd de la siguiente manera:

NSI (%) Cantidad de nitrégeno en sobrenadante 100
= *
’ Cantidad de nitrégeno en la muestra

Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Se evaluaron WHC y OHC mediante el método de Zhu et al. (2010) con pequefias modificaciones. Se

suspendié el aislado de proteinas de germen de trigo en agua o aceite al 10% p/v. La suspensién se
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agitd, se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min y luego se centrifugd (9.880xg, 20 min).

WHC y OHC se calcularon por diferencia de peso por gramo de muestra seca, de la siguiente manera:

m2 —ml
WHCoOHC = ——
ml

Donde m1 es el peso de la muestra seca y m2 es el peso del sedimento. Las determinaciones se

realizaron por duplicado.

Se utilizd la metodologia propuesta por Zhu et al. (2010) para el calculo de FCy FS. En primer lugar,
se prepard una dispersidn de aislado proteico de concentracion 2% p/v en buffer fosfato (0,05 M,
pH 7). Una alicuota de esta dispersion (50 mL) se homogeneizd con una batidora de mano de
inmersién (Braun MQ 700, Polonia) durante 1 min a temperatura ambiente y fue transferido
inmediatamente a una probeta graduada de 100 mL. Se registré el volumen total a los 0, 10, 30 y 60

min. FCy FS se calcularon de la siguiente manera:

Vo

Ve
FC = 100

Fs = +< 4 100
= *k
FC,

Donde V, es el volumen original (50 mL), V. es el volumen luego del batido (ml) y FC, es la capacidad

de formacién de espuma inicial (a tiempo 0). Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Se utilizé el método propuesto por Zhu et al. (2011). La extraccion se realizo a partir de 5 g de germen
de trigo deslipidizado. Se realizd en dos etapas utilizando una solucién de etanol al 70% v/v. En la
primera etapa se utilizaron 50 mL y se agitd durante 3 h, mientras que en la segunda se agregaron
25 mL y se agitd durante 1 h a temperatura ambiente y al resguardo de la luz. Los periodos de
extraccion se siguieron de etapas de centrifugacion (10.000 rpm, 4 °C, 20 min) para obtener el
sobrenadante. El sobrenadante resultante de ambas etapas se combind y concentré al vacio a 50 °C.
Luego se liofilizé y se almacend a -18 °C hasta su utilizacion. Las determinaciones subsiguientes se

realizaron sobre diluciones (0,4-2 mg/mL) del extracto liofilizado.

El contenido de polifenoles totales se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu, segun
Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds (1999). El mecanismo bdsico involucra una reaccién redox
en el que ciertos componentes del reactivo de Folin-Ciocalteau (acido fosfotungstico y acido

fosfomolibdico) se reducen en presencia de los compuestos polifendlicos de la muestra. Estos
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compuestos  reducidos  (6xido de  tungsteno y  molibdeno) se  cuantificaron
espectrofotométricamente a 750 nm. Para la determinacion del contenido de polifenoles totales se
colocaron 1.680 plL de agua ultra pura, 90 puL de metanol, 20 uL de muestra diluida, y 100 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego de 1 min se agregaron 300 pL de Na,COs al 20% p/v agitando
vigorosamente antes y después. La muestra se incubd durante 120 min a temperatura ambiente y al
resguardo de la luz. Por ultimo, se midio la absorbancia de la solucién a 750 nm contra un blanco de
reactivos. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

El contenido de polifenoles totales se determind mediante una curva de calibracién utilizando acido
galico como estandar. El rango de linealidad utilizado fue de 0,25-5 mg de &acido galico/L. Los
estandares se procesaron por triplicado al igual que las muestras. Los resultados obtenidos para los
extractos se expresaron como miligramos de polifenoles equivalentes al dcido galico cada gramo de
peso seco de la muestra deslipidizado (mg EAG/g GT deslip). Las determinaciones se realizaron por

duplicado.

La capacidad antioxidante de los extractos se evalué utilizando dos sistemas modelos in vitro: ABTS®*
y FRAP. Dado que los polifenoles de las plantas actian comidnmente por transferencia de electrones
o de hidrégeno se utilizd el ensayo de ABTS™* (4cido 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—6—
sulfénico)) para medir la capacidad captadora de radicales libres, segin lo detallado por Re et al.
(1999). La solucién ABTS®* se diluyd 1:2 v/v con agua destilada, hasta una absorbancia de 0,700 a
734 nm. Luego de agregarle 3 mL de la solucién diluida ABTS** a 50 uL de muestra diluida, se midio
la absorbancia a tiempo 0 y luego de 30 min de incubacién, mediante un espectrofotémetro a 734
nm (UV-visible Jasco V730, Corporacién Jasco, Japdn). El porcentaje de desactivaciéon del radical
ABTS** se calculd con la siguiente ecuacion:

ABTS* % = 100 * (1 Absy )
= * —_
0 Abs,

Donde Abs es la absorbancia en el tiempo 0 sin adicionar la muestra y Absy es la absorbancia de la
muestra luego de la incubacién de 30 min. Las determinaciones de las muestras se realizaron al
menos por duplicado. El porcentaje de desactivacion se expresd en funcién de la actividad de un
antioxidante patrén (Trolox) utilizando una curva de calibracion de (meq./mL) versus tiempo en
segundos (y = 0,186x + 3,7906). Las unidades de actividad antirradicalaria de las muestras ensayadas
fueron: miligramos de equivalentes Trolox cada 100 gramos de germen de trigo deslipidizado (mg

ET /100 g GT deslip.)

23



Los polifenoles tienen frecuentemente la capacidad de actuar por reduccion o quelacién de metales
prooxidantes e inhibicion de las enzimas oxidantes. Se utilizd el método FRAP (Benzie & Strain, 1996)
para medir la capacidad reductora de los extractos de germen de trigo deslipidizado, usando una
curva de Trolox como estdndar y un blanco de reactivos. La mezcla de reaccién se prepard con buffer
acetato pH 3,6, una solucion 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) en HCI, y una solucién de
20 mM FeCls.6H,0 en relacién 10:1:1, respectivamente. Una alicuota de muestra (20 pL) se adiciond
a 3 mL de solucion de FRAP y 80 pL de metanol. Las mezclas se incubaron en la oscuridad durante
15 min, y luego se midié la absorbancia a 593 nm (UV-visible Jasco V630, Jasco, Japon). Los resultados
se expresaron como miligramos de equivalentes Trolox cada 100 g de germen de trigo deslipidizado

(mg ET/100 g GT deslip). Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

La densidad del germen de trigo fue calculada al dividir la masa de germen sobre el volumen del
lecho, el cual estd compuesto por el volumen de las particulas mds el aire intersticial. La masa de aire
en los huecos fue despreciada. Se colocd una masa de 50 g en una probeta de 100 mL y se midié la
altura alcanzada por la muestra. El volumen del lecho se calculé de acuerdo a las caracteristicas

geométricas del cilindro.

La relacién entre la densidad de lecho (p;,) y la densidad de particula (pp) brinda la fraccién de lecho
ocupada por las particulas de germen. En consecuencia, la fraccién de huecos del lecho fijo g; se

calculé de la siguiente manera:

£0=1_p_L

Pp

El valor de la densidad de particula utilizado fue de 1.234,23 kg/m? (Kim, Flores, Chung, & Bechtel,
2003).

La determinacién del color superficial del germen de trigo se realizd con un espectrofotometro de
reflectancia (CM-700d/600d KONICA MINOLTA, Ramsey, EUA). Las mediciones se realizaron sobre
muestras en capas de 1,5 cm de espesor. Las muestras se recubrieron con un vidrio de baja
reflectancia. Se utilizd un angulo del observador 10°, iluminante D65, componente especular

incluido, utilizando la escala CIELAB (L*: luminosidad, a*: rojo-verde y b*: amarillo — azul).

El indice de pardeamiento representa el nivel de coloracidon marrén en alimentos, que se produce

por pardeamiento enzimatico y no enzimatico en estas matrices. El Bl se calculé de acuerdo a Sakin-

24



Yilmazer et al. (2013) a partir de los parametros L*, a* y b* de la escala CIELAB con la siguiente

ecuacion:

Bl — 100 (x — 0,31)
B 0,17

donde

~ (@ +1,75L9)
X = (5,645 L +a  — 3,012 b7)

El angulo de reposo puede definirse como la minima pendiente de un material no confinado (medido
desde el plano horizontal) sobre el cual el material puede ser apilado sin deslizarse. Es un término
gue proviene de los estudios de sueloy célculos estructurales, por lo que su aplicacién es muy amplia
y segun la finalidad existen diferentes métodos y guias disponibles para su determinacion. Sin
embargo, ningln método estd estandarizado. Se utilizé el método de la caja inclinada (tilting box
method), ya que es aplicable a materiales granulados finos no cohesivos de tamafio inferior a 10 mm

(Beakawi Al-Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018).

Para la determinacion del dngulo de reposo se colocd el germen de trigo (2 g) sobre una base
metdlica, que luego se inclind gradualmente desde uno de los extremos. En todas las
determinaciones se utilizd la misma cantidad de material, colocada en una misma area, con el
objetivo de homogeneizar la altura de la muestra. El angulo de reposo se midié como el dngulo de

inclinacion a partir de la cual el material empezé a deslizarse, como se muestra en la Figura 1.2.

Figura 1.2. Esquema general de ensayo de angulo de reposo.

Se determiné el angulo de reposo 6 por trigonometria a partir de la longitud de la base (base) y de

la altura (altura) con respecto a la horizontal.
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_, altura

6 = tan
base

Las determinaciones se realizaron 10 veces sobre cada muestra.

La actividad de agua del germen de trigo molido se determiné utilizando un medidor de actividad de
agua (Aqualab Pre Water Activity Meter, Decagon Devices Inc., Pullman, WA). Las determinaciones

se realizaron por triplicado.

Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado. Se aplicé anélisis de la varianza (ANAVA) a
los datos, las medias se compararon mediante el test LSD (diferencia minima significativa) Fisher con
un nivel de significancia de 0,05. Se utilizé el software estadistico Infostat (Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba)(Di Rienzo et al., 2011).

1.3. RESULTADOS

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) estipula que el germen de trigo debe cumplir con las
siguientes especificaciones fisico-quimicas: agua (humedad), de 8 a 15%; protidos, de 23 a 32%,
lipidos, de 7 a 11%, glucidos asimilables, de 30 a 48%,; fibra bruta, no superior a 4% y cenizas totales,
no superior a 5% a 500 - 550 °C (CAA, 2012b). Segun esto, se puede afirmar que el germen de trigo
provisto por la industria molinera A y B se adecla a las especificaciones legales en los aspectos
evaluados (Tabla 1.1), a excepcion del contenido de lipidos totales del Molino A, que resulta en un
valor con 2,8% puntos porcentuales por encima de los establecidos por norma. En bibliografia el
porcentaje de lipidos para GT se ubica en el rango de 7-11% bs, (Boukid et al., 2018; De Vasconcelos
et al., 2013; Hassan et al., 2010; Jurkovic & Colic, 1993; Mohamed et al., 2008; Zhu et al., 2006). En
todos éstos casos el contenido de proteinas, humedad y cenizas es comparable a los resultados aqui
presentados, incluso si se compara con la composicion de germen de trigo comercial parcialmente
seco (Ghafoor et al., 2017). Esta variacion en el contenido de lipidos puede atribuirse a variedades
de trigo, ya que Gili et al. (2018a) obtuvo valores similares (13,98%) para GT proveniente del molino
A en campafias anteriores. Variaciones en el contenido de proteinas y lipidos segun distintas
variedades fueron reportadas por Shurpalekar & Rao (1977), con mayores valores para GT

provenientes de trigos Hard red spring y Durum wheat en comparacion al de trigos blandos.
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Tabla 1.1. Composicién quimica del germen de trigo crudo en base seca.

Componente Molino A Molino B
Humedad (%bs) 12,2 + 0,5 13,0 + 04
Proteinas 31,7 £+ 0,2 27,4 £ 0,2
Lipidos 13,8 + 41 104 + 03
Cenizas 4,4 + 7E-03 3,5 + 5E-03
Carbohidratos* 37,9 45,7

*Carbohidratos=100% - (%humedad + %proteinas + %lipidos + %cenizas)

En la Tabla 1.1 se puede observar que los componentes mayoritarios del germen de trigo son las
proteinasy carbohidratos. El contenido de proteinas del GT se compara favorablemente con la harina
de trigo (11,9%) y las harinas integrales de trigo, maiz o arroz (13,7, 6,9, 7,2%) (Gémez Pallarés et
al., 2007), mientras que las oleaginosas tienen cantidades similares (mani 30,3%) o mayores (soja

44,1%) (Mahmoud et al., 2015; Shrestha & Noomhorm, 2002).

La particularidad de las proteinas de GT es el alto valor bioldgico debido principalmente al balance
de aminodcidos, siendo los mds abundantes arginina, serinay glutenina (Rizzello et al., 2010). En este
sentido cabe destacar que no es deficiente en lisina, como otros cereales (Hassan et al., 2010). El
aminodcido limitante es cisteina, hecho que revela una estructura proteica pobre en enlaces por

puente disulfuro (Zhu et al., 2006).

El contenido de carbohidratos del germen de trigo es menor que otros productos de la molienda del
grano, como la harina blanca (72,5%) o salvado (64,5%). Incluso resulta inferior si lo comparamos
con harinas integrales de trigo (72,5%) o arroz (76,5%), en donde los carbohidratos mas abundantes

son almidones con proporciones cercanas al 80% (Gémez Pallarés et al., 2007).

Tanto la fibra como el almidén del germen de trigo se adjudican principalmente a la contaminacién
con otras partes del grano durante la separacién, el almidén proveniente del endospermo vy la fibra
del salvado, siendo ésta Ultima mayormente celulosa y hemicelulosa (Jurkovic & Colic, 1993; K. X.
Zhu et al., 2006).

Los minerales del grano de trigo estan altamente concentrados en el germen, ya que su contenido
relativo casi cuadriplica al del trigo entero, siendo los principales potasio, fosforo, y magnesio con
concentraciones de 1.046, 1.000 y 259 mg/100 g, respectivamente (Boukid et al., 2018; Shurpalekar
& Rao, 1977).

En germen de maiz, muy utilizado en la industria de alimentos por su aceite, contiene menor
porcentaje de proteinas (16%), mayor contenido de lipidos (25%) y el doble de cenizas (8%)

(Giordano, Vanara, Reyneri, & Blandino, 2016).
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Los lipidos del GT estdn compuestos mayormente por acidos grasos, siendo el contenido de acidos
grasos libres (FFA) del material crudo usualmente alto (5-25%). Los FFA presentan mayor
susceptibilidad a rancidez y su presencia depende en gran medida al método de separacion utilizado,
las condiciones de almacenamiento y extraccidon de aceite. De éstos acidos grasos, la mayoria tienen

la estructura quimica de triglicéridos (57%) (Brandolini & Hidalgo, 2012).

EnlaTabla 1.2 se muestran los parametros obtenidos para el aceite de GT crudo para ambos molinos.
El valor de acidez cuantifica el nivel de hidrdlisis lipidica, mientras que el indice de perdxidos mide

oxidacion primaria de lipidos (Mahmoud et al., 2015).

Tabla 1.2. Pardmetros de calidad de aceite del germen de trigo crudo

Molino A Molino B

AV (% ac. oleico) 2,01 + 0,12 4,48 + 0,12
PV (meq. Oy/kg ac) 098 + 0,17 1,47 + 0,02
Tocoferoles (mg/kg aceite) 3.509,17 + 83,78 2.143,49 + 33,69
Composicion acidos grasos

Acido miristico (14:0) 0,0 + 0,00 0,10 + 0,00
Acido palmitico (16:0) 17,53 + 0,01 17,48 + 0,07
Acido palmitoleico (16:1) 0,25 + 0,02 0,22 + 0,05
Acido estedrico (18:0) 0,66 + 0,01 0,66 + 0,06
Acido oleico (18:1) 15,89 + 042 1539 + 0,17
Acido linoleico (18:2) 57,27 + 0,30 57,64 + 0,11
Acido linolénico (18:3) 6,64 + 0,01 6,92 + 0,17
Acido araquidico (20:0) 0,09 + 0,13 0,07 + 0,09
Acido eicosenoico (20:1) 1,58 + 0,01 154 + 0,14
Enzimas

Actividad LI (% &c. oleico) 1,30 + 0,08 2,71  + 0,17

I+

Actividad LOX (min * mg proteina)* 9,10 + 0,18 8,92

AV: acidez, PV: indice de perodxidos, LI: lipasa, LOX: lipoxigenasa.

0,09

El Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2015) en el apéndice CODEX STAN 19-1981 establece las
caracteristicas que deben cumplir los aceites y grasas comestibles no reguladas por normas
individuales. Para aceites no refinados estipula que el valor de acidez debe ser menor a 2% acido
oleico (4 mg KOH/g grasa o aceite) y el indice de perdxidos (PV) debe ser inferior a 10 meq. O,/kg

aceite, mientras que el Cddigo Alimentario Argentino limita a 3% acido oleico el valor de acidez
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maxima manteniendo el mismo limite para PV (CAA, 2012a). El valor de acidez del germen de trigo

ensayado se encontré entre 2,01 y 4,48% acido oleico.

Por otra parte, el PV que es un indicador de oxidacién primaria se encuentra muy por debajo de los
limites, lo que evidencia un bajo nivel de oxidacion en el aceite. La calidad del aceite es superior
cuando las estructuras del grano estan intactas, pero durante la molienda éstas estructuras se

rompen exponiendo los compuestos mas sensibles con las enzimas (Boukid et al., 2018).

Los resultados sugieren que el material proveniente del Molino B tuvo una calidad mas baja, que
podria atribuirse a las condiciones de molienda, transporte y/o almacenamiento. Las muestras
evidenciaron dafio lipidico por hidrdlisis, que se condice con la mayor actividad LI encontrada para

el Molino B en relacion al A y bajo nivel de oxidacion (Tabla 1.2).

El contenido de tocoferoles (Tabla 1.2) se encontré dentro del rango reportado en bibliografia, entre
2.300-4.000 ppm (Gili et al., 2018a; Li et al., 2016; Zou, Gao, He, & Yang, 2018), siendo superlativo
en comparacion a otras fuentes vegetales como germen de maiz (780 mg/kg) (Serna Saldivar, 2016),
aceites de girasol (502 mg/kg), chia (411 mg/kg; Guiotto, Ixtaina, Nolasco, & Tomads, 2014), nuez (404
mg/kg), almendra (544 mg/kg) y sésamo (437 mg/kg) (Borddn, Meriles, Ribotta, & Martinez, 2019).

El isdmero con mayor predominancia en el germen de trigo fue el a- (~60%), seguido del B- (~30%)
y menores concentraciones de y- y 6-, en concordancia con otros autores (Magarifio et al., 2015;
Seppanen, Song, & Saari Csallany, 2010). Al comparar el contenido de tocoferoles totales de las dos
procedencias, se observa una cantidad significativamente inferior en el Molino B, que viene en
consonancia con los mayores indices de oxidacion, ya que la degradacién oxidativa de los tocoferoles
estd ampliamente influenciada por la oxidacion de los lipidos poliinsaturados (Player, Kim, Lee, &
Min, 2006). Ademas, el isémero a- es el que presenta mayor velocidad de oxidacion con respecto a
los otros tocoferoles (Seppanen et al., 2010), lo que explicaria también porqué la proporcién resultéd

menor en el aceite de GT proveniente del Molino B (62% para el Molino A vs. 56% del Molino B)

Resulta importante resaltar la capacidad antioxidante que se atribuye a los tocoferoles, sin embargo,
no todos presentan la misma facilidad de donacion de hidrégeno. Los tocoferoles muestran el
siguiente orden de actividad antioxidante: a-tocoferol > y-tocoferol > 6-tocoferol (Player et al,,
2006). Otros aceites como el de soja y girasol, que actualmente representan la principal fuente de
tocoferoles en alimentos, poseen una composicion diferente. El aceite de soja tiene predominancia
del y-, seguido del 6- y el a-tocoferol (750, 268 y 53 mg/kg, respectivamente) (Player et al., 2006),
mientras que el de girasol posee a- y 6- tocoferoles en niveles de 900 y 49 mg/kg, respectivamente

(Anjum, Anwar, Jamil, & Igbal, 2006). Otros aceites especiales como el de almendra contienen
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principalmente a-tocoferol (359 mg/kg), mientras que en el de nuez, chia, lino y colza predomina el

isdmero y- (350, 330, 520y 510 mg/kg respectivamente) (Bordon et al., 2019; Schwartz et al., 2008).

La composicion de acidos grasos (Tabla 1.2) evidencid predominancia de compuestos
poliinsaturados, como 4cido linoleico y linolénico que en conjunto suman el 73% en abundancia
relativa, y junto a los acidos palmitico y oleico completaron los 4 acidos grasos mayoritarios del
germen de trigo, sin encontrarse diferencias apreciables en la abundancia relativa de los acidos
grasos entre ambos molinos. Ello concuerda con lo descripto anteriormente (Mahmoud et al., 2015;
Mohamed et al., 2008; Zou et al., 2018). El contenido de acido oleico es comparable al presente en

aceite de girasol (23,6%), soja (24,9%) y maiz (23,8%) (Mahmoud et al., 2015).

En general, se puede decir que el aceite de germen de trigo posee una cantidad elevada de acidos
grasos libres, potenciada por la accién hidrolitica de las enzimas, pero los valores de PV indican bajos
niveles de oxidacion. Esta accidén oxidativa podria asociarse a la disminucion del contenido de
tocoferoles del Molino B. Igualmente el contenido de tocoferoles se mantuvo alto en relacion a otras
fuentes naturales y comparable a los resultados de GT en bibliografia. La composicién de acidos
grasos no se vio afectada por la procedencia, mostrando en ambos casos un alto porcentaje relativo

de 4cidos grasos poliinsaturados.

Para evaluar caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas se obtuvieron los aislados de
proteinas a partir del germen. El contenido de proteinas promedio de los aislados fue de 74%,
mientras que en bibliografia se encuentran valores entre 75- 88% (Hassan et al., 2010; Wang et al,,

2017; Zhu et al., 2006).

Tabla 1.3. Propiedades térmicas y funcionales de los aislados proteicos.

Molino A Molino B

PC (g/100 g aislado) 80,57 + 0,84 67,78 + 2,07
DSCTo (°C) 76,60 + 0,20 78,39 + 0,53
DSC Td (°C) 90,31 + 0,59 89,67 + 1,05
DSC AH (J/g) 1,54 + 0,20 1,54 + 0,30
W (°C) 9,60 + 0,45 10,46 + 0,85
WHC (g/g) 2,23 + 0,10 3,76 + 0,01
OHC (g/g) 1,80 + 0,07 3,84 * 0,19
FC (%) 8500 + 1,41 -

FS 60 min (%) 94,13 + 1,57 -

PC: contenido de proteinas, To: temperatura de inicio, Td: temperatura de desnaturalizacion, AH:
entalpia de desnaturalizacion, W: ancho de pico, WHC: capacidad de retencién de agua, OHC:
capacidad de retencién de aceite, FC: capacidad de formacion de espuma, FS 60 min: estabilidad
de espuma a los 60 min.
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El estudio de la estructura de las proteinas y su conformacion es de fundamental importancia en el
entendimiento de cdmo funcionan las proteinas en sistemas bioldgicos y alimenticios. Entre las
técnicas disponibles para la evaluacién de las conformaciones de proteinas, la calorimetria
diferencial de barrido (DSC) es particularmente adecuada para los sistemas de alimentos, ya que las
proteinas pueden analizarse sin solubilizacién previa. Esta es una ventaja distintiva con respecto a
técnicas espectroscopicas y cromatograficas donde las proteinas deben estar solubilizadas y
purificadas (Ma & Harwalkar, 1991). El proceso de desnaturalizacion es un fendmeno altamente
cooperativo que estd acompafiado por absorcién de calor y puede ser observado como un pico
endotérmico en un perfil de DSC (Gurrieri, 2004).

La entalpia de desnaturalizacién especifica (AH) y temperatura de inicio (To) se relacionan con una
estructura ordenada residual que provee una base para control de calidad y/o relaciones de

estructura/funcionalidad.

Los termogramas mostraron un pico endotérmico entre 76 y 97 °C que corresponde a la
desnaturalizacion de las proteinas. La temperatura de inicio del pico varié entre 76 y 78 °C, mientras
que el pico de desnaturalizacién, o temperatura de desnaturalizacién se observé entre 89 — 90 °C
(Tabla 1.3), levemente superior al informado por Zhu et al. (2006), Zhu et al. (2010), y Afién & Lupano
(1986) (80-83 °C). El valor de AH es muy sensible al estado de las proteinas, tomando valores mas
pequefios cuando la proteina estd mas desnaturalizada. Este pardmetro es afectado por los procesos
térmicos a los que se somete la matriz, pero también estad influenciado por los parametros de
proceso durante la preparacién de los aislados, como por ejemplo los valores de pH basicos y dcidos
alcanzados durante la preparacion de los aislados (Ma & Harwalkar, 1991). En este caso los valores
de entalpia fueron proximos al reportado para GT crudo separado manualmente (1,54 J/g) (Afidon &
Lupano, 1986). El rango de temperaturas al cual ocurre la transicion es indicativo de la naturaleza
cooperativa del proceso de desdoblamiento de proteinas. Si la desnaturalizacidon produce un pico
menos ancho, como en el caso del molino A con respecto al B, se dice que la transicién
probablemente sea en dos etapas, reversible y altamente cooperativa (Calorimetry Sciences

Corporation, 2006).

Asimismo, la desnaturalizacién puede ser caracterizada por la temperatura a la que ocurre el
proceso, la cual es particular de cada proteina. En el mani por ejemplo, los termogramas muestran
2 picos endotérmicos, a temperaturas alrededor de 90 y 110 °C, que corresponden a la
desnaturalizacion de las principales proteinas, conaraquinas y araquinas, respectivamente
(Colombo, Ribotta, & Ledn, 2010), mientras que aislados de proteinas de soja nativa también
presentan 2 endotermas tipicas a 78 °Cy a 94 °C, con una entalpia de desnaturalizacién igual a 16,4

J/g (Jovanovich, Puppo, Giner, & Afion, 2003).
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La evaluacién de la solubilidad de nitrégeno es importante desde el punto de vista funcional de las
proteinas porque da idea de su comportamiento en diferentes escenarios. Un elevado valor de NSI
(<70%) en el rango de valores de pH de los alimentos (6-9) es deseable para esas aplicaciones (Claver
& Zhou, 2005). Un NSI alto significa que las proteinas pueden interactuar con mayor facilidad en

medios acuosos, como sucede idealmente en las matrices alimentarias.

Hettiarachchy et al. (1996) y Ge et al. (2000) informaron valores >70% para aislados de GT, pero los
presentados en este trabajo fueron notablemente inferiores (Figura 1.3), al igual que los obtenidos

por otros autores(Hassan et al., 2010; Ke Xue Zhu et al., 2010).

El NSI del germen de trigo muestra la tipica forma de U, con un minimo a pH 4,5 (punto isoeléctrico
de las proteinas, es decir, donde son eléctricamente neutras y no interactlan con el agua, por lo que
precipitan). Bajo condiciones mas acidas o basicas las moléculas se encuentran parcialmente
solubilizadas, mostrando un pico maximo hacia el pH 2 y 10. Segun Hassan et al. (2010) y Zhu et al.

(2010) el NSI maximo para las proteinas de germen de trigo se obtiene a pH 9,5-10.

N @--- Molino A
10 0,/ .
% ---@--- Molino B

Figura 1.3. Indice de solubilidad de nitrégeno (NSI) de germen de trigo proveniente de la provincia
de Cérdoba.

En cuanto a la capacidad de retencién de aceite de proteinas aisladas del germen de trigo, los valores
aqui obtenidos (Tabla 1.3) fueron relativamente altos comparados con los de bibliografia que oscilan
entre 1,0y 1,28 g aceite/g proteina, especialmente si se compara con el GT proveniente del Molino
B (Hassan et al., 2010; Wang et al,, 2017; Zhu et al., 2010). La OHC se asocia también al elevado
porcentaje de aminodcidos hidrofébicos o no polares presentes en el aislado de proteina de GT

(Wang et al., 2017; Zhu et al., 2006).

La capacidad de retencién de agua fue diferente en ambos molinos, siendo los valores del Molino A
notablemente inferiores a los del Molino By a los de bibliografia: 3,5 g/g (Wang et al., 2017), 2,5 g/g

de (Zhu et al., 2010). La WHC es dependiente del contenido de carbohidratos ya que son compuestos
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altamente hidréfilos, por lo que variaciones en este aspecto para germen de trigo crudo no se

podrian atribuir especificamente a las proteinas.

El bajo porcentaje de proteinas del aislado del Molino B, evidencio la presencia de compuestos no
proteicos, que segln su estructura y afinidad parecen favorecer las interacciones hidrofébicas o
hidrofilicas, y consecuentemente afectar la capacidad de retencién de agua y aceite. Los valores de
WHC y OHC del Molino B fueron mayores que los del molino A y los de bibliografia (Hassan et al.,
2010; Wang et al., 2017; Zhu et al., 2006). Asimismo, la OHC del Molino B es comparable al obtenido

por Ling et al. (2019) para germen de trigo molido (4,2 g/g).

El analisis de las propiedades de formacion de espuma en sistemas alimenticios permite estudiar
procesos involucrados en la aireacion y batido. La capacidad de formaciéon de espuma (FC, Tabla 1.3)
de 85% obtenida para el aislado de germen de trigo crudo proveniente del Molino A es inferior a los
informados por otros autores, donde encuentran valores desde 100 (Zhu et al., 2010) a 180% (Wang
et al., 2017). Hettiarachchy et al. (1996) y Claver & Zhou (2005) sostienen que la capacidad de
formacién de espuma es comparable a la de la clara de huevo, sin embargo las espumas de aislados
de germen de trigo evidencian una menor estabilidad. La baja estabilidad de la espuma formada por
la proteina del GT es evidente (94% para el material crudo), si se compara con otras proteinas como
caseinato de sodio o clara de huevo (750-1.100%), canola (423%), aislado de soja (150%) y aislados
de girasol (488%) (Gurrieri, 2004). Ademads, para germen de trigo crudo molido, es decir, al
considerar la presencia de otros compuestos no proteicos la capacidad de formacién de espuma se
reduce a 29,5% (Ling et al., 2019). Estos valores son dependientes del tiempo de batido (5-15 min),
método de disolucion, tipo de accesorio de batido, forma de recipiente, entre otras cosas (Gurrieri,

2004).

En general, se puede decir que el germen de trigo posee una buena calidad y cantidad de proteinas,
con propiedades funcionales aceptables que permitirian su incorporacién en alimentos. Las
proteinas del germen de trigo tuvieron una buena capacidad de formacion de espuma, pero una
reducida estabilidad. Los aislados proteicos provenientes del Molino B en relacién a las del Molino A
lograron un nivel de pureza inferior, por lo que pardmetros como la solubilidad de nitrégeno fueron

afectados negativamente, en cambio, aumentaron la capacidad de retencién de agua y aceite.

En los dltimos afios, hubo un interés creciente en la identificacién de propiedades antioxidantes en
muchas fuentes naturales debido al peligro potencial de algunos antioxidantes sintéticos. Krings &
Berger (2001) estudiaron la capacidad protectora de varios extractos etandlicos de cereales enteros
o fracciones, para prevenir la autooxidacion de aceite de maiz refinado (desprovisto de sus
antioxidantes naturales), encontrando que los extractos de germen de trigo presentaron un mejor
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comportamiento en comparacién con los de cebada y de maiz. Esta capacidad protectora también
es remarcable en pruebas aceleradas de oxidacién, en la que el comportamiento del GT es
comparable al de BHA y palmitato de ascorbilo (2 antioxidantes comerciales) (Krings, EI-Saharty, El-
Zeany, Pabel, & Berger, 2000). Otros autores ratifican que ésta propiedad de captacién de radicales
libres es comparable a la accién de antioxidantes sintéticos como BHA y BHT en el rango de
concentracion de 0,2-1 ug/mL (Mahmoud et al., 2015). Cabe destacar que, segin éstos mismos
autores, dicha capacidad no puede solo atribuirse a los tocoferoles del aceite, ya que solo
responderian el 20% del comportamiento total. Por todo esto, resultd interesante el estudio de
propiedades antioxidantes mediante técnicas sencillas para caracterizar el comportamiento de la
fase deslipidizada, ya que numerosas investigaciones se centran en la parte oleosa del germen vy los

tocoferoles (Capitani, Mateo, & Nolasco, 2011; Niu et al., 2013; Seppanen et al., 2010).

Dada la naturaleza compleja de los fitoquimicos, la actividad antioxidante comiUnmente se evalla
mediante varios ensayos. Los valores de contenido de polifenoles totales obtenidos para germen
deslipidizado (Tabla 1.4) fueron menores a los obtenidos por otros autores para los extractos
etandlicos de GT deslipidizado, que reportaron concentraciones de 16,49 mg GAE/g extracto (Zou,
Yang, Zhang, He, & Yang, 2015) y 16,75 mg GAE/g extracto (Zhu et al., 2011) con rendimientos de
34,63 y 31,87%, respectivamente. Ademads, resultaron elevados con respecto a valores reportados
para extractos metandlicos de grano de trigo entero (53,1 mg GAE/100 g), quinua (71,7 mg GAE/100
g) y amaranto (21,2 mg GAE/100 g), y similar al trigo sarraceno (323 mg GAE/100 g) (Alvarez-Jubete,
Wijngaard, Arendt, & Gallagher, 2010). Velioglu et al. (1998) reportaron que el contenido de
polifenoles de extractos metandlicos de GT es 12 veces inferior al de ardandanos, fuentes vegetales

por excelencia de compuestos antioxidantes, y similar al de raices de ginseng (Velioglu et al., 1998).

Tabla 1.4. Capacidad antioxidante de los extractos de GT

Molino A Molino B
CFT (mg EAG / g GT deslip) 4,72 + 0,27 3,84 + 0,09
FRAP (mg ET /100 g GT deslip) 0,68 + 0,02 0,98 + 0,04
ABTS** (mg ET/100 g GT deslip) 15.445 + 37 6.667 + 437

CFT: contenido de polifenoles totales, FRAP: poder de reduccion antioxidante de ion férrico,
ABTS"*: capacidad de captura de radicales libres, ET: equivalentes trolox.

Velioglu et al. (1998) identificaron por HPLC los compuestos fendlicos de mayor primacia en el

germen de trigo: fenoles como el acido felurico, clorogénico y cafeico, y otros flavonoides.

Se encontrd que el mecanismo de accién predominante es la capacidad de desactivacion de radicales
libres, ya que el ensayo frente a un radical potente (ABTS'*) es mayor que la capacidad reductora

ejercida por los compuestos a los que se adjudica capacidad antioxidante (FRAP). La capacidad de

34



captacidn de radicales libres significa que los compuestos bioactivos tienen la capacidad de donar
protones o electrones a los radicales libres inestables, por lo que se ven interrumpidas las reacciones
en cadena de oxidacion (Huang, Boxin, & Prior, 2005). Ello coincide con el mecanismo de accidn de
los tocoferoles, que son los antioxidantes mas conocidos en la naturaleza para proteger los lipidos
de la oxidacion. El proceso de degradacion oxidativa de los lipidos es iniciado por un mecanismo de
reaccion en cadena de un radical libre. El radical reactivo puede facilmente extraer el hidrégeno del
tocoferol o del lipido insaturado para formar un hidroperdxido. La capacidad protectora de oxidacién
de los tocoferoles radica en la velocidad de reaccién entre el radical y el tocoferol, ya que es 100.000

veces mayor a la velocidad de reaccién del radical con el lipido insaturado (Player et al., 2006).

Las variaciones en la capacidad antioxidante de cereales o derivados son esperables debido a
factores genéticos, procesos agrotécnicos y condiciones ambientales que pueden influenciar la
presencia de compuestos fendlicos. Ademds, una comparaciéon entre resultados de estudios
diferentes puede resultar dificil debido a la variabilidad en las condiciones experimentales y los
métodos utilizados (Alvarez-Jubete et al., 2010; Huang et al., 2005). En este caso la amplia diferencia
en capacidad antirradicalaria observada entre los dos molinos puede atribuirse en parte a diferencias
climaticas, de proceso o puede estar relacionado al consumo de esos compuestos para evitar la
oxidacion lipidica. Como se vio anteriormente, el molino B presenté también un mayor contenido de
FFA y baja oxidacion, por lo que estos compuestos antioxidantes podrian haber actuado retrasando

el proceso de oxidacion.

La estructura porosa de productos alimenticios particulados tiene un efecto importante en las
caracteristicas de calidad y propiedades de transporte. La porosidad se define como la relacion del
espacio libre ocupado en el material con respecto al volumen total. Lo que define un material poroso
0 NO poroso sigue aun sin resolverse, aunque algunos estudios sugieren que un material no poroso
tiene una porosidad menor a 0,25, mientras que un material poroso tiene una porosidad mayor a
0,4 (Srikiatden & Roberts, 2007). Otros autores colocan el limite en 0,25 (Waananen & Okos, 1996).
Frecuentemente productos en polvo son considerados como porosos, por ejemplo harina o leche en

polvo, con porosidades de 0,69, 0,54-0,61, respectivamente (Srikiatden & Roberts, 2007).

La porosidad o fraccién de huecos del germen de trigo fue de 0,687, mientras que la densidad
aparente fue de 467,23 kg/m? para la muestra proveniente del Molino B, por lo que el GT puede
considerarse como material poroso. Muestras del Molino A de la campafia 2015/2016 obtuvieron

valores similares de porosidad (0,664) y densidad aparente (413,83 kg/m?) (Gili et al., 2018a).
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Kim et al. (2003) reportd densidades aparentes de germen de trigo de 358,7, 342,9 y 313,9 kg/m?
para muestras con humedades de 8, 12 y 16%. Otros materiales, como granos de trigo, avena y
azucar en polvo tienen densidades aparentes de 790-819, 358-411 y 480 kg/m?, respectivamente

(Blimich, 2005).

En una vision simple, un material granular comienza a fluir cuando se supera su angulo de reposo, lo
gue esta ligado a la cohesividad del sistema. Los valores de angulo de reposo determinados para
germen de trigo se presentan en la Tabla 1.5. De acuerdo a la clasificacion de la Carr (Cain, 2002),
gue hace una asociacion de la fluidez del sistema con el angulo de reposo, el germen de trigo del
Molino B se clasificé como de “fluidez excelente a adecuada” (25-40°), mientras que el germen
proveniente del Molino A obtuvo la clasificacion de “fluidez aceptable y pobre” (41-55°). En ambos
casos los valores se ubicaron en el limite de sus categorias. La diferencia en el angulo de reposo
puede tener multiples origenes, como el tamafio y la forma, densidad, angulo de friccidn interfacial
y rugosidad de la base sobre la cual se evalUa el material o segregacion del material (Beakawi Al-
Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018). Los valores de dngulo de reposo en bibliografia varian desde
27° para granos de trigo, a 45° para harina de trigo, mientras que para harina de maiz y malta se
encuentran valores de 30-40° y 30-45°, respectivamente. Sin embargo éstos datos para productos
alimenticios en bibliografia son escasos y, como se dijo anteriormente no se cuenta con una técnica

estandarizada (Beakawi Al-Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018).

El conocimiento del contenido de humedad por si solo no es suficiente para predecir la estabilidad
de los alimentos. Algunos alimentos son inestables a bajos contenidos de humedad (por ejemplo, el
aceite de mani se deteriora cuando el contenido de humedad supera el 0,6%), mientras que otros
alimentos son estables a contenidos de humedad relativamente altos (por ejemplo, el almidén de
maiz es estable al 20% de humedad). Frente a estas aparentes incoherencias nace el concepto de
disponibilidad de agua para actividad microbiana, enzimatica o quimica que determina la vida util, y
se mide a través de la actividad de agua (aw) del alimento, también conocida como presién de vapor
relativa. Algunas operaciones unitarias pueden reducir esta disponibilidad de agua, como las que
remueven agua durante la deshidratacién, evaporacion vy liofilizacién, o aquellas que inmovilizan el
agua en los alimentos, como por el ejemplo mediante la utilizacion de humectantes en productos de

humedad intermedia, o la formacién de cristales durante el congelamiento (Blimich, 2005).

