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0. Introduccid

El treball de recerca que es presenta a continuacio tracta sobre el primer cereal domesticat
per ’home, I’ordi, D’interés del qual ha anat augmentant darrerament, tant per les

aplicacions en el camp de la nutricié com en el de la salut.

Nombrosos estudis cientifics han demostrat els efectes beneficiosos que poden tenir
multiples compostos bioactius d’aquest cereal, entre els quals destaquen els B-glucans,

els arabinoxilans, i els compostos fenolics.

Els B-glucans son uns polisacarids de glucosa que es troben principalment a I’interior del
gra que poden actuar reduint els nivells de colesterol en sang, millorant el sistema
immunologic o els efectes cancerigens. Per aquest motiu I’ Agencia Europea de Seguretat
Alimentaria (EFSA) reconeix la seva importancia i recomana prendre’n una dosis diaria
de 3 grams. També altres organitzacions com la U.S. Food and Drug Administration

(2006) recomana el consum d’ordi per reduir el colesterol i les malalties coronaries.

Pel que fa als arabinoxilans son polisacarids de pentoses localitzats en les cobertes
externes del gra, relacionats amb propietats antioxidants, és a dir, que ajuden a retardar i
prevenir 1’oxidacié d’altres molécules evitant aixi reaccions en cadena que danyen la
propia cél-lula. També se'ls atribueixen efectes positius relacionats amb metabolisme

lipidic i del sucre, aixi com activitat immunoreguladora.

I finalment, els compostos fenolics que es poden trobar lligats a altres compostos del gra

o en forma lliure i que destaquen per la seva activitat antioxidant .

Gracies a aquest ampli ventall d’avantatges que ens ofereix aquest cereal sorgeixen les
diverses vies d’investigacions que busquen treure el maxim benefici 1 incorporar aquests

compostos bioactius en aliments que puguin arribar a formar part de la nostra dieta.

En aquest Treball de Recerca per tant, parteixo amb I’objectiu d’estudiar la presencia de
determinats compostos bioactius i la seva distribucié en les diferents capes del gra d’ordji,
per tal d’obtenir farines de determinades fraccions amb un alt contingut en un o diversos
d’aquests compostos. Posteriorment, aquestes farines podrien constituir la matéria
primera a partir de la qual es puguin elaborar aliments funcionals, com per exemple

galetes.
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Per tal d’aconseguir aquestes farines enriquides, de cada mostra corresponent a una
fraccié del gra d’ordi s’estudiara la quantitat de fibra, que inclou B-glucans i

arabinoxilans, els fenols de tipus Iliure i lligat i finalment 1’activitat antioxidant.

La varietat d’ordi amb la que s’efectuaran els processos esmentats és una varietat Unica
obtinguda a partir de I’encreuament d’una varietat americana rica en 3-glucans i una altra
europea amb bon rendiment agronomic. Aquesta nova varietat esta adaptada a les
condicions ambientals de cultiu d’Espanya, s’anomena Annapurna i és fruit
d’investigacions portades a terme en 1’Escola Tecnica Superior d’Enginyeria Agraria
(ETSEA) de la Universitat de Lleida.

Per tant la hipotesi principal a comprovar és la possibilitat de preparar aliments utilitzant
com a matéria primera farines d’ordi (de determinades fraccions) seleccionades per la
seva riquesa en fibra (B-glucans o arabinoxilans), i/o compostos fenolics amb activitat

antioxidant, el consum dels quals aportaria un benefici per a la salut.

Partim amb un coneixement sobre la distribucio d’aquests compostos bioactius en el gra
d’ordi. S’han portat a terme treballs semblants amb altres varietats d’ordi en els que s’ha
arribat a deduir que els arabinoxilans i fenols es presenten en les capes mes superficials
del gra, a diferéncia dels B-glucans que abunden en I’interior. En aquest treball

analitzarem si succeeix el mateix amb 1’Annapurna.

La tria del tema d’aquest Treball de Recerca ha estat fruit de la meva incorporacio al
programa ITINERA de la Universitat de Lleida. El seguiment 1’ha portat el meu tutor
Xavier Llobera i el desenvolupament i perfeccionament del treball I’he fet amb 1’ajuda
de la doctora Marian Moralejo del Departament de Quimica de la UdL, no obstant, pero
també em motiva la idea de poder treballar en un laboratori i col-laborar en una

investigacio pionera en el seu ambit.

En els darrers anys el mén de la investigacio ha assolit forca importancia, gracies a la
conscienciacié de la poblacié sobre la rellevancia de seguir perfeccionant el nostre entorn
i treure el maxim de profit als recursos dels que disposem, aixi com trobar noves
aplicacions i/o utilitats a aliments o objectes al nostre abast. Poder ser particip d’aquesta

“revolucid de la investigacio” €s un gran incentiu que em motiva a seguir treballant.
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Per realitzar aquest treball hem emprat el métode del “perlat’” mitjancant el qual
s’aconsegueix farina de les diverses fraccions del gra d’ordi, (0-5)%, (5-10)%, (10-15)%,
(15-20)% , (20-25)% (25-30)% i (30-40)% i resta del gra, (40-100)% . En cada fraccid
s’ha mesurat la quantitat de B-glucans, d’arabinoxilans, de fenols lliures i lligats i la
capacitat antioxidant. Les fraccions destacades per presentar un alt contingut en un

determinat compost bioactiu, han estat seleccionades per elaborar un aliment funcional.

L’aliment funcional triat son les galetes, gracies a la senzillesa dels seus ingredients i de
la seva elaboracid. Posteriorment, s’han tornat a repetir els mateixos analisis a les galetes

elaborades per observar possibles variacions a causa del procés de preparacio.

! Perlat: procés de friccié que té I’objectiu d’arrodonir una determinada substancia (“perla”).
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1. L’ ordi

L’ordi (Hordeum vulgare) és una planta herbacia anual de la familia de les graminies. Es
tracta d’un dels primers cultius mundials, segons la FAO la produccié mundial d'ordi en
2016 va assolir 118.030.000 tones, dades que el posicionen com el quart cereal més
cultivat al mén (tant en area de cultiu com en quantitat produida) després de 1’arros, blat

i blat de moro.

Els seus principals usos son la fabricacio de pinsos per animals i malta per a la produccid
de cervesa i whisky. No obstant pero, en els darrers anys la recerca sobre la seva
composicié quimica ha obert un ampli ventall de noves utilitats encara avui dia en

investigacio, entre les quals destaca 1’alimentacié humana.

Figura 1.1. Camp d’ordi.

1.1 Origen i domesticacié

L’ordi cultivat, Hordeum vulgare L., procedeix del seu avantpassat silvestre Hordeum
vulgare subespecie spontaneum. Aquesta especie silvestre encara es troba en abundancia

a moltes parts del sud-est d’Asia, anomenada Creixent Fertil.

H. vulgare i H. spontaneum difereixen principalment en el tipus de raquis?.
H. spontaneum té el raquis de I'espiga fragil, consequientment quan madura es trenca i cau

el gra, mentre que H. vulgare té el raquis tenac i el gra roman en I'espiga a la maduresa

2 Raquis: eix longitudinal de I’espiga de I’ordi.
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facilitant la seva collita. La evolucié de H. spontaneum a H. vulgare s’anomena
domesticacio. L ordi cultivat va ser domesticat al Creixent Fertil a1’ Orient Proxim, que
s’estén a I’actual Israel, al nord de Siria, al sud de Turquia, a I’est I’Traq i I’Tran occidental
(Harlan, 1978) fa almenys 10.000 anys. Tot i que el Creixent Fertil és el centre d'origen
de I'ordi cultivat mes citat en la bibliografia, diferents estudis han proposat I'existencia

d'altres centres de domesticacié com a I’Etiopia, Tibet o Nepal.

Tant en les terres etiops altes com en les muntanyes del Tibet o Nepal hi ha una
abundancia en I’evidencia de la cultura d’ordi primerenca . Un notable agronom rus, N.I.
Vavilov (1926) va constatar la gran diversitat de tipus morfologics d’ordi cultivat que hi

ha en aquestes regions.

D’altra banda, el suggeriment de la possible domesticacié de I’ordi al Tibet ha rebut
suport en el descobriment d ‘H. spontaneum a I’altipla Qinghai-Xizang del Tibet (Xu

1982). Aquesta troballa va reviure la controvérsia de 1’origen de I’ordi cultivat a Orient.

A més a més, la troballa de H. spontaneum al sud del Marroc per Molina-Cano el 1982,
va provocar un debat cientific sobre la possibilitat que el Marroc pogués ser un altre nou
centre de domesticacid. Igual que amb les plantes d’ordi tibeta, les troballes al Marroc es
van diferenciar en moltes de les caracteristiques morfologiques d’aquelles trobades a

Afganistan, Iraq, Israel i Libia (Molina-Cano et al., 2002).

Aixi, a la llum de I’evidencia, es pot suposar en aquest moment que 1’ H. spontaneum va
estar present en els temps antics en una amplia regid, que comenca a I’est i el sud d’Asia

i s’estén cap a la Mediterrania occidental, que abasta el nord d’Africa.

Figura 1.2 Possible distribucid geografica de les arees

originaries del cultiu d’ordi.
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La preséncia d’ordi silvestre en aquestes zones indica que estava disponible per al seu Us

i la domesticacio per part de la poblacié humana prehistorica de fa més de 10.000 anys.

1.2 Classificacio i tipus

El genere Hordeum conté especies diploides (2n=2x=14), tetraploides (2n=4x=28) i

hexaploides (2n=6x=42), I’espécie H. vulgare en concret és diploide.

La taxonomia de I’ordi o de I’ H. vulgare és la segiient:

Regne Plantae
Divisid Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Poales
Familia Poaceae (graminies)
Geénere Hordeum
Espécie H. vulgare

Taula 1.1 Taxonomia de H. vulgare.

Dins de I’ordi podem trobar diferents tipus segons la morfologia de I’espiga o el gra:

e Ordi de dues rengles (Hordeum vulgare, distichon L.) : és aquell que, després de
madurar 1’espiga, unicament queda I’espigueta central. Aquest tipus son les més
primitives ja que s’assimilen a les varietats silvestres que també tenen el mateix

nombre de rengles.

e Ordi de sis rengles (Hordeum vulgare, hexastichon L.): és aquell en el que es

mantenen les tres espiguetes. La seva principal utilitat és el farratge del animals.
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Figura 1.3 Comparacio entre l’espiga d’ordi de dues rengles

i la de sis rengles.

Segons si les llavors estan protegides o no, podem classificar les varietats de 1’ordi en:

e Ordi amb llavor vestida: son aquells en els quals la llavor esta protegida per la
lemma3 i la palea*. Aquesta varietat de llavor s’utilitza principalment pel farratge

dels animals i en la fabricaci6 de cervesa.

e Ordi amb llavor nua: son aquelles que no tenen ni lemma ni palea. Aquestes
son les varietat que gracies a la seva evolucié poden ser utilitzades pel consum

huma.

Figura 1.4 Comparacié entre llavor vestida (esquerra)

i llavor nua (dreta) de [’ordi.

3 Lemma: part superior de 1’element que recobreix la llavor.
4 Palea: part inferior de I’element que recobreix la llavor.

10
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D’altra banda, segons la composicié del gra d’ordi, aquest pot ser classificat en :

e Normal : amb nivells estandard de nutrients.

e Waxy o amb alt contingut en amilopectina: les varietats waxy presenten mes
quantitat d’amilopectina i menys d’amilosa en 1’estructura del midé que una

varietat normal.

e Amb alt contingut en lisina: la lisina és un aminoacid essencial que ha de ser

incorporat en una dieta equilibrada i saludable.

e Amb alt contingut en g-glucans: compost bioactiu amb beneficis sobre la

salut.

e Amb alt contingut en antocians: es tracta d’un compost de tipus fenolic que

presenta activitat antioxidant i proporciona color a la llavor.

1.3 Estructura i composicio

1.3.1 Introduccidé

El gra de I’ordi esta compost per un 3,5% d’embrio, un 18% de pericarpi i un 78,5%

d’endosperma, amb variabilitat segons la varietat o climatologia.

Pel que fa a la seva composicio, conté un 55-60% de mid6, un 10-17% de proteines, un
10-20% de fibra que inclou els B-glucans i els arabinoxilans, un 2-3% de lipids i un 1,5-
2,5% de minerals, vitamines i altres compostos anomenats fitoquimics® com els

compostos fenolics i els antocians (Newman and Newman, 2008).

5 Els fitoquimics: sén substancies, biologicament actives, que es troben en els aliments d'origen vegetal.

Tenen efectes positius en la salut, tot i que no sén nutrients essencials per a la vida.