Segun el valor obtenido para el germen de trigo crudo, podemos decir que contiene agua ligaday
moderadamente ligada (Barbosa-Canovas & Vega-Mercado, 1996). Los valores de a,, del germen de

ambos molinos (Tabla 1.5) resultaron suficientes para permitir la actividad de las lipasas, ya que si

36



bien la ay 6ptima es de 0,8, presentan una actividad relativamente alta en éstas condiciones, lo que

reduce su periodo de almacenamiento (Rose & Pike, 2006).

Segun Li et al. (2016) y Ling, Ouyang, & Wang (2019) el contenido de ay para GT crudo es de 0,63-
0,68, mientras que para harina de trigo el valor asciende levemente a 0,72 (14,5% Hdb) (Fellows,

2000).

El germen de trigo de ambos molinos obtuvo tonalidades claras, amarillas y rojizas (asociados a
valores positivos de L* a* y b*, respectivamente), lo que les otorga un aspecto naranja que algunos
describen como dorado (Shurpalekar & Rao, 1977). Los valores de L*, a* y b* se presentan en la
Tabla 1.5. Los rangos de L* para GT crudo en bibliografia varian entre 78,2 y 70,9, los valores de a*
entre 4,8 a 5,3, mientras que los valores de b* lo hacen entre 20,1y 28,6 (Bansal & Sudha, 2011; Gili,
etal,, 2017; Gilietal., 2018b; Ibanoglu, 2002), por lo que se puede concluir que los valores estuvieron

comprendidos en estos rangos.

Tabla 1.5. Parametros fisicos del germen de trigo

Molino A Molino B
aw 0,71 + 1,73e-03 0,57 + 1,53E-03
Angulo de reposo 42,00 + 1,00 36,00 £+ 1,00
L* 64,21 + 1,21 76,41 + 0,80
a* 571 £+ 0,31 3,83 £+ 0,28
b* 29,08 + 0,91 27,68 + 1,28
Bl 65,24 + 2,72 47,67 * 2,74

Bl: indice de pardeamiento.

Gili et al. (2018b) obtuvo un valor de Bl de 52, para muestras provenientes del Molino A en campafias
anteriores, es decir, un valor intermedio a los aqui obtenidos para ambos molinos. Las muestras del
Molino A, en este caso fueron mas oscuras y marrones que las del molino B, que fueron levemente
mas luminosas y amarillas. Valores mas altos de Bl, asociados a notas mas oscuras, pueden referirse
a la contaminacion con salvado, mientras que valores mas bajos podrian deberse a mayor presencia

de endospermo.

1.4. CONCLUSION

El germen de trigo representa un recurso de elevada disponibilidad y valor nutricional. Es factible su
utilizacién en alimentacion en la medida que se controlen los factores que disminuyen su vida Util.
El principal factor que afecta la estabilidad del germen de trigo y productos que lo contienen es la

facilidad de hidrdlisis de los triglicéridos de los acidos grasos, debido principalmente a la elevada
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proporcion de acidos grasos poliinsaturados y la actividad enzimatica de las lipasas. En menor medida
la presencia de lipoxigenasas y las condiciones de almacenamiento pueden incrementar la oxidacion
de los acidos grasos. Las propiedades nutricionales del germen radican en el alto contenido y calidad
de sus proteinas, los compuestos bioactivos como tocoferoles y polifenoles y la composicion de la

fase lipidica.

Los parametros fisicos permiten clasificar el germen como material poroso, de tonalidades rojizas y

amarillentas, con una actividad de agua intermedia.
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CAPITULO 2: Efecto de los tratamientos térmicos sobre la
inactivacion de las enzimas y propiedades fisicas del germen

2.1. INTRODUCCION

Se han analizado diferentes alternativas para lograr la estabilidad del germen de trigo utilizando
diversas estrategias, que se pueden dividir en aquellas que utilizan enfoques fisicos, quimicos y
bioldgicos (Boukid et al., 2018). La estabilizacidn fisica es quizds la mas abundante en bibliografia ya
gue abarca varias técnicas térmicas como tostado (Zou et al., 2015), coccién al vapor (Sudha,
Srivastava, & Leelavathi, 2007), fluidizacién (Gili, Torrez Irigoyen, et al.,, 2018c), asi como
tratamientos mediados con radiaciéon, por ejemplo microondas (Xu et al., 2013), infrarroja (Gili,

Palavecino, Penci, Martinez, & Ribotta, 2017a) y gamma (Jha et al., 2013).

Las estrategias de estabilizacién quimica incluyen técnicas de remocion del aceite por solventes
organicos (como hexano) (Bansal & Sudha, 2011) o extraccién supercritica con CO; (Gelmez et al.,
2009). La ventaja de la extraccion con CO; supercritico estd relacionada con la simplificacion del
refinamiento del aceite y eliminacion de la etapa de destilacion del solvente, pero presenta un
elevado costo. Anteriormente, también se analizaron otras técnicas de conservacién quimica, como

por ejemplo mediante agregado de antioxidantes o alcalis (Shurpalekar & Rao, 1977).

Las estrategias bioldgicas incluyen técnicas mas recientes en las que el GT se somete a fermentacion
por bacterias acido lacticas, y las enzimas se inactivan por acidificacién del medio. Rizzello, Nionelli,
Coda, De Angelis, & Gobbetti (2010) indicaron que el grado de inactivacién es comparable al

obtenido durante el tostado.

La mayoria de las operaciones unitarias utilizadas en el procesamiento de alimentos involucran la
transferencia de calor hacia o desde los mismos. Existen tres maneras en las cuales el calor puede
ser transferido: por radiacién, conduccién o conveccion. La radiacién térmica es energia emitida por
la materia que se encuentra a una temperatura dada, como el calor que emiten las resistencias
térmicas en el interior de un horno. Conduccién es el flujo de calor que ocurre por transferencia
directa de energia molecular en el sdélido. Sucede por ejemplo durante el intercambio de calor a
través de contenedores metalicos hacia alimentos sélidos. La conveccion involucra la transferencia
de calor por grupos de moléculas que se mueven como resultado de diferencias en densidad, por

ejemplo, durante el calentamiento con aire caliente, o como resultado de agitacién. En la mayoria
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de las aplicaciones los tres tipos de transferencia de calor ocurren simultaneamente pero un tipo

puede ser mas relevante que los otros en aplicaciones particulares (Blimich, 2005).

En el calentamiento convencional por aire caliente el material absorbe la energia como resultado de
gradientes de temperatura por conveccién, conduccién y radiacion. En contraste, la energia de
microondas interactia de manera directa con las moléculas del material, provocando una conversién
de energia proveniente de la radiacion electromagnética en energia térmica del material.
Consecuentemente, la energia de microondas puede reducir los tiempos de procesamiento y
consumo de energia, por lo que mejora la eficiencia energética global (Gutierrez, Catala-Civera,

Bows, & Pefiarda-Foix, Felipe, 2017).

De hecho, la radiacién térmica y la de microondas pertenecen al mismo fendmeno, el de radiacion a
través de ondas electromagnéticas. La principal diferencia entre ambas reside en las caracteristicas
de las ondas, la energia que transportan y el lugar que ocupan en el espectro de radiacién

electromagnética (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Espectro de radiacion electromagnética. Adaptado de Incropera, DeWitt, Bergman, &
Lavine (2007).

En la porcién intermedia del espectro, que se extiende desde aproximadamente 0,1 a 100 um de
longitud de onda (M), incluyendo una porcion del ultravioleta (UV) y todo el visible e infrarrojo (IR),
se ubican las ondas de energia denominadas radiacion térmica ya que afecta el estado térmico o

temperatura de la materia.

En la presente tesis se trabajé sobre dos métodos de estabilizacidn fisica del germen de trigo, un
tratamiento térmico tradicional en el que el germen de trigo se somete a un tratamiento con aire

caliente y un tratamiento con microondas.
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La aplicacion de calor por aire caliente es un método tradicional de preservacién, que se utiliza
ampliamente para la produccion de alimentos. Esta tecnologia afecta el contenido de humedad del
producto, las propiedades fisicas, bioldgicas y quimicas como la actividad enzimatica, viscosidad,
dureza, aroma, flavor, color y palatabilidad de los alimentos, asi como la actividad microbiana (Ozbek

& Dadali, 2007).

La ventaja incuestionable de este método convencional es la sencillez de equipamiento y el alto
grado de conocimiento sobre los mecanismos de transferencia de calor y masa involucrados. Los
equipos que trabajan con aire caliente, como los secadores convectivos, ademas pueden ser
operados en condiciones intermedias para productos sensibles, con el fin de protegerlos del
sobrecalentamiento, encogimiento, decoloracién y formaciéon de corteza. Por otro lado, un
tratamiento prolongado reduce el rendimiento y eleva los costos de operacién (Szadziska, Kowalski,

& Stasiak, 2016).

En un horno o estufa, la energia se transmite a la superficie del alimento por una combinacién de
radiacion infrarroja desde las paredes del horno, por conveccion desde el aire circundante y por
conduccién a través de la bandeja donde se coloca el alimento. La radiacion es absorbida por el
alimento y se convierte en energia térmica. El aire, otros gases y el vapor de agua presentes en el
horno transmiten energia por conveccién. El calor luego se transfiere por conduccion desde la
superficie del alimento. Una capa limite de aire actla como resistencia a la transferencia de calor
hacia el alimento y del movimiento de vapor de agua desde el alimento. El espesor de la capa limite
se determina mayormente por la velocidad del aire y las propiedades de la superficie, controlando
en parte la velocidad de transferencia de calor y masa. Las corrientes convectivas favorecen la
uniformidad de transferencia de calor en la cavidad, y muchos disefios comerciales permiten ajustar
los ventiladores que suplementan la conveccién natural y reducen el espesor de la capa limite. El
calor se transfiere a través del alimento en la mayoria de los casos por conduccién. La baja
conductividad térmica de los alimentos, causa bajas tasas de transferencia de calor por conduccién,
lo que influencia en gran medida el tiempo de tratamiento. El tamafio de la pieza es un factor
importante en el tiempo de calentamiento ya que determina la distancia a la cual el calor debe

transferirse hasta llegar al centro del alimento (Fellows, 2000).

En el espectro electromagnético, la radiacion de microondas se caracteriza por estar situada en el
intervalo de frecuencia comprendido entre 300 MHz y 300 GHz, siendo los valores normalmente
utilizados en procesamiento industrial de alimentos 915y 2450 MHz, mientras que el uso doméstico

y equipamiento de laboratorio se restringe a 2450 MHz. (Chang et al., 2011). Equipos provistos con
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generadores de microondas de 915 MHz son usados industrialmente en EEUU debido a que tienen
mayor profundidad de penetracién del material en comparacién con las frecuencias mas altas. En la
mayoria de los alimentos la profundidad de penetracion de las ondas electromagnéticas desciende
a medida que la frecuencia y/o la temperatura aumentan. A modo de referencia, un gel de proteina
de suero tiene una profundidad de penetracién a 20 °C de 12 y 6,5 mm para frecuencias de 915y
2450 MHz, mientras que a 70 °C éstos valores disminuyen a 7 y 4,3 mm para las mismas frecuencias,

respectivamente (Wang, Wig, Tang, & Hallberg, 2003).

Los hornos microondas pueden ser disefiados para su uso en hogares, laboratorios o industrias. Los
equipos industriales presentan mayores componentes para el control de proceso, y estan disefiados
para grandes escalas, lo que eleva su costo y dificulta su uso en investigacion. Los equipos
desarrollados a escala laboratorio también son costosos debido principalmente a la necesidad de
mecanismos de control de calentamiento, presion y tiempo para obtener resultados reproducibles.
Por estos motivos muchos investigadores adaptan microondas domésticos, que resultan en equipos
de menor costo, pero con deficiencia en la distribucién de la radiacién de microondas, ya que
exceden el fin para el cual fueron disefiados, y tienen como desventaja principal la generacion de

zonas con mayor incidencia que otras (Chang, Steel, & Pedrosa Silva Clerici, 2011).

Se reportaron usos técnicos de microondas en la industria de alimentos para la deshidratacion, el
escaldado, la esterilizacion, la pasteurizacién, la coccidon y el descongelamiento. Sin embargo,
actualmente su uso se extendid a reacciones quimicas, control de germinacion de insectos,
produccion de cereales expandidos, entre otros (Kubo, Curet, Augusto, & Boillereaux, 2019;

Puligundla, 2013; van der Sman & Bows, 2017).

El calentamiento de alimentos mediante microondas resulta del efecto combinado de energia
electromagnética y la disipacién de calor en el producto. La transformacién de energia
electromagnética en calor genera un incremento instantaneo de temperatura en el interior, en
contraste con procesos convencionales de calentamiento que transfieren energia desde la

superficie, con baja penetracion del calor.

La principal ventaja del calentamiento electromagnético es el resultado de la generacién interna de
calor. La energia de microondas muestra una propiedad relacionada con la gran capacidad de
penetracion y sobre todo la selectividad de calentamiento de diferentes componentes del producto
segln sus propiedades dieléctricas. Las propiedades dieléctricas describen el comportamiento de un
material frente a las microondas, es decir, en qué medida un cuerpo transmite o transforma en
energia térmica la energia electromagnética recibida. En procesamiento de alimentos mediante
microondas resulta de interés evaluar cédmo la energia electromagnética puede influenciar la

actividad de enzimas y microorganismos. En el caso que puedan ser selectivamente activadas o
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inactivadas, esto puede prevenir la necesidad de un tratamiento con calor mas severo y puede

representar un efecto positivo en la calidad de producto (Venkatesh & Raghavan, 2004).

En sintesis quimica usualmente se emplea la radiacion por microondas para acelerar las reacciones.
Es una herramienta conveniente, econémica y limpia que mejora el rendimiento, la velocidad, y
disminuye el tiempo de reacciéon (Chen, Reddy, Devi, Chang, & Ho, 2016). Sin embargo, existe
controversia acerca del origen de estas ventajas. Algunos autores sostienen que las mejoras en el
rendimiento se deben a los efectos de temperatura, mientras otros argumentan la existencia de
efectos no térmicos de las microondas. Los puntos de vistas resultan contradictorios y se describen
ampliamente en literatura (Ramaswamy & Tang, 2008). Algunos autores sostienen que la velocidad
de reaccion resulta tan alta que no puede ser explicada solamente como consecuencias de
calentamiento mientras que otros investigadores, en contraste, enfatizan que no existen los efectos
llamados no térmicos, y adjudican el comportamiento al sobrecalentamiento de los solventes por

encima de sus puntos de ebullicion (Adam, 2003; De La Hoz, Diaz-Ortiz, & Moreno, 2005).
En resumen, cada tecnologia presenta ventajas y desventajas puntualizadas en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Caracteristicas del calentamiento por microondas y convencional (De La Hoz et al,,

2005).
Calentamiento por microondas Calentamiento convencional
Acople energético Conduccién/conveccion
ActUa a nivel molecular Actula desde la superficie
Rapido Lento
Volumétrico Superficial
Selectivo No selectivo
Dependiente de las Menos dependiente de las
propiedades del material propiedades del material

Muchos trabajos se focalizaron en los métodos térmicos tradicionales para lograr la estabilizacién de
germen de trigo, es decir, se aplicaron con el objetivo de inactivar las enzimas responsables de la
hidrdlisis y oxidacion lipidica. Se realizaron diversas investigaciones buscando la optimizacién, ya que
este tipo de calor aplicado va en detrimento de la calidad nutricional, provocando pérdida de
vitaminas y proteinas (Boukid et al., 2018; Kermasha, Bisakowski, Ramaswamy, & Voort, 1993;
Srivastava et al.,, 2007), aunque también presenta beneficios como la inactivacion de factores
antinutricionales y aumento de la capacidad antioxidante (Krings et al., 2000; Majzoobi, Farhoodi,

Farahnaky, & Taghipour, 2012).

Los trabajos de investigaciéon sobre aplicaciones de microondas en germen de trigo son menos
numerosos que aquellos que utilizan el método convencional. Incluyen la utilizacion de dos tipos de

equipamiento: microondas continuo a escala piloto (Xu et al., 2013) y doméstico trabajando sobre
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enzimas purificadas de germen de trigo (Kermasha et al, 1993) o germen de trigo molido (Vetrimani
et al., 1992). También se encuentran aplicaciones de microondas en combinacidon con otras
tecnologias como tratamiento con vapor y fluidizacion (Sudha et al., 2007). En la mayoria de los casos
hicieron foco sobre la inactivacién de las enzimas, aunque también se estudié el desarrollo de
rancidez analizando los compuestos volatiles (Sjovall, Virtalaine, Lapveteldinen, & Kallio, 2000). Por
su parte Ling, Lyng, & Wang estudiaron las propiedades dieléctricas del GT el espectro de las

radiofrecuencias (2018).

Se encontraron pocos trabajos sobre los efectos del tratamiento térmico sobre las propiedades
fisicas del germen de trigo, a excepcion de los trabajos de Chan, Chan, & Kuo (2018), Gili, et al.
(2017b), que se restringen a la tecnologia de lecho fluidizado. En la mayoria de los trabajos
publicados se evalud la actividad enzimética en condiciones puntuales (Boukid et al., 2018; Srivastava
et al., 2007; Sudha et al., 2007). Por otra parte, no se encontraron estudios sobre el efecto en las
propiedades sorcionales o medicién de las propiedades térmicas y dieléctricas en el rango de las

frecuencias utilizadas en microondas.

En el presente capitulo se evalud la efectividad de la utilizacion de las microondas y el calentamiento
con aire caliente en la estabilizacién del germen de trigo y sus efectos sobre las propiedades fisicas

y térmicas.

2.2. MATERIALES Y METODOS

Las muestras de germen utilizadas en este capitulo de obtuvieron y prepararon de acuerdo al
procedimiento descripto en el Capitulo 1.

Se analizaron los efectos del tratamiento con aire caliente y de las microondas sobre las muestras

descriptas en el Capitulo 1, seccion Material.
- Tratamiento con aire caliente

El tratamiento térmico del germen de trigo se realizd en una estufa con conveccién forzada
(Memmert modelo 600 D06062, Alemania) con una velocidad de aire fija de 0,07 m/s (determinada
mediante anemdmetro digital portatil). Las pruebas se realizaron a 3 temperaturas de seteo: 150,
180 y 200 °C considerando tiempos de tratamiento de 2.400, 1.200 y 720 s, respectivamente. El
germen de trigo no tratado (250 g) se colocd en bandejas de aluminio de 25 cm de didmetro
formando una capa uniforme de 1 cm de espesor. La medicién de temperatura se realizé mediante

2 termocuplas tipo K de 1 mm de didmetro, posicionados en la base de la bandeja del lado internoy
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otra en la superficie (Figura 2.2). La informacion de temperatura se colecté cada 30 segundos. Los

tratamientos se realizaron por triplicado.

Se realizaron tratamientos independientes a intervalos regulares de tiempo, considerando 4 tiempos
para cada temperatura de seteo: 3, 6,9, 12 min a 150 °C; 5, 10, 15y 20 mina 180 °C; y 3, 6,9y 12
min a 200 °C. Los tiempos se determinaron en base a ensayos previos para evitar la carbonizacion u
el oscurecimiento pronunciado del material. Para el tratamiento convectivo se utilizdo el GT

proveniente del Molino A.

Bandejade aluminio

— Termocuplasuperficial

—- i__.__._-‘ Termocuplabase

Germen de trigo

Figura 2.2: Esquema general de calentamiento convectivo de germen de trigo en la bandeja de
aluminio y las posiciones de las termocuplas.

- Tratamiento con microondas

Los experimentos se realizaron en un equipo de microondas Sairem® (GMP 03 K/SM, Miribel,
Francia), que suministra una onda monocromatica en modo fundamental TE10 a una frecuencia de
2,45 GHz, con una potencia maxima de irradiacion de 300 W. Se utilizé el equipo del departamento
GEPEA), Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I'alimentation de Nantes-Atlantique

(ONIRIS), Nantes, Francia.

Las muestras de germen de trigo se colocaron en un contenedor de poliestireno de forma cilindrica
gue ocupd totalmente la seccién de la guia de onda (8,6 cm x 4,3 cm). El eje principal del cilindro
(5cm de altura, 2 cm de didmetro) se colocd en la direccion de irradiacion (Figura 2.3). El perfil
tiempo-temperatura se registré mediante 3 sensores de fibra optica (NeoptixTM ReflexTM, Canada)

posicionados en el eje central del cilindro a 1, 2,5 y 4 cm desde la superficie superior del cilindro.

Tres indicadores de potencia permitieron seguir la evolucion del tratamiento térmico con
microondas a lo largo del tiempo. La potencia incidente se mostré numéricamente en el controlador
principal. Un sensor de potencia ubicado detras de la fuente registré las ondas reflejadas. La potencia
no absorbida y transmitida se calculd resolviendo un balance de energia sencillo basado en la
absorcién de la energia por una carga de agua y su incremento de temperatura, conociendo su

temperaturas iniciales y finales y su caudal.

Los datos de temperatura y potencia se registraron cada segundo (Datalog 20, AOIP®).
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Figura 2.3. Esquema general del equipo utilizado para el tratamiento con microondas.

En base a experiencias previas, se ensayaron tres temperaturas: 50, 60y 70 °C, y cuatro tiempos de
tratamiento: 5, 10, 15y 20 min. La potencia incidente fue variable en el tiempo (0-300 W) en funcién
de la temperatura registrada por la termocupla ubicada a 4 cm de la superficie. En todos los casos
se utilizé el GT proveniente del Molino B, con un acondicionamiento previo llevandolo a 13% de
humedad, realizado 48 h antes. Las muestras tratadas y la muestra control se almacenaron en bolsas

selladas al vacio a -18 °C. Se realizaron 7 repeticiones de cada tratamiento.

2.2.3. Evaluaciones sobre el germen de trigo
Las determinaciones realizadas sobre las muestras tratadas y la muestra control en el presente

capitulo fueron: contenido de humedad, acidez (AV), indice de perdxidos (PV), determinacién del
contenido total de tocoferoles (TTC), determinacién de la actividad lipasica y lipoxigenasica, color,
indice de pardeamiento, actividad de agua (aw), tamafio de particula y dngulo de reposo. Todas las
determinaciones y el procedimiento de extraccién del aceite se desarrollaron de acuerdo con lo

expresado en el Capitulo 1.

2.2.4. Cinética de actividad enzimatica
Los parametros de inactivacion de las enzimas LOX y LI se calcularon utilizando un modelo cinético

de primer orden, comiunmente usado para la inactivaciéon de enzimas o pérdida de propiedades en
alimentos (Barbosa-Cénovas & Vega-Mercado, 1996), y en las enzimas de GT en particular (Xu et al.,

2016). Se calculd la constante de degradacién térmica de primer orden (k) (1/s) a cada temperatura
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ensayada mediante el grafico del logaritmo de la actividad remanente relativa versus el tiempo de

tratamiento (s):

L(A>— kt
nA0 =

Donde A es la actividad enzimatica LI o LOX a un tiempo de tratamiento t y A, es la actividad

enzimatica LI o LOX a tiempo cero (actividad asociada al germen de trigo no tratado).

Se evaluod la sensibilidad térmica de la constante k mediante el célculo de la energia de activacion

utilizando la ecuacion de Arrhenius (Kermasha et al., 1993):

Eq
Ln(k) = Ln(ky) — BT

Donde k es la constante cinética de primer orden (1/s) a una temperatura absoluta dada T (K), R es
la constante universal de los gases (8,314 J/mol K), E, es la energia de activacién (J/mol) y kg (1/s)

es el factor preexponencial de Arrhenius. Se determinaron E, vy ko a partir de la pendiente y

ordenada al origen de la representacion gréfica de Ln(k) y%.

La relacion entre el contenido total de humedad vy la correspondiente actividad de agua de un
producto a una temperatura constante genera lo que se denomina una isoterma de adsorcion. Se
utiliza en areas importantes de procesamiento de alimentos como secado, mezclado, envasado y

almacenamiento (Barbosa-Céanovas & Vega-Mercado, 1996).

Los contenidos de humedad de equilibrio de las particulas de germen durante los procesos de
adsorcién y desorcion se determinaron mediante método gravimétrico a 25 °C. Se utilizé un equipo
de adsorcion dindmica de vapor, modelo Advantage | (Surface Measurement Systems Ltd, Reino
Unido). Las particulas de germen se colocaron dentro de una camara a temperatura y humedad
relativa controlada mediante el flujo de nitrégeno. La humedad relativa dentro de la camara se
mantuvo a niveles constantes hasta que la muestra alcanzé el equilibrio en las condiciones fijadas.
El cambio en la masa, una vez alcanzado el equilibrio, de la muestra en cada etapa de humidificacién
(niveles de humedad relativa) fue determinado mediante una micro balanza alojada dentro de la
camara. La determinacién de las curvas de adsorcion y desorcidn se realizd en el rango de 0 a 0,9 de
P/Po (presion parcial de vapor de agua dentro de la cdmara/presion de saturacion de vapor de agua
pura a la misma temperatura). La mencionada relacion de presiones que determina la actividad
acuosa del gas dentro de la cdmara es igual a la definicidon de actividad acuosa de un alimento en el

equilibrio (Gely & Giner, 2000). Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado.
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Diversas expresiones matematicas, de variada aplicacién en el estudio de procesos de transferencia
de masa han sido desarrolladas a partir de conceptos termodindmicos de adsorcion/desorcién, con
el objeto de predecir el contenido de humedad de la muestra (W) en funcién de la actividad de agua.
Estas expresiones fueron generadas con la premisa de permitir su ajuste a los datos experimentales
obtenidos de cada material analizado, algunos de estos modelos matematicos se describen a

continuacion:

- Guggenheim, Anderson y de Boer (GAB)

Este modelo se basa en la teoria de adsorcién multicapa, ha sido utilizado ampliamente para describir
los comportamientos de adsorcion de varios alimentos y se caracteriza por incluir parametros
fundamentados en fendmenos fisicos que ocurren durante los procesos de adsorcion y desorcion.
Este modelo, ademads se caracteriza por otorgar buenas condiciones de ajuste hasta valores de

actividad de agua cercanos a 0,9. La ecuacion correspondiente al modelo de GAB es la siguiente:

_ Wi CKg ay,
(1—KG aw)(l—KG ay+C Kg ay)

w

Donde el coeficiente W, representa el contenido de humedad de monocapa (Giner y Gely, 2005).
Este valor indica la cantidad de agua que se encuentra fuertemente ligada al alimento, es decir que
no se encuentra disponible como solvente o como sustrato (salvo para la oxidacién de lipidos). Los
restantes parametros (C y Kg) se relacionan con la temperatura y con el calor isostérico (conocido
también como entalpia diferencial de sorcion, que otorga una medida de la energia de la unién entre
el agua adsorbida y las moléculas del alimento) durante la adsorcion de agua en los alimentos (Al-

Muhtaseb et al. 2010; Barbosa-Canovas et al. 2007).
- Brunauer, Emmetty Teller (BET)

Este modelo de isotermas de adsorcion describe el fendmeno de adsorcién a nivel de multicapa,
considera que cada sitio activo del material adsorbente se cubre con una molécula de adsorbato, las
subsiguientes capas adsorbidas son consideradas con la suposicién de que no existen interacciones
laterales entre moléculas, siendo la energia involucrada en el proceso de desorcion el valor
correspondiente a la entalpia de vaporizacion del agua pura (omite las interacciones alimento-agua).
Estas suposiciones, junto con la omisidon de la adsorcién capilar provocan que el modelo solo
presente descripciones aceptables del contenido de agua adsorbido hasta actividades de agua
menores a 0,5 (Aviara et al. 2004; Barbosa-Cénovas et al. 2007). La ecu acién correspondiente al

modelo de BET es la siguiente:

_ W Cay
- (1-ay)(1-ay+Cay)

w
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Donde el coeficiente W, representa el contenido de humedad de monocapa, a,, es la actividad de

agua del alimento y C es un coeficiente de la ecuacién.

- Henderson-Thompson

El modelo de Henderson-Thompson o de Henderson Modificado es uno de los modelos utilizados
ampliamente en la literatura para relacionar la actividad de agua con el contenido de humedad y la
temperatura. Este modelo es uno de los adoptados como modelo estandar por la ASAE (American
Society of Agricultural Engineers) para la descripcién de la relacion entre el contenido de humedad
de equilibrio y la actividad de agua en diversos cereales. La ecuacion correspondiente al modelo de
Henderson-Thompson es la siguiente:

1
- _In@-aw)\n
W =001 ( K(T+C))

donde T es la temperatura (°C), K, C y N son coeficientes de la ecuacion.

- Oswin modificado

Modelo empirico, relativamente simple, incluye temperatura como variable para estimar el

contenido de humedad de equilibrio.

W = 0,017

G

donde T es la temperatura (°C), K, C y N son coeficientes de la ecuacién.

El tamafio promedioy los descriptores de forma de las particulas de germen de trigo se determinaron
mediante analisis de imagenes. Las fotografias se tomaron con una camara digital (Cannon Power
Shot S70, EEUU) montada en una lupa (Leica S8 APO, Alemania) utilizando una resolucion de 7,1
Mega pixeles. Se tomaron 10 fotografias de cada muestra desde una vista en plano (superior), con
aproximadamente 9-11 particulas en cada caso (Figura 2.4.A). Cada fotografia incluyé una escala
graduada como referencia. Las imdgenes obtenidas fueron procesadas mediante el software Image)
1.48v (disponible como software libre en http://rsb.info.nih.gov/ij/) (Figura 2.4.B). Particulas con
area menor a 0,1 mm? se descartaron. Se analizaron 4 muestras: GT no tratado, tratado durante 20

min a 180 °Cy durante 20 min a 70 °C en microondas.

A partir de las imagenes procesadas se determinaron los parametros primarios de medicion de

objetos (Caballero, 2003):

- Area proyectada: nimero total de pixeles en el objeto
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- Perimetro: longitud del borde del objeto
- Didmetro de Feret: medida equivalente a la medicién de la particula con un calibre, es decir,
distancia entre los dos planos paralelos que restringen el objeto perpendicular a esa

direccién. Se considerd el diametro maximo, o longitud.

Mg
- . Particula (

Q .‘ |
’:“ -

Figura 2.4. Analisis de imagenes de particulas de germen de trigo. (A) Imagen original. (B) Imagen
obtenida luego del procesamiento. (C) Dimensiones caracteristicas utilizadas para calcular la
relacion de aspecto vy circularidad.

Ademds, se calcularon pardmetros adicionales como:

- Circularidad: Relacion adimensional basada en el area proyectada (A) de la particula y el
perimetro de la proyeccién (P) segln la siguiente ecuacion:

4mA

El valor se aproxima a la unidad para particulas perfectamente esféricas y toma valores

proximos a 0 para particulas extremadamente elongadas.
- Relacién de aspecto (RA): Factor de forma comunmente utilizado que se define como la

relacion entre la longitud del eje menor sobre la longitud del eje mayor (Figura 2.4.C).

RA b
1
Valores pequefios de RA corresponden a particulas elongadas.

- Solidez: Es la medida de las concavidades de una particula. Se define como el area de la
imagen sobre el drea con las concavidades rellenas (Figura 2.5). En la medida que una

particula sea mas sélida, el area de la imagen vy el drea rellena se irdn aproximando,

resultando en un valor de 1.

Figura 2.5. Area (izquierda) y drea con zonas céncavas rellenas (derecha) de una forma equivalente.
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Las propiedades térmicas de los alimentos y bebidas permiten calcular la transferencia de calor en
operaciones unitarias que involucran cambios de temperatura. Son necesarias para disefiar equipos
y estimar tiempo de proceso durante la refrigeracion, calentamiento o secado de alimentos
(ASHRAE, 2006), mientras que las eléctricas permiten evaluar el comportamiento en un campo

eléctrico y magnético.

La capacidad calorifica (Cp) de un cuerpo o sustancia se define como la cantidad de calor necesario
paraincrementar en 1 °C la temperatura de 1 kg de material a una temperatura dada. Es una medida
de la cantidad de calor que debe ser introducido o removido para modificar la temperatura del

material (Singh & Heldman, 2009).

La capacidad calorifica del germen de trigo se determind de manera experimental y por correlaciones
empiricas. De manera experimental, se obtuvo el valor de Cp en funcién de la temperatura mediante
calorimetria diferencial de barrido. Para la medicién y anélisis se utilizé un equipo DSC Pyris 6, Perkin
Elmer, Francia (Curet, Rouaud, & Boillereaux, 2008). Se utilizd el equpo del departamento GEPEA,
Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I'alimentation de Nantes-Atlantique (ONIRIS),
Nantes, Francia. Las muestras individuales (entre 10-12 mg) se calentaron desde 20 a 100 °Ca 0,1
°C/min utilizando una cédpsula vacia como referencia y los termogramas se analizaron con el
programa del calorimetro. Se ensayaron muestras con dos contenidos de humedad diferentes (6,5%

y 15% bs), cada una por triplicado.

Los valores de Cp también se calcularon por correlaciones empiricas segin un modelo que
contempla la influencia de la composicién del producto y la temperatura (Choi & Okos, 1986). Estas

propiedades se calcularon segun lo detallado en la Tabla 2.2.

La conductividad térmica (k) representa la propiedad basica de transporte térmico, y es una medida

de la habilidad de un material para conducir el calor (Sun, 2006).

Se calculd a partir de correlaciones que dependen de la fraccion volumétrica de los componentes

del material (Y) y de la temperatura, segln se detalla en la Tabla 2.2, donde Y se define como:

Xi/pi

Y, = =l
! Z?:le/pl
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Tabla 2.2. Ecuaciones de Choi y Okos (1986) utilizadas para predecir las propiedades termofisicas
del germen de trigo (fraccion sdlida del modelo) en funcidn de la composicion y la temperatura.

Propiedad termofisica Componente Funcién de la temperatura
Conductividad térmica Proteinas k=1,7881x101+1,1958 x 103 T—-2,7178 x 10° T2
n Lipidos k=1,8071x101-2,7604 x 103 T —1,7749 x 107 T?
ks = Z k; Y; Carbohidratos k=2,01x 10"+ 1,3874x 103 T—4,3312 x 10° T?
=1 Fibras k=1,8331x10"1+1,2497x 103 T—3,1683 x 10° T?
Cenizas k=3,2962x101+1,4011x103T-2,9069 x 10°T?
Humedad k=5,7109x 101+ 11,7625 x 10> T —6,7036 x 10° T?
Densidad Proteinas rho=1,3299 x 103—-5,1840x 101 T
Lipidos rho=9,2559 x 102 —4,1757 x 101 T
‘ Carbohidratos rho=1,5991 x 10°—3,1046 x 10* T
Ps = Z Pi X, Fibras rho = 1,3115 x 10° — 3,6589 x 101 T
= Cenizas rho = 2,4238 x 10° - 2,8063 x 101 T
Humedad rho=9,9718 x 10° +3,1439 x 103 T7-3,7574 x 103 T?
Capacidad calorifica Proteinas Cp=2,0082 +1,2089 x 10°3T-1,3129 x 10° T?
ik Lipidos Cp=1,9842 +1,4733 x 10T - 4,8008 x 10° T2
Cps = Z Cp; X;  Carbohidratos Cp =1,5488 +1,9625 x 10°T - 5,9399 x 10° T2
=1 Fibras Cp =1,8459 + 1,8306 x 10T - 4,6509 x 10° T?
Cenizas Cp=1,0926 +1,8896 x 10T - 3,6817 x 10° T?

Humedad Cp=4,1762-9,0864 x 10°T + 5,4731 x 10° T2

k; es la conductividad témica del componente iésimo, Y; es la fraccion volumétrica estimada del
iésimo componente, n es el nimero total de componentes en el alimento, p; es la densidad del
iésimo componente, X; es la fraccion masica del iésimo componente, Cp; es la capacidad calorifica
especifica del iésimo componente.

Las variaciones de temperatura se consideraron en funcién del tiempo para los registros de
calentamiento de GT con aire caliente. Se considerd la temperatura de la muestra para estimar la
conductividad vy la capacidad calorifica. La composicion varid en el tiempo durante el tratamiento
debido a la pérdida de humedad. En consecuencia, la fraccién masica se computd de acuerdo al
contenido de humedad ajustado a tiempos regulares (cada 10 min a 150 °C, 5 min a 180 °Cy 3 min

a 200 °C).

Las propiedades dieléctricas determinan la respuesta de un material sometido a un campo
electromagnético, como ocurre en un horno microondas. La dificultad de las moléculas para
alinearse instantaneamente con el campo electromagnético aplicado lleva a la disipacion de energia
electromagnética. Las propiedades dieléctricas refieren a un nimero complejo que consiste en una
parte real (constante dieléctrica €’) y una parte imaginaria (factor de pérdida €”). La constante

dieléctrica es un indicador de la polarizabilidad de las moléculas y su habilidad de almacenar energia
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eléctrica. El factor de pérdida se relaciona con la absorcidon de energia y disipaciéon de energia

electromagnética desde el campo (Bircan & Barringer, 1995).

Las propiedades dieléctricas se determinaron utilizando el método de sonda coaxial, (kit modelo N2
85070C, Agilent Technologies) con ayuda de un software (85070E, version E04.02.13, Agilent
Technologies) y un analizador de ondas (ENA E5062A, Agilent Technologies) de acuerdo al método
propuesto por Curet, Rouaud, & Boillereaux (2014). Se utilizé el equpo del departamento GEPEA,
Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de I'alimentation de Nantes-Atlantique (ONIRIS),

Nantes, Francia.

El principio consiste en calcular las propiedades dieléctricas a partir de la fase y amplitud de la sefial

reflejada al final de una sonda coaxial inserta en el seno de la muestra a analizar (Figura 2.6).

Analizador de ondas

Sonda dieléctrica

Computadora
(en contacto con
con software
) la muestra)
Agilent

O

Muestra de
germen de trigo

Figura 2.6 Esquema del sistema para medicion de las propiedades dieléctricas. Adaptado de Curet
et al. (2014).

El sistema se calibré utilizando una configuracidn estandar: aire, acero inoxidable y agua destilada.
Las mediciones se realizaron a 2,45 GHz. Las propiedades dieléctricas se midieron colocando la sonda

en contacto con las muestras de germen de trigo.

Las muestras de germen se colocaron en un recipiente plastico (5 g aproximadamente). Los
recipientes se mantuvieron en bafio termostatizado durante 30 min, luego se midié la temperatura
real colocando una termocupla tipo k en el interior del recipiente e inmediatamente se determinaron
las propiedades dieléctricas. Se ensayaron diferentes temperaturas de bafio (20-50 °C). Se realizaron

10 repeticiones a cada temperatura, con 10 mediciones cada vez.

Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado. Se aplicé andlisis de la varianza (ANAVA) a

los datos, las medias se compararon mediante el test LSD (diferencia minima significativa)-Fisher con

53



un nivel de significancia de 0,05. Se utilizé el software estadistico Infostat (Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Cordoba)(Di Rienzo et al., 2011).

2.3. RESULTADOS

El tratamiento con aire caliente del germen arrojé los siguientes perfiles de tiempo-temperatura y

tiempo-humedad para las diferentes temperaturas nominales ensayadas (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Perfiles de temperatura y humedad frente al tiempo para las tres condiciones
ensayadas.

Se observd que en los tres casos las mayores tasas de incremento de temperatura ocurrieron
durante la primera etapa. La pendiente inicial fue mayor para tratamientos a temperaturas mas altas
(180y 200 °C) con respecto a la muestra tratada a 150 °C. En todos los casos la temperatura aumenté

continuamente en el tiempo.

La mayor pérdida de agua (mayores pendientes de la curva %H versus tiempo) coincidié con el
periodo de mayores cambios de temperatura en etapas tempranas del tratamiento térmico. Los
valores de humedad mas bajos (0,26 + 0,04%) se obtuvieron para el tiempo maximo a 150 °C (40
min), sin embargo, en ningln caso la humedad final del producto superd el 1,5% (bs). Para el

tratamiento con aire caliente se consideraron los tiempos maximos que provocaron un tostado
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severo en las muestras, por lo que tratamientos mas largos generaron muestras carbonizadas que

no se consideraron en el estudio.

Para todas las temperaturas ensayadas, el proceso de secado de germen de trigo con aire caliente
corresponde al secado en el periodo de velocidades decrecientes, donde la velocidad de secado
disminuye continuamente con el tiempo. Se reporté que el secado de muchos alimentos y productos
agricolas solo ocurren en este periodo, lo que significa que el limitante de la deshidratacion es la
migracion del agua desde zonas de mayor contenido de humedad hacia la superficie donde se

evapora (Torki-Harchegani, Ghanbarian, Ghasemi Pirbalouti, & Sadeghi, 2016).
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Figura 2.8. Perfil de tiempo-temperatura promedio para los tratamientos con microondas a 70 °C
(A), 60 °C (B) y 50 °C (C), a diferentes temperaturas para cada posicion.

Los perfiles de temperatura de los tratamientos con microondas (Figura 2.8) mostraron que a partir
de 20y 30 segundos de calentamiento se empezd a desarrollar una distribucién no uniforme de la
temperatura considerando los distintos puntos de medicién (AT>4°C a un determinado tiempo). En
una primera etapa se observo la existencia de una zona mas fria en el centro, mientras que la
temperatura de la base y la superficie aumentaron a una misma velocidad. Luego de alcanzar la
temperatura de seteo, cuando la muestra dejé de ser irradiada, la superficie del cilindro empezé a
enfriarse, tomando valores de temperatura incluso menores al centro. Las temperaturas del centro

y de la superficie se igualaron entre los 200 y 270 s para todos los casos. Los perfiles finales de
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temperatura mostraron una zona mas caliente en la base del cilindro, que disminuye gradualmente
hacia la superficie. Las diferencias de temperatura luego de 1.200 s entre los puntos extremos
registrados, a 4 y 1 cm de la superficie, fueron de 13,1, 17,8 y 22,7 °C para temperaturas de
tratamiento a 50, 60y 70 °C, respectivamente. Esto indica que, a mayor temperatura de tratamiento,

mayor gradiente de temperatura en el interior del cuerpo.

Se realizaron 7 repeticiones de cada tratamiento, con desviaciones estandar minimas y maximas de
0,58y 2,78 °C para el sensor de temperatura situado a 1 cm desde la superficie, 0,57 y 2,30 °C para
el sensor de temperatura situado a 2 cm desde la superficie y 0,04 y 2,77 °C para la termocupla

situada a 4 cm de profundidad, que es la de referencia para el control de la potencia de irradiacion.

Se realizaron pruebas adicionales colocando el sensor de temperatura que limita la irradiacion en la
posicion cercana a la superficie (a 1 cm de la superficie en vez de a 4 cm), lo que generd que en el
centroy en la zona media una mayor velocidad de calentamiento, como se muestra en la Figura 2.9.
La configuracién de temperatura final en este caso fue la misma, con una zona mas caliente a mayor
profundidad (4 cm) y una disminucién gradual de temperatura hacia la superficie (1 cm). En este
caso la repetitividad es comparable (desvios entre 0,06 y 3), pero las temperaturas maximas
alcanzadas fueron mayores a las temperaturas de seteo, con diferencias por ejemplo de 27,4 °C ente

la temperaturaa 1l cmy a4 cm de la superficie, luego de 400 s de tratamiento.

Se decidié trabajar con la configuracion utilizada inicialmente (temperatura limitante de irradiacion
a 4 cm de la superficie), ya que es en la base del cilindro donde se presenta el mayor incremento de
temperatura. En este caso la temperatura de seteo es un indicador de la temperatura maxima

alcanzada por la muestra.

Temperatura (°C)

0 100 200 300 400
Tiempo (s)
--------- lem ==-=2cm 4cm

Figura 2.9. Perfiles de tiempo-temperatura promedio para tratamientos con microondas a 60 °C
con el sensor de temperatura que limita la irradiacion en la superficie.
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En general, estos perfiles evidenciaron la generacion volumétrica de calor propio de las microondas,
gue presenta un sistema no homogéneo con una zona mas caliente en la franja opuesta a la
irradiacion, contrario a lo que ocurre durante el tratamiento por aire caliente en la que el calor se
conduce desde las superficies hacia el centro, ya sea la superficie en contacto con el aire o la base
en contacto con la bandeja. En contraposicidn, el calentamiento con microondas se produce por una
absorcion selectiva de energia de las ondas electromagnéticas segun las propiedades dieléctricas del

material, que generan calor en el interior de la pieza y que la calientan volumétricamente.
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Figura 2.10. Evolucion del contenido de humedad para los distintos tratamientos con microondas a
50,60y 70 °C

El contenido de humedad de las muestras tratadas con microondas no presentd modificaciones a lo
largo del tiempo para ninguna de las temperaturas ensayadas (Figura 2.10). Las Unicas muestras que
presentaron diferencias significativas (p<0,05) fueron las de temperatura y tiempo intermedios, a 60
°C durante 5 y 10 min, que podria atribuirse a deficiencias en el acondicionamiento de la muestra

previo al tratamiento, y no a efectos de las microondas en si.

Se realizaron ensayos complementarios para evaluar el contenido de humedad en diferentes zonas,
dividiendo el cilindro de muestra en 4 franjas delimitadas por la posicién de los sensores de
temperatura. Alli se observd que el contenido de humedad solo varié en la superficie del producto
(zona delimitada desde la superficie hasta 1 cm de profundidad) luego de 20 min de tratamiento a
60y 70 °C. El contenido de humedad fue 2,3% vy 2,7% menor con respecto al contenido de humedad
en el resto de la masa de germen. Las zonas inferiores no mostraron diferencias significativas entre

si (contenido promedio de 11,5% vy 13% para el tratamiento a 60y 70 °C).

En general, se puede concluir que el tratamiento por microondas no produjo deshidratacién

significativa del producto en las condiciones ensayadas ya que la superficie expuesta, en contacto
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con el aire, es baja (circulo de 2 cm de didametro) y se encuentra dentro de la guia de onda, resultando

en un espacio confinado sin circulacién de aire.

Mds alld que el disefio de este equipo en particular no haya permitido la pérdida de agua del
producto, cabe destacar que el secado por microondas es un método relativamente nuevo que se
suma a los métodos convencionales de deshidratacion. Existen incluso variantes del secado asistido
por microondas en los que puede combinarse con congelamiento, vacio o aire caliente (Puligundla,
2013). Por otra parte Sudha et al. (2007) utilizaron un equipo de microondas doméstico como

complemento al tratamiento de germen de trigo con vapor para disminuir el contenido de humedad.

La variacion de la energia irradiada en funcion del tiempo obtuvo la tendencia general que se
muestra en la Figura 2.11. La potencia incidente sobre la muestra fue maxima (300 W) durante los
primeros 50 s aproximadamente, momento en el cual la termocupla que registra la irradiaciéon
alcanzd la temperatura de seteo (en este caso 60 °C), el magnetron dejé de irradiar vy
consecuentemente la potencia decayd abruptamente a cero. Transcurrido el tiempo, una vez que
detectd una temperatura inferior a la deseada en el sensor de referencia se emitieron pequefios
pulsos (entre 1 y 2 s) a una potencia variable pero siempre inferior a la potencia maxima, para

corregir la temperatura de la muestra.
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Figura 2.11. Gréfico de potencia incidente, reflejada, transmitida y absorbida por la muestra para
un tratamiento de 7 min a 60°C.

La totalidad de la potencia emitida no fue absorbida directamente por la muestra, sino que una
pequefia proporcion fue reflejada por la guia de onda y otros componentes del equipo (potencia
reflejada), y otra fraccién atravesd la muestra y fue absorbida por una carga de agua al final del

equipo (potencia transmitida). La relacién entre estas fracciones informa acerca de la energia
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electromagnética absorbida por la muestra y responsable de los cambios que se analizaran mas

adelante.

La efectividad de los tratamientos para estabilizar el germen de trigo se evalué a través de la
actividad enzimatica remanente de lipasas (LI) y lipoxigenasas (LOX). En la Figura 2.12 se muestran
los resultados obtenidos de actividad LI y LOX para los diferentes tratamientos térmicos. En general,
la actividad enzimatica disminuyé conforme aumentd el tiempo de tratamiento y fue influenciada
por la temperatura. El tratamiento convectivo fue el que produjo mayor grado de inactivacion de las

enzimas desde etapas tempranas.

La LOX fue levemente afectada por la irradiacién con microondas. Solo se redujo significativamente
luego de 10 min de tratamiento a 70 °C, alcanzando una actividad porcentual residual de 88,79%,
valor que se mantuvo invariante hasta los 20 minutos (p<0,05). Las irregularidades en la actividad
enzimatica obtenidas para los tratamientos a temperaturas mas bajas se podrian atribuir a la falta

de homogeneidad en la distribucién de temperatura.

En contraste, la actividad de la LOX fue drasticamente afectada por el tratamiento con aire caliente.
Temperaturas mas altas y tiempos mds largos provocaron mayor inactivacion. Los valores residuales

de LOX fueron en todos los casos menores a 6%.
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Figura 2.12. Actividad remanente de enzima lipasa (LI) y lipoxigenasa (LOX) luego de tratamiento
con aire caliente (A y C) y microondas (B y D).
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La actividad LI mostré mayor sensibilidad a microondas que la enzima LOX. A 50 °C la lipasa se
mantuvo con actividades residuales elevadas (mayores al 75%) mientras que a 70 °C la disminucion
de la actividad enzimatica fue evidente a partir de los 5 min de tratamiento, llegando a valores que
se pueden asociar a una inactivacion total luego de 10 min. Cabe resaltar que valores de actividad
residual LI negativos se atribuyen a errores de la técnica ya que se midié por un método indirecto
siguiendo la liberacidon de acidos grasos antes y después de un periodo de incubacién. El tratamiento
a 60 °C produjo un comportamiento intermedio a los descriptos anteriormente, con actividad

residual LI proximo al 21% luego de 20 min.

La actividad de LI luego del tratamiento con aire caliente llegd a valores inferiores al 5% luego de 9
min de tratamiento a 200 °C o0 20 min a 180 °C. La pérdida de actividad lipdsica también se observé

a 150 °C, pero a menor velocidad.

En bibliografia, se ha demostrado que el tratamiento en estufa de GT con aire caliente a 90 °C
durante 60 min es efectivo para lograr la inactivacion de LI (Boukid et al., 2018), y que muestras de
GT sometidas a inactivacion térmica por radiofrecuencia o radiacién infrarroja con actividades
enzimdticas del 20% logran estabilidad por al menos 60 dias con una buena calidad de aceite (Liet
al., 2016; Ling et al., 2019). Sin embargo, la inactivacién de las lipasas puede resultar reversible en
funcion del contenido de agua del germen, ya que muestras tratadas térmicamente con actividad
enzimatica minima luego de agregar agua retoman su actividad, por lo que el principal mecanismo
de inactivacion se asocia a la deshidratacion, controlada basicamente por la actividad de agua del
sistema (Vetrimani et al., 1992). En el presente trabajo, la técnica utilizada para la determinacion de
actividad LI tiene en cuenta este hecho ya que la incubacién de las muestras se realiza luego de llevar
el contenido de humedad de la muestra al valor dptimo de la enzima, por lo que se puede afirmar
que la inactivacién lograda fue irreversible. Algunos autores (Li et al., 2016) sostienen que LOX
también evidencia este comportamiento dependiente del contenido de agua, mientras que otros lo
expresan lo contrario (Malekian, Rao, Prinyawiwatkul, & Marshall, 2000). Por otra parte, Vetrimani
et al. (1992) informd que muestras de GT tratadas con microondas obtuvieron poca o nula

reversibilidad de LOX.

La diferencia observada en la actividad enzimatica, tanto de LI como de LOX, entre tratamientos con
aire caliente y con microondas puede atribuirse a diversos factores. Entre ellos la temperatura y el
mecanismo de accién. Las enzimas por su naturaleza proteica tienden a perder su estructura, y
consecuentemente la capacidad de catalizar reacciones a temperaturas elevadas, por lo que no
sorprende que luego de exponer la muestra a 180 °C durante 20 min (con temperatura efectiva de

la muestra de 120 °C) una gran proporcién de ellas alcance la desnaturalizacion. Lo que si resulta
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llamativo es que la inactivacién suceda a temperaturas mucho mas bajas, como las alcanzadas con
microondas. Por ejemplo, se registrd la misma actividad lipasica remanente (30% o menor) para
tratamientos tan dispares como 40 min a 150 °C, 10 min a 180 °C o 6 min a 200 °C en horno
convectivo y tratamientos de 10 mina 60 °C o5 min a 70 °C en microondas. Resulta importante notar
gue las microondas podrian presentar un mecanismo de accion diferente. Se presume que la accién
principal se ejerce a nivel molecular, ya que las ondas electromagnéticas tienen la capacidad de
movilizar las moléculas polares al intentar alinearse con el campo magnético aplicado. Al actuar a
nivel molecular sobre las fracciones polares, las microondas podrian afectar la enzima desde su
estructura o conformacién. La dependencia de la funcionalidad con el contenido de agua de la lipasa
permite suponer que, si se altera ese medio acuoso necesario para su accion, se estaria alterando su

actividad, promoviendo la pérdida de capacidad catalizadora.

Particularmente la lipasa del germen de trigo, a diferencia de las lipasas de otras fuentes se
encuentra unida a membrana (Rose & Pike, 2006). Se sabe que las microondas tienen la capacidad
de romper estructuras celulares (Sumnu & Sahin, 2005), por lo que si ésta se dafia por accién de las

microondas también podria afectar la actividad de la enzima.

Sin embargo, Chen, Reddy, Devi, Chang, & Ho (2016) no encontraron diferencias significativas entre
la cinética de la accién de lipasas purificadas durante calentamiento convencional y microondas al

controlar minuciosamente las rampas de calentamiento en cada caso.

Los diferentes grados de inactivacion de LI y LOX obtenidas para el tratamiento con aire caliente
permitieron el calculo de parametros cinéticos con el fin de evaluar la efectividad de un tratamiento
0 su comparacién con otros. Se logrd un ajuste adecuado a una cinética de primer orden, como se

muestra en la Tabla 2.2

Tabla 2.2. Parametros cinéticos de enzimas lipasa vy lipoxigenasa obtenidos para el tratamiento con
aire caliente de germen de trigo.

. T k ) E, )
Enzima °C) (s) R (k)/mol) kg R
Lipasa 150 5,00E-04 0,94 98,23 6,63E+08 0,99

180 3,10E-03 0,84
200 9,60E-03 0,84
Lipoxigenasa 150 1,80E-03 0,83 24,32 1,77 1,00
180 2,60E-03 0,91
200 3,80E-03 0,89
T: Temperatura, k: constante de degradacion térmica de primer orden, Ea: energia de

inactivacion, kg: factor preexponencial de la ecuacién de Arrhenius.
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En todos los casos la constante cinética de inactivacién aumenté conforme lo hizo la temperatura de
tratamiento. Xu et al. (2016) informaron previamente variaciones de 2 o 3 érdenes de magnitud en
los valores de la constante cinética de inactivacion de LI y LOX de GT para cambios de temperatura

de 45 a 60 °C.

En el tratamiento con aire caliente la energia de activacion fue mayor para la LI, lo que significa que
un pequeiio cambio de temperatura afecta en mayor medida la velocidad de inactivacién de la
enzima. Se puede concluir que la LI presentd mayor resistencia que la LOX en germen de trigo para
tratamiento con aire caliente. Esto resultd opuesto a lo obtenido para microondas, donde se observé
gue la LOX mostrd mayor resistencia que LI, es decir para un mismo tratamiento con microondas
(combinacién tiempo temperatura) LOX presentd mayor actividad residual que LI. Este aparente
cambio de comportamiento por el cual una enzima parece inactivarse antes que la otra se atribuye

principalmente al mecanismo de accién de cada enzima y como la afectan los distintos tratamientos.

Vetrimani et al. (1992) observaron que para un tratamiento de germen de trigo en microondas
domeéstico (750 W) durante 180 s se logré una inactivacion considerable de ambas enzimas, con
mavyor pérdida de actividad LOX que LI (similar a lo observado por el tratamiento con aire caliente),
pero durante el tratamiento también se observd una notable pérdida de humedad (variacion de
10,5% a 1%). Esta fuerte deshidratacién podria explicar por qué la inactivacion de las enzimas es
similar al del tratamiento con aire caliente. Otros autores estudiaron enzimas purificadas de GT
sometidas a tratamientos térmicos con microondas en un equipo de sintesis quimica y en bafio
termostatizado, observando que a 45 °C la LOX presentd mayor resistencia que LI, pero a 60 °C esta
tendencia se revirtié para ambas tecnologias advirtiendo que sélo se debe al incremento de
temperatura (Xu et al., 2016). Ensayos a escala laboratorio revelan que luego de someter el GT a
tratamiento con diferentes técnicas combinadas (como vapor con fluidizacidon o microondas) la lipasa
fue inactivada totalmente, mientras que LOX redujo su actividad en diferentes grados dependiendo
de las técnicas. Se puede concluir, en acuerdo con otros autores (Srivastava et al., 2007; Sudha et
al., 2007) que la sensibilidad relativa de las enzimas LI y LOX a tratamientos térmicos depende

fuertemente del método y las condiciones ensayadas.

Los valores de E; son comparables a los obtenidos por Gili et al. (2018a) para la inactivacién de LI
de GT mediante lecho fluidizado (121,74 kl/mol) y superiores al obtenido por Yondem-Makascioglu,
et al., (2005) para el tratamiento de GT también en lecho fluidizado del tipo spouted (42,5 kJ/mol) y
por Kermasha et al. (1993) para el calentamiento de extractos purificados de LI en bafio
termostatizado (87,44 kJ/mol) y en microondas doméstico (107,26 kJ/mol). Xu et al. (2016) obtuvo
parametros cinéticos mas pequefios para extractos de enzimas LI sometidos a tratamiento térmico

en bafio termostatizado y microondas de sintesis quimica (21,27 kJ/mol para microondas y 21,71
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kJ/mol para bafio térmico), mientras que los valores obtenidos para LOX resultan similares a los aqui

obtenidos (29,98 kl/mol para microondas y 32,91 kJ/mol para bafio térmico).

Se encontraron en bibliografia valores de energia de activacién de 119y 180 kJ/mol para las isozimas
de LOX de soja (Kermasha et al. 1993), 48,34 kJ/mol para peroxidasas 0 93,52 kJ/mol para catalasas
de porotos verdes (Ruiz-Ojeda & Pefias, 2013).

Cabe aclarar que no se calcularon los parametros cinéticos para el tratamiento con microondas
porque no se lograron los niveles de inactivacion enzimatica necesarios en las condiciones

ensayadas.

La Figura 2.13 muestra la evolucion de la actividad de agua para las distintas muestras ensayadas. Se
observaron diferencias significativas en el efecto de las dos tecnologias propuestas sobre la ay del
GT. Las muestras tratadas con microondas tuvieron una actividad de agua inicial superior y no
mostraron grandes cambios con el tiempo y temperatura de irradiacion en comparacion con las
muestras tratadas con aire caliente. Las diferencias en este caso estan altamente ligadas a la pérdida
de agua durante los tratamientos. Como se dijo anteriormente, resulta evidente que durante el
tratamiento con microondas la pérdida de agua no fue significativa, por lo que no son esperables
cambios en la aw. Las Unicas diferencias significativas que marcaron una tendencia general en el
tiempo se observaron a 70 °C, donde luego de los 20 min de tratamiento la ay cayd desde 0,71 (no
tratado) a 0,66. El valor resultante fue igualmente alto y propicio para actividad LI durante el

almacenamiento (Li et al., 2016).

La disminucién gradual y significativa de la aw (p<0,05) alcanzé valores de 0,047, 0,176 y 0,158 para
los tratamientos mas largos a 150, 180 y 200 °C, respectivamente. El hecho de que la ay de las
muestras procesadas se mantengan muy por debajo del valor de la muestra no tratada se considera
como un factor que retarda el desarrollo de rancidez de las muestras (Yondem-Makascioglu et al.,
2005), aunque valores inferiores a 0,2 pueden potenciarlos (Labuza & Dugan Jr, 1971). Los resultados
aqui presentados son similares a los obtenidos por Yondem-Makascioglu et al. (2005) para

tratamiento en horno convectivo a 200 °C.

Ling et al. (2019) reportaron que las muestras de GT pueden perder o absorber agua del ambiente
durante el almacenamiento en funcién de su aw, debido principalmente a la permeabilidad del
material de empaque. Segln estos autores, el GT no tratado presentd un descenso en su ay (desde

0,632 a 0,605) luego de 120 dias de almacenamiento, mientras que contrariamente las muestras

63



estabilizadas térmicamente aumentaron su ay luego del almacenamiento (ay inicial de 0,112 vy final

de 0,406).
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Figura 2.13. Evolucion de la actividad de agua para el tratamiento de germen de trigo con aire
caliente a 150 °C (A), 180 °C (B) y 200 °C (C) y microondas 50 °C (D), 60 °C (E) y 70 °C(F).

Se realizé el andlisis sorcional sobre 3 muestras de GT a 25 + 1 °C: muestra de GT no tratado (12,98
+ 0,41% de humedad, Molino B), GT tratado con microondas durante 20 min a 70 °C (70-20; 12,76
0,48% de humedad bs) y germen tratado con calor convectivo por 20 min a 180 °C (180-20; 1,34 +

64



0,14% de humedad bs). La Figura 2.14 muestra los resultados experimentales de contenido de

humedad de equilibrio en funcién de la actividad de agua obtenidos para el proceso de adsorcién vy

desorcién.

En base a la clasificacion general de las isotermas de adsorcién (Brunauer, Deming, W., & Teller,
1940), se observa que en todos los casos ensayados la curva tiene forma sigmoidea tipo Il. La mayor

parte de los alimentos corresponden a este tipo de isoterma (Fennema, 1996).

En las isotermas, el punto de inflexién se hallé en valores de actividad de agua cercanos a 0,4, lo cual
es coincidente con Gili et al. (2017b). Por debajo de este valor se considera que estd el valor de
formacién de la primer monocapa y las multicapas siguientes (Renshaw, Dimitrakis, Robinson, &
Kingman, 2018). El agua de monocapa debe ser pensado como una aproximacion de la cantidad de
agua necesaria para formar una monocapa sobre los grupos polares de la materia seca (Fennema,

1996). El agua de la monocapa se caracteriza por estar ligada fuertemente, no es congelable y no

estd disponible para reacciones quimicas.
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Figura 2.14. Curvas de adsorcion y desorcion de agua para germen de trigo no tratado (A), tratado
durante 20 min en microondas a 70 °C (B) y en estufa a 180 °C (C).

En todos los casos, también quedd en evidencia la irreversibilidad del proceso de adsorcién de agua
al encontrar diferencias entre las curvas de adsorcién y de desorcién, como usualmente ocurre en
alimentos (Galdeano et al., 2018). La magnitud de la histéresis, la forma de las curvas y los puntos

de inicio y terminacién de la histéresis pueden variar considerablemente dependiendo de factores
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como la naturaleza del alimento, los cambios fisicos que suceden cuando el agua es removida o
agregada, la temperatura, la velocidad de desorcidon y el grado de remocion de agua durante la
desorcién (Fennema, 1996). La histéresis, calculada como la diferencia entre cantidad de agua en
equilibro en la curva de desorcion y la de adsorcién (g agua/g GT bs) para una actividad de agua
determinada, fue mayor en la muestra de germen de trigo no tratado, con respecto a la que recibio
los tratamientos. En la muestra no tratada la maxima histéresis fue de 0,014 g agua/g GT bs, mientras
que para las muestras tratadas fue de 0,012 agua/g GT bs. En todos los casos el valor maximo se
observo para ay de 0,1%. En general el fendmeno de histéresis se encontré en actividades de agua
comprendidas entre 0,05 y 0,7 para el germen no tratado, 0,05y 0,8 para el germen tratado a 180

°Cy el irradiado con microondas.

De acuerdo a las isotermas, el contenido de agua de las muestras corresponde a actividades de agua
de 0,73 para germen de trigo no tratado, 0,72 para el irradiado con microondas, y 0,12 para el
tratamiento con aire caliente. Segin Fennema (1996) el limite critico para la actividad enzimatica y
el crecimiento de microorganismos es de 0,6-0,7. Por debajo de este valor, se reducen los procesos
de deterioro y el crecimiento de microorganismos Por estas razones, es recomendable almacenar
el germen de trigo en un intervalo de actividad de agua de 0,4-0,5 o lo que es lo mismo, utilizando

los datos de las isotermas de adsorcion, en un intervalo de humedad de 5y 8% (bs).
- Modelado de las curvas de adsorcién

Se ajustaron los datos experimentales de las curvas de adsorcién a los modelos empiricos y
semiempiricos descriptos anteriormente. Los coeficientes que resultan del ajuste al modelo de GAB
y BET se presentan en la Tabla 2.3, mientras que los pardmetros de los modelos de Henderson-
Thompson (H-T) y Oswin modificado se muestran en la Tabla 2.4. Debido a que el modelo de BET es
valido para actividades de agua menores a 0,5 (Al-Muhttaseb, McMinn, & Magge, 2002), se ajustaron
las curvas para el intervalo de aplicabilidad. Considerando que el intervalo de mayor interés en el
area de los alimentos abarca a, desde 0,1 hasta 0,9, la ecuacion de la isoterma BET presenta una

limitacion importante para su utilizacion.

Al restringir los valores de ay se logrd un mejor ajuste y se modificaron algunos parametros, tomando
el pardmetro Cy Wy, valores mas cercanos a los obtenidos por GAB. Vale recordar que GAB se basé
en la teoria de BET de la monocapa para explicar el fenémeno de adsorcién, siendo una version

modificada del primero, considerando un cuarto pardmetro de ajuste (Kg).

En general, todos los modelos ensayados obtuvieron un buen ajuste (R > 0,9). Si se utiliza como
criterio de seleccién el coeficiente de correlacién, el que mejor ajusta es GAB. Ello es coincidente

con Gili et al. (2017b). Tanto la muestra tratada en estufa como la tratada en microondas obtuvieron
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valores menores de contenido de humedad de monocapa (Wn), siendo mayor la diferencia al irradiar
las muestras con microondas. Tal fendmeno se puede deber a la desnaturalizacion térmica de las
proteinas que provocan la exposicidn de grupos hidrofébicos, reduciendo los puntos hidrofilicos para

el enlace de las moléculas de agua durante la adsorcién.

Tabla 2.3. Parametros determinados a partir del ajuste de los modelos de GAB y BET a los datos
experimentales para germen de trigo no tratado (control), germen tratado con microondas a 70°C
durante 20 min (70-20) y con aire caliente a 180 °C durante 20 min (180-20).

Modelo  Muestra W Kg C R? s
BET control 0,030 (0,001) - - 14,009 (0,586) 0,973 0,015
O<aw<0,9 70-20 0,031 (0,001) - - 15,108 (0,730) 0,978 0,013
180-20 0,031 (0,001) - - 14,643 (0,771) 0,975 0,014
BET control 0,039 (0,001) - - 3,890 (0,503) 0,997 0,001
aw<0,5 70-20 0,036 (0,001) - - 5,852 (0,528) 0,998 0,001
180-20 0,036 (0,001) - - 5,144 (0,599) 0,997 0,001
GAB control 0,053 (0,002) 0,916 (0,007) 2,293 (0,272) 0,999 0,002
O<aw<0,9 70-20 0,049 (0,002) 0,934 (0,007) 2,964 (0,448) 0,999 0,003

180-20 0,052 (0,003) 0,923 (0,010) 2,454 (0,434) 0,999 0,003
Wn: contenido de humedad de monocapa, Kg y C constantes de los modelos. Los errores

asintéticos standard asociados a cada parametro se encuentran entre paréntesis.

Se encontré en bibliografia que la actividad enzimatica virtualmente cesa a valores de a,, menores al
valor de monocapa de BET. Ello se debe a la baja movilidad del sustrato y la dificultad de difundir
hacia el sitio reactivo de la enzima. A niveles tan bajos de humedad los cambios quimicos también
son complejos. Dos de los cambios mas importantes que ocurren en alimentos con tan baja aw son
las reacciones de pardeamiento de Maillard y las de oxidacion de lipidos. Sin embargo, en general
una aw baja restringe la movilidad de los reactivos y se reduce el pardeamiento. Para a, mas elevadas,
el pardeamiento llega a un maximo. El agua es un producto de la condensacion durante el
pardeamiento y a mayores niveles de agua, las reacciones de pardeamiento disminuyen su velocidad
por inhibicion por producto. A contenidos de humedad elevados, el agua diluye los reactantes y la
velocidad de pardeamiento decae. La oxidacidn de lipidos ocurre a valores bajos de ay, debido a la
intervencion de radicales libres. Por encima del valor de monocapa de BET, los antioxidantes y

agentes quelantes se solubilizan y reducen la velocidad de oxidacion (Blimich, 2005).

En la Figura 2.15y 2.16 se muestran los datos experimentales y predichos de acuerdo a los modelos
ensayados. En general se observa buena correspondencia entre los datos predichos vy

experimentales.
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Tabla 2.4. Parametros determinados a partir del ajuste de los modelos de Henderson-Thompson
(H-T) y Oswin modificado a los datos experimentales para germen de trigo no tratado (control),
germen tratado con microondas a 70°C durante 20 min (70-20) y con aire caliente a 180 °C durante
20 min (180-20).

Modelo Muestra

K C N R? S
H-T control  0,4183 (0,0059) 0,3353 (0,0072) 0,8259 (0,0077) 0,9968 0,0058
70-20  0,4644 (0,0080) 0,0748 (0,0113) 0,8107 (0,0113) 0,9941 0,008
180-20 0,4068 (0,0074) 0,1998 (0,0085) 0,8157 (0,0097) 0,9954 0,007
Oswin control 2,587 (0,0012) 1,278 (0,0009) 1,5138 (0,0014) 0,9976 0,0049
modif. 70-20  0,9357 (0,0009) 3,8114 (1,94E-7) 1,4947 (0,0012) 0,9986 0,0039
180-20 11,5568 (0,0012) 2,0831 (3,28E-7) 1,5022 (0,0015) 0,9975 0,0051

K, Cy N son pardmetros de los modelos. Los errores asintoticos standard asociados a cada
pardmetro se encuentran entre paréntesis.
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Figura 2.15. Contenido experimental de humedad (bs) en funcién del contenido de actividad de

agua durante adsorcion. Datos experimentales de muestras de germen de trigo control (e), tratado
con microondas a 70 °C durante 20 min ( A) y tratado en horno convectivo a 180 °C durante 20
min (m). Valores predichos segiin modelos sorcionales de BET, GAB (A, Cy E), Henderson-
Thompson (H-T) y Oswin modificado (B, Dy F).
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Figura 2.16. Contenido experimental de humedad (bs) en funcién del contenido de actividad de
agua durante adsorcién. Datos experimentales de muestras de germen de trigo control (A), tratado
con microondas a 70 °C durante 20 min (B) y tratado en horno convectivo a 180 °C durante 20 min

(C). Valores predichos segiin modelo sorcional de BET para actividades de agua menores a 0,5.

Los modelos de Henderson-Thomson y Oswin modificado, a pesar de su simplicidad, obtuvieron
predicciones aceptables del contenido de humedad de equilibrio de GT (R? entre 0,9941-0,9978 y
0,9975-0,9986, respectivamente). La ecuacién de Oswin obtiene mejores predicciones para
alimentos con alto contenido de almiddn y un ajuste razonable para carnes y vegetales, mientras
gue se encontraron buenos ajustes del modelo de Henderson — Thomson para productos variados

como cebollas, ananas y granos de cocoa (Al-Muhttaseb et al., 2002).

Los parametros de color evidenciaron cambios durante los tratamientos ensayados, especialmente
para el calentamiento con aire caliente (150, 180 y 200 °C) (Figura 2.17). Las muestras irradiadas
tuvieron pequefias variaciones, siendo L* el Unico pardmetro que decayé de manera significativa
(p<0,05) con respecto al control, pero de una manera poco evidente, con valores de 64,21 para la
muestra no tratada y 62,65 luego de 20 min a 50 °C, 61,74 a 60 °Cy 61,28 a 70 °C. Los valores de
luminosidad fueron en general mas bajos que el del germen no tratado, lo que se asocia a
tonalidades mds oscuras. Para el tratamiento con aire caliente la disminucién de luminosidad fue
gradual para la muestra tratada a 180 °C, y efectos similares se observaron a 150y 200 °C. En general,
las muestras se tornaron mas rojizas, asociados a mayores valores de a*, pero sin una tendencia en

el tiempo. Los valores de b* (variaciéon cromatica azul-amarillo) y del indice de pardeamiento (BI)
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presentaron diferencias significativas con respecto al control en todos los casos (p<0,05),
evidenciando tonalidades mas amarillentas y naranjas luego del tratamiento con aire caliente. Como
es de esperar, las diferencias con respecto al control fueron mayores a temperaturas de tratamiento

mas elevadas.
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Figura 2.17. Evolucién de pardmetros de color de germen de trigo tratado en estufa a 150, 180y
200 °Cy en microondas a 50, 60y 70 °C. L* (A), a*(B), b* (C), indice de pardeamiento (D).

Los valores del indice de pardeamiento mostraron una tendencia creciente con los tratamientos
térmicos de las muestras. A 150 °C la diferencia fue significativa solo para el tratamiento mas largo,
mientras que para 180 y 200 °C los cambios se mostraron a partir de los 5 y 6 minutos,
respectivamente. El incremento de Bl se asocia al pardeamiento no enzimatico por reacciones de

Maillard que suceden entre azlcares y aminoacidos y a reacciones de caramelizacion.

Estos resultados indicaron que el tratamiento con microondas no modifico el color de las muestras
de GT, evitando el pardeamiento que suele generar la aplicacién de calor sobre los alimentos, como

el observado para el tratamiento con aire caliente.
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Se determind el tamafio de las particulas de germen de trigo y los pardmetros de forma basados en

imdagenes. Los pardmetros obtenidos se muestran en la Tabla 2.5

Tabla 2.5. Propiedades de las particulas de germen de trigo determinadas mediante andlisis de

imagenes.
180 °C 0 min 180 °C 20 min 70°C0Omin 70 °C 20 min
AP (mm?) 1,46 + 0,78 A 1,32 £+ 058 A 1,22 + 0,69 a 1,31 + 0,61 a
Perimetro(mm) 7,00 = 3,43 A 7,02 £+ 2,01 A 6,66 + 300 a 6,67 + 2,19 a
DF (mm) 1,76 + 0,54 A 1,68 £+ 041 A 1,51 £+ 049 a 154 + 045 a
Circularidad 0,42 + 0,16 B 0,34 + 0,10 A 0,33 + 0,12 a 041 + 0,13 b
RA 1,58 + 0,46 A 1,51 + 0,34 A 1,50 £+ 0,33 a 145 + 0,33 a
Solidez 0,87 + 0,05 A 0,86 + 0,06 A 0,85 + 0,05 a 0,87 + 0,06 a
AP: Area proyectada; DF: didmetro de Feret; RA: relacidn de aspecto. Valores con letras y

tipografias comunes en una misma fila no son significativamente diferentes p> 0,05

Se observo una diferencia de tamafio entre las muestras provenientes del Molino A (180 °C 0 min y
180 °C 20 min) y Molino B (70 °C 0 min y 70 °C 20 min). Las del segundo molino presentaron area
proyectada, perimetro y diametro de Feret significativamente inferior, lo que evidencia particulas
mas pequefias. En cuanto a la forma, el GT del Molino B tuvo particulas menos esféricas, asociados
a menores valores de relacién de aspecto y circularidad. Ambos molinos presentaron resultados
similares de solidez, préximos a la unidad, lo que indica que las muestras no presentaron bordes
concavos. Por otra parte, no se evidenciaron cambios significativos en los pardmetros de tamafio y

forma debido al tratamiento con aire caliente y microondas.

El angulo de reposo es considerado un pardmetro fisico que describe el comportamiento de los
materiales particulados. En este caso se vio muy poco afectado por el tratamiento con aire caliente
(Tabla 2.6), no asi por las microondas, pero no se observaron diferencias significativas para los

tratamientos analizados (p<0,05).

Tabla 2.6. Angulo de reposo de germen de trigo no tratado y tratado con aire caliente y microondas

Muestra Angulo de reposo

180°COmin 36 £+ 1 A
180°C20min 37 £ 1 A
70°C0O min 42 + 1 B
70°C20min 42 + 1 B

Valores con letras comunes no son significativamente diferentes p> 0,05
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El pequefio incremento observado para las muestras con tratamiento con aire caliente se puede
atribuir a la diferencia en el contenido de humedad. A mayor contenido de humedad el sistema es
mas cohesivo y es necesaria una pendiente mayor para que la muestra se deslice (Beakawi Al-

Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018).

La Figura 2.18 muestra los valores estimados y experimentales de capacidad calorifica del germen.
Los valores estimados fueron menores que los medidos, especialmente considerando la muestra de
mayor contenido de humedad (15%). La brecha entre los valores experimentales y estimados se
incrementd conforme lo hizo la temperatura.

A pesar de que en ambas curvas se observd un incremento con la temperatura, la capacidad
calorifica obtenida mediante las correlaciones de Choi y Okos (1986) tuvieron una mayor
dependencia con el contenido de humedad y su valor descendié significativamente a medida que el
secado prosiguid. Los valores estimados fueron desde 1,907 a 2,158 kJ/kg/K considerando todas las
temperaturas y tiempos.

Los valores promedios de Cp medidos experimentalmente (Molino B) entre los 30 y 90 °C fueron
2,19+0,01 ki/kg Ky 2,43 £ 0,01 ki/kg K para la muestra de 6,5% y 15% humedad, respectivamente.
Estos valores resultaron superiores a los obtenidos por Kim et al. (2003) para germen de trigo de 8,
12 y 16% de humedad con 1,08, 1,51 y 1,94 ki/kg K, respectivamente, o los estimados segun las
ecuaciones de Siebel que relacionan el Cp al contenido de humedad de la muestra, que arrojaron
valores de 1,05 y 1,34 kl/kg K para muestras de humedad de 6,5 y 15%, respectivamente (Singh &
Heldman, 2009).

En el termograma de la muestra de 15% H(bs) (Figura 2.18.) se observan 2 picos, a diferencia de la
curva de la muestra de 6,5% H (bs), que solo tiene uno de ellos. Estos picos entre 60 y 80 °C se
pueden atribuir a cambios estructurales de la muestra. Estudios previos sobre proteinas aisladas de
germen (Meriles, Steffolani, Leon, Penci, & Ribotta, 2019) muestran que la desnaturalizacién
proteica sucede entre los 80 y 90 °C, por lo tanto los picos observados no pueden atribuirse a éstas
fracciones.

Otros alimentos, como almendras, avellanas y mani presentan un valor de Cp a temperatura
ambiente de 2,20, 2,09 y 2,23 kl/kg K (ASHRAE, 2006). Alimentos mas himedos como papas y
manzanas tienen valores de Cp mas elevados (3,43 y 3,59 ki/kg K respectivamente), mientras que
metales normalmente utilizados en industria alimenticia como aluminio o acero inoxidable se
caracterizan por tener capacidades calorificas menores (0,89 y 0,46 kli/kg K, respectivamente)

(Fellows, 2000).
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Figura 2.18. Capacidad calorifica especifica de germen de trigo en funcion de la temperatura de la
muestra durante calentamiento térmico a (150, 180 y 200 °C). Cp 150, Cp 180y Cp 200 se
estimaron segun correlaciones de Choi & Okos (1986). También se muestra el Cp medido por DSC a
2 contenidos de humedad (Cp DSC 15% H (bs) y Cp DSC 6,5%).

Se calculd la conductividad térmica de las particulas de germen de trigo considerando la variacion
de la temperatura y composicién (Figura 2.19). Los “escalones” observados en las curvas se deben a

los cambios en el contenido de humedad de la muestra. La conductividad térmica varié entre 0,33 y

0,66 W/m K.
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Figura 2.19. Conductividad térmica de germen de trigo en funcién de la temperatura de la muestra
y la composicion (Choi & Okos, 1986).
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Se observé un incremento continuo en funcién de la temperatura y el tiempo. Otros autores
determinaron experimentalmente la conductividad del germen de trigo, obteniendo valores entre
0,054 y 0,090 W/m K, con una gran dependencia del contenido de humedad (Kim et al,, 2003). Otros
autores reportaron valores entre 0,2 y 0,25 W/m K para granos de trigo (Sergio A. Giner &

Mascheroni, 2001).

Las propiedades dieléctricas son los principales parametros que brindan informacién sobre la
interaccién de los materiales con energia electromagnética durante el calentamiento dieléctrico.
Estas propiedades ganaron interés en la aplicacién de alimentos que se someten a tratamientos con
microondas o radiofrecuencias. El conocimiento de las propiedades dieléctricas de un alimento en
particular es fundamental para comprender y modelar la respuesta del material en un campo
electromagnético, a ciertas frecuencias y temperaturas (Sosa-Morales, Valerio-Junco, Lopez-Malo,

& Garcia, 2010).

Las propiedades dieléctricas son basicamente 2: la constante dieléctrica (¢") describe la habilidad de
un material para almacenar le energia cuando se somete a un campo eléctrico e influencia la
distribucidn y la fase de las ondas a través del material, y el factor de pérdida (€¢”) que describe la
habilidad de disipar energia en respuesta a un campo eléctrico aplicado o varios mecanismos de
polarizacién, que comunmente resulta en generacion de calor. La cantidad de energia térmica

convertida en el alimento es proporcional al valor del factor de pérdida (Sosa-Morales et al., 2010).