11
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Figura 1.5 Estructura del gra d’ordi. A: Glumes, B: Pericarpi, C: Testa, D: Capa
d’aleurona, E: Subaleurona, F: Endosperma, G: Capa de cél-lules buides, H:
Escutel amb epitell absorbent, I: Plumula amb caleoptil, J: Eix caulinar,

K: Radicula.

L'heréncia de certes caracteristiques és fonamental pel cultiu d'ordi per al consum o per a

qualsevol altre Us final desitjat.

Hi ha diverses caracteristiques sota el control genétic que es poden introduir

selectivament a una varietat de I'ordi per influir o dictar la seva composicio nutritiva.

A més a més, es pot utilitzar la seleccio genetica per incorporar atributs de valor afegit
com ara facilitat de recol-leccié o processament, aspecte del producte, sabor i compostos

bioactius.

Tot i que no és possible controlar completament el nivell i ocurréncia de tots els nutrients
en l'ordi, es poden inserir o expressar certs gens en el genoma, que produeixin des de

menors a majors influencies sobre la composicié (Newman and Newman, 2008).

Els nutrients es dispersen de manera desigual en les diferents parts del gra d’ordi , alguns

estan més concentrats en una area, mentre que altres es concentren en altres parts.

La ubicacio i la concentracio dels nutrients en el gra d’ordi tenen implicacions importants

en la capacitat nutritiva, en els metodes de processament i en la preparacio d'aliments.

12
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Aix0 ha provocat que en els darrers anys s’estudii la possibilitat de perlar el gra d’ordi
per arribar a concentrar els seus nutrients i augmentar el valor nutricional i d’aquesta

manera elaborar aliments funcionals pel consum huma.

1.3.2 Glucids

Els gldcids, carbohidrats o sucres son biomolécules formades basicament per Carboni

(C), Hidrogen (H) i Oxigen (O), en una proporcio similar a ChH2,0n,és a dir, (CH20),.

Tots els glicids tenen en comu la possessié d’un grup carbonil, és a dir, un carboni unit
a un oxigen mitjancant un doble enllag. Aquest grup carbonil pot ser de dos tipus: grup
aldehid (-CHO), o un grup cetona (-CO-), segons la posicié de I’enllag en la cadena del
glucid. Aixi doncs, podriem definir els glucids sén cadenes polihidroxialdéhiques o

polihidroxicetoniques .

H-0—-C-H H-0-C-H
H-C-0O-H H—-C—0-H
il i H-C—0O-H
ait e H-C—O—H

H .L

Figura 1.6 Estructura quimica dels glucids: Polihidrohialdehid (esquerra)
amb el grup aldehid en el carboni 1 i Polihidroxicetona (dreta) amb el grup

cetona en el carboni 2.

Els compostos de gran pes molecular com el mido i la cel-lulosa es presenten com a
carbohidrats complexos, a diferéncia dels sucres simples com la glucosa, la fructosa, i

Sacarosa.

Els carbohidrats complexos, que constitueixen el gruix del gra, generalment es
denominen polisacarids. En I'ordi representen aproximadament el 80% del total de la
materia seca destacant el mido i , en menor proporcio, la cel-lulosa, els B-glucans i els

13
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arabinoxilans. El conjunt d’aquests Ultims polisacarids juntament amb altres minoritaris

s’anomena fibra.

1.3.2.1 Mido

El mid6 és el component majoritari dels carbohidrats, considerat dins del grup dels
polisacarids solubles, és la font principal d’energia de 1’ordi que permet al cereal nodrir-
se 1 créixer després de la germinacié. Aquest es troba principalment en 1’endosperma del

gra ien menors quantitats en 1’aleurona i subaleurona.

Es un homopolisacarid format per la uni6 de moltes glucoses, unides entre elles
mitjancant enllagcos O-glicosidics de tipus a, amb la pérdua conseqiient d’una molécula

d’aigua per cadascun dels enllagos.

El mid6 de I’ordi esta compost per dos tipus d’estructures, amilopectina i amilosa.
L'amilopectina és un polisacarid de cadena ramificada en que les unitats o- (1,4) -D-
glucosa estan ramificades a través dels enllagos a- (1,6)-D-glucosa, i I'amilosa és
principalment una cadena recta d'unitats a-(1,4)-D-glucosa (Briggs 1978). Les molecules
d'amilosa d'ordi s6n més petites que les molécules d'amilopectina, que es presenten en

una estructura aleatoria en forma d’helix.

En la major part de I'ordi, I'amilopectina és el principal tipus, que representa el 72 a 78%
del total, mentre que ’amilosa és del 22 a 28% restant. Per tant la proporcié estandard

entre amilopectina i amilosa és de 3: 1.

El terme ordi waxy s'aplica als conreus que contenen alts nivells d'amilopectina, i s'aplica
ordi no-waxy a aquells que contenen mid6 amb la relacié normal de 3: 1 d'amilopectina i

amilosa.

1.3.2.2 Fibra

La fibra es descriu com polisacarids no amilacis (NSP en anglés) que tenen una funcid
estructural en les plantes. En contrast amb el mido i els sucres simples, els NSPs no sén

digerits pel sistema digestiu huma, per tant, proporcionen poca o0 cap energia, pero son

14
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valuosos components de la dieta per altres raons. En I’ordi podem trobar diferents tipus
de fibra, como la cel-lulosa, els B-glucans i els arabinoxilans. El conjunt constitueix la
fibra dietética total (TDF).

La cel-lulosa és el principal polisacarid de les cobertes encara que també es troba en
petites quantitats a I'aleurona i I'endosperma. Consisteix en un polimer de cadena llarga

amb residus de glucosa units per enllacos 3 (1-4) i correspon a la fibra insoluble de I'ordi.

Els arabinoxilans. i els p-glucans son components integrals de I'estructura de la paret
cel-lular tant de I'aleurona com de la capa endospérmica, pero varien inversament en les

seves proporcions en les dues arees.

Arabinoxilans i B-glucans conformen el 67 i el 26% de les parets cel-lulars de l'aleurona
i el 20 1 70% de les parets cel-lulars de I'endosperma, respectivament (Duffus i Cochrane
1993). A més a més es troben petites quantitats de glucomannan i (1,3)-B-glucans a les

parets cel-lulars de I'aleurona i I'endosperma.

De tots els components de la TDF (fibra dietetica total) en ordi, els B-glucans son
probablement els més importants en termes de dieta humana i beneficis per a la salut. Els
B-glucans consisteixen en cadenes lineals d'alt pes molecular de residus de B-glucosil

polimeritzades a través de dos enllagos B-(1,3) i -(1,4).

Els B-glucans d'ordi son membres d'una familia de polisacarids que és heterogénia pel
que fa a la mida molecular, la solubilitat i I'estructura molecular (MacGregor and Fincher
1993).

Encara que no és possible mostrar una estructura tnica per B-gluca, s'ha demostrat que
els blocs de dos o tres residus de (1,4)-p-glucosil enllagats contigus estan separats per
enllagos unics B- (1,3) al llarg de la cadena del polisacarid (Parrish et al. 1960; Woodward
et al., 1983a). Les unitats B-glucosil es denominen cel-lotriosils (trisacarids) i

cel-lotetraosils (tetrasacarids).
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Figura 1.8 Estructura de la molécula de p-gluca.

L’ordi no és I’unic cereal que conté B-glucans . També trobem en la civada o en el blat,
no obstant, perd 1’ordi és el cereal que conté major quantitat amb valors que oscil-len

entre 3-9% o inclus superiors.

Els B-glucans dels diferents cereals presenten la mateixa estructura molecular general,
pero poden variar en les proporcions dels enllacos pB-(1-4) [/ B-(1-3).
També poden diferir en la relacié de trisacarids amb tetrasacarids i en la seva mida

molecular (Lazaridou, Biliaderis, & Izydorczyk, 2007).

La solubilitat dels B-glucans d'ordi va ser reconeguda i utilitzada per la industria cervesera
en la identificacio de conreus desitjables per al malteig. Els B-glucans d'ordi es
consideren components indesitjables en els processos de malteig i cervesa per tres raons:
(1) els alts nivells de B-glucans a la malta estan associats amb valors mes baixos d'extracte
de malta, (2) els B-glucans produeixen extractes viscosos, causant dificultat en la filtracio;
i (3) els B-glucans no degradats poden crear precipitacions en les begudes (Woodward i
Fincher 1983; Bamforth 1985).

La viscositat dels extractes de B-gluca es pot utilitzar en condicions de laboratori per
indicar el nivell de B-glucans en I'ordi. Aixi doncs, aquesta caracteristica es va utilitzar en
programes de cultiu d'ordi primerencs de malt per estimar el nivell de B-glucans en 1’ordi

(Greenberg i Whitmore 1974; Bendelow 1975; Morgan 1977).

Aixi com la viscositat dels B-glucans d'ordi solubles tenen conseqliencies negatives per
a les industries de maltatge i cervesa, en alguns casos, pero la produccio d'aliments es

considera un avantatge en aplicacions dietétiques i de salut (Bhatty, 1992).

El nivell de B-gluca en l'ordi esta sota control genetic, encara que la concentracio
sovint es veu modificada per I'entorn, especialment les condicions seques i calentes durant
la maduracié del gra. Aquestes condicions gairebé sempre produeixen nivells elevats de
B-glucans (Bendelow 1975; Anderson et al., 1978).
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S'ha assenyalat que els factors genétics son en gran mesura responsables dels nivells de
B-glucans en ordi, pero els nivells també estan influits per les condicions ambientals de
creixement.

MacGregor i Fincher (1993) van informar que els continguts de B-glucans del gra d'ordi
van del 2,0 al 11,0%, pero solen caure entre el 4,0 i el 7,0%. Canviar la relacio d'amilosa
a amilopectina en el midé d'ordi, ja sigui amb el gen wax (de la varietat Waxy) o amb el
gen amol (varietat rica en amilosa), té un efecte significatiu en l'augment del contingut

de B-gluca.

En les parets cel-lulars de I’endosperma d'ordi, els B-glucans representen el 75% del total
de polisacarids de la paret cel-lular, el percentatge restant correspon als arabinoxilans,

cel-lulosa, glucomannans i proteines.

Efectes beneficiosos per a la salut dels B-glucans

Els beneficis per a la salut dels B-glucans han fet que gran part de I'enfocament recent de

l'ordi s'hagi centrat en l'estudi d’aquest compost bioactiu (Izydorczyk & Biliaderis, 2000).

Hi ha proves que demostren que el consum de B-glucans d'ordi pot conduir a la reduccio
del colesterol plasmatic, millorar el metabolisme dels lipids i reduir I’index glucémic dels
aliments mitjangant la produccié d'una viscositat que redueix l'absorcié de sucres i
colesterol (Behall, Scholfield, & Hallfrisch, 2004, 2005, 2006; Delaney et al., 2003;
Keenan et al., 2007; Li, Kaneko, Qin, Wang, &Wang, 2003).

La investigacio sobre els f-glucans en civada i ordi i els seus beneficis associats per a la
salut ha portat a la FDA a indicar que el consum regular de B-gluca pot reduir el risc de
patir malalties del cor (FDA, 1997 i 2005). Tanmateix, per a un producte alimentari que

faci aquesta al-legacio , ha de contenir almenys 0,75 g de B-glucans /per porcio.

La FDA va dictaminar més recentment que 3 g de B-glucans d'ordi /per dia €s una ingesta
dietetica suficient per aconseguir una disminucio del colesterol (LDL), que és una de les
substancies més comunes per a la formacié de plaques en les d'artéries que causen
arteriosclerosis (FDA, 2006). L'Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA)® va

publicar posteriorment en 2011 que els B-glucans de civada i ordi milloren la

6 Aquesta informaci6 ha estat extreta de: http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/2207.htm.
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concentracio del colesterol en sang, augmenten la sacietat reduint la ingesta d'energia i la

resposta glucémica postprandial’, millorant la funcio digestiva.

A més a més recentment s’ha posat molta atencido a 1’is prebiotic dels B-glucans.
Darrerament s'ha apreciat que els B-glucans promouen de forma selectiva el creixement
de microorganismes intestinals beneficiosos com els lactobacils i bifidobacteris segons
tots dos estudis tant in vitro (Hughes, Shewry, Gibson, McCleary, & Rastall, 2008;
Jaskari et al., 1998; Kontula, von Wright, & Mattila-Sandholm, 1998) com en
I'experimentacié amb animals (Dongowski, & Gebharst, 2005; Snart et al., 2006).

Els arabinoxilans son un dels components principals de la fibra funcional de ’ordi. Es
tracta de polimers de xilosa units per enllagos B-(1-4) i ramificacions d’arabinosa f3-(1-
3), 0 B-(1-2). A més a més I’arabinosa esta esterificada® per un acid fertlic, compost

fenolic que li confereix activitat antioxidant.

s 0 HO
0 _—OH o - L —OH B-(+—4)-D-xilanopiranosa
a L2 PAY
O 0

Union ester

o-L-arabinofuranosas

OH

Acido ferualico <

\ OH

Figura 1.7 Estructura quimica d’ una fraccio d’arabinoxilans ferulats

identificats en cereals.