Segln los valores aqui obtenidos (Tabla 2.7), el GT, al igual que otros alimentos, puede ser
considerado dieléctricamente inerte (¢' <3y €” <0,1) y al compararlo con fluidos acuosos iénicos o

agua, puede ser considerado como transparente a la energia (Sosa-Morales et al., 2010).

Se ensayaron diferentes temperaturas de muestra y se evaluaron las propiedades dieléctricas de
germen de trigo no tratado proveniente del Molino B. No se encontré tendencia con la temperatura,
lo que se adjudica a que la muestra no llegd a equilibrio térmico en el bafio (a mayores temperaturas
de bafio, mayor fue la diferencia con respecto a la temperatura efectiva de la muestra), a la presencia
de aire entre particulas que actla como aislante y al escaso contacto entre el germen de trigoy la
sonda. Cabe recordar que el método de la sonda coaxial es recomendado para liquidos y semisdlidos,
mientras que para la utilizacién en sélidos la superficie en contacto con la sonda debe ser plana
(Nelson, 2015), aunque igualmente se encuentran aplicaciones de este método en otros cereales y

oleaginosas (Boldor, Sanders, & Simunovic, 2004; Nelson, 2015).

Por lo general los alimentos, y el germen de trigo en particular, tienen mayores valores de constante

dieléctrica (g') y factor de pérdida (¢”) al aumentar la temperaturay el contenido de humedad debido
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principalmente al incremento de la movilidad de los iones que favorece la polarizacién de las

moléculas y la conductividad idnica (Ling et al., 2018).

Tabla 2.7. Propiedades dieléctricas de germen de trigo

T bafio (°C) T muestra (°C) g’ g”

20 20 1,42 £+ 0,16 0,16 £ 0,03

40 30,5 1,99 £+ 0,27 0,39 = 0,10

50 33 1,20 £+ 0,14 0,20 £ 0,06

60 45,4 1,50 £+ 0,12 0,15 = 0,04

70 50,3 1,57 £+ 0,15 0,13 = 0,04
n=400

Ling et al. (2018) evaluaron las propiedades dieléctricas del GT no tratado (7,05% de humedad) en
el rango de las radiofrecuencias (frecuencias mucho menores que microondas, entre 1-50 MHz),
obteniendo valores de 2,78 y 0,30 a 25 °Cy de 4,33y 0,54 a 70 °C para €" y €”, respectivamente. Las
propiedades dieléctricas de la mayoria de los materiales varian con muchos factores. En materiales
higroscopicos como productos agroindustriales, la cantidad de agua es en general el factor
dominante, aunque también dependen de la frecuencia del campo eléctrico aplicado, la temperatura
del material, la densidad, la composicion y la estructura del material. En materiales particulados, la
densidad aparente es otro aspecto importante. Las dependencias con la frecuencia y temperatura
de las propiedades dieléctricas de la mayoria de los materiales son complicadas y deben ser
determinadas experimentalmente a las frecuencias y condiciones de interés (Nelson, 2015). Por este
motivo comparaciones con otras matrices resultan de analisis complejo ya que deben realizarse en

condiciones especificas.

2.4. CONCLUSION

En el presente capitulo se analizd la efectividad de los tratamientos con aire caliente sobre la
actividad enzimatica del germen de trigo. Tratamientos de 40 min a 150 °C, 20 mina 180 °Cy 12 min
a 200 °C llevaron a actividades residuales por debajo del 6% en ambos casos.

Durante el tratamiento con microondas la generacion de calor fue un factor importante a controlar.
En el equipo utilizado las temperaturas mas elevadas se observaron en la zona mas alejada del lugar
de incidencia de las ondas. Tratamientos a 60 °Cy 70 °C durante 20 min provocaron una inactivacion
parcial y total de la lipasa, respectivamente, mientras que la lipoxigenasa no fue afectada por la
irradiacion de microondas en las condiciones ensayadas.

Durante el tratamiento con aire caliente la pérdida de humedad fue importante, lo que afecté
también la actividad de agua del sistema. En contraste, el contenido de humedad v la actividad de
agua no fueron afectados significativamente por las microondas. En cuanto al comportamiento

durante la sorcion y desorcién de agua, el germen de trigo reprodujo una isoterma de tipo Il y
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presentd histéresis. El valor de contenido de humedad de monocapa disminuyd para ambos
tratamientos con respecto al control, lo que se atribuye principalmente a la desnaturalizacion
proteica. El modelo que describe mejor el comportamiento durante la adsorcién de agua en todo el
rango de ay fue el de GAB.

No se vieron afectadas las propiedades dimensionales ni los descriptores de forma como
consecuencia de ambos tratamientos. El pardeamiento no enzimatico se evidencié con el cambio de
coloracién durante el tratamiento con aire caliente, no asi durante la aplicacion de microondas.

En conclusion, el tratamiento convencional con aire y el de microondas produjeron diferentes
mecanismos de transferencia de calor y de accién sobre las enzimas, otorgando efectos diferentes

sobre las propiedades fisicas.
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CAPITULO 3: Efecto de los tratamientos térmicos sobre las
propiedades quimicas y funcionales del germen

3.1. INTRODUCCION

Los cambios fisicos y quimicos que ocurren durante el procesado de alimentos imparten ciertas
propiedades al producto final, pero en la mayoria de los casos con los tratamientos térmicos
convencionales se registra una pérdida de nutrientes y alteracién de sus propiedades organolépticas.
Un manejo adecuado de estas reacciones y cambios fisico-quimicos son necesarios para asegurar
gue el producto mantenga su valor nutricional y vida Util extendida (Barbosa-Canovas & Vega-

Mercado, 1996).

El estudio de los fendmenos que ocurren en la fraccion lipidica de un alimento durante el
procesamiento resulta relevante debido a que el desarrollo de ciertas reacciones se asocia a grandes
problemas de calidad. Su estudio puede permitir evaluar entre otras cosas si se preservaron ciertos
atributos considerados nutricionalmente beneficiosos, como el contenido de &cidos grasos
poliinsaturados, o prevenir el desarrollo de atributos sensorialmente desfavorables como aromasy
sabores asociados al enranciamiento. Por ejemplo, algunos autores encontraron particularmente en
germen de trigo, una mayor pérdida de acidos grasos insaturados como el linoleico y linolénico
cuando el germen es tratado en lecho fluidizado y horno rotativo, con respecto al material secado al
vapor (Srivastava et al., 2007), coincidiendo con desarrollo de olores y sabores desagradables en las
muestras del primer grupo. Por otra parte, Sjovall et al. (2000) sugirieron que incluso un tratamiento
a temperaturas bajas con microondas mejora la estabilidad oxidativa del germen de trigo. En otras
matrices, al comparar el efecto de diferentes tecnologias sobre la calidad lipidica del producto,
Thanonkaew Wongyai, McClements, & Decker (2012) observaron que la estabilizacién de salvado de
arroz obtuvo mejores parametros de indice de perdxidos y acidez para tratamientos de microondas
con respecto a la aplicacién de aire caliente y vapor. Queda claro también que las reacciones que

ocurran dependen de la extensidn de cada tratamiento y condiciones utilizadas.

Otro factor que influye de manera relevante en la oxidacion de lipidos es la actividad de agua. Si un
alimento es susceptible a la oxidacion, como sucede en los granos de los cereales por el contenido
de 4cidos grasos insaturados, es necesario tener en cuenta que la velocidad relativa de oxidacién es

maxima a valores intermedios en el rango de actividad de agua, entre 0,55y 0,85, y alta para valores
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de 0 a 0,2. Ello se debe a que el agua actua principalmente como solvente, moviliza reactantes y
puede interactuar quimicamente o mediante unién por puente de hidrégeno con otras especies

(Labuza & Dugan Jr, 1971).

Asimismo, la oxidacién también es responsable de inestabilidad de pigmentos, pérdida de vitaminas
e inicializa en algunas ocasiones reacciones no enzimaticas (Rahnan, 2002). En arroz por ejemplo, el
tratamiento con microondas resultd positivo para la inactivacion de las enzimas, pero disminuyo
sensiblemente el contenido de tiamina, siendo mayor su efecto a potencias elevadas (Zhong et al.,

2013).

La disponibilidad de los aminodacidos de las proteinas en los alimentos puede verse reducida como
resultado de un procesamiento térmico excesivo, como ocurre por ejemplo en la produccion de
leche en polvo, concentrados de proteina de pescado, expeller de oleaginosas y galletitas

enriquecidas con proteina (FAO/WHO, 1973).

La desnaturalizacién térmica de las proteinas es un campo con alta repercusion en la calidad y textura
de un alimento, y depende en parte de la cantidad de agua presente. El tostado también genera
sabores particulares y colores dorados asociados a las reacciones de Maillard en el que se consumen

aminoacidos (Ibanoglu, 2002).

En germen de trigo, la temperatura de secado puede disminuir la solubilidad de las proteinas para
su extraccion, o reducir el nimero de grupos -SH (Shurpalekar & Rao, 1977). Por otra parte, un efecto
similar se reportd en el uso de microondas, que disminuyd la extractabilidad de las proteinas

(Vetrimani et al., 1992).

Ahora bien, no todos los efectos de la temperatura sobre los alimentos son negativos. Algunos
compuestos especificos de las plantas, sintetizados mayormente para proteger a las semillas de los
insectos o virus y hongos, conocidos como factores antinutricionales, pueden verse reducidos
drasticamente durante los procesos térmicos (Caballero, 2003). Algunos factores antinutricionales
presentes en el germen de trigo son el acido fitico, lectinas e inhibidor de tripsina (Boukid et al.,
2018). El 4cido fitico acompleja minerales importantes para la nutricién humana, por lo que limita su
biodisponibilidad. Las lectinas o aglutininas son un grupo de proteinas o glicoproteinas naturales que
incrementan la permeabilidad intestinal y pueden dafiar su revestimiento. Por su parte, los
inhibidores de tripsina tienen la capacidad de bloguear la absorcion de proteinas y digestion a través
de la inhibicidn de la tripsina pancreatica y la quimotripsina en el intestino (Avilés-Gaxiola et al., 2018;

Caballero, 2003). Durante el procesamiento térmico de germen de trigo para su estabilizacion se
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producen reacciones en paralelo, o efectos colaterales entre los cuales puede ocurrir la degradacion

de algunos factores antinutricionales que mejoren su aprovechamiento (Avilés-Gaxiola et al., 2018)

En los tejidos vivos, los componentes lipidicos labiles, como los acidos grasos insaturados, son
suficientemente estables. Los antioxidantes y enzimas naturales previenen eficazmente la oxidacion
prematura de lipidos. Una vez aislados de los materiales animales o vegetales y utilizados en
alimentos procesados, los lipidos se autooxidan facilmente. Como resultado, se reduce la calidad
organoléptica y nutricional, e incluso se pueden formar productos téxicos. Por tanto, el retraso de la

autooxidacién es una clave para la calidad del producto (Krings & Berger, 2001).

El tostado del germen de trigo no solo mejora la estabilidad al prevenir la autooxidacién de acidos
grasos que generan pérdida de calidad, sino que también puede mejorar la actividad antioxidante y
genera propiedades protectoras del ADN frente a la accion de los radicales libres (Krings et al., 2006).
El incremento de la actividad antioxidante de extractos etandlicos de germen de trigo tostado a
elevadas temperaturas (160- 200 °C) en comparacion con germen de trigo no tratado se atribuye a
los antioxidantes formados durante las reacciones de Maillard (Zou et al., 2018). Ademas, Krings et
al. (2001) encontraron que el germen de trigo tostado presentd mayor actividad antioxidante que
otros alimentos tostados como avellana y almendra dulce, siendo solo superado por extractos de
café. Durante el tratamiento térmico intenso de café, se observé el mismo fendmeno que en germen
de trigo, donde la pérdida gradual de capacidad antioxidante de los componentes naturales se
minimiza por la formacion de los productos de reaccién de pardeamiento no enzimatico (Caballero,

2003).

En germen de trigo, también se observé que las interacciones de los compuestos fendlicos con las
proteinas pueden conducir a la formacion de complejos solubles o insolubles. Estas interacciones
pueden tener un efecto negativo en la biodisponibilidad de los polifenoles, y disminuir su
extractabilidad durante los ensayos in vitro. Algunos tratamientos como la hidrélisis enzimatica o la
fermentaciéon pueden modificar en gran medida el patrén de interacciones de polifenoles y
proteinas. Algunos de los polifenoles unidos a proteinas al transformarse en polifenoles solubles

libres resultan beneficiosos para la actividad antioxidante (Liu, Chen, Shao, Wang, & Zhan, 2017).

En resumen, al considerar al alimento como un sistema multicomponente se debe tener en cuenta
la ocurrencia de varios fendmenos de manera simultdnea e interrelacionada durante el
procesamiento térmico, que pueden afectar sus propiedades quimicas, fisicas y sensoriales. Por
ejemplo, si durante el proceso se pierde agua y se reduce su disponibilidad, esto afecta no solo la
probabilidad de crecimiento de microorganismos, sino la velocidad de oxidacién, desarrollo de color,

movilidad de las moléculas que puedan reaccionar, etc. (Blimich, 2005). Por lo que resulta necesario
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profundizar en los efectos del tipo y magnitud de los tratamientos térmicos sobre las propiedades

fisico-quimicas del germen para comprender los posibles fenédmenos de deterioro de la matriz.

Con lo dicho hasta aqui, en el presenta capitulo se analizaron los efectos de los tratamientos con aire
caliente y microondas sobre los principales cambios en las fracciones responsables de la calidad

nutricional y tecnoldgica del germen.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Las muestras de germen utilizadas en este capitulo de obtuvieron y prepararon de acuerdo al

procedimiento descripto en el Capitulo 1.

Las muestras de germen se procesaron térmicamente con aire caliente y microondas segun los
procedimientos experimentales detallados en el Capitulo 2, seccion Estabilizacién de germen de
trigo, tratamiento con aire caliente y tratamiento con microondas. Las muestras analizadas se

detallan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Condiciones ensayadas de germen de trigo en el trabajo de tesis.

Tecnologfa Temperatura Tiempo
de seteo (°C) (min)
Tratamiento con 150 10, 20, 30, 40
aire caliente 180 > 10, 15,20
200 3,6,9, 12
50 5, 10, 15, 20
Microondas 60 5, 10, 15, 20
70 5,10, 15, 20

Se estudié el efecto de las tecnologias térmicas sobre las propiedades de las proteinas del germen
de trigo. Para ello se aislaron las proteinas, se realizdé la determinacién de las propiedades
funcionales: indice de solubilidad de nitrégeno (NSI), capacidad de retencion de agua (WHC) y aceite
(OHC), capacidad de formacion (FC) y estabilidad de espuma (FS). Ademas, se realizo la extraccion
secuencial de proteinas, todo ello segun lo detallado en el Capitulo 1, seccion Calidad proteica. Los

andlisis se realizaron por triplicado.
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La determinacién del indice de solubilidad de nitrégeno (NSI) se realizé sobre la muestra tratada a

180 °Cy 70 °C, considerando los tiempos iniciales (t0), intermedios (5 min) y finales (20 min).

La capacidad de retencion de agua y aceite (WHC, OHC) se determind sobre las muestras a 180 °Cy

todas las muestras irradiadas con microondas (50, 60 y 70 °C).

La capacidad de formacién de espuma (FC) y estabilidad de espuma (FS) se evalud solo en las
muestras tratadas por diferentes tiempos a 180 °C por no contar con suficiente cantidad de muestras

tratadas con microondas.

El andlisis térmico se realizd de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1, seccién Calidad proteica,
Analisis térmico de las proteinas. Los porcentajes de proteina nativa luego de cada tratamiento se
obtuvieron de las areas debajo de los picos del termograma. El grado de desnaturalizacion se calculd
de acuerdo a la siguiente ecuacion (Dima, Bardn, & Zaritzky, 2012):

AH — AH,
—_—  x

DDeg = AL

100

Donde DDeg es el grado de desnaturalizacion (%), AH es la entalpia de desnaturalizacién del aislado
de germen de trigo no tratado (J/g), y AH; es la entalpia de desnaturalizacién de la proteina sometida
a distintos tiempos de calentamiento (J/g). Los anadlisis se realizaron sobre el germen de trigo no
tratado y tratado durante diferentes tiempos a 180 °C con tratamiento con aire caliente y a 70 °C

con microondas. Los ensayos se realizaron por duplicado.

El fraccionamiento se realizé partiendo de 300 mg de germen de trigo molido, segln el método
propuesto por Steffolani et al. (2010) con algunas modificaciones. Cada paso de extraccion se realizé
bajo agitacion constante durante 2 h con cada solvente, seguido por centrifugacidon para separacién
de fases (10.000xg, 30 min en el primer paso, y 10.000xg 10 min en los pasos siguientes). Para la
extraccion secuencial de proteinas se utilizaron 3 soluciones: buffer fosfato (0,05 M, pH 6,4; F1),
buffer fosfato (0,05 M, pH 6,4) con 2% p/v de SDS (F2) y buffer de muestra (0,063 M Tris-HC| pH 6,8,
1,5% p/v SDS, 3% v/v 2-mercaptoetanol, 10% v/v glicerol y 0,01% p/v azul de bromo fenol; F3). El
contenido de cada fraccién se determiné por método micro-Kjeldahl (AACC, 2000) (Nx5,45) y las
bandas de proteinas fueron separadas y caracterizadas mediante SDS-PAGE. Se realizé la extraccion
secuencial sobre el germen de trigo no tratado y tratado durante 20 min a 180 °C con aire caliente y

a 70 °C con microondas.
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- SDS-PAGE

Se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida de las fracciones F1, F2 y F3 utilizando el método
descripto por Laemmli (Laemmli, 1970). Las fracciones se resuspendieron en buffer de muestra
(0,063 M Tris-HCl pH 6,8, 1,5% p/v SDS, 3% v/v BME, 10% v/v glicerol y 0,01% p/v azul de bromofenol)
utilizando las siguientes cantidades: 200 pL de F1y F2 y 100 mg de F3. Se mezclaron con 100 ulL de
buffer de muestra. En el caso de F3 se agregd agua destilada (200 ulL) a 100 plL de buffer de muestra
para llegar a la dilucion final. Luego, todas las muestras fueron calentadas a 100 °C durante 5 min,
enfriadas y centrifugadas (10.000xg, 10 min, 25 °C). Los sobrenadantes resultantes de las
extracciones de proteinas fueron las fracciones F1, F2 y F3 en condiciones reductoras. Se realizd
electroforesis en geles de 70 x 80 x 0,75 mm usando un equipo Mini Protein Il cell (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA). Se usé un gel de acumulacion y de separacion con 4% y 12% de
acrilamida respectivamente. Se utilizaron marcadores estandar de peso molecular Bio-Rad
(unstained SDS-PAGE Standards, broad range, #1610317). Las bandas se tifieron con una solucion de
0,25% v/v Coomassie Brilliant Blue en metanol, agua y acido acético (4:5:1 v/v), y destefiidos en

metanol, agua y acido acético (4:5:1 v/v).

La extraccién de aceite, determinacién de indice de perdxidos (PV), acidez (AV), perfil de 4cidos
grasos y contenido total de tocoferoles (TTC) se realizé sobre las muestras tratadas con aire
caliente y microondas de acuerdo a lo detallado en el Capitulo 1, seccién Calidad de aceite. Se
trabajo con las muestras tratadas con aire caliente (150, 180y 200 °C) y microondas (50, 60y 70
°C) para todos los ensayos, a excepcion del perfil de dcidos grasos, que se restringio a las muestras
crudas y tratadas durante 20 min a 180 °C, y 70 °C. Las determinaciones se realizaron al menos por

duplicado.

El anélisis de los compuestos volatiles del germen de trigo se realizd6 mediante microextraccion en
fase sélida seguida de CG-MS-MS. Las muestras de germen de trigo (4 g), se colocaron en viales de
vidrio de 10 mL de capacidad, fueron sellados con tapén de silicona y almacenados a -10 °C hasta el

momento de su analisis.

Para la extraccion de los compuestos volatiles (adsorcién) se utilizd una microfibra de 100 um
recubierta con divinilbenceno/carboxeno sobre polidimetilsiloxano (Supelco, Sigma Aldrich). Una vez
gue la misma se introdujo en el espacio de cabeza del vial, la muestra se calenté a 30 °C durante 30
min. Transcurrido este tiempo, la fibra fue retirada del vial e inmediatamente insertada en el puerto
de inyeccién de un cromatografo gaseoso acoplado a un espectrémetro de masa (Perkin Elmer,

Clarus 600). La separacién de los componentes de la mezcla se realizd en una columna capilar DB5
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(30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um). Se empled helio como gas portador (1 mL/min). La temperatura del
horno se programo desde 30 °C (5 min) hasta 200 °C (5 min) a razén de 5 °C/min. Las temperaturas
del inyector y del detector se fijaron en 250 °C. La muestra se inyectd en modo splitless. Los
compuestos volatiles se identificaron por comparacion con datos de espectros de masa obtenidos
de compuestos puros (estandares) de referencia. El cromatograma fue obtenido en modo “scan’’,
desde m/z =50 a m/z =350 (scan time: 0,2 s, inter-scan time: 0,1s), solvent delay: 5 min. Los datos
fueron adquiridos empleando el programa TurboMass 5.4.2. Los ensayos se realizaron al menos por

duplicado.

La preparacion de extractos de polifenoles, cuantificacion de polifenoles totales, capacidad de
captura de radicales libres (ABTS™) y poder de reduccion antioxidante de ion férrico (FRAP) se
realizd segun lo expuesto en el Capitulo 1, seccion Determinacién de la capacidad antioxidante in

vitro. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Se aplico analisis de la varianza (ANAVA) a los datos, las medias se compararon mediante el test LSD
(diferencia minima significativa)-Fisher con un nivel de significancia de 0,05. Se utilizé el software
estadistico Infostat (Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba)(Di Rienzo

et al, 2011).

3.3. RESULTADOS

El contenido total de proteinas de los aislados obtenidos para los diferentes tratamientos se
muestran en la Tabla 3.2. Se observa una diferencia notable entre la concentracion obtenida para
los tratamientos con aire caliente con respecto al de muestras irradiadas por microondas, como se
detallé en el Capitulo 1, donde se adjudicd las diferencias a la procedencia del material ya que

provienen de distintos molinos y campafias.

Al evaluar el efecto de las tecnologias sobre el germen de trigo, se observd un incremento de la
extractabilidad de las proteinas en ambos casos. Para el tratamiento con aire caliente el crecimiento
fue gradual y significativo (p<0,05) para todos los tiempos ensayados. Para los aislados de proteinas
del germen tratado con microondas, se observaron diferencias significativas con respecto al control
a partir de los 5 min de calentamiento, a 60 y 70 °C, observandose a tiempos mas largos pocas
variaciones. Esta facilidad relativa para purificar las proteinas de las muestras tratadas con respecto

al no tratado se puede atribuir a la modificacion conformacional de proteinas inducidas por calor
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que al cambiar la disposicion pueden quedar mas disponibles para solubilizarse y/o precipitar
durante el procedimiento de obtencién. Ademas, durante la irradiacion con microondas se producen
cambios a nivel estructural como generacion de poros en las membranas por aumento de la presion
de vapor, y liberacién de compuestos que no estarian disponibles en su estado nativo, por lo que los
compuestos no proteicos podrian ser extraidos luego del tratamiento. De hecho, se utiliza este
principio en técnicas de desarrollo incipiente como extraccidn asistida por microondas o extraccién
sin solventes. En ellas el calentamiento interno del agua in situ dentro del material vegetal por accién
de las microondas distiende las células vegetales y conduce a la ruptura de organelas y receptaculos
oleiferos, y facilita la separacion de aceites, aceites esenciales o compuestos bioactivos (Chemat et
al., 2019; Sosa-Morales et al., 2010). Asimismo, otros autores (Thanonkaew et al., 2012; Uquiche,
Jeréz, & Ortiz, 2008) utilizaron las microondas como técnica complementaria previa a la extraccién

por prensado para mejorar el rendimiento de extraccion de aceite en salvado de arroz o avellanas.

Tabla 3.2. Contenido de proteinas del aislado proteico de muestras tratadas con aire caliente a 180
°Cy con microondas a 50, 60y 70 °C.

Temperatura Tiempo Contenido de proteinas

(°C) (min) (%)

180 0 8057 * 084 A
5 8067 + 092 A
10 81,88 + 195 AB
15 83,13 + 168 AB
20 8493 + 026 B

50 0 67,78 + 2,07 AB
5 7291 + 0,73 AB
10 7166 + 063 AB
15 73,73 + 164 B
20 6643 t+ 529 A

60 0 67,78 + 207 A
5 7522 + 041 B,C
10 77,08 + 108 C
15 73,16 + 155 B
20 7486 + 0,18 B,C

70 0 67,78 + 2,07 A
5 7450 + 034 B
10 77,04 + 086 B
15 77,44 + 122 B
20 7619 + 188 B

Valores con letras comunes en una misma columna no son significativamente diferentes p> 0,05
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La extraccion secuencial de las proteinas de germen de trigo utilizando diferentes solventes dio
informacién sobre el efecto del procesamiento térmico en la estructura de las proteinas y las

interacciones establecidas entre ellas.

Los resultados del contenido de proteinas de las 3 fracciones (F1, F2 y F3) para las muestras tratadas
en con aire caliente y en microondas se presentan en las Figuras 3.1 y 3.2, respectivamente. El
andlisis mostré que las proteinas del GT no tratado fueron mayormente solubles en su estado nativo
(F1), mientras que otra porcion significativamente menor a la primera se solubilizé una vez que se
rompieron los enlaces no covalentes tanto hidrofdbicos como electrostaticos al agregar un
detergente no idnico como SDS (F2). Por dltimo, una fraccidon minoritaria, cercana al 10% no logré

extraerse y permanecié en forma de precipitado.

Se observaron algunas diferencias entre las muestras no tratadas y las sometidas a tratamiento con
aire caliente e irradiadas con microondas, sin embargo, la distribucion general (F1>F2>F3) se

mantuvo constante durante todos los tiempos ensayados, variando solo los porcentajes relativos.
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Figura 3.1. Extraccidn secuencial de proteinas de germen de trigo tratado con aire caliente durante
diferentes tiempos a 180 °C. Contenido de proteinas en las diferentes fracciones (%) versus tiempo
de calentamiento (min).

En el tratamiento convectivo la fraccidén F1 decayd continuamente desde 67,5% (no tratado) hasta
el 40,5% luego de 20 min. Esta pérdida de solubilizacion puede atribuirse a la desnaturalizacién
térmica que provoca la exposicidn de grupos hidrofébicos que estaban previamente en el centro de

las proteinas globulares, lo que incrementa la tendencia a formar agregados con la consecuente
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pérdida de solubilidad. Este comportamiento se observd también en proteinas de arveja y soja (Peng

et al., 2016; Wang et al., 2012).

En el tratamiento con microondas se observd la misma tendencia, es decir la disminucidon en la
cantidad de proteinas solubilizadas en buffer fosfato (F1) pero con disminuciones menos
pronunciadas en el tiempo. Para el tratamiento a 70 °C, cerca del 10% de las proteinas perdieron
solubilidad luego de 20 min de tratamiento, mientras que para el tratamiento a 180 °C ésta diferencia
ascendid a 27%, por lo que puede considerarse a nivel estructural mas severo. El mecanismo que
explica la ocurrencia de insolubilizacién a temperaturas relativamente bajas para la
desnaturalizacién proteica es la capacidad de accidén que tienen las ondas electromagnéticas
utilizadas, ya que actuan a nivel molecular, creando cambios conformacionales debidos no solo a la
desnaturalizacion térmica, sino también a la accién de las microondas sobre las zonas polares de las

moléculas.
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Figura 3.2. Extraccién secuencial de proteinas de germen de trigo tratado en microondas durante
diferentes tiempos a 70 °C. Contenido de proteinas en las diferentes fracciones (%) versus tiempo
de calentamiento (min).

Las fracciones F2 y F3 mostraron una tendencia opuesta a F1 para las dos tecnologias ensayadas, es
decir, se incrementd su proporciéon al transcurrir el tiempo de tratamiento. Con el tratamiento
tradicional la fraccion F2 duplicd aproximadamente su cantidad luego de los 20 min, mientras que
F3 se incrementd desde 7,6% a 19%. Con microondas, las fracciones F2 y F3 llegaron a valores
menores que los obtenidos en el primer caso, para el calentamiento con aire caliente. El crecimiento

fue mas sostenido en el tratamiento con aire caliente. El incremento de F2 y F3 muestra la
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acumulacion de proteinas que pierden solubilidad al desnaturalizarse y se encontraban

originalmente en la fraccién F1.

Malumba et al. (2008) reportd un efecto analogo al secar granos de maiz, es decir, un detrimento
sustancial de proteinas solubles en sales y un incremento de proteinas solubilizadas con un agente
disociante como SDS, con mayores grados de insolubilizacion al aumentar la temperatura de secado.
Por otra parte, Vetrimani et al. (1992) informaron que la extractabilidad de proteinas de germen de
trigo (medido como la cantidad de proteinas solubles en buffer fosfato (pH 6,8; 50 mM) disminuyd
un 40% con respecto a la muestra control luego de 180 s de tratamiento en un microondas
doméstico, con un comportamiento similar para salvado de trigo y soja, lo que es comparable a lo

aqui presentado, donde se observé una disminucion de F1 al incrementar el tiempo de tratamiento.

Los patrones electroforéticos de las proteinas del germen de trigo que corresponden a las fracciones

F1, F2 y F3 del tratamiento convectivo y microondas se muestran en las Figura 3.3.

En el germen de trigo no tratado se identificaron 9 bandas en estado soluble nativo (F1; Figura 3.3.
Ay D, linea 0 min): ~81.000, ~67.400, 49.600 — 46.200, ~38.000, ~34.800, ~32.000, ~30.600,
~27.500 y ~25.900 Da. Las bandas de mayor abundancia relativa fueron las fracciones proteicas
entre 49.000 - 46.000 y 33.000 Da. Las bandas proteicas mas significativas en el aislado de germen
de trigo observadas por Hettiarachchy et al. (1996) aparecieron en la fraccion F1. Las bandas entre
49.600 — 46.200 Da pueden también atribuirse a “globulina tipo 85”, mientras que las “globulinas
tipo 11-S” o tricticinas pueden asociarse a las bandas de 38.000 y un mondmero de menor masa
molecular (20.000) (Zhu et al., 2006), que no puede ser distinguida claramente los geles aqui

presentados.

En ambos tratamientos, al desnaturalizarse las proteinas por efecto del calor aportado, se observd
una disminucién de la intensidad y cantidad de las bandas en F1. Algunos polipéptidos de baja masa
molecular (<31.000) perdieron solubilidad a partir de los 10 min de exposiciéon para las dos
tecnologias ensayadas. En las muestras tratadas por microondas (Figura 3.3 D), se observé que otros
péptidos perdieron solubilidad de manera paulatina, como la banda de ~81.000 y ~38.000 Da,
guedando solo 3 bandas marcadas a los 20 min de tratamiento. Ellas coincidieron con las de mayor
abundancia relativa en la proteina nativa soluble (49.000 - 46.000 y ~33.000 Da), ademas de los
polipéptidos de ~30.600. Las proteinas que perdieron solubilidad durante las primeras etapas de
calentamiento, pueden asociarse a las albuminas, proteinas solubles en agua segun la clasificacion
de las proteinas de Osborne (1924), ya que es la fraccion mas sensible a la temperatura y
mayormente responsable de las actividades enzimaticas (Malumba et al., 2008). Esta pérdida de
solubilidad también es evidencia de irreversibilidad del proceso térmico. Runyon, Sunilkumar,

Nilsson, Rascon, & Bergenstahl (2015), trabajando con avena, observaron un comportamiento
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similar, con solubilizacion en etapas tempranas de calentamiento debida a la disociacion de
proteinas, seguida de la formacién de agregados solubles que indujeron la formacion de agregados
insolubles en tiempos prolongados de calentamiento. Por otra parte, Liu et al. (2014) sugiere que los
agregados de globulinas del germen de trigo formados por calentamiento térmico (proteinas
globulares mayormente solubles en estado nativo, que formarian parte de F1), contienen

mayormente interacciones no covalentes de tipo hidrofdbicas, van der Waals e interacciones ionicas.

La fraccién F2 en el germen de trigo no tratado (Figura 3.3 By E, 0 min) presentd 4 bandas proteicas
de baja intensidad con masas moleculares inferiores a 50.000 Da. Conforme transcurrieron los
tratamientos se observo la aparicion de nuevas bandas, tanto para el tratamiento con aire caliente,
como para microondas. La fraccién F2 de las proteinas del germen luego de 20 min de tratamiento
con aire caliente (Figura 3.2 B) mostré 6 bandas de baja intensidad, de masa molecular: ~62.700,
~49.000, ~44.900, ~42.100, ~39.200, ~36.900, siendo ~36.900 Da la de mayor tincién. En todos los
casos la intensidad de las bandas de baja masa molecular se incrementé con el tiempo de
tratamiento. Ademads, las bandas de ~62.700 y ~44.900 Da que no se encontraban en F2 para el GT
no tratado, se identificaron luego de 20 min de calentamiento, y por su masa molecular podrian

relacionarse a las fracciones mas abundantes de F1 que pierden solubilidad.

Durante el calentamiento con microondas, en la fraccion F2 (Figura 3.2 E) se observé que la banda
de ~48.000 incrementd su intensidad con el tiempo. La aparicion de otras bandas fue paulatina,
como las de masas moleculares de ~91.000 y ~74.000 Da a los 10 min y la de ~110.000 Da a los 20
min de irradiacion. La banda de ~33.000 Da también se intensificd con el tratamiento, siendo el

incremento mas notorio entre los 15 y los 20 min.

En general, para el caso de tratamiento con aire caliente los resultados de fracciones solubles en SDS
(F2), mostraron bandas mayormente formadas por polipéptidos de baja (<50.000 Da) masa
molecular, mientras que para microondas se observaron bandas mas definidas y de peso intermedio

(48.000-110.000 Da).

La fraccion F3, que comprendid las proteinas que no fueron solubilizadas previamente, presenté
menor nimero de bandas proteicas que las otras fracciones en la muestra de germen no tratada
(Figura 3.3 Cy F, 0 min). La tendencia observada fue la misma que en F2, un incremento significativo

de la intensidad de las bandas conforme aumentd el tiempo de exposicién al calor y microondas.
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Figura 3.3. Perfiles electroforéticos de extraccion secuencial de proteinas de germen de trigo
sometido a tratamiento térmico en estufa a 180 °C (F1: A; F2: By F3:C) y microondas a 70 °C (F1:D;
F2: Ey F3: F) durante diferentes tiempos. M: Marcador de masa molecular.
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En el caso de microondas, en la fraccién F3 (Figura 3.3 F) a los 20 min se observaron 5 bandas tenues,
las mismas que aparecen a tiempos largos de tratamiento con aire caliente (~46.000, ~32.000,
~30.000, ~28.000 y ~27.000 Da). El tratamiento térmico provoco la aparicién de nuevas bandas de
alta masa molecular en F3 (Figura 3.3 C) debido a la destruccioén de la estructura ordenada de las
proteinas nativas, que puede asociarse al desdoblamiento de proteinas, exposicién de grupos
hidrofdbicos y agregacion de proteinas (Liu, Wang, Wang, & Chen, 2014). A los 20 min de tratamiento
con aire caliente (Figura 3.3 C, 20 min), se observo el chorreado (streaking) de los geles, es decir, las
bandas perdieron definicién y se observé un veteado continuo en todo el carril, debido a la
desnaturalizacién de proteinas y/o altos grados de polimerizacion. Este fendmeno se identificd
también en panes con agregado de agentes oxidantes (glucosa oxidasa) que promueven el
entrecruzamiento del gluten por puentes disulfuro, donde el veteado sugirié evidencia de
entrecruzamiento (Rasiah, Sutton, Low, Lin, & Gerrard, 2005), o también en soja tratada
térmicamente en estufa durante 3 min a 200 °C, donde se observd este chorreado en proteinas de
baja movilidad (mayor masa), que indicaron un detrimento de la solubilidad y agregacién debido al

proceso térmico (Ribotta et al., 2004).

Existen varios métodos para detectar la desnaturalizaciéon de proteinas, siendo el mas comun el
analisis térmico diferencial de barrido. Los termogramas de los aislados proteicos mostraron un pico
endotérmico entre 76 y 97 °C, que se relaciond con el proceso de desnaturalizacién proteica, como
se presentd en el Capitulo 1. La Tabla 3.3 muestra los pardmetros térmicos obtenidos por DSC para

diferentes tipos de tratamiento de germen de trigo.

En el caso de calentamiento con aire caliente, a medida que aumenté el tiempo de tratamiento los
picos se estrecharon considerablemente, como mostré el valor ancho de pico a media altura (W). La
temperatura de inicio (To) aumentd significativamente como consecuencia del tratamiento,
mientras que la temperatura de desnaturalizacién (Td) mostrd un pequefio decaimiento luego de 15
min de tratamiento. Finalmente, la entalpia de desnaturalizacion (AH) disminuyé significativamente
como consecuencia del tratamiento. La entalpia vario desde 1,54 J/g para germen de trigo no tratado
a 0,35 J/g para el tratamiento mas largo (20 min), indicando un grado de desnaturalizacion proteica
de 77,3%. La mayor pérdida de proteina nativa en tiempos sucesivos ocurrié entre los 15 y 20 min
de tratamiento (diferencia entre DDEg a 20 miny 15 min de ~47%). Este comportamiento se atribuyé
a la pérdida de la estructura secundaria de las proteinas, lo que indica irreversibilidad del proceso de
desnaturalizacion (Ge et al., 2000) durante el tratamiento térmico. Afidn y Lupano (1986) también
describieron el descenso de la entalpia de desnaturalizacion en semillas de trigo al someterlas a

tratamiento térmico, con tendencias similares en los otros pardmetros ensayados.
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Las muestras tratadas con microondas mostraron cambios de menor magnitud con respecto al GT
tratado con aire caliente. Pardmetros como la temperatura de inicio (To) y el ancho de pico (W)
cambiaron significativamente (p<0,05) solo a 70 °C a partir de los 5 min, manteniéndose constante
hasta los 20 min, mientras que a 60 °C este cambio fue menor, sin observarse diferencias a 50 °C. No
se observé corrimiento de la temperatura de pico (Td), como ocurrié en las muestras tratadas con
aire caliente. Un cambio de AH de 0,5 J/g se observd luego de 20 min de tratamiento con microondas

a 70 °C, con respecto al control, con el consecuente porcentaje de desnaturalizaciéon del 30,6%.

Tabla 3.3. Caracteristicas térmicas de desnaturalizacidon del aislado proteico de muestras de
germen de trigo tratado a 180 °C en estufay a 50, 60 y 70 °C en microondas.

Tratam. To (°C) Td (°C) AH (J/g prot bs) W (°C) % DDeg
180 tO 76,6 + 0,2 A 90,3 £+ 06 B 1,5 + 0,2 A 96 + 0,5 B 0,0
t5 81,5 + 19 B 896 + 04 AB 13 + 0,0 B 7,8 + 0,0 A 18,7
t10 81,4 + 1,2 B 898 + 04 AB 1,2 + 0,1 B 7,7 + 04 A 21,4
t15 82,4 + 04 B 89,2 + 0,2 A 1,1 £+ 0,0 B 7,8 + 0,2 A 26,8
t20 82,6 + 09 B 888 + 0,3 A 04 + 00 C 71 + 0,8 A 77,3
50 t0O 784 £+ 05 A 89,7 + 10 A 1,5 + 01 A 109 + 0,8 B 0,0
t5 794 + 1,4 A 901 + 0,1 A 1,1 + 0,2 B 89 + 13 AB 26,2
t10 794 + 00 A 947 + 70 A 11 + 00 B 85 + 13 A 26,0
t15 79,7 + 1,3 A 889 £+ 0,3 A 1,0 £ 0,2 B 86 + 0,5 A 37,1
20 79,7 + 1,5 A 8,0 + 60 A 13 + 01 B 90 + 01 AB 176
60 tO 784 + 05 A 89,7 + 1,0 A 1,5 + 01 A 109 + 0,8 B 0,0
t5 80,0 + 0,1 A,B 834 + 04 A 1,3 + 0,1 B 1000 £+ 0,5 B 17,4
t10 815 + 14 B 89,3 + 10 A 1,2 + 0,1 BC 9,2 + 16 B 23,2
t15 80,5 + 1,4 A, B 88,0 + 1,1 A 1,2 + 00 BC 106 + 0,1 B 19,3
t20 80,0 £+ 1,3 A,B 88,4 + 0,3 A 1,2 + 00 BC 70 £+ 0,3 A 22,1
70 t0O 784 + 05 A 89,7 £+ 10 C 1,5 + 01 A 109 + 0,8 C 0,0
t5 81,5 + 07 B 8,3 + 02 BC 12 + 01 B 95 + 01 B 22,9
t10 80,3 + 1,3 B 875 + 0,2 A 1,1 + 01 BC 70 £+ 0,2 A 25,6
t15 80,2 + 0,7 B 873 + 0,2 A 1,0 + 0,2 C 95 + 05 B 34,8
t20 80,8 + 04 B 881 *+ 0,1 A.B 1,1 + 00 BC 64 + 0,1 A 30,6

To: Temperatura de inicio, Td: temperatura de desnaturalizacion, AH: entalpia de
desnaturalizacion, W: ancho del pico, %DDeg: porcentaje de desnaturalizacion proteica.

En general, los cambios en los pardmetros térmicos fueron mas pronunciados para el tratamiento
con aire caliente, con un pico de desnaturalizacién de menor area, mas angosto, que empezd a una
temperatura mas alta (To) y tuvo un maximo a temperaturas significativamente mas bajas (Td) que
el control. Entre las muestras con microondas se evidencié una sensibilidad con respecto a la
temperatura de tratamiento, con mayor dafio proteico a 70 °C y similares tendencias en los
parametros de temperatura, entalpia de desnaturalizacién y ancho de pico, pero de menor

magnitud.
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La solubilizacion de proteinas en funcién del pH se muestra en la Figura 3.4 A y B para los
tratamientos con aire caliente y microondas. Para las 2 tecnologias ensayadas se observé la curva
caracteristica con un minimo en el pl (punto isoeléctrico) de las proteinas, como se describid en el

Capitulo 1.

En general, el NSI del germen de trigo no se vio afectado por el tratamiento con aire caliente (Figura
3.4 A). Sélo a pH 2 y 8 la solubilidad de las proteinas disminuy6 significativamente (p<0,05), lo que
se asocid a desnaturalizacion y agregacion de proteinas. El mismo efecto observaron Runyon et al.
(2015) en avena sometida a tratamientos largos, mientras que en otras matrices, como coco, se
registré un incremento de NSI al someter las muestras a calentamiento, debido principalmente a la
exposicion de grupos hidrofilicos previamente localizados en el centro de las proteinas (Thaiphanit

& Anprung, 2016).
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Figura 3.4. Influencia de pH en el indice de solubilidad de nitrogeno (NSI) de aislados proteicos de
germen de trigo tratado durante diferentes tiempos a 180 °C (A) en horno convectivoy a 70 °C en
microondas (B).

En muestras tratadas con microondas también se observaron diferencias al comparar la solubilidad
de las proteinas segun el tiempo de exposicion (Figura 3.4 B). Las muestras calentadas a 70 °C
durante 5y 20 min fueron significativamente diferentes al material no tratado a pHs mayores al
punto isoeléctrico (pH 6, 8 y 10), incrementando su solubilidad conforme avanzé el tiempo de
tratamiento, este efecto fue mdas evidente a mayores valores de pH. A pH 10 se observaron
diferencias significativas entre las 3 muestras ensayadas, con valor maximo a los 20 min de
tratamiento (70,75%), un valor intermedio para la muestra tratada durante 5 min (58,53 %) y 44,86%

para el aislado de GT no tratado.
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Dado que el NSI es un indicador excelente de funcionalidad de las proteinas, es importante resaltar
que las tecnologias de estabilizacion ensayadas no afectaron significativamente la solubilidad de
germen de trigo en el rango general de los alimentos, lo cual indica una baja probabilidad de

formacién de precipitado al ser afiadido a una formulaciéon (Ge et al., 2000; Liu et al., 2014).

La Tabla 3.4 muestra WHC y OHC obtenidas para el aislado de proteinas de germen de trigo. No se
encontraron diferencias significativas de WHC (p<0,05) como consecuencia del tratamiento con aire
caliente a 180 °Cy a 50 °C en microondas, observandose pequefias variaciones a temperaturas mas
altas, con reducciones de 15,02 y 41,02% para los tratamientos mas largos (20 min) a 60 y 70 °C,

respectivamente.

Tabla 3.4. Capacidad de retencidon de agua y de aceite de aislado proteico de germen de trigo
tratado térmicamente en estufa y microondas

Temp. (°C) Tiempo (min) WHC (g/g) OHC (g/g)
180 t0 2,23 + 0,10 A 1,80 + 0,07 B
t5 2,31 + 0,04 A 1,48 + 0,04 A,B
t10 2,29 + 0,11 A 1,45 + 0,03 A,B
t15 2,25 + 0,34 A 1,55 + 0,23 A,B
t20 2,27 + 0,26 A 2,11 + 0,13 C
50 to 3,76 + 0,01 A 3,84 + 0,19 A
t5 3,24 + 0,23 A 458 + 0,24 B
t10 3,67 + 0,15 A 394 + 0,02 A
t15 3,34 + 0,29 A 526 + 0,24 C
120 3,86 + 1,94 A 4,13 + 0,10 A
60 t0 3,76 + 0,01 C 3,84 + 0,19 A
t5 2,73 + 0,09 A 464 + 0,50 A
t10 2,82 £ 0,02 A 637 + 0,16 B
t15 3,22 + 0,02 B 6,24 £+ 0,11 B
t20 3,20 + 0,13 B 583 + 0,47 B
70 t0 3,76 £+ 0,01 C 3,84 + 0,19 A
t5 2,60 £ 0,10 B 497 + 0,36 B
t10 2,39 £+ 0,04 A 6,09 £ 0,25 C
t15 2,60 + 0,07 B 546 + 0,34 B,C
t20 2,22 + 0,10 A 532 + 0,45 B,C

WHC: capacidad de retencién de agua, OHC: capacidad de retencion de aceite. Valores con letras
comunes al comparar muestras de una misma temperatura no son significativamente diferentes p>
0,05

Por otro lado, OHC mostrd un comportamiento diferencial en los dos tratamientos. Con aire caliente
se observé una disminucion a tiempos intermedios (5, 10 y 15 min) y un aumento significativo a los

20 min.
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Al evaluar el efecto de las microondas, se observé una tendencia creciente de la capacidad de
retencion de aceite con el tiempo de tratamiento para las 3 temperaturas ensayadas, lo que se puede
asociar a la exposicion de grupos hidrofdbicos, o desnaturalizacion de proteinas globulares. Se
observaron diferencias significativas desde los 5 min de tratamiento a 60 °Cy 70 °C, con un maximo

a los 10 min, tomando valores menores hacia los 20 min.

En general, los cambios se atribuyeron a modificaciones conformacionales de las proteinas durante
el calentamiento. OHC es una medida de la interaccién de residuos no polares de las proteinas con
compuestos lipidicos. El incremento en el tiempo, como se observé para el tratamiento con
microondas, puede resultar positivo para la formulacién de alimentos, ya que la fijacion de
compuestos asociados al sabor (particularmente compuestos aromaticos) se correlacionaron con la

presencia de residuos hidrofébicos en las proteinas (Gurrieri, 2004).

FC y FS de aislados de germen de trigo sometido a tratamiento con aire caliente se presentan en
Tabla 3.5. FC decayé continuamente con el tiempo de calentamiento, lo que se relacioné
estrechamente con el grado de desnaturalizacion de las proteinas, y la consecuente pérdida de
estructura que no le permitié formar arreglos tan fuertes o estables, como lo hizo la proteina nativa.
Asimismo, la formacién de agregados dificultd la solubilizacion de las proteinas y evitd la formacion

de una capa cohesiva de las proteinas alrededor del gas (Wang et al., 2017).

Tabla 3.5. Capacidad de formacién de espuma (FC) y capacidad espumante (FS) a 10, 30 y 60 min
de aislado proteico de germen de trigo tratado térmicamente en horno convectivo.

Tratam. FC (%) FS 10min FS 30min FS 60min

180 tO 85,00 + 1,41 B 98,84 + 164 A 94,13 + 1,57 C 94,13 + 1,57 C
t5 76,00 + 566 AB 91,67 + 11,79 A 79,17 + 589 B 63,75 + 1591 B
t10 70,00 + 566 A 92,67 + 580 A 91,24 + 7,82 BC 68,53 + 8,02 B
t15 68,00 + 566 A 9549 + 2,46 A 91,15 + 0,74 BC 73,44 + 2,21 BC
t20 68,00 + 2,83 A 97,06 + 0,12 A 60,39 + 459 A 32,47 + 551 A

FC: Capacidad de formacién de espuma FS: estabilidad de espuma a diferentes tiempos. Valores
con letras comunes en una misma columna no son significativamente diferentes p> 0,05

Tal como se esperaba, la estabilidad (FS) también se vio seriamente afectada con el tratamiento
térmico. En este caso, las estructuras de las espumas al estar compuestas por proteinas parcialmente
desnaturalizadas, se desmoronaron con mayor rapidez. La estabilidad luego de 10 min de batido (FS
10min) no se vio significativamente afectada por el tiempo de exposicién en estufa, pero si se
observaron cambios drasticos en evaluaciones a 60 min (FS 60min). Se observaron diferencias
significativas en FS 60 min luego de 5 min de exposicién del germen en estufa, con respecto al

control, con mayores diferencias para tratamientos mas prolongados.
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En la Tabla 3.6 se muestran los resultados de la evolucion de la acidez de las muestras tratadas con
aire caliente y microondas. En ella se observa que este parametro de hidrélisis lipidica se conservé
practicamente invariante en las condiciones ensayadas para el tratamiento con aire caliente, con
valores inferiores a 2,3% acido oleico en todos los casos. Para el tratamiento con microondas se
observd una disminucién del AV con el tiempo a 70 °C, con valores significativamente diferentes a la
muestra no tratada a partir de los 5 min y variaciones de hasta un 26% para el tratamiento mas

severo (20 min). El efecto resulté menos evidente para temperaturas de irradiacién mas bajas.

Otros autores, (Zhong et al.,, 2013), trabajaron con harina de arroz tratada con microondas,
observando el mismo fendmeno que en germen de trigo, es decir, el contenido de acidos grasos
libres fue menor para muestras irradiadas, con respecto a la muestra no tratada, obteniendo aceites
de mejor calidad (menores AV) al aumentar la potencia de irradiacién de 384 a 539 W. Ademas, al
evaluar el contenido de AV durante los 5 dias posteriores al tratamiento, observaron que el AV
aumento a un ritmo menor que el de la muestra no tratada. Sugieren que las microondas suprimen
la formacién de acidos grasos libres durante el almacenamiento del arroz, debido a la inactivacién

parcial de la lipasa.

En otras matrices, como avellanas (Uquiche et al., 2008) y girasol (Anjum et al., 2006), se reportaron
incrementos de acidez al tratar las muestras con microondas, lo que los autores adjudican a la

hidrdlisis de los triacilgliceroles por las microondas que producen acidos grasos libres. Pero, puede

también relacionarse con la estructura vegetal, ya que en estas oleaginosas los lipidos tienen una
organizacién bien definida y se encuentran mayormente como lipidos de reserva en gldbulos
(principalmente triacilgliceroles), o bien como lipidos de membrana (fosfolipidos). Las microondas
provocan una destruccion parcial de las barreras microestructurales (Anjum et al., 2006; Takagi,
Lenaga, Tsuchiya, & Yoshida, 1999), lo que por un lado mejora el rendimiento de extraccién de

aceite, pero por otro provoca una redistribucién del aceite, que lo hace vulnerable a reacciones como

hidrdlisis y provocaria el aumento de la acidez.
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Tabla 3.6. Acidez del aceite de germen de trigo tratado térmicamente en estufa a 150, 180y 200 °C

y microondas a 50, 60y 70 °C.

T Tiempo Acidez
(°C) (min) (% 4cido oleico)
150 0 1,41 + 0,06 A
10 1,34 + 0,07 A
20 1,33 + 0,02 A
30 1,85 + 0,02 B
40 1,46 + 0,07 A
180 0 201 + 0,12 B
5 2,28 + 0,23 A B
10 1,44 + 0,02 A
15 1,46 £ 0,08 A'B
20 1,51 + 0,04 A B
200 0 1,41 + 0,06 A, B
3 1,52 + 0,09 A B
6 1,34 £ 0,02 A
9 1,70 £ 029 B
12 1,42 + 0,00 A, B
50 4,48 + 0,12 C
5 4,52 + 0,15 A
10 4,52 + 0,01 C
15 4,45 + 0,04 B
20 458 + 0,01 C
60 0 4,48 + 0,12 C
5 3,19 £+ 0,09 B
10 3,25 + 0,04 A'B
15 488 £ 0,32 A
20 4,67 £ 0,16 AB
70 4,57 + 0,12
5 3,81 £+ 0,08 B
10 4,02 + 0,38 A
15 3,46 + 0,02 AB
20 3,34 £+ 0,09 A

Valores con letras comunes para una misma temperatura de tratamiento no son significativamente
diferentes p> 0,05.

Los valores de indice de perodxidos se exponen en la Tabla 3.7. Para el tratamiento en estufa se

observé un incremento de este parametro de oxidacion primaria a 180 y 200 °C. El crecimiento fue

gradual en el tiempo para ambas temperaturas, pero las diferencias fueron significativas con
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respecto al control (p<0,05) desde los 5 min para el tratamiento a 180 °C, y desde los 12 min a 200
°C. Con el tratamiento de microondas, el PV también se incrementd gradualmente, con un efecto

marcado de la temperatura y tiempo de exposicion, especialmente a 60y 70 °C.

Tabla 3.7. Indice de perdxidos del aceite de germen de trigo tratado térmicamente en estufa (150,
180y 200 °C) y microondas (50, 60y 70 °C).

Temperatura Tiempo [ndice de peréxidos

(°C) (min) (meqg O,/kg ac.)
150 0 099 + 0,09 ¢
10 0,76 + 003 B

20 059 + 0,01 A

30 0,62 £+ 0,06 A

40 1,59 £ 0,00 D

180 0 098 + 0,17 A
5 131 + 0,09 AB

10 1,52 £ 0,01 B

15 3,17 £+ 0,32 D

20 2,29 = 0,27

200 0 099 + 0,09 A
3 1,33 £ 0,19 A

1,32 £+ 0,06 A

9 1,48 £ 0,05 A

12 3,36 + 046 B

50 0 1,47 + 0,02 C
5 1,55 £ 0,01 D

10 1,44 + 0,03 C

15 1,32 £+ 0,00 B

20 1,26 £ 0,00 A

60 0 1,47 £ 0,02 A
5 1,48 + 0,05 A

10 1,40 £ 0,09 A

15 1,69 £+ 0,04 B

20 1,74 + 0,02 B

70 0 147 + 002 A
5 152 + 0,05 A B

10 1,49 + 0,13 A

15 1,66 £ 0,04 B,C

20 1,76 £+ 0,02 ¢

Valores con letras comunes para una misma temperatura de tratamiento no son significativamente
diferentes p> 0,05.
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Se puede decir que en todos los tratamientos ensayados se conservd una buena calidad quimica,
con valores inferiores a 3.36 meq. O,/kg ac., muy por debajo del limite legal establecido para aceites

comestibles (10 meq. Oy/kg ac., CAA, 2012; FAO/WHO, 2015).

3.3.2.3. Tocoferoles

La Figura 3.5 muestra el contenido de tocoferoles del aceite de germen de trigo luego de los
tratamientos térmicos con aire caliente y microondas. En general, se observé una alta estabilidad de
estos compuestos, ya que en todos los casos el contenido de tocoferoles totales superd el 2.600
mg/kg aceite en el aceite para el germen tratado en estufa, y 1.800 mg/kg aceite para el tratado en
microondas. Ello representa una concentracién remanente del 77% y 83% de tocoferoles con
respecto al germen no tratado y se registraron a 15 min a 180 °C y 5 min a 50 °C para estufa y

microondas, respectivamente.
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Figura 3.5. Contenido de tocoferoles del aceite de germen de trigo tratado en estufa a 150 °C (A),
180 °C (B), y 200 °C (C), y microondas a 50 °C (D), 60 °C (E), y 70 °C (F) durante diferentes tiempos.
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Los isémeros de tocoferoles de GT mostraron una mayor prevalencia del a-, seguido del B- vy
proporciones significativamente menores del &- y y-. Este perfil general de isdmeros de los
tocoferoles tampoco se vio afectado por las tecnologias ensayadas. A 180 °C, la concentracion de los
isomeros a- y B- se vieron afectados negativamente a 15 y 20 min de tratamiento, con valores
significativamente diferentes al aceite de GT no tratado (1.734 y 1.978 ppm de a-tocoferol para GT
tratado durante 20 min a 180 °C y no tratado, respectivamente), manteniéndose relativamente

invariantes para las otras muestras ensayadas.

La cuantificacidon de tocoferoles en microondas arrojo resultados un tanto diferentes a los obtenidos
para el tratamiento con aire caliente. El contenido de a-tocoferoles mostré tendencias crecientes al
ser irradiados con microondas a 50, 60y 70 °C, con cambios significativamente diferentes al control
a partir de los 10 min en todos los casos. Este fendmeno podria en cierto punto asociarse a la
capacidad de extraccion de los tocoferoles de la matriz al destruir parcialmente la estructura con las

microondas o al método utilizado.

Moreau et al. (1999) descubrieron que el pretratamiento de fibra de maiz en estufa resultd en un

incremento del contenido de Y-tocoferol (el isomero de mayor abundancia) unas 10 veces al

calentarlo a 150 °C durante 1 h. La explicacién que sugirieron para el gran incremento de tocoferoles
inducido por calor fue que una cantidad importante de estos compuestos se encontraban ligados la
fibra, y durante el calentamiento se rompian sus enlaces posibilitando su extraccién luego del
tratamiento. Estudios posteriores (Moreau & Hicks, 2006) analizaron nuevamente la situacién
utilizando métodos de deteccién mas precisos (HPLC con detector de fluorescencia, arreglo de

diodos y espectrometria de masa), que permitieron dilucidar que lo que se identificd previamente

como Y -tocoferoles fueron probablemente uno o varios productos de oxidacion de los

triacilgliceroles, incluyendo hidroperodxidos de triacilgliceroles y otros productos de oxidacion.

En el tratamiento con microondas, el calentamiento rapido y selectivo que ocurre principalmente
sobre moléculas o fracciones de moléculas de caracteristicas idnicas o polares afecta la cinética de
las reacciones que tienen lugar, pudiendo incluso ocurrir reacciones (y consecuentemente generar
productos) que durante el calentamiento convencional no sucederian por un impedimento
energético y/o fisico por la presién de vapor generada en el interior de los cuerpos calentados por
microondas. Cuando en un sistema complejo se consideran reacciones en cascada, o una red de
reacciones como en el caso de las reacciones de caramelizacion, las consecuencias de la irradiacion
pueden ser aun mas impredecibles. Este diferencial energético y fisico que ocurre durante el

calentamiento con microondas explica en parte también el motivo por el cual las reacciones de
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Maillard no ocurren de manera espontanea durante la coccion de panes en microondas (A. Datta &

Ramaswamy, 2001).

En general, durante el tratamiento en estufa se observaron disminuciones en el contenido de
tocoferoles para el tratamiento a 180 °C, sin alterar la composicién general de los isémeros, con un

relativamente alto porcentaje de retencion de estos compuestos.

Es de esperar un decaimiento continuo de los tocoferoles debido a la termolabilidad de estos
compuestos, o su consumo durante las reacciones de oxidacion lipidica (Doblado-Maldonado et al.,
2012) debido a la accion del calor, tal como observaron otros autores durante el calentamiento en
microondas doméstico de semillas de girasol (Anjum et al., 2006), granos de soja (Takagi et al., 1999)

y avellana (Ciarmiello et al., 2013) o durante el tostado de germen de trigo (Zou et al., 2018).

El seguimiento de la composicion acidica puede considerarse como otro parametro de la estabilidad
de los aceites durante un tratamiento (Ciarmiello et al., 2013). En la Tabla 3.8 se muestra la
composicién de dcidos grasos de las muestras de germen de trigo sometidos a distintos tratamientos
térmicos: con aire caliente a 180 °C y con microondas a 70 °C, en la cual se puede observar que la
composicién no se vio afectada por ninguna de las tecnologias ensayadas. La Unica diferencia
significativa se obtuvo para el contenido de 4cido linolénico, evidenciando un menor contenido de
este acido graso para las muestras provenientes del Molino B, que es el que se utilizd para el
tratamiento con microondas, como se detallé en el Capitulo 1, pero no se vio significativamente

afectado por el tratamiento en si.

En todos los casos las proporciones de acidos grasos en forma decreciente fueron las siguientes:
acido linoleico (omega-6), palmitico, oleico y linolénico (omega-3), que en conjunto superan el 90%
de abundancia relativa. Ademas, el contenido de acidos grasos poliinsaturados resultd en 64,56-
63,72%, un valor relativamente alto, que evidencia por un lado beneficios para la salud, ya que su
consumo se asocian a la prevencién de algunas enfermedades arteriales (Rahnan, 2002), pero
también los dobles enlaces en los dcidos grasos poliinsaturados son sitios de alta reactividad quimica,
y susceptibles al ataque de oxigeno durante la oxidacion de lipidos (Fennema, 1996). Los resultados

aqui presentados estan en concordancia con el valor de PV encontrado.

El balance omega-6/omega-3 del aceite de germen de trigo resulté en 8,22-8,77, valor remarcable
desde aspecto nutricional, ya que relaciones entre 5:1y 10:1 son los recomendados por la FAO/WHO
(Guiotto et al., 2014), pero raramente se encuentran en los alimentos valores inferiores a 10, lo que
provoca que la mayoria de las personas obtengan éstos acidos grasos en las relaciones 10:1 a 25:1

(Gelmez et al., 2009).
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Tabla 3.8. Composicién de acidos grasos del aceite de germen de trigo no tratado y tratado
térmicamente en estufa (180 °C) y microondas (70 °C)

Nombre 180 °C O min 180 °C 20 min 70 °C0O min 70°C 20 min
14:0 Acido miristico 0,10 +0,00 A 0,10 £0,00 A 0,10 = 0,00 A 0,11 £ 0,01
16:0 Acido palmitico 17,53 +0,01 A 17,57 20,16 A 17,48 + 0,07 A 17,58 = 0,30
16:1 Acido palmitoleico 0,25 40,02 A 0,25 +0,01 A 022 + 005 A 0,22 * 0,04
18:0 Acido estedrico 066 0,01 A 0,77 £0,08 A 066 * 0,06 A 0,79 % 0,13
18:1 Acido oleico 15,89 10,42 A 15,99 0,47 A 1539 + 0,17 A 15,73 £ 0,06
18:2 Acido linoleico 57,27 £0,30 A 57,20 +0,29 A 57,64 + 0,11 A 57,21 + 0,62
18:3 Acido linolénico 6,64 0,01 A 653 20,01 A 692 + 0,17 B 6,96 + 0,04
20:0 Acido araquidico 009 0,13 A 005 +007 A 007 %= 0,09 A 0,00 + 0,00
20:1 Acido eicosenoico 1,58 +0,01 A 1,56 +0,01 A 1,54 + 0,14 A 1,40 + 0,13

> > > > > > > >

Valores con letras comunes en una misma fila no son significativamente diferentes p> 0,05

Mohamed, Ramadan, & Showky (2008), obtuvieron resultados similares al conservar la composicidn
lipidica luego de someter al germen de trigo a horneado a 160 °C durante 20 min, mientras que otros
(Srivastava et al., 2007) reportaron que el secado en lecho fluidizado y en tambor disminuyd

significativamente el contenido de acidos grasos insaturados como linoleico y linolénico.

Anjum et al. (2006) estudiaron el efecto de las microondas sobre semillas de girasol, observando que
el tratamiento de 12 min en equipo doméstico provocd un incremento de acido oleico (18:1) y el
decaimiento de linoleico (18:2), asociado a la oxidacién de lipidos, que tiene como principal sustrato
las insaturaciones de los acidos grasos. Otros autores (Ciarmiello et al., 2013) observaron una
disminucion de la proporcién de acido oleico (18:1) y aumento del palmitico (16:0), sin variaciones

de linolénico y linoleico, luego de tratar avellanas en microondas doméstico.

Los compuestos volatiles del GT se muestran en la Tabla 3.8. Los compuestos volatiles asociados al
material no tratado estan en su mayoria formados por hidrocarburos, especialmente alcanos, como
tetradecano y hexadecano y compuestos aromaticos como tolueno y naftaleno, ademads de

ciclohexanol y menores proporciones de aldehidos.

Tabla 3.8. Compuestos volatiles del germen de trigo (ug/g de germen). Material no tratado: 180 °C
0 miny 70 °C 0 min, tratado con aire caliente (180 °C 20 min) y con microondas (70 °C 20 min).

180°C 180°C 70°C 70°C

Compuesto T Omin  20min Omin 20 min

Hidrocarburos

undecano 8,52 0,02 0,09 - -
3-metil undecano 10,64 0,03 0,04 - 0,25
dodecano 11,99-11,77 0,56 0,26 - -
tridecano 15,37 0,24 - - 0,34
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tetradecano 18,35
hexadecano 23,4
octadecano 27,89
docosano 17,41
Aromaticos e hidrocarburos ciclicos
p-etiltolueno 12,68
etilbenceno 11,33
propilbenceno 12,11
1,2,3,4,5-pentametilbenceno 24,35
2-metoxy-4-vinilfenol 35,8
tolueno 6,60-6,89
etiltolueno 12,58
p-etiltolueno 16,26
p-2 propiltolueno 17,28
naftaleno 26,56
metilnaftaleno 28,93
t-butil cresol 30,36
m-xileno 9,27
p-xileno 9,52
o-xileno 9,71
etiltolueno 13,92
Cetonas
acetofenona 24,63
2-tridecanona 28,12
cis-3-hexenil benzoato 15,02
3,5-octadien-2-one 21,53
Terpenos aromaticos
1,4-cineol 11,29
1,8-cineol 12,16
Alguenos
estireno 14,02
limoneno 11,47
Acidos
acido hexanoico 29,17
acido octanoico 33,41
Alcoholes
pentanol 14,26
hexanol 17,15-17,23
ciclohexanol 18,47
2-etil-1-hexanol 20,83
1-nonanol 24,89
Esteres
etil hexanoato 13,46
2-etil-hexil acetato 17,96
aclopentano acido carboxilico, 20,03
pentil ester
a-butirolactona 24,17
y-hexalactona 25,81
1,1-dimetil-2-feniletil-acetato 29,08

2,84
1,15
0,20
0,16

0,05
0,10
0,05
0,04
0,24
1,77

0,20
0,02
1,64
0,65
0,44
0,03
0,07
0,05

0,06
0,03

0,06

0,30
0,48

0,63

0,57
1,80
0,12
0,02

0,15
0,04

0,17
0,09

5,14
1,90
0,33
0,08

0,07
0,04

5,97
0,33
0,53

3,19
1,75
0,89
0,02
0,04
0,24

0,60

1,36
0,04

0,05
1,66
1,80
0,18

0,32
0,31

0,25
0,19

1,49
1,05

0,13

1,43
0,88

0,25
0,72

0,9

1,36
1,79
0,29

0,13
0,31

0,32
0,19
0,28

9,42
3,54

0,26
0,17

0,98
0,51

2,07

2,41
1,89
0,59
0,32

0,40
0,34

0,38
0,29
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Acido tiobenzoico S-etil ester 15,02 0,15 0,17 - -

Aldehidos
furanona dihidroxi 5-pentil 32,6 0,57 1,53 0,84 1,88
benzaldehido 21,59 0,24 - - -
Pirazinas
2,5-dimetil-3-etilpirazina 19,49 0,25 - - -
Furanos
2-pentilfurano 13,08 - 0,01 - -
Orgdnicos Azufrados
benzotiazol 31,13 - - 0 0,93
Acido tiofencarboxilico 19,92 0,12 0,39 0,21 0,68

Tr: tiempo de retencion (min).

Luego del tratamiento térmico con aire caliente y microondas el contenido de algunos compuestos
se vio incrementado, como el de tetra y hexa decano, siendo mayor la diferencia en el caso de
microondas. La concentracién de tolueno y naftaleno también se vio favorecida con ambas
tecnologias, con variaciones menores de p-etiltolueno. La formacién de alcoholes, terpenos y dcidos
también fue notoria, especialmente hexanol y ciclohexanol, limoneno, 4cido tiofencarboxilico y dcido

hexanoico.

Asimismo, aldehidos, furanonas (furanona dihidroxi 5-pentil) y cetonas (cis-3-hexenil benzoato)
también vieron incrementada su concentracién luego de los tratamientos, asi como algunos ésteres

como 2-etil-hexil acetato, ciclopentano acido carboxilico, pentil ester o a-butirolactona.

Los resultados obtenidos para el GT no tratado son concordantes con los de Rizzello et al. (2010),
siendo la mayoria de los compuestos volatiles en el germen de trigo de tipo alcanos. Ellos
identificaron alrededor de 50 compuestos en el GT no tratado, mientras que los volatiles aqui
presentados resultaron entre 28 y 41. El tolueno, presente en GT no tratado y tratado, también se

reporté en cantidades importantes entre los volatiles de avena y arroz (Sjovall et al., 2000).

Sjovall et al. (2000) estudiaron los compuestos volatiles durante el tratamiento de GT en estufa y
microondas doméstico, y Rizzello et al. (2010) durante el almacenamiento durante 40 dias. Ambos
notaron un incremento notable de aldehidos, cetonas e hidrocarburos aromaticos, al igual que los
resultados aqui presentado, que se asocian a procesos de enranciamiento de lipidos. Sjovall et al.,
(2000) ademas reportd que hexanal, R-pineno, 1-hexanol, 3-carenoy 2-pentil furano son los volatiles
mayoritarios presentes en el germen de trigo rancio. Entre ellos, la presencia de hexanol se debe
probablemente a la actividad enzimatica, ya que alcoholes y aldehidos de 5 y 6 carbonos son
indicadores de la presencia y accién de enzimas, como lipoxigenasa (Sjovall et al., 2000). Los
alcoholes de alto peso molecular (como hexanol y nonanol) se asocian a la degradacion de
hidroperdxidos, que a su vez se originan de dcidos grasos insaturados (Rizzello et al., 2010). Sjovall
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et al. (2000) sugieren incluso al 1-pentanol como un posible indicador del nivel de oxidacién en GT,
ya que reportaron incrementos graduales durante el almacenamiento, pero aqui solo se lo encontrd

en el GT no tratado proveniente del Molino A.

Se sabe que los aldehidos causan olores rancios, de los cuales el hexanal se informd por varios
autores como indicador de oxidacion de lipidos, mientras que los hidrocarburos aromaticos son

comunes en los productos de trigo (Sjovall et al., 2000).

Los tiazoles (benzotiazol) detectados luego del tratamiento con microondas del GT, también se

identificé en arroz tostado y se lo asocio a la degradacion térmica de la tiamina (Shi et al., 2018).

Durante el tostado de arroz, otros autores (Shi et al., 2018) encontraron diferentes tendencias, como
el incremento del contenido de compuestos heterociclicos y una disminucién de distintos tipos y
contenidos de hidrocarbonos y derivados de benceno. Ellos ademas relacionaron los cambios
estructurales durante el tostado de arroz con los compuestos volatiles del producto, sugiriendo que
durante tratamientos mas severos se afecta en mayor medida la microestructura, vy
concomitantemente con la eliminacién del vapor de agua se ven favorecidos procesos como la

volatilizacion de compuestos aromaticos.

En la Figura 3.6 se muestran los resultados obtenidos para la evaluacién del contenido de polifenoles
totales de los extractos de germen de trigo tratados con aire caliente y microondas. El resultado se
expresa en relaciéon al germen de trigo no tratado (4,72 + 0,27 mg EAG/g GT deslip. para el GT
utilizado para el tratamiento con aire caliente y 3,84 + 0,09 mg EAG/g GT deslip. para el GT utilizado
para el tratamiento con microondas). Durante el tratamiento con aire caliente se observo en general
poca variabilidad, con disminuciones que se mantuvieron en el tiempo para tratamiento a 180 °C a
partir de los 5 min de tratamiento, pero se mantuvo practicamente invariante a 200 y 150 °C, con
algunos puntos intermedios inusualmente altos (200 °C, 9 min) o bajos (150 °C, 10 min). En el
tratamiento con microondas la tendencia general fue mds evidente, con porcentajes de disminucién

entre 15y 30% para los tratamientos mas largos a las 3 temperaturas ensayadas.

Otros autores, observaron las variaciones en el tiempo del CFT durante el tostado de germen de
trigo, con aumentos y disminuciones en el tiempo de tratamiento, y las asociaron a la pérdida de
fenoles propios del germen de trigo durante el tratamiento térmico que se compensa por la
generacion de nuevos compuestos antioxidantes como productos de la reaccién de Maillard (Krings

& Berger, 2001). Particularmente, reportaron que el GT tostado a 180 °C durante 20 min mostrd

105



mayor actividad antioxidante que aquel tostado durante 5y 10 min. Ademas, identificaron los tres

acidos fendlicos mas abundantes como fellrico, clorogénico y cafeico. (Zou et al., 2015).
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Figura 3.6. Contenido de polifenoles de extractos de germen de trigo deslipidizado en relacién al
material no tratado. Tratamiento con aire caliente a 150 °C (A), 180 °C (B) y 200 °C (C) y en
microondas a 50, 60 y 70 °C (D). AO para tratamiento con aire caliente: 4,72 mg EAG/g GT deslip.
A0 para tratamiento con microondas: 3,84 mg EAG/g GT deslip.

Sharanagat et al. (2019) indicaron que el CFT de sorgo sometido a tratamiento en microondas (600
W) casi duplico su valor luego de 15 min de exposicién, lo que atribuyeron a alteraciones en la
estructura quimica de los componentes proteina-fenoles, y degradacién de los taninos hidrolizables

a compuestos fendlicos mas pequefios que contribuyen al incremento de CFT.

En la Figura 3.7 se observa como afectd el tratamiento térmico convencional y las microondas la
capacidad reductora de los extractos de germen de trigo para diferentes temperaturas. Los
comportamientos generales para las tecnologias ensayada resultaron a primera vista
contradictorios. Para el calentamiento convencional se observaron aumentos significativos, que
alcanzan el 77, 58 y 88% para los tratamientos mas largos a 150, 180y 200 °C, respectivamente, con
respecto a la muestra control (O min). Asimismo, a 200 °C, luego de 9 min de calentamiento, la
capacidad reductora disminuyd significativamente, lo que puede asociarse a la termolabilidad de

éstos nuevos compuestos formados con capacidad antioxidante.
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Por otra parte, los extractos de muestras tratadas en microondas evidenciaron disminuciones a partir
de los 5 min de tratamiento para todas las temperaturas ensayadas. Lo que resulta llamativo es que

las mayores pérdidas ocurrieron a temperatura mas baja (50 °C).

Zou et al. (2015) reportaron que la estabilizacién de germen de trigo con aire caliente mejoré
significativamente el poder reductor de los extractos, con valores maximos para un tostado de GT
durante 20 min (79% de incremento con respecto a la muestra control, similar al porcentaje aqui

encontrado), y el minimo para extractos de GT no tratado.
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Figura 3.7. Actividad antioxidante (FRAP) de extracto de germen de trigo deslipidizado en relacién
al material no tratado. Tratamiento en estufa a 150 °C (A), 180 °C (B) y 200 °C (C) y en microondas
a 50,60y 70 °C (D). AO para tratamiento con aire caliente: 0,68 mg ET/100 g GT deslip. AO para
tratamiento con microondas: 0,98 mg ET /100 g GT deslip.

Ahora bien, al comparar los dos mecanismos de accién antioxidante en el Capitulo 1, se concluyd
gue los compuestos antioxidantes del germen de trigo actUan predominantemente por captacion de
radicales libres (capacidad antirradicalaria medida por ABTS®*), siendo mucho mayor a la capacidad
reductora (medida por FRAP) 6.667 - 15.445 megq. trolox/100 g GT deslip. versus 0,68 — 0,98 meq.
trolox/100 g GT deslip., por lo que ocurre con la capacidad reductora no resulta relevante desde un

punto de vista general.
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La capacidad antirradicalaria de los extractos de GT para las condiciones ensayadas evidencian, al
igual que la capacidad reductora, un comportamiento diferencial para las dos tecnologias ensayadas
(Figura 3.8). En este caso, para el tratamiento con aire caliente se produjo un decaimiento sostenido
a 180 y 200 °C, mientras que para el tratamiento con microondas la capacidad antioxidante

incrementd, especialmente a 60y 70 °C.

Durante el tratamiento con aire caliente la disminucién fue mas evidente a 200 °C, con pérdidas del
62% con respecto a la muestra no tratada a los 3 min de calentamiento, valor que se mantuvo
invariante hasta los 12 min. A 180 °C, este decaimiento sucedid de forma gradual, mientras que, a

150 °C, se observan variaciones del 12% por arriba y por debajo del material no tratado en el tiempo.
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Figura 3.8. Actividad antioxidante anti radicalaria (ABTS'*) de extracto de germen de trigo
deslipidizado en relacion al material no tratado. Tratamiento en estufa a 150 °C (A), 180 °C (B) y
200 °C (C) y en microondas a 50, 60y 70 °C (D). AO para tratamiento con aire caliente: 15.445 mg
ET/100 g GT deslip. A0 para tratamiento con microondas: 6.667 mg ET /100 g GT deslip.

Para los tratamientos con microondas, a 50 °C se observd una disminucion del 25% a los 20 min, y
contrariamente, a 60 y 70 °C se produjo un aumento remarcable, con valores maximos de 13.266y
13.519 g eq. trolox/100 g GT deslip. para las muestras calentadas durante 20 mina 60 °Cy 15 min a
70 °C, respectivamente, mientras que el no tratado obtuvo valores de 6.667 g eq. trolox/100 g GT

deslip.
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Krings & Berger (2001) sostienen que la actividad antioxidante observada en el germen de trigo
tostado no puede explicarse solo por el sobresaliente contenido de tocoferoles (un antioxidante per

se), y que su presencia explicaria menos del 20% de toda la actividad antioxidante observada.

En bibliografia se observa que el tratamiento de germen de trigo con radiofrecuencia no tuvo efecto
significativo en la capacidad antioxidante mediante los ensayos con DPPH (ensayo de actividad
antirradicalaria) y FRAP (capacidad reductora), mientras que tratamiento con vapor disminuyo la

actividad reductora y antirradicalaria (Ling et al., 2019).

En general, se puede decir que el principal mecanismo de accion en los extractos etandlicos de
germen de trigo es la antirradicalaria, de manera superlativa en relacién a la capacidad reductora.
Esta actividad es sensible al calentamiento por métodos convencionales y a las microondas, con un
comportamiento diferente en cada caso. Para el tratamiento con aire caliente la capacidad
antioxidante disminuyd, con mayores pérdidas a temperaturas mas elevadas, mientras que para
microondas esta capacidad aumentd significativamente a 60y 70 °C, con valores maximos que llegan

a duplicar al del material no tratado.

3.4. CONCLUSION

Las propiedades fisico-quimicas del germen de trigo fueron afectadas por el procesamiento con aire
caliente y microondas. Las proteinas mostraron una pérdida de solubilidad por desnaturalizacion
térmica. Las fracciones que perdieron solubilidad durante el tratamiento con aire caliente fueron
principalmente de masa molecular menores a 50.000 Da, mientras que para microondas las
fracciones tuvieron una masa molecular entre 48.000 y 100.000 Da. Estos cambios no afectaron el
indice de solubilidad de nitrogeno a pH 6, mientras que a pHs mas bdsicos se observd una mayor
solubilidad por desnaturalizacién térmica, con mayor efecto sobre las muestras irradiadas con
microondas. La capacidad de retencién de agua disminuyd, mientas que la de aceite aumenté luego
del tratamiento en microondas. El tratamiento con aire caliente no mostré tendencias en el tiempo,

pero afectd la capacidad de formar espumas estables.

La calidad del aceite, segin los parametros estudiados, no fue afectada en gran medida por las
tecnologias ensayadas. Los valores de acidez se mantuvieron invariantes, incluso con valores
inferiores al del material no tratado, mientras que el indice de perdxidos aumenté gradualmente

durante el calentamiento con ambas metodologias, pero siempre presentaron valores bajos y

alejados del limite legal para aceites comestibles.