7 S'anomena glucosa postprandial a la deteccié dels nivells de sucre en sang després del menjar.
8 Esterificada: que estableix un enllag de tipus éster amb un altre compost.
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La figura de la part anterior 1.7 mostra una estructura basica, sent aquesta molt més
complexa a la realitat, ja que I’acid ferulic pot estar enllagat a altres molecules, com per

exemple a lignines (un altre polisacarid estructural).

Els arabinoxilans es troben principalment a les parets cel-lulars de les cel-lules de
I’aleurona (86%) i I’endosperma (20-25%) , tot i que també es presenten en la closca

(Aspinall and Ross 1963). El contingut total al gra d’ordi pot variar entre el 1-12%.

D’altra banda cal destacar que només una petita quantitat dels arabinoxilans (1-5%) és
soluble en aigua, i aixo es deu principalment a la forta unié amb altres components de la
paret cel-lular que constitueix una estructura molt complexa insoluble en aigua. També

influeix la proporcio entre arabinosa i xilosa, com més arabinosa mes soluble i viceversa.

Efectes beneficiosos per a la salut dels Arabinoxilans

Els arabinoxilans han rebut atencié en els Gltims anys a causa de les seves activitats
biologiques i del seu potencial inmunoregulador. Algunes de les propietats que se li

atribueixen soén :

Els resultats d’uns estudis d'intervencié humana han demostrat que el consum d'una dieta
rica en arabinoxilans (AXs abreviat) redueix els nivells de glucosa postprandial en
individus sans i pacients diabetics. En subjectes normoglucémics, (Lu et al. 2000) va
reportar una millora significativa en les respostes postoperatories de glucosa i insulina
després del consum d'apats d'esmorzar rics en AXs extrets del subproducte del

processament de farina de blat.

A més a més l'efecte dels AXs sobre els lipids sanguinis i el metabolisme del colesterol
s'ha informat en diversos estudis. La suplementacié d'AXs ha demostrat un efecte

reductor de triglicérids tant en humans com en animals experimentals.

Els efectes dels AXs sobre la resposta immune innata i adquirida també han estat ben
documentats. El potencial immunomodulador dels AXs esta controlat per diversos
factors, incloent la font, el pes molecular i el grau de substitucié d'arabinosa i xilosa.
Molts informes suggereixen que tant AXs de baix pes com d'alt pes molecular tenen

potencials per millorar la resposta immune.
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D’altra banda, com he comentat amb anterioritat els arabinoxilans estan ferulats i aquest

acid fenolic és el responsable de ’activitat antioxidant.

Activitat antioxidant

Els antioxidants s6n molécules que a baixes concentracions, respecte la substancia

oxidativa, retarden o prevenen la seva oxidacio.

D’altra banda l'activitat antioxidant és la capacitat d'una substancia per inhibir la
degradacio oxidativa (per exemple, la peroxidacio lipidica), de tal manera que un
antioxidant actua, principalment, gracies a la seva capacitat per reaccionar amb radicals

[liures i, per tant, rep el nom d'antioxidant separador de cadena.

Hi ha una considerable quantitat d'estudis cientifics a nivell quimic, de cultius cel-lulars
i en animals que indiguen que els antioxidants poden alentir o possiblement prevenir el
desenvolupament d'algunes malalties, com el cancer o les malalties cardiovasculars, i
altres degeneratives, com I'Alzheimer o el propi envelliment. Recentment s’estan portant
a terme assajos clinics per comprovar I’efectivitat dels antioxidants sobre la poblacio

humana, tot i que encara no hi ha resultats evidents.

Per tant, la incorporaci6é d’aliments amb alt contingut en antioxidants podria ajudar en

gran mesura a reduir aquest processos oxidatius.

1.3.2 Proteines

Les proteines sGn compostos nitrogenats de gran pes molecular, els components basics
dels quals son els aminoacids, enllacats mitjancant enllacos peptidics. Les proteines es
presenten en moltes formes en el gra d'ordi, sent responsables de les funcions estructurals
(paret cel-lular), I'activitat metabolica, i el subministrament de nitrogen per a I'embri6 en
desenvolupament en la germinacié (proteines de reserva). Les proteines estructurals i
enzimatiques es troben a I’endosperma i I’aleurona i contenen entre 15-30% del nitrogen
total del gra. Les proteines de reserva en l'ordi es diuen hordenines, es troben a

I'endosperma i contenen entre 35-50% del nitrogen total.

Igual que amb altres cereals, el contingut de proteina de I'ordi és, en mitjana, relativament

baix (10-17%) en comparacié amb el de la carn, els ous o productes lactis.
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Els nivells de proteines i d'aminoacids en l'ordi estan influits fortament per la genética
i les condicions de creixement mediambiental, tot i que aquest Ultim té el major efecte.
El nitrogen del sol disponible és un factor mediambiental important que influeix en els

nivells de proteines i els nivells d'aminoacids.

Els aminoacids essencials son aquells que no pot sintetitzar el sistema metabolic d'un
animal. Depenent de les especies d'animals, entre 8 i 20 aminoacids es classifiquen com
a essencials. Els aminoacids no essencials no son necessaris en la dieta, ja que poden ser

sintetitzats pel sistema metabolic de I'animal.

S'ha identificat un total de 18 L-aminoacids en proteines d'ordi, alguns dels quals
essencials com per exemple la lisina la metionina, o el triptofan (Aman and
Newman,1986).

1.3.3 Lipids

Els lipids es troben al llarg del gra d'ordi i es classifiquen en dues fraccions basiques:
lipids no-amilacis i lipids amilacis. Els lipids no-amilacis inclouen tots els lipids que no

siguin els de dins dels granuls de midd.

Els lipids també es classifiquen com polars 0 no polars, una caracteristica que afecta la
solubilitat i depen de I'estructura molecular. Addicionalment, el terme lipid “lliure” s'ha
utilitzat per descriure aquells lipids que es poden extreure amb dissolvents no polars i

lipids “lligats™ , els que s'extreuen amb dissolvents polars.

El lipids es concentren a I'embrid i, tot i que I'embrid representa només aproximadament
el 3% del pes de gra, proporciona al voltant del 18% del lipids totals en l'ordi.
L'endosperma conté al voltant del 3% de lipids, perd en virtut de la seva grandaria,
proporciona al voltant del 77% del lipids totals, la major part dels lipids de I'endosperma
es troben a la capa d'aleurona. El 5% restant dels lipids del gra total es troba en la closca
(Price i Parsons 1975, 1979; Briggs 1978).

Alguns lipids de I'ordi tenen importancia com a compostos bioactius. Entre ells destaquen
els tocols (Vitamina E) que es troben de forma majoritaria a I'embrié del gra, aixi com els
fitosterols (lliures o esterificats amb acids grassos) situats a les capes més externes del

gra.
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1.3.4 Minerals

La materia mineral bruta de l'ordi és la "cendra” restant després de cremar una mostra fins
que estigui lliure de carboni. Aixi, sovint els minerals es denominen nutrients
"inorganics". El contingut de cendres d'ordi tipic oscil-la entre el 2.0 i el 3.0%, amb els

tipus sense closca a la part inferior i els tipus amb closca a la part superior del rang.

Almenys 14 elements minerals que es consideren nutricionalment importants es

presenten en quantitats variables en el gra I'ordi integral.

Els minerals es divideixen en dos grups, macro i micro elements, sobre la base de

la seva concentracio en aliments.

Els elements macro que es troben en I'ordi son el calci, fosfor, potassi, magnesi, sodi, clor
i sofre, i els micro elements son el cobalt, coure, ferro, iode, manganes, seleni i zinc.
S'ha identificat altres elements, com el crom, el niquel i Ialumini
en l'ordi en quantitats molt reduides, pero la seva importancia nutricional és guiestionable

0 desconeguda (Newman and Newman , 2008).

Els minerals es distribueixen al llarg de la llavor, perd les concentracions més grans es
troben en l'embrid, el pericarpi i l'aleurona (Liu et al., 1974; Weaver
et al., 1981; Marconi et al., 2000).

1.3.5 Fitoquimics

Els fitoquimics sén compostos que es produeixen en les plantes, a part dels nutrients
basics reconeguts, que s’ha demostrat que tenen accions protectores contra certs tipus de
cancer, malalties cardiovasculars i malalties degeneratives com l'artritis, sovint a causa

de la seva activitat antioxidant.

Aguesta activitat antioxidant ajuda a reduir els processos oxidatius, nocius per a les

cel-lules, que molt sovint van molt lligats al procés d’envelliment.

Aquests compostos es denominen a vegades fitonutrients, i quan s'extreuen i es

purifiquen, sovint es denominen nutracéutics®.

° Nutracéutic: un aliment o part d'un aliment que proporciona beneficis medics o per a la salut, incloent la
prevencid i / o el tractament de malalties.
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Les llavors en general contenen diferents tipus de fitoquimics, i en I'ordi els compostos
més investigats son els compostos fenalics, la vitamina E i els antocians (Groupy et al.,
1999). Gran part de I'activitat antioxidant en cereals, inclos I'ordi, prové de compostos
fenolics insolubles com I'acid ferulic, que estan esterificats a polisacarids en la paret
cel-lular (arabinoxilans) i a lignines (Bunzel et al., 2004). Per tant, distingim entre dos

varietats de fenols, els lliures, i els lligats o esterificats/enllagats a altres compostos.

En I’ordi, les concentracions més grans de compostos fenolics es localitzen a les capes

externes del gra, principalment a I’aleurona (Lampi et al., 2004).

1.4 Cultiu i produccio

L'ordi és un dels set grans cereals de cultiu internacional, que va quedar quart en la
classificacio de la produccié mundial darrere del blat de moro, el blat i I'arros (FAO 2006).
La produccio d'ordi entre els grans cereals del mén no ha canviat gaire en els Gltims 15

anys. Segons la FAO la produccié mundial d'ordi en 2016 va assolir 118.030.000 tones.

Els 20 majors productors abasten el 82% del total mundial, entre els quals els tres majors

productors son: Rassia, Franca i Alemanya, mentre que Espanya ocupa la setena posicio.

La ra6 de la importancia de ’ordi es deu a la seva amplia adaptacio ecologica i al seu

diversitat d'aplicacions.

1.4.1 Espanya

Espanya és el pais de la UE amb més superficie de conreu dedicada a l'ordi, encara que

la produccio total estigui al nivell d'Alemanya o Franca.

Aixi mateix, aquest és el cultiu que ocupa una major superficie de sol agricola a nivell
nacional pel que fa a especies anuals de producci6 extensiva. Segons dades del Magrama

I’area conreada la temporada del 2015-16 va ser de 2.662.200 hectarees.
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Grafic 1.1 Evolucio de la superficie dedicada al cultiu d’ordi en Espanya
entre el 2004 i el 2016.

L'ordi ha estat ocupant tradicionalment les superficies cerealistes amb menys potencial i
pitjors condicions de cultiu. No és casual, per tant, la gran superficie que dedica Espanya
al cultiu, ja que les condicions d'escassa pluviometria i terres de baixa qualitat en bona

part de la superficie nacional fa idoni aquest cereal pel cultiu.

La distribucié geografica de la superficie de cultiu dedicada a I'ordi a Espanya reflecteix
d'alguna manera aquesta situacié al concentrar-se el cultiu principalment en els secans
d’ambdds altiplans (61,11%) i Aragé (17,23%).
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Grafic 1.2 Distribuci6 de la superficie de cultiu d'ordi per comunitats

autonomes. Campanya 2015.entre el 2004 i el 2016.
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Si bé la majoria de les varietats més sembrades actualment son relativament modernes,
no deixa de sorprendre la superficie dedicada encara al cultiu de varietats antigues que
han mostrat i segueixen mostrant una magnifica adaptacié a determinades zones del

territori regional.

Recentment s'han introduit varietats d'ordi hibrides que aporten una serie de
caracteristiques diferencials respecte al cultiu de les varietats tradicionals. Aquest tipus
de varietats ja porten diversos anys en explotacio en paisos europeus com Franca o el
Regne Unit on poden desenvolupar totes les seves potencialitats, i en qué han anat
incrementant la seva superficie fins arribar a quotes entre el 10% i el 20% del total dedicat
a l'ordi.

Es tracta de varietats d'elevat potencial productiu que requereixen, al seu torn, condicions
de cultiu d'alt potencial o de regadiu per poder desenvolupar al maxim les seves

possibilitats.

1.4.2 Catalunya

A Catalunya, l'ordi també és el principal cultiu. La produccié d'ordi es concentra a les

Terres de Ponent i a les planes de la Catalunya Central.