Los compuestos antioxidantes mostraron tendencias contrarias para ambas tecnologias de
estabilizacién, lo que puede asociarse al mecanismo de accién de las microondas y a las reacciones

de pardeamiento no enzimatico durante el tratamiento con aire caliente. El principal mecanismo de
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accion antioxidante de los extractos del germen de trigo, el antiradicalario, fue mejorado por el

tratamiento con microondas.

En conclusién, las tecnologias ensayadas actuaron de manera diferencial sobre el germen de trigo,
pero las consecuencias generales resultan similares en cuanto al efecto sobre las proteinas y el
aceite. La calidad de los productos resultantes fue aceptable desde un punto de vista tecnolégico y

nutricional
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Modelado de la
transferencia de calor y
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CAPITULO 4: Modelado de la transferencia de calor y masa
durante el tratamiento térmico de germen de trigo

4.1. INTRODUCCION

Un modelo es un andlogo de una realidad fisica, generalmente mas simple e idealizado. Los modelos
pueden ser fisicos 0 matematicos y son creados con el objetivo de obtener una idea mas clara de |a
realidad. Un modelo fisico puede ser por ejemplo un prototipo de un equipo de escala industrial. Un
modelo matematico es un andlogo matematico de la realidad fisica, que describe las propiedades y
caracteristicas de un sistema real en términos de variables y operaciones matematicas (Saguy, 2016).
El crecimiento en la potencia informatica y su facilidad de uso han permitido que los modelos sean
cada vez mas realistas y menos engorrosos de resolver, lo que impulsé un rapido crecimiento en el
uso de modelos para disefio e investigacién de productos, procesos y equipos. Las ventajas de un
modelo incluyen (1) minimizar el nimero de experimentos, ya que permite evaluar el efecto de las
variables de proceso con mayor rapidez, reduciendo tiempo y dinero; (2) proporcionar mejor
comprensién del proceso (en el caso de un modelo basado en la fisica), y analizar situaciones que no
siempre son factibles de realizar mediante la experimentaciéon; (3) permitir la optimizacién de
procesos; (4) mejorar la capacidad predictiva, es decir, formas de realizar escenarios de "qué pasaria
si"; y (5) proporcionar capacidades mejoradas de automatizacion y control de procesos (Sablani,

Datta, Rahman, & Mujumdar, 2006).

Los modelos matematicos se pueden clasificar de diferentes maneras y un tanto flexible segun el
punto de partida para realizar el modelo. En los modelos basados en la observacién, el punto de
partida son los datos experimentales sobre los cuales se construye un modelo. Es principalmente de
naturaleza empirica. En contraste, el punto de partida para los modelos basados en la fisica son las
leyes fisicas universales que deberian describir los presuntos fendmenos fisicos. Los modelos
basados en la fisica también se validan con datos experimentales, pero éstos no tienen que existir
antes que el modelo. La decisidon de construir un modelo basado en la observacion o en la fisica
depende de una serie de factores, incluida la necesidad y los recursos disponibles (Sablani et al,,

2006).

Numerosos trabajos que describen el comportamiento de un material durante tratamientos
térmicos utilizan métodos de base empirica, como secado de hojas de menta (Ozbek & Dadali, 2007),
romero (Mghazli et al., 2017), pimienta (Darvishi et al., 2014) o arroz (Behera & Sutar, 2018). Se

utilizan generalmente para representar la evolucién del contenido de humedad en funcién del
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tiempo, ajustando los datos de humedad obtenidos durante el proceso de secado a ecuaciones
conocidas. Los tratamientos térmicos descriptos pueden ser de tipo tradicional, industrial, solar,
asistido con bomba de calor, con microondas u otros. Presentan como ventaja su sencillez y un buen
ajuste entre los resultados tedricos y experimentales, pero son adecuados para un producto y

condiciones de proceso especificos.

Los modelos basados en fendmenos de transporte actualmente estan experimentando un
crecimiento importante en muchas aplicaciones de procesos de ingenieria, aunque aldn se encuentra
en etapas de desarrollo (Siguemoto, Funcia, Pires, & Gut, 2018; Sablani et al., 2006). Halder, Dhall,
& Datta (2011) asocian el desarrollo incipiente a las complejidades tanto de los materiales, como de
los procesos de transporte involucrados y el desarrollo informatico que permite complejizar los

calculos.

Muchos autores trabajaron en este tipo de modelos con agroalimentos, como por ejemplo trigo
(Hemis, Choudhary, & Watson, 2012), arroz (Elgamal, Ronsse, Radwan, & Pieters, 2014), canola y
soja (Hemis, Gariépy, Choudhary, & Raghavan, 2017) con diferentes niveles de complejidad en la
resolucién. Estos estudios generalmente predicen la temperatura y el contenido de humedad del
cuerpo, pudiendo estar acoplada su resolucién a la cinética de pardmetros de calidad como color y
textura o de enzimas (Lespinard, Bambicha, & Mascheroni, 2012; Martens, Scheerlinck, De Belie, &
De Baerdemaeker, 2001), lo que permite la utilizacién de éstos modelos en el disefio y evaluacién

de procesos térmicos equivalentes para determinar las condiciones dptimas de operacién.

Un medio poroso se refiere a un sdlido con espacios vacios (poros). La mayoria de los alimentos
solidos pueden ser considerados como higroscépicos y porosos, ya que no existe un criterio unificado
sobre la escala a considerar para definir si un cuerpo es poroso o no. Asimismo, existen diferentes
tipos de porosidades segln la disposicidon de los espacios vacios y si estan conectados entre si
(materiales porosos capilares y no capilares). En general, solo las soluciones liquidas y geles suelen
ser considerados estrictamente no porosos (Datta, 2007). En bibliografia se encuentran sistemas que
fueron modelados como medio poroso en un amplio rango de escalas, como granos de arroz dentro
de un secador de lecho fijo en el que el poro es el aire entre los granos (Elgamal, Ronsse, & Pieters,
2013) o tejidos vegetales para el disefio de biomateriales, que pueden ser tratados como un medio
poroso al estar compuesto por células dispersas separadas por vacios conectivos que permiten el

flujo de nutrientes y minerales (Castro, Mayorga, & Moreno, 2018; Khaled & Vafai, 2003).

El método general para la resolucion de un modelo de base tedrica que involucra un material poroso
implica la aplicacion del enfoque continuo, donde resulta irrelevante resolver de manera exacta lo
qgue ocurre dentro de cada poro, sino que se aborda la resolucion de los balances de materia,

momento y/o energia desde una perspectiva mas amplia. Usualmente se utiliza una simplificacion
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en la que todas las variables y pardmetros se promedian en un volumen elemental representativo,
llamado enfoque continuo. En este, el medio multifasico poroso se reemplaza por un medio ficticio
y continuo: una sustancia desestructurada, que a cualquier punto se asigna variables y parametros

que son funciones continuas en el tiempo y el espacio (A. K. Datta, 2007).

Por otra parte, los modelos tedricos pueden ser formulados desde un enfoque no-conjugado o
conjugado. El primero resuelve los fendmenos de transporte limitandose a un dominio, mientras que
el segundo considera el fendmeno de transporte en dos dominios: el cuerpo vy el aire circundante,
resolviéndolo simultdneamente. Estos Ultimos acusan alta exactitud y aplicaciones mas amplias. Sin
embargo, el proceso de resolucién es complejo y requiere un tratamiento matematico profundo de
las ecuaciones y herramientas computacionales. Castro et al. (2018) estiman que por esta razén solo

el 5% de los modelos de base tedrica aplicados al secado de frutas sean de tipo conjugados.

Con lo visto hasta aqui, se puede decir que los modelos en ingenieria pueden presentar una gran
variedad de enfoques y técnicas de resolucion segun el objetivo final del trabajo y los recursos

disponibles.

La mayoria de los trabajos sobre germen apunta a evaluar la eficacia de diferentes técnicas y los
efectos sobre la matriz (Boukid et al., 2018). Los pocos estudios que describen los fendmenos de
transferencia de masa y calor en germen de trigo son actuales y se limitan a procesos de secado en

lecho fluidizado (Chan & Kuo, 2018; Gili, et al., 2018c).

Chan et al. (2018) y Chan & Kuo (2018) describieron el proceso considerando el fenémeno de
evaporacion durante el calentamiento a 80, 100 y 120 °C, y condensacién durante el enfriamiento
(hasta temperatura final de 45 °C), tomando como parametro de estabilidad del germen la actividad
de agua del producto final (aw<0,3). Plantearon la resolucion desde un punto de vista micro y

macroscoépico utilizando el software COMSOL Multiphysics®.

Gili et al. (2018c) por su parte, resolvio el balance macroscépico de energiay determind el coeficiente
de difusion efectiva mediante la resolucion analitica de la ecuacidon de transferencia de masa para

una particula, considerada como una placa plana.

No se encontraron estudios sobre el modelado de germen de trigo sometido a tratamiento térmico
con aire caliente. En el presente capitulo se ensayaron modelos empiricos y modelos de base tedrica
para la resolucion de la transferencia de masa y de energia para predecir la evolucion de la
temperatura y el contenido de humedad durante el calentamiento de germen de trigo con aire

caliente.
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4.2. MODELO 1: Base experimental

Se obtuvieron las curvas de humedad versus tiempo para el tratamiento de germen de trigo con aire
caliente de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 2, seccién Tratamientos térmicos del germen de
trigo, tratamiento con aire caliente. Se analizaron 3 temperaturas de aire (150, 180y 200 °C), y cuatro
tiempos en cada caso (10, 20, 30 y 40 min para 150°C; 5, 10, 15y 20 min para 180°Cy 3,6,9y 12

min para 200 °C). Los ensayos se realizaron por triplicado.

La velocidad de secado (DR) se definié como la rapidez con la que un alimento tipico pierde humedad
durante el proceso de secado. La DR se calculd utilizando la ecuacién siguiente (Shi, Zheng y Zhao

2013).

DR = dM
T dt

Donde M es el contenido de humedad de la muestra (kg agua/kg base seca) y t es el tiempo de

secado (min) y DR la velocidad de secado se define en kg agua/kg base seca min.

La variacién del contenido de humedad en funcion del tiempo usualmente responde a una
exponencial negativa, como se desarrollarda mas adelante en los modelos utilizado en material
bioldgico. Se ajustaron las curvas de humedad a exponencial negativa, y se derivé dichas funciones

en funcion del tiempo para obtener la velocidad de secado.

M= aexp(—kt)

M
DR=——= akexp(—kt)

Para investigar las caracteristicas de la pérdida de agua del germen de trigo durante el calentamiento
es importante modelar su evolucion en el tiempo. La humedad relativa (MR) de las muestras durante

el secado se calcula generalmente por la siguiente ecuacién:

Donde M;, M, y M, son el contenido de humedad a cualquier tiempo de secado (kg agua/kg),
contenido inicial de humedad (kg agua/kg) y contenido de humedad en el equilibrio (kg agua/kg),
respectivamente. Los valores de M, son relativamente pequefios comparados con M; y M, para
tiempos largos de secado (Darvishi et al. 2014) por lo que el calculo de MR se redujo a:
M
MR = —
M,
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Es aceptado que el secado de productos vegetales en el periodo de velocidades decreciente puede
describirse mediante la ecuacion de difusién de Fick. Se asumié el sistema de estudio como una
geometria de placa delgada. La solucién de la ecuacion de Fick para una capa infinita delgada esta
dada por la ecuacién de Crank, aplicable a largos periodos de secado y considerando humedad inicial
uniforme (Crank, 1975). La ecuacidon de Crank escrita de la siguiente manera describe la evolucién

del contenido de humedad para una placa infinita (Arslan y Ozcan 2011):

MR = e _ 9 E ! (2n + 1)2 1T2D t
M, @ L\@n+1)? exp (=(2n 412 e
n=

Donde Dggs es el coeficiente de difusion a una temperatura (m?/s) y L es el medio espesor (m). Se

obtuvo el coeficiente de difusion efectiva (Degr) para cada temperatura al graficar In(MR) versus

tiempo de tratamiento. La resolucidn se realizé en Microsoft Excel® (Microsoft Office 2010).

La evolucion de la pérdida de humedad en funcién del tiempo se puede ajustar a una cinética de
primer orden, como lo expresa la siguiente ecuacién:

MR = MR, exp (—k'*t)

Se encontro la constante de secado (K’) por regresion lineal para cada temperatura ensayada. La
dependencia del coeficiente de difusién (Dggf) y de la constante cinética de secado (K') con la

temperatura se evaludé mediante la ecuacion de Arrhenius (Shi et al. 2013):
=k Ea’
=k, exp (— —
o€xXp (= )

Ea
Degr = Do exp (— RT

Donde Kk’ es la constante cinética de secado obtenida por regresiones experimentales (min); k, y
D, son constantes pre-exponenciales (min"ty m?/s respectivamente); Eay Ea” son las energias de
activacion (kJ/mol) de la cinética de secado y del coeficiente de difusién; T es la temperatura de
secado (K) y R es la constante universal de los gases (8,314 x 107 kJ/mol K). El grafico de In(Deggg) v

In(k) en funcién de la reciproca de la temperatura absoluta permitio calcular a Ea.

Para el modelado de la pérdida de agua, los datos experimentales a diferentes temperaturas se
ajustaron a siete modelos matematicos mayormente utilizados para materiales organicos vy
bioldgicos para una geometria de capa delgada. En la Tabla 4.1 se muestran los modelos y los

parametros asociados (Darvishi et al. 2014).
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Tabla 4.1. Modelos matematicos propuestos por varios autores para las curvas de secado.

Nombre del Modelo Modelo

Lewis MR=exp (-k t)

Page MR=exp (-k t")
Henderson - Pabis MR=aexp (-k t)
Logaritmico MR=aexp(-kt)+b
Wang vy Singh MR=1+bt+at?
Midilli MR=aexp (-kt")+bt
Page Modificado MR=exp (-(k t)")

Las regresiones lineales y no lineales se realizaron utilizando el software SigmaPlot version 12.0.

La habilidad de los modelos matematicos para representar los datos experimentales se evalué a
través del coeficiente de correlacién (R?), y los pardmetros estadisticos chi cuadrado reducido (y?) y
la raiz del error cuadratico medio (RMSE) calculados de la siguiente manera (Darvishi et al., 2014):

y:l(MRpre,i - MRexp,i)2
N

RMSE = ( )03

N
2 Z (MRpre,i - MRexp,i )2
X . N-—z
i=1
Donde  MReypi ¥ MRprei son la iésima humedad reducida experimental y predicho,

respectivamente; N es el nimero de observaciones y z es el nimero de pardmetros.

Mientras més alto es el R? y menores los pardmetros x>y RMSE, mejor es el ajuste del modelo.

En la Figura 4.1 se observa la variacion de contenido de humedad relativa en funcién del tiempo de
tratamiento obtenido para diferentes temperaturas. En todos los casos la humedad decrece
continuamente y la pendiente de la curva es mayor a temperaturas mas altas, lo que indica que un
incremento de la temperatura del aire favorece la transferencia de masa desde el germen hacia el

medio.

En ninguln caso se alcanzé la humedad de equilibrio, ya que en el grafico no se observa una humedad
relativa final constante. Ello se debe a que el ensayo se realizé hasta el inicio de desarrollo de color
en la superficie de la muestra, evitando la carbonizacion, sin tomar como parametro de corte el peso

o contenido de humedad de la muestra constante.
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Figura 4.1. Variacion del contenido de humedad (M) con el tiempo de tratamiento para diferentes
temperaturas, con los respectivos ajustes a ecuaciones exponenciales (izg.). Curvas de velocidad de
secado experimental en funcién del tiempo de tratamiento para diferentes temperaturas (der.).

Utilizando los datos experimentales de humedad y tiempo es posible estimar la velocidad de
deshidratacién. El ajuste de estos valores a una ecuacién exponencial generd los parametros que se

muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Ajuste de contenido de humedad versus tiempo a ecuaciones exponenciales para las
distintas temperaturas de seteo.

Temp. seteo (°C) funcién R?

150 M =10,612 exp (-0,097 t) 0,98
180 M = 13,504 exp (-0,111 1) 0,97
200 M =12,053 exp (-0,179 1) 0,92

En la Figura 4.1 se observa que la DR disminuye continuamente en el tiempo para todas las
condiciones ensayadas. Ello evidencia que el tratamiento ocurre solo en el periodo decreciente, por
lo que el secado es controlado por la resistencia a la transferencia de masa en el sélido, y es aplicable
la segunda ley de Fick (Durance, 2002). En etapas iniciales es mayor la velocidad de difusién de agua
debido a mayores contenidos de humedad y menor resistencia externa. Las menores DR aparecen
en etapas finales de secado por una baja difusién de humedad. Asimismo, es esperable que al
aumentar la temperatura del aire de secado se incremente la DR y se reduzcan los tiempos de

tratamiento (Singh & Heldman, 2009).

Utilizando los datos experimentales de humedad y tiempo es posible estimar la velocidad de
deshidratacién. En la Figura 4.1 se observa que la DR disminuye continuamente en el tiempo para
todas las condiciones ensayadas. Ello evidencia que el tratamiento ocurre solo en el periodo

decreciente, por lo que el secado es controlado por la resistencia a la transferencia de masa en el
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solido, y es aplicable la segunda ley de Fick (Singh & Heldman, 2009). En etapas iniciales es mayor la
velocidad de difusién de agua debido a mayores contenidos de humedad y menor resistencia
externa. Las menores DR aparecen en etapas finales de secado por una baja difusiéon de humedad.
Asimismo, es esperable que al aumentar la temperatura del aire de secado se incremente la DRy se

reduzcan los tiempos de tratamiento (Singh & Heldman, 2009).

El coeficiente de difusion efectiva es el parametro de difusividad masica en la ley de Fick. Representa
el término conductivo de todo el mecanismo de transferencia de masa dentro del cuerpo, por
ejemplo contempla la difusién molecular, el flujo capilar, el flujo de Knudsen y el flujo hidrodindmico

(Castro et al., 2018).

Con el fin de describir el tratamiento de germen en las condiciones ensayadas, se calculd el Degry la
influencia de la temperatura. Los valores calculados de acuerdo a la ecuacion de Crank para la placa
delgada, tomando 11 términos de la ecuacion se presentan en la Tabla 4.2 (al considerar mayor
numero de términos el valor de Dggf resultd invariante). Como era de esperar, los coeficientes de
difusividad efectiva se incrementaron conforme se incrementd la temperatura del aire.

Tabla 4.2. Coeficiente de difusidon efectiva y analisis estadistico y constantes cinéticas para cada
temperatura ensayada.

Temp. seteo (°C) Degr (M?/s) k' (min)  R%secado
150 4,95E-08 £ 6,72E-10 0,0956 0,98
180 6,50E-08 + 2,23E-09 0,1038 0,96
200 7,36E-08 + 5,78E-09 0,1615 0,90

D.gr: Coeficiente de difusion efectiva, k’: constante de secado.

Estos valores son superiores al rango general (10°~10"'* m?/s) estimado para materiales bioldgicos
(Kaya & Aydin, 2009; Darvishi et al. 2014). Gili et al. (2018c) encontraron valores entre 1,1 y 7,5 E-
10 m?/s para la difusion de agua a través de una particula de germen. Los valores aqui obtenidos son
considerablemente mayores ya que para la resolucién se considerd la difusién en la bandeja de
germen de trigo, con un lecho de 1 cm de espesor (L = 0,005 m), mientras que para el andlisis de la
particula Gili et al. (2018c) considerd el medio espesor de la hojuela de GT (L = 0,00145 m). No se
trataria aqui de una simple diferencia geométrica, sino de un sistema diferente (una particula versus
lecho con aire intersticial), en el que propiedades intrinsecas del sistema, como la porosidad varian

y afectan los fendmenos difusivos.
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Al ajustar la pérdida de agua a una cinética de primer orden se obtiene como resultado las graficas
gue se muestran en Figura 4.2 y los pardmetros cinéticos de la Tabla 4.2. Alli también se observa que

la constante cinética de pérdida de agua es mayor para temperaturas de aire mas elevadas.
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Figura 4.2. Ajuste de contenido de humedad en funcidn del tiempo ajustados a una cinética de
secado de orden 1.

La energia de activacion del coeficiente de difusion (Ea), calculada como la pendiente del gréfico de
In(Degf) versus lainversa de la temperatura absoluta fue de 14,42 kJ/moly D, 3,12E-6 m?/s, con buen
ajuste, R? 0,97 (Figura 4.3). Los valores concuerdan con los informados para materiales biolégicos,
(Srikiatden & Roberts 2007), e inferior al rango de 80-110 kJ/mol obtenido para el secado convectivo

de hojas (Panchariya et al. 2002, Kaya & Aydin, 2009).

Por otra parte, el ajuste a una cinética de primer orden resulté en una energia de activacion (Ea’) de

19,19 kJ/mol y un factor pre-exponencial k, de 12E-6 m?/s, con un R? de 0,75 (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Regresion de In(Dgg) (der.) y In (k) (izg.) versus la inversa de la temperatura absoluta
para el calculo de la energia de activacion del coeficiente de difusién y de la constante cinética,
respectivamente.
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A continuacién, se muestran los resultados del modelado del comportamiento del GT durante el
tratamiento con aire caliente a las ecuaciones empiricas mas utilizadas. En general, todos los
modelos ensayados obtuvieron un buen ajuste (valores de R? entre 0,9749 y 0,9995, valores del
estadistico y*entre 0,0003 y 0,0210 y de RMSE entre 0,008 y 0,054), sin embargo, el modelo que
mejor describe el proceso de secado en capa delgada de germen de trigo es el de Midilli et al. (2002).

Los pardmetros y estadisticos asociados a los modelos ensayados se muestran en la Tabla 4.3.

En la Figura 4.4 se muestran en conjunto los datos experimentales y los predichos con el modelo de
Midilli. Se trata de un modelo ampliamente utilizado, que tiene un excelente ajuste para el secado
de otros productos como hojas de menta (Ayadi et al. 2014) y pimiento rojo (Darvishi et al. 2014),
mientras que otros, como el secado de arroz se describen adecuadamente con los modelos de Page
(Behera & Sutar, 2018). En este sentido Arslan & Ozcan (2011) reportaron que el secado de pimiento
rojo al sol y en microondas doméstico se describe mejor con el modelo de Midilli, mientras que el

secado en estufa a 50-70 °C por la ecuacion de Page o Page Modificado.
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Tabla 4.3. Coeficientes de los modelos experimentales para las temperaturas de seteo ensayadas y

analisis estadistico.

Q) Modelo Ecuacién k a b n R? %2 RMSE
150 Lewis MR=exp (-k t) 0,0839 - - - 0,9803 0,0035 0,0526
Page MR= exp(-k t") 0,0161 - - 1,6176 | 0,9973 0,0006 0,0193
H-P MR=a exp(-k t) 0,08 11,0188 0,0851 - 0,9809 0,0049 0,0542
Logaritmico MR=a exp(-k t)+b 0,0728 1,0785 -0,0651 - 0,9849 0,0053 0,0460
Wangy Singh  MR=1+b t+a t? - 0,0009 -0,0598 - 0,9846 0,0210 0,0355
Midilli MR=aexp (-kt")+b t 0,0115 11,0002 0,0009 1,7718 | 0,9995 0,0004 0,0087
Page Modif. MR=exp(-(k t)") 0,078 - - 1,6176 | 0,9973 0,0006 0,0193
180 Lewis MR=exp (-k t) 0,09 - - - 0,9770 0,0032 0,0505
Page MR= exp(-k t") 0,0654 - - 1,1446 | 0,9793 0,0035 0,0456
H-P MR=a exp(-k t) 0,0938 1,0076 - - 0,9758 0,0041 0,0493
Logaritmico MR=a exp(-k t)+b 0,0593 11,2741 -0,2857 - 0,9846 0,0039 0,0394
Wangy Singh  MR=1+b t+a t? - 0,0014 -0,0717 - 0,9830 0,0030 0,0425
Midilli MR=aexp (-kt")+b t 0,1701 0,9999 -0,0317 0,2177 | 0,9879 0,0061 0,0349
Page Modif. MR=exp(-(k t)") 0,0923 0,0923 - 1,1446 | 0,9793 0,0035 0,0456
200 Lewis MR=exp (-k t) 0,1372 - - - 0,9871 0,0030 0,0491
Page MR= exp(-k t") 0,0922 - - 1,2002 | 0,9816 0,0029 0,0416
H-P MR= a exp(-k t) 0,1393 11,0139 - - 0,9749 0,0039 0,0487
Logaritmico MR=a exp(-k t)+b 0,0581 11,7193 -0,7353 - 0,9921 0,0019 0,0273
Wangy Singh  MR=1+b t+a t? - 0,0022 -0,1001 - 0,9900 0,0016 0,0307
Midilli MR=aexp (-kt")+b t 0,1459 1 -0,0627 1,02E-9| 0,9948 0,0007 0,0122
Page Modif. MR=exp(-(k t)") 0,1373 - - 1,2002 | 0,9816 0,0029 0,0416

H-P: Henderson — Pabis; k, a, b y n: constantes de los modelos.
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Figura 4.4. Relacion de humedad versus tiempo a varias temperaturas de tratamiento, comparando

los datos empiricos con los predichos con el modelo de Midilli et al. (2002).
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La cinética de pérdida de agua del germen de trigo con aire caliente se investigd a tres temperaturas
(150, 180 y 200 °C). La velocidad de transferencia fue mayor para temperaturas mas elevadas y
disminuyd gradualmente a medida que el secado avanzdé. El proceso tuvo lugar en el periodo de
velocidades decrecientes donde la pérdida de humedad es gobernada por la difusion en el sélido. El
coeficiente de difusividad efectiva se incrementd conforme lo hizo la temperatura de tratamiento,
al igual de la constante de secado, con valores de energia de activacion de 14,42 kJ/mol y 19,19
kJ/mol, respectivamente. Entre los 7 modelos propuestos para describir la variacién de la humedad

relativa en funcién del tiempo, el que mejor ajustod fue el modelo semi-empirico de Midilli.

4.3. MODELO 2: Base fisica - balance de energia

Se realizd un modelo de base fisica a partir de los datos de tratamiento del germen de trigo en
camara de humedad y temperatura controlada con el fin de encontrar el grupo de propiedades
fisicas y térmicas del germen de trigo que describan el proceso de calentamiento. Se utilizé el GT

proveniente del Molino B.

El germen de trigo se tratd térmicamente en una cdmara de temperatura y humedad regulada
(Votsch® Modelo 7018). Las muestras de germen de trigo se colocaron en un molde de poliestireno
(se utilizd el mismo molde que en el tratamiento con microondas descripto en el Capitulo 2, seccién
tratamientos térmicos del germen de trigo, tratamiento con microondas. Se mantuvieron las
muestras en la cdmara durante 1.800 s a 60 °C con una humedad relativa del aire de 30%. Los perfiles
de tiempo-temperatura se registraron mediante 6 termocuplas tipo T (cobre/constantan) de 1 mm
situadas sobre el eje principal del cilindro a diferentes alturas (0,5; 1,5; 2,5; 3,5 y 4 cm desde la
superficie). Otra termocupla se situd a 2 cm de la superficie para registrar la temperatura del aire.

Un esquema general de la distribucidn de las termocuplas se muestra en la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Muestra de germen de trigo en la pieza de poliestireno dentro de la cdmara, con las
termocuplas. Vista superior (A) y vista lateral (B). Representacion esquematica del tratamiento
térmico en cdmara de humedad y temperatura controlada (C).

4.3.1.2. Determinacion de coeficiente de transferencia de calor
En el proceso de calentamiento o enfriamiento, la transferencia de calor depende de variables como

la velocidad y las propiedades del fluido externo y la geometria del alimento, entre otros pardmetros.
Estos factores se consideran englobados en el coeficiente de transferencia caldrica de la interfase
(h, W/m? K), el cual debe ser introducido en el programa de simulacidon numérica del proceso de
calentamiento de la muestra cilindrica de GT. Con el propdsito de obtener los valores de h se
realizaron experimentos independientes utilizando un prototipo de geometria similar construido en
aluminio. La buena conductividad térmica del material garantizé un alto grado de homogeneidad de
temperatura en el cuerpo. Se utilizé un cilindro de 0,95 cm de diametro y 9 cm de altura, al cual se
inserté una termocupla tipo T en su centro geométrico. La temperatura del interior se consideré
igual a la temperatura de la superficie. Se colocd la pieza de aluminio en un soporte de poliestireno
(Figura 4.6), dentro de la cdmara de temperatura controlada y se la sometié a calentamiento en
idénticas condiciones a las que se tratd el germen de trigo (860 s a 60 °C). Los ensayos se realizaron

por triplicado.
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Figura 4.6. Representacidén esquematica del sistema utilizado para la determinacion del coeficiente
de transferencia de calor.

Se obtuvieron las curvas de temperatura del aire y de la pieza en funciéon del tiempo. Se considerd

un sistema 2D de simetria axial para describir el proceso de calentamiento de la pieza.

La ecuacidn no estacionaria de transferencia de calor se resolvié para la barra de aluminio:

oT
(pCP)5r =V (kVT)

Se utilizaron las siguientes propiedades: p 2.700 kg/m?, Cp 900 J/kg K, k 238 W/m K.
Las condiciones de borde fueron las siguientes:

- Enlas superficies en contacto con el aire y con el poliestireno:

-n(—kVT)=h (Taire -T)

Con n vector normal unitario (m) y h coeficiente de transferencia de masa (W/m?K). Se ensayaron
varios valores de h en la cara superior del cilindro (interfase aire-aluminio) y se considerd correcto
aquel que minimizd el error entre los valores predichos y experimentales, mientras que el h utilizado
en la superficie lateral e inferior en contacto con el poliestireno fue de 5 W/m?K asociado a pérdidas

térmicas (Singh & Heldman, 2009).
- Enelejedelcilindro (r=0) se considerd simetria axial:
n(kVT) =0
n(DVC)=0

Para su resolucion se utilizd el software COMSOL Multiphysics®, médulo transferencia de calor.
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Se resolvid la transferencia de calor durante el tratamiento térmico de germen de trigo utilizando un
codigo computacional de elementos finitos COMSOL Multiphysics®, médulo transferencia de calor

en medio poroso.

La transferencia de energia se basa en la ecuacion generalizada, que sin considerar la generacién de

calor se escribe de la siguiente manera:

oT
(p Cp)esr Fri V: (Kegr VT)

Donde T es temperatura, t es tiempo de tratamiento, (p Cp)esres la capacidad calorifica efectiva

volumeétrica a presidn constante y Kegr €s la conductividad térmica efectiva.

El calculo de las propiedades térmicas que se desarrollé en el Capitulo 2 dan cuenta de las
propiedades de las particulas de GT, pero segun el enfoque del modelo al que se apliquen se
necesitaran las propiedades del sélido en particular o las del medio poroso en general. Para medios
particulados, es posible cuantificar las propiedades del dominio en su totalidad considerando un
volumen con propiedades intermedias entre las fracciones: aire y germen, que lo componen (Figura
4.7). En este caso se considerd una herramienta de volumen ponderado para cuantificar las
propiedades térmicas del lecho de germen de trigo que tienen en cuenta tanto las propiedades

térmicas de la matriz sélida (s) como del fluido (f):
(PCP)er = (1 = 6) ps Cps + 6 pg Cpy
Keig = (1 —0) kg + 0 k¢
La porosidad del germen (8) se considerd de 0,687, como se calculd anteriormente.

Cpr, pr, ky
Fluido

!
=== -
i

Germen de Volumen ponderado

Trigo
C Jk
CPs, Pss ks PCPer - Kesr

Figura 4.7. Representacién del sistema considerado para la evaluacion de propiedades
termodinamicas del medio particulado para la resolucion de las ecuaciones diferenciales.

Los supuestos considerados fueron los siguientes:
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e Temperatura inicial del germen de trigo homogénea.

e Material homogéneo e isotrépico.

e No se analizd la transferencia de masa y momento. La pérdida de masa en la muestra luego
de 1.800 s a 60 °C fue de 0,30 = 0,06% por lo que se la considerd despreciable.

e Encogimiento de la muestra despreciable durante el tratamiento.

e Propiedades termofisicas independientes de |la temperatura.

Los registros experimentales de temperatura permitieron corroborar el primer supuesto.

Se utilizé un sistema 2D de simetria axial con una geometria cilindrica de didmetro 2 cm vy altura 5

cm. La malla de elementos triangulares se cred con la técnica de mallado libre.

25 2 15 1 05 0 05 1 15 2

Figura 4.7. Geometria considerada en el modelado.

Se considerd una condicién de borde convectiva en la cara superior del cilindro de muestra:
—h (_ keff VT) =h (Taire - T)
El coeficiente térmico, h, utilizado fue el determinado anteriormente con la barra de aluminio.

En las superficies en contacto con la bandeja se consideraron pérdidas térmicas que engloban todas
las resistencias térmicas involucradas con un h de 5 W/m?K, como se considerd en la barra de

aluminio.
—n (—kVT) = h (Taire — T)
En el eje del cilindro (r=0) se considerd simetria axial:
nkVT)=0
n(DVC)=0

El perfil tiempo-temperatura se registré en 5 puntos del cilindro, considerando la misma posicién
que en las pruebas experimentales (0,5; 1,5; 2,5; 3,5 y 4,5 cm desde la superficie), como muestra la

Figura 4.7.
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Los estadisticos utilizados para evaluar las diferencias entre los perfiles de temperatura predichos y
experimentales fueron: raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE) y la raiz cuadrada del error

porcentual medio (RMSPE), calculados de la siguiente manera:

Texp — Tpred)?2
RMSE:\/Z( expM pred)

PE)?
RMSPE = Z(M )

B Texp — Tpred

1
Texp 00

Donde M es la cantidad de mediciones realizadas y PE el error porcentual.

La informacién sintetizada de las condiciones iniciales y las propiedades térmicas utilizadas en el

modelo se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Propiedades del material y condiciones iniciales utilizadas en el modelo.

Pardmetro Valor Referencia
Densidad aparente (kg/m?3) 467,23  Determinado experimentalm. Cap 2
Fraccion en volumen del sélido 0,313 Determinado experimentalm. Cap 2
Densidad del sélido (kg/m3) 1.234,2  Kim, Flores, Chung, & Bechtel (2003)
Conductividad térmica solido 25°C (W/m K) 0,2450 Calculado. Choi & Okos (1986)
Capacidad calorifica del sélido (J/kg K) 2.195 Medido (promedio entre 30-90 °C)
Conductividad térmica aire a 20 °C (W/m K) 0,0251  Singh & Heldman (2009)
Capacidad calorifica aire a 20 °C (J/kg K) 1.012 Singh & Heldman (2009)
Densidad de aire a 20 °C (kg/m3) 1,164 Singh & Heldman (2009)
Temperatura inicial (°C) * 23,7 Determinado experimentalm.

* La temperatura inicial fue el promedio de las temperaturas iniciales tomadas experimentalmente.

El coeficiente de transferencia de calor es una medida de la resistencia al flujo de calor en la capa
limite. Los ensayos realizados con la barra de aluminio resultaron en un coeficiente de transferencia
de calor de 28,43 + 4,04 W/m?K, correspondiente a procesos de conveccion forzada (Bliimich, 2005).
Este valor fue el que minimizé el RMSE (0,04 + 0,01) y RSMPE (0,31 + 0,08%). La Figura 4.8 muestra
el perfil de temperatura experimental y predicho para la barra de aluminio utilizando el h que mejor

ajusto.
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Figura 4.8. Curvas de temperatura experimental (—) y predichas (- -) para el calentamiento de la
barra de aluminio para la determinacion del coeficiente convectivo de transferencia de calor. Se
considerd un valor de h de 28,43 W/m?K.

Segln la configuracién del cuerpo a calentar y el tipo de flujo existen en bibliografia valores
estimados, resultando en general mayores para flujo turbulento que laminar. Por ejemplo, el valor
sugerido para aire en movimiento a una velocidad de 3 m/s es de 30 W/m?K vy se utiliza en
operaciones de congelamiento y horneado, mientras que si se trata de conveccién natural dicho
coeficiente se reduce a 6 W/m?K. Durante la evaporacion la transferencia de calor es mucho mds
intensa, por lo que el valor de h en la superficie para un liquido hirviendo es entre 2.400-60.000

W/m? K (Bliimich, 2005).

La Figura 4.9 muestra las curvas de tiempo-temperatura experimentales y predichas para el
calentamiento de germen de trigo en cdmara de humedad y temperatura controlada. Se
consideraron 5 posiciones 0,5; 1,5; 2,5; 3,5y 4,5 cm (Figura 4.5). El coeficiente de transferencia de
calor convectivo utilizado fue de 28,43 W/m?K en la cara superior, y pérdidas de calor de 5 W/m?2K

en el borde inferior y los laterales.
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Figura 4.9. Curvas de temperatura experimental (@) y predichos (—) de germen de trigo tratado a
60 °C durante 1.800 s. Se consideraron distintas alturas de la muestra cilindrica (0,5-4,5 cm desde

la superficie). Coeficiente convectivo de 28,4 W/m?K.
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La Figura 4.10 muestra el campo de temperaturas en 3-D para el germen de trigo luego de 1.800 s

de tratamiento en cdmara a 60 °C.

A 5956

54 55 56 57 58 59

Figura 4.10. Campo de temperatura de germen de trigo predicho luego de 1.800 s a 60 °C.

El RMSE entre valores simulados y medidos considerando todas las experiencias fue de 1,41 + 1,11
°C, mientras que el RMSPE fue de 3,33 + 1,97%, lo que evidencia un buen nivel de prediccién del
modelo con las propiedades ensayadas. La maxima diferencia se observd en la superficie del germen,
posiblemente debido al error asociado a la determinacion del coeficiente de transferencia de calor
convectivo, y la diferencia en las caracteristicas de superficie y comportamiento térmico entre del

aluminio y el germen.

Se modeld el calentamiento de germen de trigo en una camara de temperatura controlada
resolviendo la ecuacién diferencial de transferencia de calor en estado no estacionario. Se aplicaron
condiciones de borde convectivas, con valores de coeficiente de transferencia de calor de 28,4y 5

W/m?K en la cara superior y laterales del cilindro, respectivamente.

Las propiedades fisicas y térmicas de germen de trigo aqui recopiladas sirvieron para describir
satisfactoriamente el comportamiento térmico del germen, aun sin considerar la dependencia de

ellas con la temperatura y humedad de la muestra.

4.4. MODELO 3: Base fisica - balance de masa y energia

Se desarrollé un modelo de base fisica para describir el comportamiento del germen durante el

secado con aire caliente. Seguidamente se validd el modelo con los datos experimentales obtenidos
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para el calentamiento a 3 temperaturas de aire: 150, 180 y 200 °C, con registro de temperatura en
3 puntos del material cada 30 segundos, y evaluaciéon de contenido de humedad en intervalos
regulares, tal como se describe en el Capitulo 2, seccion Tratamientos térmicos del germen de trigo,

tratamiento con aire caliente.

Para la validacion del mismo se utilizaron los datos experimentales obtenidos para el modelo 1,

segun se detalld en el Capitulo 2.

Se asumidé una geometria de placa delgada para el desarrollo del modelo en este estudio. Se
considerd un sistema 2D de simetria axial para describir el proceso de transferencia de masay calor
en la bandeja de germen de trigo. Las dimensiones consideradas fueron: radio de 12,5 cm vy alto de

1 cm, como se muestra en la Figura 4.11.

Z
. 0.
Q, | 2, ¥001m

Q3 r
0,125 m

Figura 4.11. Representacion esquematica de la bandeja de germen de trigo. Dominio en 3D (izq.) y
2D (der.).

Dado que se trata de un proceso complejo que involucra un material granulado con aire intersticial,
se utilizaron varias simplificaciones con el propdsito de resolver las ecuaciones de balance de materia

y energia.
Los supuestos considerados durante el desarrollo del modelo fueron:

e latemperatura inicial del germen de trigo es homogénea (Tabla 4.5).

e FElcontenido de humedad inicial del germen de trigo es homogéneo (Tabla 4.5).

e El material es isotrdpico.

e Elencogimiento de la particula es despreciable durante el tratamiento térmico.

e |amuestra de germen de trigo se considera como un material poroso formado por 2 fases:
una fase sélida conformada por las particulas de germen de trigo y espacios intersticiales

llenos de aire humedo.
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e FEl aire hiumedo estd formado a su vez por 2 fracciones: aire seco y vapor de agua, de tal

forma que la composicidn varia en funcion del tiempo de tratamiento.

Tabla 4.5. Valores iniciales de temperatura y contenido de humedad de germen de trigo
considerados en el modelado.

150 °C 180°C 200 °C
Temp. muestra (°C) 22,77+1,79 29,43+1,24 28,09+3,30

Cont. de humedad (g
agua/100 g bs)

10,27+0,53 12,19+0,54 10,27 +0,53

La ecuacién generalizada para la transferencia de calor planteada fue la siguiente:

oT
(p Cp)esr Frin V: (Kegr VT)

Donde (p Cp)esres la capacidad calorifica volumétrica efectiva del sistema solido-fluido y kegr es la

conductividad térmica efectiva.

La segunda ley de Fick se utilizé para describir el proceso de transferencia de masa. Una ecuacién se
adoptd para el transporte de agua, utilizando un término de “difusividad efectiva”, que tiene en
consideracién todos los mecanismos internos de transferencia de masa en conjunto. Esta es una
simplificacion comun utilizada en materiales porosos e higroscopicos (Sablani et al., 2006; Srikiatden
& Roberts, 2007).

ac

Frie V(Degr VC)
El coeficiente de difusividad efectivo (Degr) se determind considerando la teoria de un medio poroso.
En el dominio poroso la difusividad del vapor de agua en el aire Dy, necesita ser ajustado de acuerdo
a la porosidad (0) y la tortuosidad (t) del medio, para lo cual se utilizé la correccién de Millington y

Quirk:

0
Defr = - Dy,
~1/3

T= &

La difusion del vapor de agua a través del aire Dy, se calculé de acuerdo a una correlacion empirica

(Lienhard IV & Lienhard V, 2016):
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2,072

D, = 1,87 x10~1° ——

Donde Dy, estd en m?/s, T es la temperatura absoluta (K) y p es la presién (atm). Se considerd la
temperatura de pelicula para el célculo de Dy, calculada para cada temperatura de seteo (150, 180
y 200 °C) a partir del promedio de los datos experimentales medidos cada 30 segundos. La

temperatura de pelicula se definié de la siguiente manera:

Taire + Tmuestra

Te: =
film 2

Los valores de Dy, calculados fueron 4,49E-5, 4,72E-5 y 4,87E-5 m?/s para 150, 180 y 200 °C

respectivamente.

Debido a que el sistema de ecuaciones estd definido en un medio poroso, se utilizé el enfoque
continuo descripto anteriormente, donde el medio poroso y polifasico se remplaza por un medio
ficticio continuo (A. K. Datta, 2007). Las propiedades termodindmicas se calcularon teniendo en

cuenta tanto la matriz sélida (s) como las del aire himedo (ma):

(PCp)efr = (1 - 9) Ps Cps + 6 prma CPma
Kefr = (1 —0) ks + 0 kma

La porosidad del germen (8) se considerd de 0,687 y la densidad del sélido (pg) de 1.234,2 kg/m?
(Kim et al, 2003). La capacidad calorifica del sélido (Cpg) utilizada fue la medida experimentalmente
por DSC para la muestra de 15% de humedad entre 30y 90 °C (para temperaturas menores a 30 °C
se utilizé un valor de 2.188 J/kg K, y para temperaturas superiores a 90 °C se considerd un Cp de
2.675 J/kg K. La conductividad térmica del sélido (ks) calculada a partir de las correlaciones de Choi
& Okos (1986) también se cargd en el modelo como una funcién de la temperatura absoluta para
cada temperatura ensayada. En este caso el fluido considerado fue aire himedo (ma) en vez de aire,

ya que se considerd que las propiedades fueron dependientes del tiempo de secado.

Para evaluar las propiedades de aire humedo se utilizd la funcién predefinida en el médulo de
transferencia de calor en medio poroso de Comsol Multiphysics versién 5.0 (2015). Los cambios se
describieron utilizando leyes de mezclas entre vapor de agua (v) v aire seco (a).

oo _ XyPMy Cpy + X, PM, Cp,
Pma = 7% bM, + X, PM,

Pma = Pv Xy + X3 pPa
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k _ XV kV + Xa ka
ma T Xoky + Xaky o Xoky + Xa kg

Donde X, y X, son fracciones molares de aire seco y vapor de agua, respectivamente, y se cumple

que:

Tanto el aire humedo, como el vapor de agua fueron considerados gases ideales.

Durante el tratamiento térmico de germen de trigo se consideraron diferentes mecanismos de
transferencia de calor. El calor fue transferido en mayor medida por convecciéon desde el aire caliente
hacia la superficie del producto y por conduccion desde la base a la superficie debido al contacto
térmico con la bandeja de aluminio. El principal mecanismo de transporte de masa fue difusivo

dentro de la muestra.

- Condiciones de borde en Q; (t>0; Figura 4.11).

La condicién de borde en la cara superior del germen de trigo se establecié considerando tanto

conveccion como evaporacion:
—n (= ke VT) = hy (Taire — T) — Ak (Cp — C)

Donde n vector normal unitario (m), hy coeficiente de transferencia de calor (W/m?K), A calor
latente de vaporizacion (J/kg), C contenido de humedad de la muestra (kg/m®) y Cy concentracion
de humedad en el aire circundante, suficientemente alejado de la capa limite (kg/m?) y k.

coeficiente de transferencia de masa (m/s).

Con el propdsito de estimar hy se utilizé una correlacion experimental para una placa plana (Singh

& Heldman, 2009):
Nu = 0,54 Ra®?°

Donde Nu y Ra son los nimeros adimensionales Nusselt y Rayleigh.

_ g ﬁ (Tsup - TOO)L3
N va

Ra
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Con h coeficiente de transferencia de calor, L longitud caracteristica, k conductividad térmica, g
aceleracion de la gravedad, 8 coeficiente de expansion térmica Ty, temperatura de la superficie,

T, temperatura del aire alejado de la superficie, v viscosidad cinematica y a difusividad térmica.

La temperatura ambiente (Tyipe) Vario en funcion del tiempo de acuerdo a la temperatura registrada
en la termocupla posicionada en el flujo de aire. Se considerd el valor promedio experimental de las

repeticiones en funcién del tiempo.

El dltimo término del lado derecho se utilizd para cuantificar la energia requerida para evaporar la
humedad de la superficie. La evaporacion en la superficie es proporcional a la diferencia entre el
contenido de humedad de la muestra (C) y el aire circundante (Cp) y se expresa de la siguiente

manera:

dcC
Defr 7= ke (Cp =0
Donde k. es el coeficiente de transferencia de masa estimado en 1,00E-5, 1,03 E-5 y 1,05E-5 m/s
para los tratamientos a 150, 180y 200 °C, respectivamente. De cartas psicrométricas, Cy, se estimé

en 1,196 kg/m3.

El coeficiente de transferencia de masa del film de aire (k) que describe la transferencia convectiva
de masa en la superficie se obtuvo a partir de la correlacién de Sherwood-Reynolds-Schmidt para

una configuracién forzada externa (Shyam S, Sablani, Ashim K, Datta, M, Shafiur Rahman, 2006):

k. L
Sh = — = 0,664 Rel/2 Sc1/3
Dy,

Con los numeros adimiensionales Reynolds y Schmidt definidos de la siguiente manera:

Re — PaVa L
u
U
Sc=
Pa Dy

Donde D, difusividad de vapor de agua en el aire, p, densidad de aire, V, velocidad del aire, L

longitud caracteristica y u viscosidad del aire.

En la condicion de borde de la transferencia de calor, el término de evaporacién se refiere a la
velocidad de evaporacion, mientras que en la ecuacion de transferencia de masa, el término de la
derecha representa la velocidad de cambio del contenido de humedad en un area especifica debido

a difusion (A. K. Datta, 2007; Sabarez, 2014).

- Condiciones de borde en Q, y Qs (t>0; Figura 4.11)
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Se considerd conduccién de calor en las interfases donde la muestra de germen estd en contacto
con la bandeja de aluminio. La temperatura de la interfaz se introdujo en el modelo como curvas de
tiempo-temperatura obtenidas a partir de datos experimentales recolectados con termocuplas

posicionadas en la base de la bandeja.

- Condiciones de borde en Qq (Figura 4.11)

Se considerd simetria axial en r=0.
n ( keff VT) =0
n (Deff VC) =0

El modelo matematico se resolvio utilizando el cédigo computacional de elementos finitos COMSOL
Multiphysics® (version 5.0). Se utilizé una malla desestructurada triangular en todo el dominio. Se
realizd un andlisis de sensibilidad de la malla para demostrar la dependencia de los resultados de la
simulacién con los tamafios de malla. Una pequefia diferencia se observd en los valores de RMSE
considerando diferentes tamafios de malla predefinidos. Por ejemplo, se ensayaron los tamafios

III

“normal” y “extremadamente fino”, observando diferencias de RMSE de 0,18, 0,42 y 0,45 entre estas
configuraciones para los tratamientos a 150, 180 y 200 °C. Finalmente, se utilizé un elemento de
malla “extremadamente fino” que es el que minimizé el error (tamafio de elemento maximo: 0,125
cm, tamafio de elemento minimo: 2,5E-4 cm, velocidad de crecimiento del elemento méaximo: 1,1,

factor de curvatura: 0,2 y resolucién de regiones angostas: 1).

La simulacién se realizé en una computadora portatil ASUS®, Intel® core™ i7, 16 GB RAM, con una
placa de video NVIDIA GEFORCE 940mx, y Windows 10 (64 bit). Una simulacion tipica tomé un

tiempo medio de 5 s.

La actividad normalizada de las enzimas (A/AQ) se enlazd a la historia térmica del proceso de secado
al poner los valores de actividad en funcién de la temperatura de la muestra. Se ajustd una funcién
definida por tramos para cada tratamiento térmico, de manera que las actividades de la enzima
lipasa y lipoxigenasa pudieron ser predichas a partir de la temperatura de la muestra. La funcion
consistid en ecuaciones polindmicas definidas para cada rango de temperatura de muestra, ya que

de esta manera preserva un buen ajuste con los datos enzimaticos experimentales.

La temperatura considerada para enlazar la actividad enzimatica fue la temperatura de la superficie.

A
= f(Tmuestra)
0

Esta funcion permitio predecir la actividad enzimatica a partir de la temperatura de la muestra.
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A partir de la respuesta simulada del contenido de humedad del cuerpo, es posible predecir la
actividad de agua del GT a partir de una correlacién empirica simple (D.-S. Chan & Kuo, 2018)

planteada para el calentamiento de germen de trigo en un lecho fluidizado:

ay = 0,045 M + 0,07

El error cuadratico medio (RSME) se utilizd como medida de la diferencia entre los perfiles predichos
y experimentales. Se comparé el predicho versus cada replica experimental, por lo que en los

resultados de temperatura se expresa el valor medio y el desvio.

Z(Texp - Tpred)2

RMSE =
M

Donde M, nimero de mediciones de temperatura realizadas durante el tiempo de secado.

El perfil de temperatura experimental promedio se muestra en las Figura4.12 A, 4.13 Ay 4.14 A para
las 3 temperaturas ensayadas (150, 180y 200 °C). En todas las pruebas la temperatura de la muestra
incrementé rdpidamente durante las primeras etapas de secado, luego lo hizo més lentamente,
tendiendo a igualar la temperatura de la bandeja. Contrariamente, a 200 °C la temperatura de la
muestra al final del tratamiento fue superior a la de la bandeja en unos 25 °C aproximadamente. La
desviacién estandar maxima fue de: 9,0, 9,4y 19,3 °Ca 150, 180y 200 °C, respectivamente. En todos

los casos la maxima desviacion se observé en la termocupla posicionada entre la bandeja y el germen

(Tbase)-
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Figura 4.12. Temperaturas experimentales y predichas durante el secado de germen de trigo a 150
°C por 40 min (A). Campo de temperatura de germen de trigo predicho luego de 40 min a 150 °C

(B).
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Figura 4.13. Temperaturas experimentales y predichas durante el secado de germen de trigo a 180
°C por 20 min (A). Campo de temperatura de germen de trigo predicho luego de 20 min a 180 °C

(B).
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Figura 4.14. Temperaturas experimentales (-) y predichas (--) durante el secado de germen de trigo
a 200 °C por 12 min (A). Campo de temperatura de germen de trigo predicho luego de 12 min a
200 °C (B).

Los perfiles y los campos de temperatura obtenidos con el modelo se muestran en la Figura 4.12,
4.13 y 4.14. Para las temperaturas ensayadas, los valores predichos coincidieron razonablemente
con los datos experimentales, con valores de RSME de 7,49 + 1,99 para 150 °C, 7,03 + 2,14 para 180

°Cy 5,98 £ 1,97 para 200 °C.

El contenido de humedad predicho se evalud considerando el contenido de humedad promedio en
todo el dominio. Los valores de humedad experimentales y predichos para la bandeja de germen de

trigo se muestran en las Figuras 4.15, 4.16 y 4.17 para 150, 180y 200 °C, respectivamente.
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Figura 4.15. Contenido de humedad predicho y experimental de germen de trigo calentado a
150 °C durante 40 min.
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Figura 4.16. Contenido de humedad predicho y experimental de germen de trigo calentado a
180 °C durante 20 min.
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Figura 4.17. Contenido de humedad predicho y experimental de germen de trigo calentado a
200 °C durante 12 min.

A la mayor temperatura de aire (200 °C), se observé que el modelo sobreestimé el contenido de
humedad de la muestra, con diferencias notables a partir de los 3 min de tratamiento. La brecha
entre valores predichos y experimentales se incrementd a tiempos posteriores. Los RMSE fueron de
0,55, 0,62 y 1,38 para los tratamientos a 150, 180 y 200 °C, respectivamente, por lo que puede
considerarse que el modelo de balance de masa y de energia acoplados muestra resultados
satisfactorios para predecir el contenido de humedad de la muestra de germen de trigo durante el

calentamiento en horno convectivo para las temperaturas ensayadas, especialmente a 150y 180 °C.
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Al evaluar la capacidad de prediccion de la actividad de agua a partir de los datos de humedad que
devuelve el modelo, segun la relacion empirica simple de Chan & Kuo (2018) se obtuvieron los datos

que se muestran en la Figura 4.18.

Los valores de R? fueron de 0,93, 0,86 y 0,93 para temperaturas de 150, 180y 200 °C, lo que resultd
aceptable teniendo en cuenta que es una correlacidén experimental de ajuste a partir de ensayos de
GT en lecho fluidizado, donde los equipos y condiciones de secado son muy diferentes. Al graficar
los datos experimentales de contenido de humedad versus la actividad de agua (Figura 4.18) para el
tratamiento con aire caliente, se observo que la pendiente del ajuste lineal devolvié un valor igual al
propuesto por los autores, mientras que la ordenada al origen fue 0,03 puntos mayor, lo que
explicaria la buena capacidad de prediccién a pesar de las diferencias metodoldgicas de
estabilizacion del germen. Chan & Kuo (2018) obtuvieron un coeficiente de correlacién de 0,98 para

los datos empiricos.
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Figura 4.18. Valores de actividad de agua predichos y experimentales de germen de trigo durante
el secado en estufa (der.). Datos experimentales de contenido de agua versus actividad de agua
para todas las condiciones ensayadas (izq.).

En la Figura 4.19 se muestra la respuesta obtenida por el modelo de balance de masa y energia al
considerar los dos tipos de coeficiente de difusion efectiva planteados en este capitulo. Se observa
un mejor ajuste al utilizar como pardmetro de transporte de masa en el interior del cuerpo el que
contempla la teoria del medio poroso con respecto al obtenido por solucion de la ecuacién de Crank.
La diferencia radica en el concepto detrds de estos pardmetros, en la teoria del medio poroso se

tomd como punto de partida la difusion del vapor de agua en el aire, y se hicieron correcciones de
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temperatura y estructura del material, considerando factores como la porosidad y tortuosidad del
medio. En contraste, la ecuacion de Crank resuelve de manera sencilla la ecuacién de difusion de

Fick para una geometria y condiciones de borde determinadas, considerando pardmetros

dimensionales como el espesor.

En la medida en la que los supuestos o condiciones de borde que plantea Cranck para su resolucion

no se cumplan, el comportamiento real resultard mas disimil al tedrico, lo que reduce el grado de

precisién obtenido.
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Figura 4.19. Perfiles de humedad experimentales y predichos por el modelo de balance de masa'y
energia, considerando coeficiente de difusion efectiva obtenido por la ecuacion de Crank (Dggr
Cranck) y por la teoria del medio poroso (Deg medio poroso), durante el calentamiento de germen
de trigo en estufa a 150 °C (A), 180 °C (B) y 200 °C (C).

Ademas, a diferencia de la ecuacion de balance de energia, en la que se puede lograr un buen nivel
de prediccion considerando valores promedio de difusividad térmica para todo el proceso, en la

difusion de masa no es tan simple, ya que existe un cambio continuo en la estructura intrinseca del
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material a medida que procede el secado. Los coeficientes de difusividad durante las Ultimas etapas
de secado de algunos alimentos pueden llegar a ser de 4 a 8 veces menor con respecto al coeficiente
de la primera etapa (Srikiatden & Roberts, 2007). En estos analisis se considerd un coeficiente de
difusién constante en ambos métodos de calculo de Dggf, pero esta asociacion de la difusion de agua
con la estructura del material podria explicar porque a tratamientos mas severos en estufa (200 °C)

se obtuvo un mayor error de prediccion.

Las mediciones de actividad de las enzimas lipasa y lipoxigenasa, junto con sus valores predichos se
muestran en las Figura 4.18, 4.19 y 4.20. En todos los casos la actividad enzimatica disminuyd

significativamente cuando la temperatura del germen de trigo alcanzo valores entre 80y 100 °C.
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Figura 4.18. Actividad enzimatica de lipasa (LI) y lipoxigenasa (LOX). Valores predichos (...) y
experimentales (—) de germen de trigo calentado a 150 °C durante 40 min.
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Figura 4.19. Actividad enzimatica de lipasa (LI) y lipoxigenasa (LOX). Valores predichos (...) y
experimentales (—) de germen de trigo calentado a 180 °C durante 20 min.
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Figura 4.20. Actividad enzimatica de lipasa (LI) y lipoxigenasa (LOX). Valores predichos (...) y
experimentales (—) de germen de trigo calentado a 200 °C durante 12 min.

Los RMSEs entre valores experimentales y predichos se detallan en la Tabla 4.6. para cada una de las
enzimas. En general, se alcanzd un buen nivel de prediccion, especialmente para los tratamientos a

150 y 180 °C.

Tabla 4.6. Error cuadratico medio (RMSE) de prediccidn de actividad enzimatica durante el
tratamiento de germen de trigo a 150, 180y 200 °C.

Temp. seteo (°C) RMSE LI RMSE LOX

150 0,05 0,13
180 0,07 0,13
200 0,16 0,20

LI: enzima lipasa, LOX: enzima lipoxigenasa

Se desarrollé un modelo matematico para describir el secado de germen de trigo durante el
tratamiento con aire caliente. Se resolvieron de manera conjunta los balances de materia y energia
utilizando un sistema de métodos finitos. Se midieron y calcularon las propiedades termofisicas, y se

utilizé un enfoque continuo para estimar las propiedades en todo el dominio.

El modelo se validd con ensayos experimentales a tres temperaturas de aire, llegando a una buena
concordancia entre los valores medidos y predichos de temperatura y contenido de humedad de la

muestra.

Se estimaron también los valores de actividad de agua e inactivacion enzimatica de las principales
enzimas responsables del deterioro quimico del germen de trigo. Se utilizaron en ambos casos
correlaciones empiricas con resultados satisfactorios. Esta prediccién en funcién de la temperatura

de la muestra es una potencial aplicacién practica derivada de este trabajo.
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CAPITULO 5

Incorporacion de
germen de trigo
estabilizado en
galletitas



CAPITULO 5: Incorporacién de germen de trigo estabilizado
en galletitas

5.1. INTRODUCCION

Existe a nivel global una tendencia creciente por parte de los consumidores hacia productos
saludables. La gran demanda provoca un ambiente de alta competitividad en las industrias que
orientan el avance de la tecnologia de alimentos hacia la seleccidon de nuevas materias primas y
optimizacién de procesos tecnolégicos. Esto motiva la bdsqueda, desarrollo y estudio de productos

con mejoras en el perfil nutricional.

Un producto versatil, de alto consumo y susceptible al reemplazo directo de un componente
mayoritario por otro no convencional son las galletitas. El Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 2012b)
define a las galletas o galletitas en el Capitulo IX “Alimentos Farindceos- cereales, harinas y
derivados” (Art. 755): “Con la denominacion genérica de Galleta, se entienden los productos
obtenidos por la coccidon de una masa no fermentada o con escasa fermentacién, elaborados en
forma mecanica y constituidos por una mezcla de harina y agua, con o sin sal, con o sin manteca y/o
grasas alimenticias y/o substancias permitidas para esta clase de productos. Presentaran una forma
geométrica mas o menos regular, de espesor variable y se diferenciaran entre si por los distintos

agregados”.

Argentina se destaca, entre otros aspectos, por ser un pais consumidor de productos horneados. En
2014 el consumo per capita de galletitas y bizcochos se aproximo a los 10 kg/hab./afio, lo que colocd
a nuestro pais como uno de los mayores consumidores de galletitas y bizcochos industriales a nivel
mundial (Lezcano, 2015). Particularmente las galletitas tipo crackers son parte de la dieta diaria, y

las galletitas de agua conforman la canasta basica de alimentos.

Las galletitas comerciales pueden clasificarse en dulces o saladas. Dentro del segundo grupo se
pueden identificar diferentes tipos bdsicos de productos industriales: crackers (pueden incluir
cereales o salvado), galletitas de agua y galletitas crackers saborizadas.

- Galletitas crackers

Este tipo de galletitas saladas presentan una formulacién muy simple: harina, grasa, agua, levadura
y sal, y se caracteriza por la formacion de una red de gluten bien desarrollada. Las masas usualmente
llevan una fermentacién que se realiza tipicamente en dos etapas (etapa de esponja y etapa de masa)
durante las cuales se desarrolla el sabor, aunque no todas siguen este proceso (Caballero, 2003).

Normalmente al laminar la masa se incluye harina engrasada entre las capas, lo que da lugar a la
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caracteristica estructura escamosa y vesiculada. Este tipo de galletita no azucarada se puede

consumir en cualguier momento del dia con adiciones de mermeladas, manteca o queso.

Tienen una textura crujiente y una geometria delgada y generalmente rectangular. Tienen color
palido a tostado y presentan vesiculas mas oscuras en las superficies superior e inferior. Son
susceptibles al enranciamiento oxidativo de la grasa, y probablemente este sera el factor mas
evidente del envejecimiento del producto (Morris & Cauvain, 2016).

- Galletitas de agua

Pueden ser consideradas como crackers, pero son formulaciones mas sencillas, ya que sus
ingredientes son harina, agua, sal y grasa. Algunos procedimientos incluyen una fermentacion de 3
a 4 horas incluyendo levadura fresca como ingrediente. Después de la mezcla puede seguir un
periodo de acondicionamiento antes de extender, en el que alguna forma de actividad proteolitica
suaviza el gluten para hacerlo un poco mas extensible. Se forma una masa dura que después de
laminar se divide y cuece en horno muy caliente. Como la masa presenta contraccion longitudinal,
los cortes deben hacerse de forma rectangular la forma de las galletitas se controla por relajacion de
la masa antes del equipo cortador. El horneado suele ser de 4-5 minutos a temperaturas moderadas.

Las galletitas presentan superficies con vesiculas, son bastante duras vy fragiles y de sabor suave.
- Galletitas crackers saborizadas (snack crackers)

Son un amplio grupo de galletitas tipo cracker que presentan formas y tamafios variados, siendo
usualmente redondas con agujeros interiores que permiten un crecimiento uniforme durante el
horneado. Segln su tamafio, se pueden considerar como un tentempié saborizado, un bocadito o
una galletita para queso. A veces, antes del horneado a las galletitas se les agrega en la superficie
hierbas, queso, sal, saborizantes, o semillas pequefias como sésamo o amapola. La pulverizacién de
grasa o aceite luego del horneado también es una practica habitual tanto para aumentar su atractivo
al paladar, como para realzar su aspecto. Los costos de produccién de este tipo de producto tienden

a ser relativamente elevados (Zydenbos & Humphrey-Taylor, 2003).

Panes vy galletitas dulces y saladas son globalmente aceptadas y consumidas en muchos paises en
desarrollo, por lo que resultan un vehiculo de suplementacion para promover mejoras nutricionales.
Las galletitas tienen a su favor la gran variedad de productos, la forma de presentacion lista para
consumo, la alta disponibilidad, el bajo precio y su relativamente larga vida util. El enriquecimiento
de estos productos usualmente implica la utilizacion de salvado de trigo o harina de cebada (Ertas,
2015; Skrbic & Cvejanov, 2011), el agregado de harinas de oleaginosas y legumbres como soja,

garbanzos o lentejas (Han, Janz, & Gerlat, 2010; Shrestha & Noomhorm, 2002), diferentes tipos de
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semillas, o la incorporacion de subproductos de la industria alimenticia que normalmente son
descartados como cascara de mango, avena descascarada o salvado de arroz (Ajila, Leelavathi, &
Prasada Rao, 2008; Morales-Polanco, Campos-Vega, Gaytan-Martinez, Enriquez L, & Loarca-Pifia,
2017; Yilmaz, Tuncel, & Kocabiyik, 2014). En todos los casos se observd que la incorporacién de
ingredientes novedosos en las matrices alimentarias produce alteraciones en sus estructuras y
propiedades que pueden afectar los procesos productivos y la calidad final disminuyendo su

aceptabilidad.

Con lo detallado en capitulos anteriores y en concordancia con otros autores (Hassan et al., 2010),
podemos decir que el germen representa un ingrediente prometedor como suplemento para la
fortificacion de alimentos. Ello se respalda en el contenido destacable de proteinas con un buen
balance de aminodcidos y de lipidos con un alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados, ademas

de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante.

En bibliografia se encuentran productos con adicion o reemplazo de harina de trigo por germen
como galletitas dulces (Arshad et al,, 2007, Al-Marazeeq & Angor, 2017; Bansal & Sudha, 2011;
Youssef, 2015) y panes (Gdmez, Gonzélez, & Oliete, 2012; Majzoobi et al., 2012) que utilizan el
germen no tratado o sus distintos derivados (molido, deslipidizado, germinado, extrusado, entre
otras), todos con resultados remarcables a nivel nutricional.

En general, los productos con agregado de germen de trigo tratado térmicamente o deslipidizado
presentan mejoras en la vida util y propiedades funcionales en comparacién con los que utilizan
germen de trigo no tratado. Asimismo, la aceptabilidad del producto final estd altamente relacionado
con el estado del germen, el nivel de adicién y los requerimientos de calidad del alimento
suplementado (Boukid et al., 2018).

Arshad et al. (2007) agregd germen deslipidizado a galletitas dulces, y realizdé una evaluacion
bioldgica de la calidad de proteina. Concluyé que a partir de un 10% de reemplazo se observan
diferencias significativas en el coeficiente de eficacia proteica (PER), el valor bioldgico (VB) y la
utilizacién neta proteica (NPU). Es decir, el germen mejoré la capacidad de las proteinas de cubrir
los requerimientos de un individuo ya que éstos indices dependen fundamentalmente de la
composicién de aminoacidos y de su biodisponibilidad. En este sentido, Youssef et al. (2015)
incorporaron germen de trigo en un 15y 20% en galletitas dulces lo que incrementd el contenido de

aminoacidos como isoleucina, lisina y fenilalanina, asi como el de vitaminas E, C, A y acido félico.
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Para el estudio del efecto de la adiciéon de ingredientes con el propdsito de fortificacion de un
producto es necesario evaluar lo que sucede a nivel estructural y fisico-quimico, ademas de conocer
los fendmenos involucrados.

El proceso de fabricacidn industrial de galletitas de agua consta de varias etapas que empiezan por
la dosificacién de ingredientes, mezclado y formacién de la masa. Luego la masa se deja reposar
durante 2-2,5 horas a 35 °C para permitir la redistribucion de agua en forma uniforme entre los
ingredientes y mejorar las propiedades de extensibilidad de la masa debido a los procesos de
relajacion y el efecto de las enzimas incorporadas en la formulacion (generalmente proteasas). A
continuacion, la masa es laminada en varias etapas hasta llegar a un espesor final de 4 mm
aproximadamente con periodos de reposo intermedios, si fuese necesario, en los que la masa se
relaja. La etapa de formacién incluye el marcado y/o cortado de las piezas individuales que
posteriormente seran horneadas. El horneado se realiza a altas temperaturas y durante un tiempo
corto (200 °C, 5 min), lo que permite el desarrollo de una textura abierta y porosa, ademas de una
rapida reducciéon de humedad y un cambio en la coloraciéon superficial.

Las etapas criticas en las que se producen mayores cambios a nivel molecular son el amasado y el
horneado. Durante la mezcla y el amasado se hidratan los ingredientes y se aporta energia, lo que
permite el desarrollo de la red de gluten, que es el componente estructural principal de las masas
duras utilizadas en las galletitas tipo crackers. Durante el horneado ademds se produce la
gelatinizacion parcial del almiddn y reacciones de pardeamiento enzimatico. Las modificaciones
resultan en cambios consecuentes a nivel macroscépico. En el horno se producen cambios en las
dimensiones (largo, ancho y alto), estructura (desarrollo de una estructura porosa responsable de la
textura crujiente), contenido de agua (pérdida de humedad), color y flavor. Los cambios fisicos mas
importantes comprenden la formacion y expansién de células de gas producidos por la accion de
agentes leudantes y vaporizaciéon de agua inicialmente presente en la masa, modificacién de las
propiedades reoldgicas, entre otras. Estos cambios fisico-quimicos ocurren en diferente extensién
segln la formulacién de la masa y condiciones de preparacién (Broyart, Trystram, & Duquenoy,
1998).

Con el fin de evaluar el desempefio del germen estabilizado por aire caliente segin el procedimiento
analizado en este trabajo en una matriz alimentaria, en este capitulo se analizé el efecto de la
incorporacion de germen de trigo en la preparacion de un producto con valor agregado y de alto

consumo en Argentina como son las galletitas tipo crackers de agua.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

Las galletitas se elaboraron utilizando harina comercial refinada (marca Favorita tipo 000) (11,71 +
0,36% de humedad y 24,77 + 1,89% gluten himedo, 93,07 + 3,71 indice de gluten), germen de trigo
estabilizado por aire a 180 °C durante 20 min, aceite de girasol alto oleico (marca Cocinero), sal fina
(marca Celusal) y agua de red. En primer lugar, se pesaron y mezclaron los ingredientes de acuerdo
a las proporciones que se detallan en la Tabla 5.1. Luego se agregaron 50 mL de agua y se amasaron
durante 3 min (Moulinex, modelo MR Supermix 130). Se dejé reposar la masa durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se sobd la masa utilizando las reducciones 4,5, 4, 3,5y 3
mm, con tres repeticiones en cada caso. Después de la primera reduccion (n2 4,5) se dejo reposar la
masa durante 10 min. Se realizaron perforaciones circulares (diametro= 2 mm) cada 1,5 cm en la
superficie de las masas (aprox.) y luego con un molde cilindrico de 45 mm de didmetro se cortaron
las piezas individuales, y se dejaron reposar en bandeja durante 10 min. Todas las etapas de reposo
se realizaron con la masa o piezas cubiertas con film para evitar su deshidratacién. La coccién se
realizd en horno a 180 °C durante 10 min. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se
almacenaron en bolsas de polipropileno termoselladas hasta su utilizacién. Se realizaron al menos

dos lotes de cada formulacién.

Tabla 5.1. Formulacién de las galletitas de germen de trigo con diferentes grados de sustitucion.

Ingredientes (g) Control 10% 20% 30%
Harina de Trigo 000 100 90 80 70
Germen de Trigo 0 10 20 30
Aceite alto oleico 7 7 7 7
Sal 1,6 1,6 1,6 1,6

La determinacién de las propiedades reoldgicas de las masas es esencial para la estimacion del
comportamiento durante el procesado y conservacion con el fin de obtener productos de mejor
calidad. Se realizaron 2 ensayos para analizar el efecto del germen de trigo en la formacién de la

masa.

El Mixolab® es un instrumento que permite describir la consistencia de la masa durante el amasado,
el calentamiento y el enfriamiento. Fue introducido en 2004 por Chopin Technologies (método
estandar de la ICC n2 173). El Mixolab® presenta ventajas sobre los métodos empiricos tradicionales
ya que somete a la masa a estrés mecanico y térmico, lo que permite evaluar los cambios en los
componentes proteicos y almidonosos en una sola pruebay en condiciones cercanas a las de proceso

en el sistema real. También, puede ser utilizado para la determinacién del comportamiento de la
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harina de trigo parcialmente sustituida por harinas de otros cereales (Rosell, Cortez, & Repo-

Carrasco, 2009; Svec & Hruskova, 2015).

Tabla 5.2. Método estandar “Chopin +” utilizado para la determinacioén de las propiedades

reoldgicas.

Parametro Valor
Velocidad de mezclado 80 rpm
Torque objetivo (para C1) 1,1 Nm
Temperatura en 12 etapa 30 °C
Tiempo 12 etapa 8 min
Velocidad de calentamiento 4 °C/min
Temperatura 22 etapa 90 °C
Tiempo 22 etapa 7 min
Velocidad de enfriamiento 4 °C/min
Temperatura 32 etapa 50 °C
Tiempo 32 etapa 5 min

Para el ensayo, se colocaron entre 45 y 50 g de mezcla de harina-germen de trigo (niveles de
sustitucion: 0, 10, 20y 30% p/p) en la cubeta amasadora y se adiciono el volumen de agua necesario
para alcanzar la consistencia éptima de 1,1 Nm. Se utilizé el protocolo predeterminado por el

fabricante “Chopin +”, segun la Tabla 5.2.
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Figura 5.1. Curva esquematica modelo que muestra los pardmetros asociados al analisis de reologia
de la masa.

Luego de los ensayos se obtuvieron los graficos de torque versus tiempo. La Figura 5.1 presenta una
curva modeloy los parametros que se obtienen a partir de ésta. La Tabla 5.3 muestra los parametros
asociados a la curva de Mixolab®. Tanto las curvas como los parametros se obtuvieron a través del
software “Mixolab Chopin” del equipo. Se realizd el analisis por duplicado para cada nivel de

sustitucion.
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Tabla 5.3. Parametros asociados a la curva de Mixolab® y fendmenos asociados

Pardmetro Asociacion

C1 Absorcion de agua TayT
Debilitamiento de la proteina a causa del esfuerzo mecanico .

C2 T2y T2
y la temperatura

C3 Gelatinizacién del almidén T3y Ts

c4 Estabilidad del gel en caliente TcayTa

C5 Retrogradacion del almidén en la fase de enfriamiento T°csyTs

T°: temperatura, T: tiempo, C: consistencia de la masa.

En el ensayo de relajacion se aplica una deformacion sobre la muestra de masa de manera constante
durante un tiempo y se evalla la respuesta del sistema en términos del esfuerzo (o) que el material
debe realizar para mantener la deformacioén.

La evaluacion del esfuerzo en funcién del tiempo se realizé mediante un texturémetro Instron 3342
(Norwood, MA, EUA), sobre piezas de masa cilindricas de 25 mm laminadas preparadas como se
describid anteriormente. Las muestras fueron comprimidas con una sonda cilindrica (diametro= 25
mm), a una velocidad de 0,5 mm/s hasta un 30% de la altura inicial de la pieza, la compresién se
mantuvo durante 2 min. Durante este tiempo se produjo la relajacion de la muestra, la que se
registré como el o(t). Las curvas se interpretaron en términos de un modelo de relajacién del
esfuerzo de tres elementos, comprendido por un elemento de Maxwell y un resorte en paralelo

(Steffe, 1994).

e
o(t) = Ejet + g

Donde

M
te = B
En este modelo o es el esfuerzo (respuesta del sistema), E; es el moédulo elastico, €, es el médulo
elastico en el equilibrio, 1 es el mddulo viscoso y t; es el tiempo de relajacién.
Los parametros del modelo empleado se obtuvieron por ajuste de los datos experimentales
mediante el software SIGMAPLOT 10 (Systat Software, Inc., Alemania). Se evaluaron cinco piezas de

masa por cada mezcla harina-germen. El coeficiente de determinacidon mas bajo obtenido para el

ajuste de las curvas fue de 0,83.

Se determind el contenido de humedad, proteinas, lipidos, cenizas, fibra y carbohidratos de cada
una de las formulaciones propuestas segin la metodologia detallada en el Capitulo 1, seccién

Composicién centesimal.
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Las grasas y aceites definen las propiedades organolépticas y texturales de muchos productos
alimenticios, especialmente en productos horneados. Ademas, representan un factor importante en
la determinacién de la calidad y vida util del producto. Para evaluar la calidad lipidica de las galletitas
se tomd como parametro el indice de perdxidos, que se determind sobre el aceite obtenido por
extraccion en frio segin metodologia detallada en Capitulo 1, seccidon Calidad de aceite. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

La pérdida de humedad durante el horneado (%p/p) se midid al registrar el peso de 10 galletitas
individuales antes y después del horneado, de acuerdo a Laukovad, Karovi¢ovd, Minarovi¢ova, &

Kohajdova (2019). Se calculéd como la diferencia de peso sobre el peso inicial multiplicado por 100.

El didmetro se determind sobre cada galletita de manera individual a través de anélisis de imagen de
fotografias tomadas antes y después del horneado. Se tomaron imagenes con una camara digital
(Sony DSC-W320, Japdn) vy con el software Image J se realizaron las mediciones de dos diametros
perpendiculares en cada galletita, como lo muestra la Figura 5.2, utilizando una regla calibrada como

referencia. Se midieron 10 galletitas por formulacién.

Figura 5.2. Medidas consideradas para la determinacion de dimensiones de las galletitas antes y
después del horneado.

Se calculd la relacion altura-masa de 9 galletitas (A9/P9). Para obtener la altura se apilaron 9
unidades dentro de un cilindro hueco y graduado. Se tom¢ la altura total, luego se vacié el cilindro,
se colocaron nuevamente las galletitas en el interior y registrd por segunda vez. Finalmente se

pesaron las 9 galletitas. El procedimiento se realizé 5 veces por cada formulacion.

La textura de las galletitas se evalud a las 24 h de horneadas con un texturometro INSTRON (Universal
Testing Machine, modelo 3342, EUA). Se realizé una prueba de quiebre de tres puntos utilizando una
sonda del tipo HDP/3PB. La pieza fue apoyada sobre dos soportes paralelos, separados por una
distancia de 3,6 cm. Una barra del mismo material y forma de los soportes fue desplazada

verticalmente ejerciendo una fuerza normal hasta producir un quiebre en la estructura del producto.
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La velocidad de desplazamiento del brazo fue de 0,5 mm/s. Los resultados de las experiencias
instrumentales se expresaron mediante graficos de fuerza (N) versus deformacién (%). A partir de
las curvas se obtuvo la maxima carga de compresion, que se relaciona con la dureza de las galletitas

(fuerza de quiebre o ruptura). Se midieron tres lotes de cuatro piezas de cada muestra.

Se determind actividad de agua sobre las muestras de galletitas molidas de acuerdo al método
detallado en el Capitulo 1, seccién Propiedades fisicas, actividad de agua. Las mediciones se

realizaron por triplicado.

La determinacion del color superficial se realizé a las 24 h de horneadas con un espectrofotémetro
de reflectancia (CM-700d/600d KONICA MINOLTA, Ramsey, EUA). Se utilizd un angulo del
observador 10°, iluminante D65, componente especular incluido, utilizando la escala CIELAB (L*:
luminosidad, a*: rojo-verde y b*: amarillo — azul). Se tomaron 4 puntos al azar dentro de cada
galletita, considerando 5 galletitas por formulacidon. Se analizaron al menos dos lotes de cada

formulacion.

El panel sensorial estuvo conformado por 30 evaluadores semi entrenados, consumidores habituales
de este tipo de productos. Se realizd un andlisis descriptivo con escala estructurada y un ensayo
afectivo de medicién de grado de satisfaccion.

Para la evaluacion descriptiva se utilizd una escala de 7 puntos con puntos intermedios. Se
consideraron 6 atributos para la evaluacién de textura en mano y en boca. En la Tabla 5.4 se
muestran en detalle cada uno. Se utilizé como referencia la muestra control (0%), y se pidid a los
evaluadores que califiquen las 4 formulaciones en cada atributo. Se utilizaron como muestras
galletitas realizadas con las formulaciones con 0, 10, 20 y 30% de sustitucién de harina por germen
de trigo. Cada evaluador contd con: definicién y técnica de cada atributo, muestra de referencia y
muestras a evaluar (2 unidades de cada una). La evaluacién sensorial se llevé a cabo 24 horas
después de la elaboracion de las galletitas. Las muestras se presentaron codificadas con nimeros de
3 digitos. Un modelo de la planilla de evaluacién se presenta en el Anexo 1.