Aquesta major preséncia del cultiu d'ordi es pot relacionar amb la importancia del sector
ramader a Catalunya, aixi com que els cultius s'han simplificat cap a cultius cerealistes i
que el cultiu d'ordi es pot cultivar seguit en una mateixa parcel-la sense que en baixi

sensiblement el rendiment, circumstancia que no es déna en el cas del blat.

L’any 2016 a Catalunya es van conrear 178.676 hectarees d’ordi, sent Lleida la provincia
amb més superficie de cultiu (IDESCAT, 2016).
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1.5 Usos

El principal Us del gra d'ordi és per a l'alimentacié animal, també es destinen a aquesta

els subproductes del procés d'obtencio de la cervesa (bagas) i de destil-lacio.

Figura 1.9 Vaques menjant fenc (derivat de [’ordi).

El segon s més important és la produccié de malta. El maltatge és un procés aplicat als
grans de cereal, on aquests grans es fan germinar i s'assequen rapidament després del

creixement de la planta.

La malta s'utilitza per fabricar cervesa, whisky i vinagre de malta. Els grans maltats
desenvolupen els enzims,a-amilasa i la f-amilasa, que es necessiten per convertir el mido

del gra en sucre (glucosa).

L'ordi és el cereal maltat més comd, a causa del seu alt contingut en enzims. Es poden
maltar d'altres grans, encara que la malta resultant potser no té prou contingut enzimatic

per a convertir el seu propi contingut de mid6 de manera completa i eficient.

Recentment i gracies a les investigacions portades a terme en els darrers anys , paisos
com Estats Units i Canada van desenvolupar varietats amb alt contingut en p-gluca per
utilitzar la farina d’ordi per I’elaboraci6 d’aliments funcionals que puguin aportar

beneficis per la salut.

26



“Aprofitament nutricional de I’ordi: Elaboracio d’un aliment funcional a partir de farines enriquides en compostos bioactius”

2. Part practica

La hipotesi principal a comprovar en aquest treball és la possibilitat de dissenyar aliments

amb propietats funcionals especifiques utilitzant diferents parts del gra de I'ordi.

Per tal de corroborar aquesta hipotesi, utilitzarem el metode del perlat per obtenir
diferents capes del gra d’ordi que seran analitzades pel seu contingut en compostos
bioactius, en concret B-glucans, arabinoxilans, fenols, Iliures i lligats, i també 1’activitat
antioxidant. Posteriorment se seleccionaran les fraccions més enriquides en alguns
d’aquests compostos i s’claboraran diferents tipus de galetes. Finalment, aquestes galetes

seran analitzades per comprovar si poden ser funcionals d’acord a la seva composicio.

L’esquema segiient resumeix el procés a seguir en aquesta part del Treball de Recerca:

PART PRACTICA

ORDI ANNAPURNA

FRACCIONS DE FARINA
(0-5)% (5-10)% (10-15)% (15-20)% (20-25)% (25-30)% (30-40)% RESTA DE GRA
ANALISIS
p-GLUCANS FENOLS
ARABINOXILANS ACTIVITAT ANTIOXIDANT
ELABORACIO GALETES
ANALISIS
p-GLUCANS FENOLS
ARABINOXILANS ACTIVITAT ANTIOXIDANT
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2.1 Metode del perlat

Per tal de fer els analisis primer de tot s’ha de preparar les farines. EI métode del perlat
ens permet obtenir només aquella fraccid del gra d’ordi que volem analitzar aillant-la de

la resta de material vegetal.

Aquest metode del perlat es porta a terme mitjancant la perladora, una maquina que a

través de la friccidé elimina progressivament las capes externes del gra.

Figura 2.1 Perladora, Satake Test Mill, TMO5C(2)-T.

El grau del perlat, generalment indicat com a percentatge, fa referéncia a la quantitat del

gra eliminat durant el processament.

A Estats Units i Canada, per exemple, un 30% de perles significa que s'elimina el 30%
del pes original, deixant el 70% com I'ordi perlat . A Japd, el mateix producte es diu 70%
perlat (Yeungand Vasanthan 2001).

En aquest treball mantenim els percentatges que proposen els Estats Units i Canada.

Per a realitzar els nostres analisis hem determinat que les fraccions a obtenir mitjangant
el perlat del gra siguin : (0-5)% , (5-10)%, (10-15)%, (15-20)%, (20-25)% (25-30)%, (30-
40)% i la resta del gra que queda del perlat (40-100)%.

Cada fraccio fa referencia a la seva posicio en el gra d’ordji, tal que el 0% es refereix a la
capa més externa i la “resta de gra” a la porcié que queda després de perlar el 40% del

gra.
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* PERICARP/FRUIT COAT
Outer pericarp J

Beard/Hairs of brush

Epidermis/Beeswing

Hypodermis

Inner pericarp

Cross cells/Mesocarp

Tube cells/Endocarp

* SEED COAT
Testa/Seed coat/SpermoderJ -
Hyaline layer/Nucellar layer &

* ENDOSPERM J
Aleurone cells/Aleurone layer

Starchy endosperm/Flour

* GERM/EMBRYO

Figura 2.2 Capes o cobertes del gra d’ordi.

Les fraccions (0-5)% (5-10)% pertanyen al pericarpi o testa del gra d’ordi, les de (10-
15)%, (15-20)% i (20-25)% formen part de 1’aleurona, subaleurona i embrid
respectivament, mentre que les de (25-30)% i (30-40)% ja son de 1’endosperma del gra
d’ordi.

2.1.1 Procés de perlat

Primer de tot s’ha de tamisar ’ordi de gra nu per tal d’obtenir grans amb les mateixes

mides, i descartar aquells inferiors a 2.5 mm, i es pesen 200 g d’ordi tamisat.

Figura 2.3 Tamisant ordi amb tamis de 2.5 mm (FILTRA).
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Aquest ordi tamisat 1 pesat s’aboca a la perladora, que té una capacitat maxima de 100 g.

El temps en qué la perladora perla una fraccio ja ha estat calculat préviament mitjancant

el metode prova-error.

Gracies a aixo sabem que en un temps de 30 s la perladora és capa¢ de perlar el 5% del
gra d’ordi, aixi doncs, per aconseguir la primera fraccié ( 0-5)% deixarem actuar la
perladora 30 s, posteriorment retirarem la fraccid perlada i la anirem recollint apart; en
un altre compartiment la perladora abocara el gra que queda després del perlat, aquest el

pesem i ens hauria de donar 95 g aprox. ja que només perlem un 5% de 100 g.

De la mateixa manera repetim el procés aprofitant la resta de gra que ens queda després
del primer perlat i perlem el gra 30 s més per aconseguir la fraccio de (5-10)%, recollim
la fraccid perlada i continuem treballant amb el gra perlat restant. Entre cada fraccio la
perladora es neteja bé per no contaminar la segtient fraccid i conseqiientment els analisis

que realitzarem posteriorment.

Aquest procés el repetim fins arribar a la fraccié (30-40)% on a diferéncia de les anteriors

deixarem a la perladora actuar uns 60s ja que perlem un 10% del gra.

5%

VAR R Y e

Figura 2.4 Farines corresponents a les fraccions del gra d’ordi.

Un cop obtingudes les fraccions passem a moldre-les en un moli amb un garbell de 0,5mm
per aconseguir una substancia més homogenia i sense imperfeccions. A més a més de les
fraccions: (0-5)% , (5-10)%, (10-15)%, (15-20)% i resta del gra, també passem pel moli
blat blanc, blat integral i ordi de la varietat Annapurna que analitzarem per fer la

comparacio.
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Figura 2.5 Moli Ciclotek.

2.2 Analisis de compostos bioactius: Farines
2.2.1 Quantificacio de p-glucans

En aquesta analitica el que pretenem és quantificar el contingut en B-glucans de les nostres

mostres.

Per portar a terme aquest procés utilitzem un métode colorimétric, emprant el reactiu
glucosa oxidasa-peroxidasa (GOPOD), proporcionat pel kit d’assaig K-BGLU 02/17 de
Megazyme, reactiu d’alta puresa que s’utilitza per al mesurament D-glucosa de manera

especifica en extractes de materials vegetals o aliments.

Primerament es porta a terme la hidrolisi dels polimers de -glucans:

Mixed-Linkage Beta-Glucan

.G—‘?
‘c—‘a—*
f ‘Z—‘(G)—‘e
i
+ Lichenase | f ’1—‘0
' }
¥
G—? G—G—(? G—G—G)—G
n
< - G + C'i
B-Gluco-oligosaccharides n2|
+ p-Glucosidase i
¥
D-Glucose

Figura 2.6 Procés d’hidrolisi del polimer de p-gluca, per obtenir finalment

molecules lliures de glucosa. 31
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Aquesta hidrolisi comenga amb la disgregacié de la mostra 1 I’addiccié d’etanol 50%
(v/v), seguidament s’adequa la mostra per a la posterior acci6 del primer enzim, afegint
un tampo fosfat de sodi a pH 6,5 i posant les mostres en un bany a 50°C. Aquest enzim

és la Liquenasa i és la que trenca les ramificacions del polimer de B-gluca.

Una aliquota del filtrat posterior es fa reaccionar amb ¢l segon enzim, la B-Glucosidasa,
que acaba de trencar les molecules provinents de la reaccio del primer enzim i dona lloc
a molécules de glucosa lliures. Aquestes molécules de glucosa son les que mesurarem

mitjancant el reactiu de GOPOD.

Aquesta reaccio es produeix gracies a que el GOPOD conté un enzim que transforma la
D-glucosa en una molécula rosada (de color rosa) i a través de I’espectrofotometre podem

arribar a mesurar la concentraci6 d’aquestes molécules.

Les reaccions que tenen lloc son les segiients:

(GOD)
D-Glucosa »  Acid D-Gluconic + H.0;

(POD)
H,O2 + p-HBA + 4-AAP === H,0, + Complex acolorit

Figura 2.7 Reacci6 que porta a terme el reactiu GOPOD el qual té com a
substrat la glucosa de les mostres.

La glucosa reacciona amb el reactiu enzimatic que conté una barreja dels enzims Glucosa
Oxidasa (GOD) i Peroxidasa (POD). En la primera etapa la glucosa és oxidada a Ac.
Gluconic per I’acci6 de la enzim GOD, alliberant-se com a producte H,O, el qual en una
reaccié intervinguda per I’enzim POD, reacciona amb I’Ac. p-hidroxibenzoic i 4-
aminoantipirina produint-se un compost acolorit, en quantitat proporcional a la quantitat

de glucosa present en la mostra.
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Per fer la mesura s’utilitza I’espectrofotometre, emprant un raig de llum d’una longitud

d’ona de 510 nm.

Per portar a terme aquest analisi s’han utilitzat els segiients materials, equips i reactius:

Material

Tubs de plastic Falcon amb tap de rosca de 15 ml .
Tubs de plastic Falcon amb tap de rosca de 50 ml.
Micropipetes per dispensar 100 i 200 pl.

Pipeta de 10 ml.

Pipeta electronica.

Recipients de ceramica.

Equips

Moli (Ciclotek ).

Bany a 100°C i bany a 50°C .
Agitador (Vortex Mixer).
Centrifuga (Eppendorf 5804).
Espectrofotometre (JENWAY 6300).
pH-metre.

Bascula de precisio.

Estufa.

Reactius

Etanol 50% (v/v)
Tampo fosfat de sodi 20 mM pH 6,5. Per preparar-lo cal dissoldre 3,12 g de
NaH2PO4-2H20 en 900 ml d’aigua destil-lada, ajustar el pH a 6,5 amb NaOH 100
mM i s’ajustar el volum a 1 L. Conservar en un refrigerador. La preparacio és
estable per dos mesos i es conserva a 4°C.
Tampo acetat de sodi 200 mM pH 4. Per preparar-lo cal afegir 11,6 ml d’acid
acetic glacial a 900 ml d’aigua destil-lada. S’ajusta el volum a 1 L. La preparacio
és estable per dos mesos i es conserva a 4°C.
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e Tampd acetat de sodi 50 mM pH 4. Per preparar-lo s’afegeix 2,9 ml d’acid acétic
glacial a 900 ml d’aigua destil-lada. S’ajusta el volum 1 L. Aixi mateix s’aboca
també 0,2 g d’azida sodica. La preparacio és estable per dos mesos i es conserva
a 4°C.

Reactius proporcionats per Kit K-BGLU 02/17 de Megazyme:

e Liquenasa: es dissol 1 ml de liquenasa (50 U) en 20 ml amb tamp¢ fosfat de sodi
pH 6,5. Conservar al congelador.

e [B—glucosidasa: es dissol 1 ml de B—glucosidasa (20 U) en 20 ml amb tampd
d’acetat de sodi 50 mM pH 4 .Conservar al congelador.

e Solucio estandard de glucosa (1 mg/ml de glucosa en acid benzoic al 0,2%).

e Reactiu de color, glucosa oxidasa-peroxidasa (GOPOD):

1- Solucié 1. es dissolen 24,8 g de NaHPO4-12H,O, 12,43 g de
NaH2PO4-2H20, 3,01 g d’acid p-hidroxibenzoic 14,01 g d’acid benzoic en
1800 ml d’aigua destil-lada. Aforar a 2 litres. Conservar en un
refrigerador.

2- Solucio I1: solucié de glucosa oxidasa 6250 U/ml. Es dissol el contingut
d’un recipient de 25.000 U en 4 ml d’aigua destil-lada i s’afegixen 2 g de
(NH4)2SO4 per estabilitzar-la. Conservar en un refrigerador per sota de
4°C.)

3- Solucid I11: peroxidasa.

4- Solucid 1V: es dissolen 0,05 g de 4-amino-antipirina en 2,5 ml d’aigua
destil-lada. Aquesta soluci6 ha de ser preparada just abans de preparar la
solucio de treball.

5- Solucio6 de treball (GOPOD): es barrejen les solucions anteriors en les
seglients proporcions: 2.000:2:1:10. Tapem amb paper d’alumini el

recipient que el conté perqué es un reactiu fotosensible!®.

e Farina control d’ordi (humitat 10,9 %) (4,1 % B-glucans). Conservar a temperatura
ambient.

10 El GOPOD ¢és fotosensible, perd eficacia a causa de la llum.
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Figura 2.8 Reactius del Kit K-BGLU 02/17 de Megazyme,

Farina control ordi (esquerra) i Glucosa estandard (dreta).

Procediment

1-

Primer de tot es perla el gra d’ordi préviament tamisat, i es recullen les fraccions
seglients: (0-5)% , (5-10)%, (10-15)%, (15-20)%, (20-25)% (25-30)%, (30-40)%
i la resta del gra que queda del perlat (40-100)%, regulant el temps segons

convingui (cada 30 s perla un 5 %).

Es passa pel moli (Cyclotek) totes les fraccions del gra i a més a més també blat
blanc, blat integral i farina d’Annapurna (gra sencer) per eliminar impureses i
obtenir una substancia homogeénia.

Amb una bascula de precisio es pesen 100mg de cada mostra en tubs de plastic

amb tap de rosca de 15 ml, tipus Falcon.
A totes les mostres s’afegeixen 200 ul d’etanol 50% (v/v).

Tot seguit, s’aboca 4ml de fosfat de sodi 20mM, pH 6,5 , per comengar a adequar la
mostra per a la posterior accio del primer enzim (Liquenasa). Es déna un punt de

vortex per barrejar bé la mescla.

A continuacid, s’incuben les mostres en el bany a 100°C durant un minut. Després del
minut es vortegen, es tornen al bany de 100°C i es deixen 2 minuts més, posteriorment
es dona un altre punt de vortex. Aquest pas serveix per disgregar la mostra i fer més

accessible els polimers de B-gluca a I’enzim que actuara posteriorment.
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7- Estreuen les mostres del bany de 100°C i es passen
al bany de 50°C, temperatura idonia perqué puguin
actuar els enzims. Es deixen en el bany durant 5 ©

min.

8- Sense treure les mostres del bany de manera que no

disminueix la temperatura s’afegeixen 200 pl del

primer enzim, Liquenasa (10U) a totes les mostres.
Figura 2.9 Bany de 50° C.

9- Arasi, es tapen els tubs un cop afegit I’enzim i se’ls hi dona un punt de vortex, tot

seguit es tornen al bany de 50°C i s’incuben durant una hora. Durant aquesta hora

s’haura d’agitar les mostres cada 15 min per garantir que I’enzim té contacte amb tota

la mostra.

10- Després d’1 h s’afegeix 5 ml d’acetat de
sodi 200 Mm pH 4 a totes les mostres i

s’agiten utilitzant el Vortex.

11- Posteriorment es deixen temperar a

temperatura ambient durant 5 min.

Figura 2.10 Punt de vortex cada 15 min.

12- Un cop temperades es centrifuguen 10 min a 2360 rpm. En aquest temps es prepararan
els tubs de plastic de 15 ml on s’hi abocara la mostra ja hidrolitzada (per la Liquenasa)

i el segon enzim, la B-Glucosidasa.

13- Tot després de treure les mostres de la centrifuga es
dispensen 100 ul de mostra als tubs que han estat
preparats préviament. De cada mostra hi ha tres tubs,
dues repeticions a les quals s’hi afegeix 100 pl del
segon enzim (B-Glucosidasa) i un blanc al qual
només s’ hi aboca 100 ul de mostra i 100 pl d’acetat
de sodi 50 mM pH 4.

Figura 2.11 Centrifuge

5804, eppendorf. 35
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14- A més a més es preparen quatre tubs de la glucosa estandard, afegint 100 ul de

glucosa estandard proporcionada pel Kit més 100 pl d’acetat de sodi 50 mM pH 4.

Aquestes mostres son les que ajudaran a extrapolar el contingut de B-glucans de les
nostres mostres, ja que de les glucosa estandard es coneix el contingut de [3-
glucans i amb I’espectrofotometre calculem 1’absorbancia, i través d’un factor de

conversio s’obtindra el contingut en 3-glucans de les mostres.

Aixi també es prepara el Blanc general amb el que es “tarara” I’espectrofotometre
quan es calculi I’absorbancia; per fer-ho s’afegeix 100 ul d’H20 i 100 pl d’acetat de
sodi 50 mM pH 4 al tub.

15-Es tornen a incubar les mostres en el bany de 50° C 10 min per a que I’enzim f-
Glucosidasa pugui actuar hidrolitzant les molécules obtingudes de la reacci6 de la
Liquenasa i donant lloc a molécules de glucosa. El tub “blanc” de cada mostra al qual
no hi afegim el segon enzim ajudara a descartar aquella glucosa que no prové de la

hidrolisi dels enzims i que es trobava de forma lliure en les mostres.

16- S’afegeix 3 ml del reactiu GOPOD a totes les |
mostres (estandard glucosa i Blanc general inclosos)

i es tornen a incubar 20 min en el bany de 50° C.

Figura 2.12 Mostres amb el reactiu GOPOD.

17- Finalment s’aboca el contingut dels tubs en cubetes aptes per a la lectura de

I’espectrofotometre. Aquest retornara el valor de I’absorbancia.

Per tarar 1’aparell s’utilitza el Blanc general que s’ha
preparat amb anterioritat. De cada mostra s’obtenen dues
absorbancies, de les quals es fa una mitjana i se li resta

el valor del blanc de cada mostra.

Figura 2.13 Espectrofotometre.
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A mes amés calculem la humitat relativa de totes les mostres ja que I’aigua que contenen

pot fer variar el resultat. Per calcular-la hem seguit aquest procediment:

[EEN
[

Es pesen 0,5 g aprox. de cada mostra de farina en
un recipient de ceramica, i s’anota el pes total

(recipient inclos).

2- S’introdueixen els recipients en una estufa a 80 °C

durant 20 hores.

3- Es retiren els recipients i es deixen temperar en

un assecador durant un temps d’entre 15-30 min,
perqué no tornin a agafar humitat. Figura 2.14 Estufa a 80°C.

4- Finalment es tornen a pesar els recipients amb les farines, tenint en conte el pes

del recipient sense contingut.

5- Per calcular la humitat relativa, seguim la formula seglent:

, , pes inicial — pes final
Humitat relativa = — - 100
pes inicial

El percentatge d’humitat relativa de cada mostra sera imprescindible pels calculs de cada

analisi que es portara a terme.

Calculstt

Per determinar la quantitat de B-glucans de les nostres mostres hem utilitzat una plantilla
Mega-Calc™ d’Excel proporcionada per la casa Megazyme descarregada des de la

pagina web (www.megazyme.com).

1 Veure Annex 1. Full de calcul “Quantificacié de p-glucans; .
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Tot i aixi tambe es pot calcular mitjancant la férmula segtient:

FV 1 100 162

0.1 * 1000 X w *180 *P

B — glucans (%%/y) = A x Fx

F
= AMx -xFVxDx0,9
xwx xDx

On:

AA = I’absorbancia després del tractament amb la B-Glucosidasa (reaccid) menys

I’absorbancia del blanc de cada mostra.

F = factor de conversio dels valors de 1’absorbancia a pug de glucosa.

_ 100 ( pg de D —glucosa)
~ absorbancia de 100 pug de D — glucosa

FV = Volum final (9,4ml per la farina d’ordi)
0.1 = Volum de mostra analitzat.
1/1000 = conversio de pug a mg.

100/W = factor que expressa el contingut en B-glucans en percentatge en relacié amb el pes

de la mostra.
W = el pes en mg de la mostra analitzada (pes sec).
162/180 = Factor per convertir les molécules lliures de D-glucosa en anhidro-D-glucosa.

D = factor de diluci6 si s’ha diluit la mostra (és opcional).
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Resultats

En el grafic seguent podem observar els resultats obtinguts de la quantificacio de p-
glucans de les fraccions del gra d’ordi, la resta del gra sense perlar, blat blanc, blat integral

i farina d’Annapurna (gra sencer):

B-glucans (g/100g)
12,0

9,8
10,0 9,0

- 75 &2 8,1
! 6,4

6,0 5,5

4,3
4,0
2,0 1,6

0,0

Grafic 2.1 Contingut en f-glucans (g/100g) de les mostres que s ’indiquen.

Com podem observar en la grafica de resultats de la quantificacié de p-glucans, aquest
compost bioactiu és for¢a abundant en les fraccions més internes del gra d’ordi, sobretot
en les fraccions de 30%,40% i resta de gra. En canvi, en les fraccions més externes com
les del 5%, 10% i 15% son les que tenen menys g/100 g de farina , tot i aixi els valors

més baixos pertanyen a les dues varietats de blat que no superen els 2 g/100 g de farina.

D’altra banda, la farina d’Annapurna amb 8,1 g/100 g destaca tambe pel seu alt contingut
en aquest compost, tot i que no arriba als 9,8 g/100 g de farina de la mostra de resta de
gra.

Una altra apreciacio que podem fer és com va variant el contingut en p-glucans de les
mostres; podem observar com a mesura que anem avancant cap a l’interior del gra
(fraccions més internes) el contingut en aquest compost també augmenta, tal que en la
capa més externa, 5%, partim de 1,6 g/100 g de farina i quan ja estem a la resta de gra
assolim els 9,8 g/100 g, un augment for¢a important i que sera decisiu a I’hora de triar les

fraccions per elaborar les galetes.
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Per resumir, podem dir que tot i que la farina d’Annapurna ja té un alt contingut en f3-
glucans, si només barregem farines de les fraccions més internes del gra d’ordi podriem
assolir valors superiors. Aixi doncs, és deduible que per elaborar una galeta rica en [3-

glucans, seleccionarem fraccions internes del gra d’ordi.
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2.2.2 Quantificacio d’Arabinoxilans

Per determinar la quantitat d’arabinoxilans d’una mostra hem utilitzat el meétode

espectrofotomeétric descrit pel Kit D-Xilosa (Magazyme).

El Kit de prova D-xilosa és un metode per mesurar la quantitat de D-xilosa en extractes

de plantes. Seguidament es calcula el contingut en arabinoxila (g/100 g) mitjancant

factors de conversié especifics per I’ordi.

Megazyme

SHIPMENT: Room Temperaure R O
£ 0-5°C (- 6 mont)
STOUSESIC 6o e
Ste deuail in bookle for individusl companeats.
DIAGNOSTIC KITS FOR THE BEVERAGE,
FOOD AND AGRICULTURAL INDUSTRIES

Figura 2.15 D-Xylose Assay Kit, Magazyme.

El principi en el que es basa el Kit per fer els analisis és el segtent:

La interconversio de les formes a-f i B-anomeriques de la D-xilosa que se catalitza per la
xilosa mutarotasa (XMR) (1).

(XMR)

(1) o-D-Xilosa - > B —D-Xilosa

La B-D-Xilosa s’oxida mitjangant NAD* a acid D-xilonic en preséncia de B-xilosa
deshidrogenasa (B-XDH) a pH 7,5 (2).

(B-XDH)

(2) p-D-Xilosa + NAD* - >  Acid D-Xilonic + NADH+H*

La quantitat de NADH formada en aquesta reaccio és estequiometrica a la quantitat de

D-Xilosa. Es el NADH el que es mesura gracies a I’augment de I’absorbancia a 340 nm.

Com que la longitud d’ona del raig de llum que utilitza I’espectrofotometre per fer la

lectura es troba fora de 1’espectre visible, per a portar a terme aquesta analitica utilitzarem
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una microplaca de quars per evitar els resultats erronis que es donarien amb una

microplaca de plastic convencional.