Se realizé ademas un analisis de preferencia en el que los jueces ordenaron las muestras de manera

decreciente segln su agrado. Se utilizd el mismo panel para ambas evaluaciones.
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Tabla 5.4. Atributos utilizados en la evaluacion sensorial.

Grado de rugosidad

Tome la galletita entre sus dedos y

Textura L o frételo. Identifique las
superficial percibida por el . . , 3,5
en mano ) irregularidades o granulos
sentido del tacto. -
superficiales.
Evaluar el sonido percibido
por el oido a través del aire Coloque la muestra entre los
Crujencia y los huesos luego de molares y evalle el sonido al 3,5
morder la galletita con los quebrarla.
molares.
) Coloqgue la muestra entre los
Fuerza requerida para
.. ) molares, muerda en forma
Dureza comprimir y cortar la pieza ) , 3,5
. uniforme y evalde la fuerza
utilizando los molares. .
requerida para cortarla.
Numero de masticaciones  Tomar una galletita, ubicarla entre
requeridas para que la los molares y masticarlo a 93 VECES=
Masticabilidad galletita se encuentreenla  velocidad constante, contando las 35
consistencia adecuada para veces requeridas para reducirlo !
ser deglutido. hasta al estado de ser deglutido.
. , Masticar la muestra y valorar
Presencia de particulas osterior a la deglucién la
Cohesividad percibidas por la lengua p , g 3,5
- cantidad de particulas en contacto
luego de la deglucion.
con la lengua.
. . Luego de deglutir la galletita,
Persistencia de sabor ) ) g g . g .
Regusto ) identifique la presencia o ausencia
amargo luego de deglutir la . . 0
Amargo de un dejo amargo. Se percibe en

galletita.

la parte posterior de la lengua.

El andlisis estadistico se realizé segun lo detallado en el Capitulo 1.

5.3. RESULTADOS

Los resultados de la adicion de germen de trigo sobre las propiedades de consistencia de la mezcla
de harinay agua durante el amasado se muestran enla Tabla 5.5y Figura 5.3. El contenido de germen
de trigo incrementd levemente (p<0,05) la absorcion de agua para lograr la consistencia objetivo de

1,1 Nm. El tiempo de desarrollo de la masa también aumentd con el nivel de sustitucion. La mayor
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diferencia entre muestras sucesivas se observo entre la control y la de 10% de sustitucion, lo que se
atribuyd principalmente a la competencia por el agua disponible. El agua absorbida por el germen

no aporta a la formacion de la red de gluten, lo que incrementa el tiempo de desarrollo.

La estabilidad de la masa, entendida como la resistencia al amasado a temperatura constante, esta
altamente ligada a la fuerza del gluten. La calidad de la matriz proteica de la masa de trigo se dafia
facilmente con la incorporacion de otros ingredientes como por ejemplo otros cereales (Torbica,
Mocko Blazek, Belovi¢, & Jani¢ Hajnal, 2019) o granos andinos (Rosell et al., 2009). El debilitamiento
del gluten se adjudica principalmente a su dilucidn, la interferencia de las particulas de germen en la
formacién de la red de proteinas y a la competencia por el agua entre los componentes de la masa.
El germen de trigo absorbe 2,2 g agua/g muestra, mientras que la harina tiene una capacidad de
absorcién de agua de 1,25 g agua/g muestra, por lo que el GT absorbe agua fuertemente del medio.
Para los mayores niveles de sustitucion de la harina de trigo, la estabilidad de las masas fue menor,
lo que evidencié su debilitamiento. La disminucién de la estabilidad con respecto al control fue
progresiva al incrementar el porcentaje de GT, con un decaimiento del 41% para la muestra con
mavyor nivel de sustitucién. Otros autores resaltaron que el glutation (tripéptido termosensible con
capacidad reductora) presente en el GT actla sobre los puentes disulfuros debilitando la masa y
afecta las propiedades reoldgicas, pero este deterioro se minimiza al ser sometido el GT a un proceso
de calentamiento durante la estabilizacion. Ademds, al comparar el efecto de diferentes
tratamientos térmicos concluyeron que la estabilidad de la masa de pan fue afectada en mayor

medida cuando el tratamiento térmico recibido por el GT fue mas severo (Gémez et al., 2012).

El debilitamiento de la red de gluten debido a la accién conjunta del trabajo mecénico vy el calor se
ve en la diferencia entre C1 - C2 y el valor de C2. Se observd una disminucidon mas pronunciada de
este pardmetro para la muestra con mayor sustitucion, con menores valores de C2, que se relaciono
al efecto de dilucién del gluten al agregar GT y el impedimento estérico que representa el agregado
de particulas relativamente grandes para la formacion de la red de gluten (Laukova et al., 2019;

Millar, Barry-Ryan, Burke, McCarthy, & Gallagher, 2019).

El pardmetro C3 y la diferencia entre C2-C3, que son indicadores de la velocidad y extensién de la
gelatinizacién del almiddn, también fueron reducidos por la sustitucién de harina por GT. Esto se
relaciona con la disminucién de almiddn presente vy, al mismo tiempo, es probable que germen y
almidén compitan por el agua disponible lo que restringid la absorcién del almiddn durante su

gelatinizacién y en consecuencia la viscosidad desarrollada en esta etapa.
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Tabla 5.5. Parametros de Mixolab® obtenidos para mezclas de harina y germen de trigo en distintas
proporciones.

0% 10% 20% 30%
Abs. agua (%) 57,30 + 0,14 A 5800 000 B 5855 +0,35 C 5880 0,00 C
C1(Nm) 1,13 +001 A 110 004 A 109 004 A 110 2001 A
C2 (Nm) 050 +000 C 040 +001 B 034 002 A 033 001 A
C3 (Nm) 18 +001 D 158 001 C 143 004 B 135 =000 A
C4 (Nm) 157 +012 C 1,11 001 B 088 0,06 A 0,75 0,00 A
C5 (Nm) 299 +006 C 241 006 B 1595 0,11 A 18 =005 A
Estabilidad (min) 10,44 + 0,16 D 6,10 20,18 C 510 20,14 B 433 £0,21 A
Td (min) 130 £+ 003 A 452 0,19 B 498 1004 C 508 £0,13 C

Td: tiempo de desarrollo. Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas
(p<0,05)

El parametro C4 se relaciona con la estabilidad del gel formado luego de la gelatinizacion del almidén.
La estabilidad del gel de almidén también fue significativamente afectada por la presencia de GT. La
muestra control presentd mayor torque que las muestras sustituidas, es decir, el agregado de
germen produjo una menor consistencia del gel, que se puede atribuir a la dilucion del almidén y a

la interrupcién fisica de la estructura tridimensional que producen las particulas de GT.

El valor de C5 se relaciona con la retrogradacion del almidén. En este caso también se observd una
disminucion gradual de C5 al agregar GT. Tanto para C4 y C5 no se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre el 20 y 30% de sustitucion. Bansal y Sudha (2011) estudiaron las
caracteristicas de pasting con un Micro-Visco-Amildgrafo de Brabender del sistema harina-GT
estabilizado por vapor, y harina-GT deslipidizado, encontrando una disminucién de la temperatura
de pico, del breakdown (medida de la facilidad con la que los granulos hinchados pueden ser
desintegrados por accién de las fuerzas de corte) y del setback (medida de la tendencia que poseen
las moléculas de amilosa a retrogradar durante el enfriamiento de la pasta), parametros que podrian

asociarse al comportamiento descripto para C3, C3-C4 y C4-C5, respectivamente.

En general, se observé una dependencia de las propiedades mecénicas de la masa con la
formulacion. Se evidencidé que para formar una masa a partir de una mezcla harina-GT se necesité
mayor cantidad de agua y tiempo de amasado, sin embargo, la fuerza del gluten decayd
significativamente con respecto a la muestra control. Las muestras del 10% fueron significativamente
diferentes al control, con un efecto gradual al comparar con los niveles de incremento subsecuentes.
Se evidencié conjuntamente al debilitamiento de la red de proteinas, una disminucién de la
capacidad de gelificacion y retrogradacién del almidén. Se sugiere que el germen de trigo interfiere
en la estructura de masa mediante un doble mecanismo: por un lado, compite por el agua del

sistema y fisicamente interrumpe la continuidad de la red de gluten y la de almiddn, por lo que se
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ven afectados procesos como la formacion de gluten, gelatinizacién y retrogradacion del almidon.
Un gluten menos tenaz resulta positivo para la calidad de una cracker porque le otorga fragilidad a

la estructura y genera productos menos densos.
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Figura 5.3. Curvas de torque de Mixolab® obtenidos para diferentes niveles de sustitucion de
harina por germen de trigo.

Otros autores observaron también una absorcion de agua mayor al sustituir harina por germen de
trigo (Laukova et al., 2019) y salvado (Gémez et al., 2012). La diferencia con respecto al control fue
mayor al adicionar salvado de trigo (5% de incremento de absorcién de agua al utilizar salvado,
versus 2% al utilizar germen en un nivel de sustitucion del 10%), hecho que se atribuye al contenido
de fibra y a la alta capacidad de absorcién de agua asociada a las capas externas del grano con

respecto a las internas.

Las curvas de esfuerzo en funcion del tiempo de las masas elaboradas con distintas mezclas de
harina-GT se muestran en la Figura 5.4 y Tabla 5.6. Las curvas de relajacion obtenidas son tipicas de
masas de harinas de trigo con presencia de gluten. Poseen un comportamiento viscoeldstico
intermedio entre un sélido ideal (que no posee relajacién alguna) y la de una sustancia liquida ideal
(que se relaja instantdneamente). Las masas se relajan gradualmente hasta alcanzar un esfuerzo de
equilibrio.

En general, no se observaron cambios en el médulo elastico (E;) para las muestras analizadas, a
excepcion de la muestra con el 30% de sustitucion. Mayores valores de E; estan asociados un
sistema mas rigido, lo que indica que la adicion de GT en proporciones del 30% generd una masa con
mayor dificultad para relajarse ante una deformacion aplicada con respecto a la masa control. Las

variaciones con respecto al control pueden asociarse a la baja disponibilidad de agua en el sistema'y
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la avidez del germen de trigo para absorber agua debido principalmente a su bajo contenido de

humedad, lo que provoca un sistema menos plastificado.
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Figura 5.4. Curvas de relajacion de las masas elaboradas con distintos niveles de sustitucion de
harina por germen de trigo.

El tiempo de relajacién también esta asociado a la rigidez del material ya que mayores tiempos dan
cuenta de un sistema con un comportamiento menos viscoso. Es un parametro estructural que
caracteriza cada sistema. En las muestras ensayadas el tiempo de relajacion disminuyd a partir del

20% de sustitucion, lo que evidencia un sistema que se relaja con mayor facilidad.

El médulo eldstico en equilibrio (gg) da cuenta de los esfuerzos residuales luego de una relajacién
completa. Un mayor valor de g, indica la presencia de un componente elastico, un sistema mas
estructurado luego de la deformacion y relajacién. La masa con mayor agregado de germen también
tuvo un mayor médulo elastico residual, lo que significa que tiene una mayor componente rigida una

vez que se retira la deformacion, es decir se relaja de manera diferente.

El valor de esfuerzo maximo fue significativamente mayor para la muestra con un 30% de sustitucion,
lo que significa que es necesario un esfuerzo superior para provocar la deformacion, y se trata de un
sistema mas consistente. Un comportamiento intermedio ocurrid con la muestra de 20%, mientras

que la de 10% no fue significativamente diferente al control.

En general se observd un comportamiento distinto durante la relajacion de las masas con vy sin el
agregado de GT, siendo mas evidentes los cambios para la formulacion con un nivel de sustituciéon

del 30%. Las masas con GT obtuvieron una mayor resistencia a la deformacion, con incrementos
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significativos a partir del 20% de sustitucion. Durante la relajacién los sistemas con reemplazo de
harina tuvieron un comportamiento mas rigido, y en el equilibrio mostraron un médulo elastico
residual superior, es decir, las masas sustituidas presentaron mayor “facilidad” para relajarse. Los

cambios fueron mads evidentes para la muestra con mayor nivel de sustitucion.

Tabla 5.6. Parametros obtenidos mediante el ajuste de las curvas de relajacidén para masas
formadas con distintas mezclas de harina-germen de trigo

Muestra O nax Eq t, £

0 3469 + 778 A 1233 + 247 A 10,2 + 1,2 C 470 82 A

10% 3376 + 354 A 1.193 + 162 A 10,1 + 1,1 C 488 + 91 A

20% 4454 + 516 B 1543 + 158 A 81 £ 04 B 554 + 77 A

30% 11.778 + 982 C 4534 + 682 B 59 + 03 A 1152 + 93 B

€0: modulo elastico en equilibrio, E; modulo elastico, t, tiempo de relajacién, oy ax: esfuerzo

(=

+
I+

maximo, Valores con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La composiciéon quimica de cada formulacién se detalla en la Tabla 5.7. Los resultados mostraron que
el contenido de humedad disminuyé significativamente de 8,88 a 4,81% conforme aumento el nivel
de germen de trigo (GT). Por otra parte, el contenido de proteinas, lipidos y cenizas aumentaron
gradualmente al reemplazar parcialmente la harina de trigo por el germen estabilizado. Las muestras

con el minimo nivel de sustitucion fueron significativamente diferentes al control.

Elincremento en el contenido proteicoy el de cenizas fue en ambos casos de un 59% para la muestra
con el 30% de sustitucién con respecto al control (0%). En cuanto a los lipidos, el incremento

representd un 7% para la muestra con mayor proporcién de GT con respecto al control.

Otros autores informaron contenidos similares de proteinas y cenizas al suplementar galletitas
dulces (Arshad et al., 2007; Youssef, 2015) con GT, logrando contenidos proteicos entre 9-16% y de

cenizas entre 1,6-2% para niveles de sustitucion del 25% y 40%.

Tabla 5.7. Composicién porcentual de las galletitas de germen de trigo.

% GT Humedad Proteinas Lipidos Cenizas Fibra CH
0 888 +0,27 B 9,14 + 0,02 A 13,00 £ 0,26 A 1,66 + 0,08 A 407 +£0,02 A 67,32
10 7,66 +1,02 B 11,41 + 0,26 B 13,22 + 0,38 C 195 + 0,05 B 4,49 +£0,14 B 63,76
20 550 20,03 A 13,34 £+ 0,01 C 13,05 + 0,13 A 2,35 £ 0,03 C 4,99 +0,11 C 65,76
30 481 20,33 A 1452 + 0,34 D 1395 + 039 B 2,65 £ 0,03 D 550 +0,11 D 64,08

CH: Carbohidratos. CH=100% - (%humedad + %proteina + %lipidos + %cenizas). Valores con
letras comunes en una misma columna no son significativamente diferentes (p> 0,05)
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El contenido de fibra alimentaria de la muestra control resulté comparable al de galletitas crackers
de harina de trigo, que se encuentran entre 2-3% (USDA Nutrient Database, 2019). La inclusién de
GT incrementd significativamente el contenido de fibra total de las galletitas, siendo un 35% superior
para la muestra de mayor grado de sustitucion con respecto al control. El consumo de fibra dietaria
tiene implicancias importantes en el sistema digestivo desde la masticacion hasta la evacuacién de
las heces, ejerciendo el principal rol a nivel intestinal. Los efectos fisiolégicos asociados a su consumo
son la regulacion de niveles de azucar vy lipidos en sangre, mejoramiento de la absorciéon de minerales

y prevencion de ciertos tipos de cancer (Ktenioudaki & Gallagher, 2012).

El indice de perdxidos del producto horneado presentd pocas variaciones con respecto a la muestra
control (Tabla 5.8). En todos los casos se encontrd por debajo de los valores maximos permitidos por
el Codex Alimentarius, en el apéndice que determina las caracteristicas que deben cumplir los
aceites y grasas comestibles no reguladas por normas individuales (CODEX STAN 19-1981)
(FAO/WHO, 2015) que establece un limite de 10 meq. 0,/kg aceite. Los valores aqui obtenidos
indican que la fase lipidica estuvo en buen estado de conservacién y no fue afectada por la exposicién
al calor durante el horneado. Este resultado es importante considerando la carga lipidica aportada
por el germen y el aceite utilizados como ingredientes, especialmente por la presencia de acidos
grasos insaturados (64% abundancia acidos grasos poliinsaturados en el GT). Si bien se comprobd
previamente que con el tratamiento de estabilizacién del germen las enzimas responsables del
deterioro estdn inactivas, existen otros factores que promueven la oxidacién de lipidos, como la

temperatura, la presencia de catalizadores, el Oy, y la luz (Labuza & Dugan Jr, 1971).

Tabla 5.8. Indice de perdxidos del aceite obtenido de galletitas con germen de trigo.
%GT PV (megq. 0,/kg aceite)

0 836 + 0,82 B
10 615 + 0,54 A
20 742 + 007 AB
30 7,70 + 087 AB

Valores con letras comunes no son significativamente diferentes p> 0,05.

La pérdida de peso (Tabla 5.9) no vario significativamente por la sustitucidén de harina por GT. Esto
resulta positivo desde el punto de vista de proceso ya que la baja pérdida de peso durante el
horneado es un factor que determina el rendimiento econdmico y el comportamiento tecnoldgico

de la masa. El contenido de humedad y la actividad de agua son pardmetros criticos ya que
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repercuten directamente en la vida Util del producto y las condiciones de conservacion (Caballero,

2003).

La humedad de la pieza se pierde principalmente a través de su superficie. La misma migra desde el
centro por capilaridad o difusion. El agua libre se evapora en primera instancia durante el horneado,
pero parte del agua ligada también va a ser liberada, lo que viene en asociacion con el desarrollo de

color (Barbosa-Canovas & Vega-Mercado, 1996).

La pérdida de humedad provoca una contraccion de la pieza durante el horneado. Se observd que la
contraccién no tuvo un sentido preferencial, ya que no se registraron diferencias significativas entre
D1y D2 dentro de una misma formulaciéon (p> 0,05). Asimismo, no se encontraron diferencias entre
las formulaciones ensayadas (p> 0,05), por lo que este parametro no fue afectado por el agregado

de GT (Figura 5.5), lo que resulta positivo para la calidad del producto.

En crackers son deseables mayores alturas o mayores relaciones A9/P9 (Tabla 5.9), lo que se asocia
con una mejor calidad (Mir, 2016). La altura y la relacion AS/P9 de las galletitas no se vio afectada
significativamente por el contenido de germen de trigo. Esto es un aspecto positivo, ya que al
agregar el GT se esperaria el desarrollo de una estructura mas compacta por la competencia por el

agua, como se reportd en otras crackers fortificadas con tuna (Benjakul & Karnjanapratum, 2018).
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Figura 5.5. Encogimiento de las galletitas con diferentes proporciones de germen de trigo medidas

antes y después de coccién.

A menudo la dureza de un producto es considerada como indice general de los atributos descriptores
de textura. En la Tabla 5.9 se muestra que el pico de fuerza necesario para lograr el quiebre de la

galletita presenté cambios significativos entre las formulaciones con y sin adiciéon de GT (p>0,05).
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Particularmente las formulaciones con 20 y 30% de GT resultaron menos duras que el control. En

general se observé una tendencia decreciente al incrementar el grado de sustitucion de harina.

Tabla 5.9. Propiedades fisicas de las galletitas con distintas proporciones de germen de trigo.

% Mdéximo Carga de Alturade 9 4

GT compresion (N) galletitas (cm) A9/PS % Pérdida de peso
0 346 + 3,4 C 490 10,14 A 0,177 + 0,004 C 319 + 09 AB
10 325 % 24 B,C 4,70 20,14 A 0,148 + 0,005 A 31,0 £+ 1,1 A
20 27,1 + 2,3 A 4,65 10,28 A 0,178 + 0,008 C 321 + 11 B
30 286 + 1,1 A, B 455 10,07 A 0,165 + 0,002 B 324 + 2,1 B

A9/P9: Relacidn altura/peso de 9 galletitas. Valores con letras comunes en una misma columna no
son significativamente diferentes p> 0,05

Otros autores observaron una menor dureza en galletitas dulces al agregar GT deslipidizado y molido
a partir de un 20% de sustitucion (Arshad et al., 2007) y en crackers hechas con avena deslipidizada
(Morales-Polanco et al., 2017), quienes lo atribuyen a que molecularmente los carbohidratos vy
proteinas agregadas compiten por el agua, lo que resulta en la formacién de una red de gluten mas

débil. Ademas, cabe resaltar el efecto diluyente del gluten, al sustituir harina por otros componentes.
Si bien el germen de trigo tiene en su composicién un ~30% de proteinas (principalmente albiminas

y globulinas), no tienen la capacidad de formar gluten como la mayor parte de las proteinas del
endospermo del grano (gliadinas y gluteninas) que pueden formar esta estructura tridimensional al

combinarse con agua y energia durante el amasado.

El efecto contrario observaron Bansal y Sudha (2011) en galletitas dulces antiaglutinantes, en las que
aumento la fuerza de quiebre conforme lo hacia el nivel de sustitucién con germen. Para un nivel de
sustitucion del 40% con germen deslipidizado obtuvieron valores de dureza que casi triplican a la del
control, siendo esta diferencia menor para germen estabilizado al vapor con respecto a la adicién de
germen de trigo deslipidizado. Los autores justifican el aumento con el agregado de compuestos

proteicos con alta retencidn de agua a un sistema con limitada disponibilidad de agua libre.

La actividad de agua de un producto es un parametro que permite establecer reglas generales de
estabilidad. En la Tabla 5.10 se muestra que todas las formulaciones ensayadas tuvieron una
actividad de agua menor a 0,6, que es el limite por debajo del cual los microorganismos no pueden

reproducirse o crecer.

Entre formulaciones existieron diferencias significativas, siendo la muestra de control la que
presenté la mayor actividad de agua, es decir, tuvo una mayor cantidad de agua disponible para el
crecimiento de hongos y bacterias. Las muestras con agregado de GT tuvieron menores contenidos

de humedad (Tabla 5.7), lo que se relaciona con mayores niveles de absorcion de agua por parte de
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los componentes hidrofilicos del GT, que disminuyen la disponibilidad de agua para el resto de los

componentes y consecuentemente poseen menor ay.

Tabla 5.10. Actividad de agua obtenida para las diferentes formulaciones de galletitas.

% GT Actividad de agua
0 0,40 £ 3,51E-03 D

10 0,32 + 1,15E-03 C
20 0,27 + 3,51E-03 A
30 0,29 + 2,52E-03 B

Valores con letras comunes no son significativamente diferentes p> 0,05

El color superficial de las galletitas crackers para diferentes niveles de sustitucion de GT se muestran
en la Tabla 5.11. Se observa que como consecuencia del agregado de GT el valor de luminosidad
disminuyd gradualmente, es decir fueron mas oscuras. Las muestras también tomaron tonalidades
mas rojizas y amarillentas luego del horneado, indicados por los valores mayores de a* y b*,
respectivamente. Asimismo, estos cambios también se vieron reflejados en el indice de
pardeamiento (Bl) que aumentd significativamente segun el nivel de germen en la formulaciéon
(Figura 5.6). En todos los casos los cambios se observaron desde la minima adicién con respecto a la
muestra control. Ello encuentra explicacion en el color propio del germen de trigo, especialmente
luego de haber sido sometido al proceso de estabilizacion por aire caliente, como se describié en el
Capitulo 2. Ademas, el germen contiene los componentes principales (aminodacidos y azUcares
reductores) para el desarrollo de las reacciones de Maillard, un complejo sistema de reacciones
bioguimicas que se inician cuando la temperatura de la superficie supera los 100 °C y se ve
influenciado por la naturaleza de los azucares reductores y aminoacidos presentes y sus respectivas

proporciones (Broyart et al., 1998).

Tabla 5.11. Parametros de color de galletitas de germen de trigo.
%GT L* a* b* BI

0 72,55 + 2,10 C 258 + 049 A 2198 + 156 A 3827 402 A
10 67,74 + 397 B 683 + 209 B 2794 + 205 B 6031 975 B
20 62,47 + 364 A 784 + 205 B 2801 + 1,73 B 6699 930 C
30 61,15 + 394 A 975 + 154 C 2841 + 102 B 7308 835 D

Valores con letras comunes en una misma columna no son significativamente diferentes p> 0,05

Como es de esperar, las mismas tendencias se reportaron en panes y galletitas adicionados con
germen (Arshad et al., 2007; Majzoobi et al., 2012), mientras que galletitas dulces antiaglutinantes
adicionadas con GT deslipidizado no reportaron cambios en la evaluacion sensorial del color para

niveles de sustitucion de hasta un 40% (Bansal & Sudha, 2011).
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Figura 5.6. Galletitas con distintos niveles de sustitucién de harina por germen de trigo. De izq. a
der. en ambas figuras: muestra control, 10%, 20% y 30% de sustitucion. Vista superior (A) y vista

lateral de galletitas apiladas segun formulacion (B).

5.3.4. Analisis sensorial
En la Tabla 5.12 y la Figura 5.7 se presentan los datos obtenidos mediante la evaluacion sensorial

descriptiva de las galletitas de GT.

Tabla 5.12 Promedio y desvio de los valores obtenidos para cada uno de los atributos

Atributo 0% 10% 20% 30%
Texturaenmano 3,3 + 0,7 A 41 + 1,0 B 44 + 0,7 B,C 47 + 1,2 C
Masticabilidad 41 + 07 C 29 +£+07 B 29 +£+06 B 25+ 06 A
Cohesividad 34 + 05 A 38 + 06 AB 42 + 09 C 40 + 1,0 B,C
Regusto Amargo 0,2 + 04 A 04 £+ 06 A 10+ 09 B 13 £+ 09 B
Crujencia 33 +05A35+ 11 A 39+ 10 A 45+ 14 B
Dureza 33 +05A 42 +09 B 44+ 07 B 46 £+ 09 B

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)
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La textura en mano aumentdé gradualmente conforme lo hace la proporcion de GT en la formulacion,
es decir, las particulas de germen fueron percibidas por el sentido del tactoy, la percepcion dependid
de la cantidad relativa de GT utilizada.

Otro parametro que presentd la misma tendencia fue la cohesividad, atributo que mide la cantidad
de particulas que quedan en boca luego de la deglucidn. Esto puede asociarse a la facilidad con la
que las particulas de germen se desprenden de la masa, especialmente a concentraciones elevadas,
influyendo en el comportamiento mecdnico de la galletita en la boca ya que no son arrastradas en
su totalidad durante la deglucién. Las galletitas con agregado de fibras acusan sensaciones de
sequedad en la boca que pueden relacionarse en cierta manera a este atributo y la dificultad para
formar el bolo previo a la deglucion. La saliva se produce en la boca y junto con el movimiento
mandibular forma el bolo. Las muestras con un alto contenido de fibra tienen una mayor demanda
de saliva porque la fibra absorbe mas agua que la harina, lo que crea una sensacion de sequedad
(Laguna, Varela, Salvador, & Fiszman, 2013).

El bajo nivel de cohesividad o una galletita que se desgrana con mayor facilidad en la boca puede
también asociarse a las diferencias en masticabilidad de las muestras, ya que mayores proporciones
de harina forman una estructura mas fuerte, que necesita masticarse mas veces para ser deglutido.
La dureza percibida al morder el producto fue superior para las muestras con GT, sin obtener
diferencias significativas entre los diferentes niveles de sustitucién. En la determinacion instrumental
de dureza la tendencia fue contraria, ya que la fuerza de quiebre registrada fue superior para la
muestra control. Las diferencias entre la medicién sensorial e instrumental se pueden atribuir a que
en el primer caso se evalUan varios atributos simultdneamente en el tiempo, siendo dureza y
crujencia los primeros atributos registrados durante la evaluacién (Laguna et al., 2013). La mayor
crujencia de las galletitas fortificadas podrian estar asociadas y ser percibidas como galletitas mas

duras.
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Figura 5.7. Representacion de los atributos sensoriales analizados en la evaluacion
descriptiva de galletitas con el agregado de germen de trigo

Un aspecto positivo a resaltar es el bajo puntaje asignado al regusto amargo para todas las muestras
ensayadas (considerando que se presentd una la escala de 7 puntos). Este sabor invasivo que queda
luego de la deglucion de la galletita es un indicador sensorial de rancidez, fendmeno que podria
ocurrir en una extensién importante dada las condiciones de la muestra: alto contenido lipidico del
germen vy el aceite, el tratamiento de estabilizacion del germen y el historial térmico de las galletitas
en el horneado. Las muestras con mayor grado de sustitucion (20 y 30%) tuvieron valores
significativamente diferentes a la muestra control, siendo en todos los casos inferior a 1,5, por lo que
se concluye que no se percibié rancidez en las muestras.

El atributo que tuvo una tendencia creciente conforme aumenté el grado de sustitucién de harina
fue la crujencia, sin embargo, el anélisis de la varianza mostro diferencias significativas sélo para el
maximo grado de sustitucién. Un alto valor de crujencia es un atributo positivo al evaluar la calidad
general de una galletita tipo cracker ya que es caracteristico de este tipo de productos.

La Figura 5.8 muestra los resultados de la prueba de preferencia en la que se observé una tendencia
clara: a los jueces les agradd mas las muestras enriquecidas con germen de trigo con respecto a la
muestra control (0%), ya que el primer puesto fue en su mayoria para las muestras de 20 y 30% de
sustitucion (con un 50% y 33% de ocurrencia, respectivamente), mientras que un 73% de los
evaluadores ubicaron la muestra control en ultimo lugar. El tercer puesto fue prevalentemente para

la muestra con el 10% de sustitucion.
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Figura 5.8. Grafico de frecuencias obtenidas de la prueba de ordenamiento para las galletitas de
germen de trigo con diferentes grados de sustitucion.

En general, lo resultados mostraron que el agregado de germen de trigo tostado mejoré las
propiedades sensoriales de las galletitas tipo crackers, otorgando rugosidades que se llegan a
percibir en evaluaciones de textura en mano y boca. La adicién de GT generd galletitas que fueron
percibidas sensorialmente como mas duras y crujientes, y necesitaron un menor nimero de
masticaciones antes de ser deglutidas. Las muestras suplementadas fueron preferidas con respecto
a la formulacién control, especialmente en un nivel de sustitucién del 20%, lo que se atribuyd al
sabor dulce que aporta el GT y al favorecimiento de las reacciones de Maillard.

Otros productos a los que se adiciond germen de trigo y mejoraron la aceptabilidad general fueron
panes planos (Barbari bread) (Majzoobi et al., 2012) y galletitas dulces antiaglutinantes (Bansal &
Sudha, 2011). En el primero, las mejores puntuaciones se obtuvieron para el maximo nivel de
sustitucion (15%), resultando mds agradable el agregado de germen tratado en estufa con respecto
al agregado de germen no tratado. El GT se dice que favorece la ocurrencia de reacciones de
Maillard, y sus productos se asocian a propiedades de color y sabor que mejoren el aspecto de la
corteza. En galletitas dulces se adiciond germen de trigo hasta un 40% de sustitucion, obteniéndose
muestras de sabor mds dulce y agradable hasta un 30% de sustitucion.

En galletitas dulces adicionadas con GT deslipidizado (Arshad et al., 2007) la puntuacién sensorial de
aceptabilidad general fue similar a la del control hasta un 15% de sustitucion, umbral sobre el cual

se calificaron las muestras como oscuras y quebradizas.

5.4, CONCLUSION

Es posible utilizar germen de trigo estabilizado como ingrediente en la formulacién de galletitas tipo

crackers de agua. La sustitucion parcial de harina por germen de trigo produjo un debilitamiento
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estructural de la masa, lo que se relaciond con la dilucidn y la interferencia de la red de gluten y una
menor disponibilidad de agua. Las propiedades de la masa fueron sensibles a la cantidad de germen
de trigo en la formulacidn. Mayores proporciones de germen requirieron mayor cantidad de agua y
energia para la formacion de la masa. Fenémenos como la gelatinizacion y retrogradacion del
almidén también fueron reducidos por la sustitucién de harina por germen de trigo. Si bien se
observaron diferencias en las propiedades de absorcién y formacién de masa en las formulaciones
con el agregado de GT, las dimensiones del producto final no fueron sensibles al cambio. Asimismo,
se mejoraron parametros relacionados a la estabilidad del producto como el contenido de humedad

y la actividad de agua, y se favorecié el desarrollo de color.

Las muestras suplementadas con germen de trigo tuvieron una buena calidad lipidica, con indices de
peroxidos inferiores a 8,5 meq. 0o/kg aceite. El agregado de germen mejord el perfil nutricional, con
incrementos significativos en el contenido de proteinas y minerales, alcanzando incrementos del
59% en ambos pardmetros para la muestra con un 30% de sustitucion, con respecto al control (0%).
El andlisis sensorial mostré resultados satisfactorios, con un maximo de preferencia para la muestra

con 20% de sustitucién, seguida por la de 30%.
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CONCLUSIONES GENERALES

El trigo es uno de los principales cultivos de Argentina, encontrandose entre los mayores productores
de este cereal a nivel mundial. El producto principal derivado del procesamiento del trigo es la harina,
y como productos secundarios, el germen y el salvado. Ambos se separan del endospermo durante
el proceso de molienda ya que otorgan tonalidades mas oscuras al producto final, y particularmente

el germen por su facilidad de enranciamiento.

El principal problema para el aprovechamiento del germen de trigo en alimentacion es la rapidez con
la que se deterioran los lipidos (los que representan ~13% en peso del germen), que trae
consecuencias quimicas y sensoriales negativas. La vida Util del germen se puede extender al reducir

la actividad de las enzimas involucradas en este proceso, las lipasas y lipoxigenasas.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se evaludé la efectividad de dos tecnologias para la
estabilizacién del germen de trigo y sus efectos sobre la calidad fisica, quimica y nutricional. Durante
el tratamiento con aire caliente la enzima que presentdé mayor resistencia térmica fue la lipasa
(energia de activacién de 98 kJ/mol para lipasa versus 24 kJ/mol para lipoxigenasa), lograndose una
actividad residual de la enzima lipasa inferior al 5%, para tratamientos de 9 min a 200 °C, y 20 min a
180 °C. Por otra parte, para el tratamiento con microondas se logré la inactivacién de la enzima lipasa
luego de 20 min a 70 °C, mientras que a 60 °C la actividad residual fue préxima al 20%. La actividad

lipoxigenasica presentd baja sensibilidad al tratamiento con microondas.

Se determind el efecto de las tecnologias sobre las propiedades fisicas, observandose cambios en
algunos parametros, con respecto al material no tratado térmicamente. Durante el tratamiento con
aire caliente la pérdida de humedad afecté la actividad de agua, dngulo de reposo y desarrollo de
color debido al pardeamiento no enzimatico, contrariamente a lo que sucedié con microondas,
donde no se observaron cambios significativos en estos pardmetros debido a los tratamientos. Las
propiedades geométricas y fisicas no mostraron variaciones debido a los tratamientos térmicos. Por
su parte, el andlisis sorcional mostrd un buen ajuste al modelo de GAB en el intervalo de a,, de 0-0,9
mientras el valor del contenido de humedad de monocapa disminuyd levemente en muestras

tratadas por ambas tecnologias ensayadas, con respecto al control.

Desde otra perspectiva, ambos tratamientos mantuvieron la calidad lipidica del germen de trigo. Se
observaron leves incrementos graduales del indice de perdxidos con la temperatura y tiempo de
exposicion en ambos casos, alcanzando valores maximos de 3,36 meq. O,/kg aceite, lo que resulta

bajo respecto a los limites legales establecidos por el Cédigo Alimentario Argentino (10 meg. Oy/kg
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aceite). Por otra parte, la acidez de los aceites no presentd variaciones para el tratamiento con aire
caliente. Ademas, el perfil de acidos grasos, con una alta preponderancia de compuestos
poliinsaturados, se mantuvo invariante en muestras tratadas con ambas tecnologias. El contenido
de tocoferoles totales tampoco mostré sensibilidad por el tratamiento con aire caliente vy
microondas, manteniéndose en todos los casos en el rango general encontrado en bibliografia, y

resultando superlativo en relacion a otras fuentes naturales.

Por otra parte, ambas tecnologias provocaron una pérdida de solubilidad de las proteinas,
mostrando mayor influencia el tratamiento con aire caliente que el de microondas. Esto se evidencio
en el grado de desnaturalizacién proteica, que para 20 min de tratamiento con aire caliente a 180 °C
fue de 77%, mientras que para microondas a 70 °C fue del 30%. Este fendmeno provoco la pérdida
de solubilidad de algunas proteinas de masa molecular inferior a 100.000 Da, e incremento
propiedades funcionales, como la capacidad de retencién de agua y aceite para el tratamiento con

microondas.

El mecanismo principal de la actividad antioxidante de extractos etandlicos de germen de trigo fue

por accion antirradicalaria, capacidad que se vio potenciada luego del tratamiento con microondas.

La resolucién de los balances de materia y energia durante el calentamiento del germen de trigo
permitio predecir la evolucion de la temperatura y contenido de humedad de las muestras tratadas
con aire caliente, asi como la actividad enzimatica residual y actividad de agua del producto final a
través de un modelo matemdtico de base fisica. Los avances realizados en el modelado del
tratamiento de germen de trigo también suman a la biblioteca de recursos para el desarrollo de otros
modelos, o ampliaciones del mismo, ya que para este tipo de calentamiento no se encontraron

estudios relacionados.

El reemplazo de harina de trigo por el germen en un producto horneado resulté satisfactorio,
logrando galletitas con mejoras nutricionales en cuanto al contenido de proteinas, minerales y fibras,
ademas de una buena calidad sensorial, siendo las formulaciones preferidas las del 20% y 30% de

sustitucion.

En resumen, se lograron resultados satisfactorios en la calidad quimica del producto estabilizado por
aire caliente y por microondas. Por otro lado, las galletitas de germen de trigo, representan un aporte
novedoso y de gran aplicabilidad por la facilidad de produccién y buena disponibilidad de recursos,

por lo que implican una posible via de insercidn del germen de trigo en la dieta.
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ANEXO 1

Modelo de Planilla de evaluacién sensorial

Producto: Galletitas saladas a base de harinay germen de trigo
Cuestionario N2 1: Evaluacién Descriptiva

Por favor, beba unos sorbos de agua antes de comenzar y entre muestra y muestra, Repita estos
pasos las veces que considere necesario.

Evalle cada galletita codificada e indique en la escala el valor que considera que mejor describe a la
muestra. Escriba por encima de la misma, el cédigo de la muestra respectiva.

1- Textura en mano
| : | : ] I ] : | I ] I | : |
I a.s I 1.5 I 2.5 I 3.5 I 4.5 I 55 I 8.5 I
o 1 2 3 4 5 & T
Sin rugosidad Muy rugoso
2- Crujencia
| l | l ] 1 ] l | 1 ] 1 | l |
I I ] I ] ] I
I 0.5 I 1.5 I 2.5 I 3,5 I 4,5 I 35 I [ I
o 1 2 3 4 L3 6 7
Poco crujiente Muy crujiente
3- Dureza
| : | : ] I ] : | I ] i | : |
I 0.5 I 1.5 I 2.5 I 3.5 I 4.5 I 55 I 6,5 I
o 1 2 3 4 5 6 7
Blando Duro
4- Masticabilidad
| l | l ] L ] l | L ] L | l |
I I ] I ] ] I
I a5 I 1.5 I 2.5 I 3.5 I 4.5 I 5.5 I 6.5 I
o 1 2 3 4 5 & T
Poco masticable Muy masticable
5- Cohesividad
| : | : ] I ] : | I ] I | : ]
I 0.5 I 1,5 I 2.5 I 3.5 I 4.5 I 55 I 6.5 I
o 1 2 3 4 5 & 7
Sin particulas Con muchas particulas
6- Regusto Amargo
| l | l ] 1 ] l | 1 ] 1 | l |
I I ] I | | ] I
I 0.5 I 1.5 I 2.5 I 3.5 I 4.5 I 55 I 8.5 I
o 1 2 3 4 = & 7
Sin regusto

Mucho regusto
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Cuestionario N2 2: Prueba de Ordenamiento

Pruebe las muestras presentadas y ordénelas segln su grado de preferencia, colocando en el
primer lugar el codigo de la que mas le agrade, y en el Ultimo lugar el codigo de la que menos le

agrade,

COMENTARIOS:

Muchas gracias!!! |
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