Les mostres amb les quals s’efectuara aquest analisi son les fraccions del gra d’ordi
obtingudes previament amb la perladora: (0-5)% , (5-10)%, (10-15)%, (15-20)%, (20-
25)% (25-30)%, (30-40)% i la resta de gra sobrant del perlat. A més a més s’analitzara
també el contingut en arabinoxilans de mostres de blat blanc, blat integral i farina

d’Annapurna.

Per portar a terme aquest analisi s’han utilitzat els segiients materials, equips i reactius:

Material

Extraccio
e Tubs de Falcon de 50 ml.
e Eppendorfde 1,5 ml.
e Pipetes.

e Material d’0s general.

Analisi
e Microplaca de quars.
e Micropipetes.
e Micropipetes multicanal.

e Material d’is general.

Equips
e Moli centrifug (Cyclotek 1093).
e Balanca de precisio.
e Agitador tipus Vortex .
e Centrifuga (Eppendorf 5804).
e Espectrofotometre de plaques per lectura en espectre.
visible (Termo Scintific Multiskan GO).

Figura 2.16 Agitador tipus

Vortex, Genie 2.
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Reactius

Extraccio

e Acid clorhidric (HCI) riquesa CoA:37%. Scharlab, referéncia AC07301000, 1 L.
Per preparar-ho es dilueixen 5,4 ml de HCI 37% en 44,6 ml de H-O destil-lada per
obtenir un volum total de 50 ml de HCI 1,3M (mol/L). Aquesta dissolucio es
mantindra a temperatura ambient i en la foscor.

e Hidroxid de sodi (NaOH). Per preparar-ho es pesen 2,6 g de NaOH i es dissolen
en 50 ml de H.O destil-lada. Aquesta dissolucio es mantindra a temperatura

ambient.

Analisi
Els reactius per a la determinacié analitica estan disponibles en format kit per la casa
Megazyme. Un kit conté 6 flascons amb els reactius necessaris per 1000 determinacions

en format microplaca:

e Flasco 1: Tamp6 (45 ml, pH 7,5) més azida sodica (0,02% w/v) com a conservant.
Estable durant 2 anys a 4°C.

e Flascé 2: (x2) NAD" més ATP. Pols liofilitzat. Estable durant 5 anys a -20°C.

e Flasco 3: Suspensid de hexoquinasa (2,2 ml). Estable durant 2 anys a 4°C.

e Flasco 4: Solucié XDH/XMR (5,6 ml). Estable durant 2 anys a -20°C.

e Flasco 5: Solucié estandard de D-Xilosa (5 ml, 0,25 mg/ ml). Estable durant 2
anys a 4°C.

Figura 2.17 Flascons proporcionats pel Kit de Megazyme.
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Procediment

1. Primer de tot, es perlen 200 g d’ordi tamisat. Les fraccions que s’obtenen son: (0-
5)%, (5-10)%, (10-15)%, (15-20)%, (20-25)% (25-30)%, (30-40)%,i resta de gra.

2. Posteriorment es passen totes les fraccions, blat
blanc, blat integral i farina d’Annapurna per un
moli centrifug (Cyclotek 1093) amb un garbell de
0,5 mm. D’aquesta manera s’obtenen mostres
sense impureses i amb particules més

homogeénies.

Figura 2.18 Moli centrifug, Cyclotek

1093.
3. Amb una bascula de precisio es pesen 50 mg de cada mostra en un tubs falcon 50

ml. Per cada mostra es fan tres repeticions, per tant es pesa tres vegades la mateixa
mostra. Per exemple de la fraccio del (0-5)% s’obtenen: (0-5)% -1, (0-5)% -2 i
(0-5)% -3.

4. S’afegeix 2,5 ml de HCI 1,3M a cada tub i es tapen. Gracies
a ’HCI es porta a terme una hidrolisi acida en la que es
trenquen els enllacos dels arabinoxilans de tipus insoluble,
els quals constitueixen aproximadament un 80% del
contingut en total. L’altre 20% correspon als arabinoxilans de

tipus soluble.

5. Tot seguit es posen a incubar els tubs a 100°C
durant una hora. Cada 15 min es treu tub per tub
per donar-los-hi un punt de Vortex (agitar),
d’aquesta manera no es disminueix la temperatura

de tots els tubs a la vegada.

Figura 2.20 Punt de vortex cada 15 min.
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6. Una vegada ha passat ’hora es treuen tots els tubs i es deixen refredar a

temperatura ambient ( en una safata amb aigua freda).

7. Un cop refredats s’afegeix 2,5 ml de NaOH 1,3M a cada tub.
Aquesta base s’afegeix per neutralitzar el medi de la mostra, és
per aixo que el volum afegit és el mateix que 1’acid que s’ha

emprat per fer la hidrolisi.

8. Per acabar de mesclar be tots els reactius , es déna un punt de

Vortex (agitar) a totes les mostres.
Figura 2.21 NaOH 1,3M.

9. Abans de posar els tubs a la centrifuga s’ajusta el volum a 50 ml amb aigua
destil-lada, que ajudara a solubilitzar els arabinoxilans i tenir-los en un medi aquos
per facilitar la seva extraccié i posterior lectura. Tot seguit es torna a agitar el tubs

amb les mostres.

10. Rapidament després del VVortex es passa 1 ml de cada mostra en eppendorf de 1,5

ml. De cada mostra hi ha tres repeticions.

11. Finalment es posen els tubs a la centrifuga a 5000 rpm durant 10 min.

Un cop enllestides les mostres per fer 1’analisi es procedeix a muntar la microplaca. A

continuacio la taula resum del que s’ha afegit a cada pou:

Substancia que afegim als Blanc Mostra Estandard
pous de la microplaca
Aigua destil-lada (25° C) | 0.210 ml 0.160 ml 0.2ml
Mostra - 0.050 ml -
Solucio estandard - - 0.010 ml
Soluci6 1 (buffer) 0.04 ml 0.04 ml 0.04 ml
Soluci6 2 (NAD*/ATP) 0.04 ml 0.04 ml 0.04 ml
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Suspensié 3 (Hexokinase) | 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml

Mesclar tots els reactius afegits, llegim 1’absorbancia (340 nm) de les solucions (Al),

després de 5 min comengar la reaccio amb 1’addicio de :

Soluci6 4 (XDH/ XMR) | 0.005 ml 0.005 ml 0.005 ml

Mesclar una altra vegada i llegir 1’absorbancia (340 nm) de les solucions (A2) al final
de la reccié quan hagin passat 6min.

Taula 2.1 Quadre resum del muntatge de la microplaca, quantificacio

d’arabinoxilans.

A causa de la presencia de D-glucosa en les nostres mostres s’afegeix 1’Hexokinase, un
enzim que permet inhibir 1’accié de la D-glucosa ja que aquesta també pot donar lloc a
NADH perque també presenta afinitat amb els enzims (XDH/ XMR). Per tant, d’aquesta
manera garantim que tot el NADH final prové de la B-Xilosa i no de les molecules de

glucosa.

Calculs®?

Primer de tot, es determina la diferéncia de les absorbancies (A2 - Al) pel blanc i per la
mostra. La primera absorbancia (A1) és sense afegir els enzims (XDH/XMR) en canvi la

segona absorbancia (A2) és quan ja han estat afegits.

Tot seguit, sostraiem la diferéncia de les absorbancies del blanc a la diferéncia

d’absorbancies de les mostres, obtenint aixi XA (D-xilosa) (increment de 1’absorbancia).

El valor de XA (D-xilosa) N0 pot ser major a 0.100 , perque els resultats obtinguts siguin

els més acurats possible.

2 Els calculs poden ser simplificats si s’utilitza el Megazyme Mega-Calc™, que pot ser descarregat des de

la pagina web de Megazyme (www.megazyme.com).
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La concentracio de D-xilosa (g/l) es calcula mitjancant la formula segient:

g XAmostra g ‘
g _ AAmostra g .
L~ XAestandar L (estandar) x

Si les mostres s’han diluit (no és el cas) en el procés de preparacio, el resultat ha de ser

multiplicat pel factor de dilucid, F.

Seguidament es calcula el contingut en arabinoxila (g/100 g) mitjancant factors de

conversio:

g
g /L (- xilosa) _ 100

_ 1
100g 59 * 100

g
/L (pes mostra)

100/59: és un factor de conversié de D-xilosa a arabinoxila. El valor 59 correspon en

percentatge al contingut de D-xilosa present en el polimer de farina d’ordi.

Resultats

En el grafic seglient podem observar els resultats obtinguts de la quantificacio

d’arabinoxilans :

Arabinoxilans (g/100g)
250 234
20,0 18,2
14,5
15,0
11,5
10,0
5,0

0,0

Grafic 2.2 Contingut en arabinoxila (g/100g) de les mostres que s ’indiquen.

Com podem observar, els resultats de I’analitica donen suport a la hipotesi que
plantejavem al principi.
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La presencia d’arabinoxilans és abundant en les capes més externes del gra 1’ordi tal que
en les fraccions de 5% i 10% tenim valors propers a uns 20 g d’arabinoxilans/100 g de
farina, un valor forca alt comparat amb els resultats obtinguts del blat o de la farina

d’Annapurna (gra sencer).

D’altra banda, com més ens anem endinsant en el gra d’ordi (fraccions corresponents a
I’endosperma del gra) veiem com el contingut en arabinoxilans va disminuint fins assolir

valors de 3,9 g/100 g de farina un valor fins i tot inferior al dels dos tipus de blat.

El contingut d’arabinoxilans dels dos tipus de blat no sobrepassa els 6 g, i entre les dues
varietats, el blat integral supera amb un 1 g al blat blanc, tot i aixi, continuen tenint un

baix contingut en aquest compost bioactiu.

Pel que fa ala mostra de farina d’Annapurna, tot i tenir un contingut en arabinoxilans de
7,2 9/100 g de farina, segueix presentant una gran diferencia amb les fraccions més

externes del gra d’ordi.

Per resumir, podem dir que perlant el gra d’ordi i obtenint fraccions de diferents
percentatges del gra s’aconsegueix incrementar el contingut en arabinoxilans fins a
tres vegades més, si es pren com a referéncia la fraccié del 5% amb 23,4 g/100 g de

farinaiels 7,2 g/100 g de farina d’Annapurna.
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2.2.3 Quantificacio6 de fenols

Per determinar el contingut en fenols totals s’ha utilitzat el métode de Folin-Ciocalteu,
que es descriu com la metodologia per calcular el contingut en fenols totals i expressar-

lo en una concentracié equivalent d’una substancia de referéncia ( acid gal-lic).

El principi en el que es basa el meétode és que els compostos fenolics s’oxiden per [’accid
del reactiu Folin-Ciocalteu, que esta format per una barreja d’acid fosfotingstic
(H3PW12040) i acid fosfomolibdic (HsPMo012040) que es redueixen per 1’accio dels fenols
en una mescla d’oxids blaus de tungsté (WgO23) i de molibdé (MogO23).

La reaccio produeix un compost de color blau. Com més gran és el contingut en
compostos fenolics més intens és el color blau, de manera que la mesura de I’absorbancia
a 760 nm és un indicador de la riquesa en fenols de la mostra. Els resultats se solen
expressar en una concentracié equivalent d’un compost de referéncia, que és 1’ acid

gal-lic.

Per portar a terme aquest analisi s’han utilitzat el segiients materials, equips i reactius :

Material

Extraccid
e Tubs eppendorf de 1,5mli2 ml.
e Micropipetes.
e Agitador tipus vortex.
e Centrifuga (Sigma 113).

e Material d’us general.

Analisis
e Microplaques (Plaques per espectrofotometre de 96 pous i transparents).
e Microplaques amb filtre nilo 0.45um.
e Micropipetes.
e Micropipetes multicanal.

e Material d’0s general.
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Equips

Balanca de precisio.

Agitador tipus vortex.

Centrifuga (Sigma 113).

Espectrofotometre de plaques per a lectura en espectre visible (Termo Scientific
Multiskan GO).

Bomba de buit.

Reactius

Metanol (CH30OH). Merck KGaA, referencia: 1.06009.1000, 1L.

Acid formic (CH202) CoA 98-100%. Scharlab, referéncia: AC10851000, 1L.
Hidroxid de sodi (NaOH) referéncia prolabo.

Acid clorhidric (HCI) Riquesa CoA: 37%. Scharlab, referéncia AC07301000, 1L.
Reactiu de Folin-Ciocalteu. Carlo Erba, Dasit Group. Lot T122154E, 500 ml.
Carbonat de sodi anhidre (Na2COs). Scharlab, referéncia: SO01160500, 500 g.

Per a la corba patr6 s’utilitzara I’acid gal-lic monohidrat (C7HsOs - H20)

d’elevada puresa com a substancia de referencia. Fluka, referéncia: 48630,
100 g.

A partir dels reactius esmentats, preparem les seguients dissolucions que utilitzarem al

llarg del procés:

Preparacié de MeOH: H20: FA (79.5: 19.5: 1 v / v / v): Diluir 79.5ml de
metanol (MeOH) en 19.5 ml d’aigua destil-lada i afegir 1 ml d’acid formic (FA)
per obtenir un volum total de 100 ml de MeOH: H2O: FA (79.5: 19.5: 1 v/ v/ V).
Dissolucié de NaOH 2M: Pesar 4 g de NaOH i dissoldre’l en 50 ml d’aigua
destil-lada.

Preparaciéo de MeOH (0.1% FA): Diluir 0,1 ml d’acid formic en 99.9 ml de
metanol (MeOH) per obtenir un volum total de 100 ml de MeOH (0.1% FA).
Dissolucio de carbonat de sodi al 10%: Pesar 3 g de carbonat de sodi i

dissoldre’l en 30 ml d’aigua destil-lada.
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e Dissolucio de Folin-Ciocalteu:

Encara que es pot preparar en el laboratori és recomanable I’Us d’una dissolucio

comercial. Si calgués preparar-la, aquest és el procediment:

- Dissoldre 700 ml d’aigua destil-lada en 100 g de tungstat de sodi (NazWO4 -
2 H20) i 25 g de molibde de sodi (Na2M004.2H-0). Afegir 50 ml d’acid
fosforic del 85% (r20 = 1.71 g/ ml) 100 mL d’acid clorhidric concentrat (1.19
g/ml). Portar a ebullicié en un temps de 10 hores i afegir a continuacié 150 g
de sulfat de liti, algunes gotes de brom, i bullir de nou durant 15 minuts. Deixar

refredar i enrasar a 1 L amb aigua destil-lada.

En aquest cas s’utilitza una dissolucié comercial de Folin-Ciocalteu i es prepara

una dilucio del reactiu 1: 4 (v: v) amb aigua destil-lada.

Procediment

Abans de comencar amb les ctapes de 1’analisi de les mostres, preparem la corba de

calibrat a partir de la qual expressarem el contingut en fenols de les nostres mostres.

Per preparar la solucié mare d’acid gal-lic: es pesen Po (aproximadament 37.5 mg) d’acid
gal-lic i es dissolen en un determinat volum Vo (10 ml) de metanol.

La concentracio d’acid gal-lic cal adequar-la perqué els seus aliquotes ens proporcionin
lectures en I’espectrofotometre en el rang de 0 a 0.5 (d’absorbancia) , encara que
preferiblement les lectures dels extractes hauran d’estar compreses entre 0.1 i 0.3

(d’absorbancia).

Per calcular el volum a afegir en cada dissoluci6 s’utilitza la segiient formula:

Co-Vo: C1-V1

On:
Co: és concentracio inicial Vo: és volum inicial
C1. és concentracio final V1: és volum final
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A partir de la solucio mare d’acid gal-lic (3.75 mg/ ml) es preparen les seguents dilucions:

e Recta per a I’extracte de fenols lliures:

Dilucio6 1 (100 pg/ ml): 27 uL solucié mare + 973 uL MeOH (1 mL de volum
final).

- Dilucié 2 (80 pg / ml): 800 pL diluci6 1 + 200 pL MeOH.

- Dilucio 3 (60 pg / ml): 750 uL diluci6 2 + 250 uL. MeOH.

- Dilucié 4 (50 pg / ml): 833 pL diluci6 3 + 167 pL MeOH.

- Dilucié 5 (40 pg / ml): 800 pL diluci6 4 + 200 uL MeOH.

- Dilucié 6 (20 pg / ml): 500 pL diluci6 5 + 500 uL MeOH.

- Diluci6 7 (10 pg / ml): 500 pL dilucié 6 + 500 uL MeOH.

e Recta per a I’extracte de fenols lligats (s’utilitza metanol acidificat ja que el pH de

I’extracte fenolic lligat és proxim a 1-2):
- Dilucio 1 (160 ug/ ml): 43 uL s.m + 973 uL. MeOH:HCI (80:20 v/v) (1mL de
volum final).

- Dilucio 2 (140 pg / ml): 875 pL dilucié 1 + 125 pLL. MeOH:HCI (80:20 v/v).
- Dilucio 3 (120 pg / ml): 857 pL dilucié 2 + 143 uLL MeOH:HCI (80:20 v/v).
- Dilucio 4 (100 pg / ml): 833 pL dilucié 3 + 167 uLL. MeOH:HCI (80:20 v/v).
- Dilucio 5 (80 pg / ml): 800 uL dilucio 4 + 200 uLL. MeOH:HCI (80:20 v/v).

- Dilucio 6 (60 pg / ml): 750 uL dilucio 5 + 250 uLL. MeOH:HCI (80:20 v/v).

- Dilucio 7 (40 pg / ml): 667 uL dilucio 6 + 333 uL MeOH:HCI (80:20 v/v).

- Dilucio 8 (20 pg / ml): 500 uL dilucio 7 + 500 uL. MeOH:HCI (80:20 v/v).

- Dilucio 9 (10 pg / ml): 500 uL dilucio 8 + 500 uL. MeOH:HCI (80:20 v/v).
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Un cop tenim preparada la recta es comenga amb les etapes de 1’analisi:

Extraccio

1- Primer de tot, es pesen 50 mg de cada mostra de farina i es posen en tubs eppendorf
de 1,5 ml.

2- Posteriorment, s’afegeix 1 ml de solucié d’extraccio (MeOH, H»0, acid formic
(79,5:19,5:1 v/viv)) a cada mostra (de cada mostra hi ha tres repeticions) per
solubilitzar els fenols 1 facilitar I’extraccio.

3- Tot seguit, es disposen en I’agitador tipus Vortex 10 min a 800 rpm.

4- Passats els 10 min es passen a la centrifuga a 9000 - g | "iyﬁ
rpm durant 10 min més. ' "q

5- Després d’aquests passos en cada tub queda ben
diferenciat el pellet del sobrenedant. Aquest
sobrenedant és el que es va recollint en tubs de 15
ml i és on es troben els fenols Iliures.

Figura 2.22 Centrifuga, Sigma 113.

6- Aquest mateix procés es repeteix dues vegades més 1 s’ajunten els sobrenedants.

D’altra banda, la matriu o pellet residual que queda de 1’extraccid de fenols lliures es

sotmet a I’extraccié de fenols lligats:

2-

alcalina.

S’agiten les mostres 10 min en el VVortex permetent que el

NaOH tingui contacte amb tota la mostra.
4:-.—.:\

Figura 2.23 NaOH 2M.
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Després, es deixen reposar els tubs amb les mostres 12 h a temperatura ambient

perque s’acabi de completar la hidrolisi.

Passades les 12 h se’ls hi dona un punt de vortex i es centrifuguen a 9000 rpm

durant 15 min.

Es transfereix 1 ml de sobrenedant a tubs de 15 ml i s’ajusta el pH a 2 amb 200
uL HCI 37% , ja que s’ha de neutralitzar la base alcalina
afegida per fer la hidrolisi dels enllagos. Aquest pas es
porta a terme en la campana de laboratori ja que el HCI
37% és molt toxic. Seguidament es vortegen 2 min.

S’afegeix 1 ml de MeOH (0,1% acid formic) per
solubilitzar els fenols i facilitar la seva extraccio, i

s’agiten el tubs 2 min més a 800 rpm.

Figura 2.24 MeOH (0,1% FA).

Es passen les mostres a la centrifuga 10 min a 13000 rpm.
Posteriorment, es recull el sobrenedant (S1) en tubs de plastic de 15 ml.

Es torna a afegir al residu 1 ml de MeOH (0,1% acid formic) i s’agita 2 min (800
rpm).

Es repeteix el mateix procés i es recull el
sobrenedant (S2).

rpm.

Figura 2.25 Sobrenedants (S1+ S2).

De I’extraccié de compostos fenolics s’obtenen dues fraccions: fenols lliures i fenols

Iligats, que s’analitzaran per separat per Folin-Ciocalteu.
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Analisi colorimeétric per Folin-Ciocalteu

Per realitzar 1’analitica es munta una microplaca de la manera segiient:

Es posa en cada pou de la microplaca 20 |
pL de mostra o dilucido d’acid gal-lic
(recta).

Per als pous corresponents al blanc es
posa; per fenols Illiures 20 pL de
MeOH:HO:FA; per fenols lligats MeOH
(0,1% d’acid formic, FA).

Figura 2.26 Muntatge de microplaca.

S’afegeixen 100 uL del reactiu Folin-Ciocalteu
diluit 1:4 (v/v). | es mescla bé el contingut de cada

poul.

Es deixa reposar un parell de minuts la microplaca a
temperatura ambient i s’afegeix 75 pL de carbonat

de sodi 10%. Gracies a aquest s’adequa el medi per

Figura 2.27 Diluci6 del

Folin-Ciocalteu.

a que el reactiu Folin-Ciocalteu pugui actuar amb

més eficacia.

Posteriorment es deixa reposar la microplaca 90 min a temperatura ambient en
completa foscor (es tapa amb paper d’alumini) perqué el Folin-Ciocalteu és
fotosensible.

Passats els 90 min amb una pipeta multicanal es traspassa la totalitat del volum de
cada pou de la microplaca a una altra microplaca amb filtres nylon 0,45 um.

Amb I’ajuda d’una bomba al buit es filtra el
contingut de la microplaca a una altra

microplaca neta. N > i 3

Aquesta ultima microplaca és la que |
utilitzarem per posar-la a I’espectrofotometre i |,

fer la lectura a 760 nm.

Figura 2.28 Bomba al buit.
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Calculs

Utilitzant les dades d’absorbancia i concentracio de la corba patré generem una recta de

regressio lineal.

Ajustem les dades a una recta que passi per I’origen. Controlem la bondat de I’ajust per
la R?, que ha de ser propera a la unitat.

Generem una expressio (y = a + bx) que ens permetra calcular la concentracio de les

mostres equivalent a la substancia de referéncia (acid gal-lic) .

Calculem la concentracié d’acid gal-lic de les mostres (mg / ml) substituint I’absorbancia

de les mostres en I’equacio:

Concentracié (en pg /mL) = ((Absorbancia - b) / a)

Posteriorment s’expressa el contingut en fenols totals en mil-ligrams d’acid gal-lic

equivalent per gram de pes sec (mg GAE / g DW) mitjangant factors de conversio.

Xug ml(V .extracte) 8 1mg y 100 _ mg(GAE)
mL g(pes—mostra) 100049 100-—humitat g(DW)

On:
V. extracte: és el volum de I’extracte GAE: ¢és I’acid gal-lic

DW: pes total sec
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Resultats

En el seguent presenta els resultats de la quantificacio de fenols lliures:

4,7
S

N

Fenols lliures (mg/g)
7.0

’

6.0 5,94
5,0

4,0

3,0

2,0

1,

0,0

S®

Grafic 2.3 Contingut en fenols lliures (mg/g) de les mostres que s ’indiquen.

o

2,68
2,21 163 2,09
! 1,55 1,39
0,92
I -
S | |

o ole ) o 2 < > >
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Com podem observar en el grafic superior, el contingut en fenols Iliures de les fraccions
del gra d’ordi augmenta com més externa és la fraccio, de manera que les fraccions més
externes com la del 5%, 10% i 15% son les que més fenols lliures contenen amb un 5,94
mg/g, 4,70 mg/g i 2,68 mg/g, respectivament. Mentre que les fraccions més internes sén
les que menys contingut en fenols lliures presenten, les de 20%, 25% 30%, 40% i resta
de graamb 2,21 mg/g, 1,63 mg/g, 1,55 mg/g, 1,39 mg/gi 0,92 mg/g, respectivament.

Pel que fa a les farines de blat son les dues varietat amb menys contingut en fenols Iliures

amb valors que no superen els 0,4 mg/g.

D’altra banda, la farina d’Annapurna té un contingut mitja en aquest compost bioactiu

arribant a assolir un valor de 2,09 mg/g.
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La taula seglient presenta els resultats de la quantificacid de fenols lligats:

Fenols lligats (mg/g)

7,0

6,0
5.0 4,84
4,0
3,06
30 2,18
2.0 ‘ 1,7 1,78
1,05 099 0,84
1,0 l . . 0,13 0,34
0,0 [ |
A\ (\'b

Taula 2.4 Contingut en fenols lligats (mg/g) de les mostres que s 'indiquen.
La quantificacié dels fenols lligats de les nostres mostres no varia gaire de la de fenols
liures.

Les fraccions més externes del gra d’ordi segueixen sent les que més contingut presenten,

mentre que les mes internes les que menys.

Les dues varietats de blat continuen essent les dues mostres amb menys quantitat de fenols

i la farina d’Annapurna no arriba a assolir els 2 mg/g en contingut en fenols lligats.

Aixi doncs, pel que es refereix a fenols, tant Illiures com lligats, es concentren en les
fraccions més externes del gra d’ordi d’Annapurna, mentre que el seu contingut en les

capes més internes del gra és molt reduit.
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2.2.4 Activitat antioxidant

Per determinar ’activitat antioxidant de les nostres mostres emprem el metode ORAC-

Hidrofilic.

Aquest procediment es pot aplicar a mostres sense contingut lipidic per determinar

I’activitat antioxidant ORAC mitjangant 1I’equip FluoStar Optima.

El metode de I’ORAC es basa en la inhibicio de 1’oxidacié induida pel radical peroxyl
que es forma per la descomposicid termica de compostos azo, com el 2-2’-azobis (2-
amindin-propa) dihydrochloride (AAPH), sobre un substrat fluorescent (Fluoresceina).

Aquesta inhibicid es controla per la minima pérdua de fluorescencia quan el medi se li

afegeix un antioxidant.

Per expressar els resultats es compara la inhibicio assolida amb la mostra amb la inhibicio
obtinguda amb un antioxidant de referéncia (Trolox).

Com bé ja s’ha explicat en la part tedrica del treball els compostos bioactius relacionats
amb I’activitat antioxidant son els compostos fenolics, per tant les mostres de les quals
partirem per fer aquest analisi hauran estat préviament tractades per extreure els fenols de
les respectives farines. A partir d’aqui podrem observar 1’activitat antioxidant que tenen
aquests compostos bioactius, que basant-nos en la teoria com més compostos fenolics

conté una mostra més activitat antioxidant tindra i a la inversa.

Els riscos identificats en aquesta analitica per a I’home son baixos, toxicitat per contacte
i per ingestio, per la qual cosa nomes cal utilitzar els mitjans de proteccid basics: guants,

ulleres i mascareta.
Trolox: Sense riscos. Mesures de seguretat S24 | S25 (evitar contacte amb pell i ulls).

AAPH: Amb riscos tipus R22 i R43 (perill per contacte amb saliva i sensibilitzacié de la

pell) i les mesures de seguretat S24 (evitar contacte amb pell) i S37 (guants).
Per portar a terme aquest analisi s’han utilitzat els seguents materials, reactius i equips:

Material

e Tubs de plastic amb tap de rosca de 15 ml tipus Falcon.

e Matrassos aforats de 250 ml 500 ml i 1.

60



“Aprofitament nutricional de I’ordi: Elaboracio d’un aliment funcional a partir de farines enriquides en compostos bioactius”

Micropipetes de 100 pl i 1000 pl.
Tubs de vidre de 4 ml.
Comptagotes.

Vas de precipitats de 100 ml.

Material d’us general.

Equips

Fluorimetre FLUOstar optima

o Excitacio: 485 nm Emissio: 520 nm

o Placa de 96 pous de fons negre d’un sol Us.
Bany calefactor
Vortex

pH-metre

Reactius

Fosfat monopotasic anhidre (KH2PO4) (Fluka 60220).

Fosfat di-sodic, di-hidrat (Na2HPO4- 2 H20) (Fluka 71638).

Trolox (Acros 218940050).

2-2’-azobis (2-amindin-propa) dihydrochloride (AAPH) (Acros organics
101560500).

Fluoresceina per fluorescéncia (Fluka 46955).

A més a més s’han de preparar les seglients dissolucions:

Tamp¢ fosfat 0.075 M (pH =7)

Per preparar 11 de tampd es necessita:

Solucié A: pesar 2,27 g de KH2PO4 en un matras aforat de 250 ml. Enrasar amb
aigua MilliQ*3.

Solucio B: pesar 11,87 g de Na2HPO4- 2 H20 en un matras aforat de 1 L. Enrasar
amb aigua MilliQ.

13 Aigua MilliQ: aigua purificada i desionitzada.
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Es barregen 200 ml de la solucié A + 800 ml de la soluci6. Es comprova el pH amb el
pH-metre 1 I’ajusta fins a 7,4. Si s’ha de pujar s’afegeix solucié B, mentre que si s’ha de

baixar s’afegeix solucio A.

Fluoresceina

Dissoluciéo mare (1): dissoldre 0,0225 g de fluoresceina en 50 ml de tampo fosfat.

Aliquotar en tubs de 5 ml , i guardar en el congelador a -44°C fins que es necessiti.

Dissolucié 2: diluir 50 pl de la dissolucié mare D1 en 10 ml de tamp6 fosfat. Aliquotar
en tubs de 5ml, i guardar en el congelador a -44°C fins que es necessiti.

Dissoluci6 3: s’ha de preparar diariament. S’agafa 500 pl de la dissolucié D2 i s’enrasa a

50 ml amb tampo fosfat.

Trolox

Dissolucié mare (1): dissoldre 0,0125 g de Trolox en 100 ml de tampé fosfat. Aliquotar

en tubs de 5 ml, i guardar en el congelador a -44°C fins que es necessiti.

Es preparen el conjunt de dissolucions de
Trolox només quan s’han d’utilitzar. Es
preparen 6 concentracions més diluides de
Trolox posant, 25, 50, 100, 200, 400 i 800 pl
(Vi) de la dissolucié mare en tubs graduats i

s’enrasen a 4ml amb tamp¢ fosfat. Es pot fer us

d’un comptagotes per enrasar amb més

exactitud. Figura 2.29 Dilucions de Trolox..

Les concentracions resultants sén:

3,125 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM 5 50 uM 1 100 uM, respectivament.
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Azobis (AAPH)

La preparacio i el maneig d’aquesta dissolucio és critic, ja que
la produccio de radicals peroxid és sensible a la temperatura.

S’ha de preparar una nova dissoluci6 per a cada analisi.

Dissoldre 0,2 g d ’Azobis en 10 ml de tamp0 fosfat pH 7,4 a

37°C, escalfant-lo en el bany.

Figura 2.30 Pesem 0,2 g aprox.
d’Azobis.
Preparacio de les mostres
S’aprofita I’extracte de les mostres realitzat en I’apartat de la quantificacié de fenols per

preparar les dissolucions necessaries per realitzar 1’analisi de I’activitat antioxidant.

Es preparen 5 dissolucions de cada mostra, posant 20, 30, 40, 60 i 80 ul (Vi) de la

dissolucio original de cada mostra en tubs graduats i s’enrasen a 4ml amb tampo fosfat.

Figura 2.31 Dissolucions de diferents concentracions

de cada mostra.

Les concentracions resultants sén:

2,5 uM; 3,75 uM; 5 uM; 7,5 uM i 18 uM respectivament.

Agquestes concentracions han estat calculades expressament per a que totes les corbes en
I’ORAC caiguin i les arees quedin dins del nostre rang. Aquets rang és determinat per la

recta patré de I’antioxidant de referéncia , Trolox.
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Procediment

1- Primer de tot s’encén el Fluorimetre, I’aparell gracies al qual es realitza I’analisi i
on es posara la microplaca amb les mostres, i I’ordinador que té un programa

instal-lat necessari per recopilar els resultats obtinguts del Fluorimetre.

Figura 2.32 Fluorimetre, FLUOstar optima.

2- S’obra el programa Opima-Control i es clica en la pestanya “Prime” per purgar
els canals de I’aparell amb aigua destil-lada posant les agulles injectores dins un
vas buit. A través d’aquets canals el Fluorimetre afegira els reactius necessaris per

realitzar I’analisi.

3- A través de la pestanya “Basic parameters”, es comprova que els parametres
siguin:
e NOcicles: 25
e Temps de cicle: 500 s

e Excitacio: 485 nm Emissid: 520 nm

4- En una altra pestanya , “Layout”, es defineix la disposicio de les mostres en la

placa.
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9% | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

B | BA| SA1 | SA2 | SA3 | SA4 | SAS5 | SA6 | XE1 | XE2 | XE3 | XE4 | BA

C | BA| SA1 | SA2 | SA3 | SA4 | SA5 | XE1 | XE2 | XE3 | XE4 | XE5 | BA

D | BA| XAl | XA2 | XA3 | XA4 | XA5 | XAl | XA2 | XA3 | XA4 | XA5 | BA

E | BA| XB1 | XB2 | XB3 | XB4 | XB5 | XB1 | XB2 | XB3 | XB4 | XB5 | BA

F | BA| XD1 | XD2 | XD3 | XD4 | XD5 | XD1 | XD2 | XD3 | XD4 | XD5 | BA

G |BA| XC1 | XC2 | XC3 | XC4 | XC5 | XC1 | XC2 | XC3 | XC4 | XC5 | BA

Taula 2.2 Disposicio de les mostres en la microplaca per [’analisi d’activitat

antioxidant.

Per a la codificacio s’utilitza:

v B: pels blancs, que Unicament contenen tampo fosfat. La finalitat és saber la
degradaci6 de la fluoresceina amb 1’Azobis sense la preséncia de

I’antioxidant.

v N: pel negatiu, que Gnicament conté tampd. La finalitat és comprovar que no

hi ha degradacio de la fluoresceina sense 1’acci6 de 1’ Azobis.

v S: per al Trolox, que conté les dissolucions de Trolox de 1 a 6. La finalitat és
obtenir les corbes de degradaci6 de la fluoresceina sota I’acci6 de 1’ Azobis en

preséncia d’un antioxidant de referéncia.

v' X: per a les mostres, que contenen les dissolucions de les mostresde 1 a 5. La
finalitat és obtenir les corbes de degradacio de la fluoresceina sota I’accid de

I’ Azobis en presencia de 1’antioxidant que contingui la mostra a estudi.
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Per diferenciar les mostres s’utilitzen les lletres (A, B, C...) i per diferenciar les
dissolucions, els nimeros (1, 2, 3...).
La casella 5A es deixa sense res i és la que posteriorment s’utilitzara per fer el “Gain”

0 guany (pas n°8).

5- En la pestanya “Concentrations/ Volumes/ Shaking” es comprova que en cada pou
s’afegeixin les quantitats correctes de cada reactiu i que les concentracions siguin les
adients. S’afegira a tots els pous 150 pl de fluoresceina, 25 pl d°Azobis excepte
al pou NA, negatiu que sera zero.

6- Seguidament es plena la microplaca tal i com s’indica en la plantilla anteriorment
esmentada, afegint 25 ul de la solucid corresponent en cada pou (mostra, tampé

I Trolox). Un cop s’ha omplert s’introdueix a I’interior de 1’equip (Fluorimetre).

7- Es torna al menu del programa Optima i es dona nom a 1’analisi. Posteriorment
es purguen els dos canals de I’aparell ara amb la soluci6 corresponent: canal 1>
Fluoresceina i canal 2 > Azobis. Es prem el bot6 per a que surti la microplaca i
s’afegeix 180 pl de fluoresceina en el pou 5A que s’havia deixat en blanc. Es torna

a introduir la placa dins I’equip.

8- En la pestanya “Gain Adjustment” es marca la casella 5A i es clica en “ Gain
adjustment (well)”. Aquest pas és de gran rellevancia ja que 1’aparell ajusta els
seus calculs gracies a aquest calibrat, en cas de no portar a terme aquest pas, s’ha
de tornar a muntar la placa. Finalment es prem “Start measurement” comencant

aixi 1’analisi.

Al llarg de I’analisi es pot visualitzar les corbes que es van originant de cada mostra. Una

vegada s’acaben els 25 cicles determinats guardem els grafics i tanquem el programa.

S’obté un arxiu Excel amb els resultats de 1’analisi d’activitat antioxidant.
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Calculs

Observem les corbes (tant de Trolox com de mostres) que s’han obtingut 1 que s’han
guardat en I’arxiu Excel generat per software d’Optima i descartem totes aquelles corbes

que no s’hagin caigut completament.

Per I’analisi dels resultats obtinguts s’utilitza un full d’Excel com a plantilla. Aquest full
Excel esta dissenyat per calcular 1’area sota la corba obtinguda de cada mostra. No es
tenen en compte els 3 primers punts de lectura ja que en ells no s’havia addicionat
I’Azobis. Al valor de I’area de cada mostra se 1’anomena AUC (Area Under Curve).
Seguidament es calculen les mitjanes de les AUC de les diferents repeticions, descartant

aquells valors anormals.

Un cop calculades les mitjanes de AUC, es construeix una tabla amb les seguients dades:

Mostra AUC AUC*CT NET AUC

Taula 2.3 Caselles que designen un determinat calcul en el procés d’analisi

dels resultats.

On:

v Mostra: nomenclatura de les mostres (BA, SA1,SA2,....XD5).
AUC: mitjana de les AUC (Area Under Curve) de cada mostra.

<

v' AUC*CT: es multiplica la AUC per un factor anomenat CT (Cicle Temps), que
té un valor en aquest metode de 500/60 = 8,33333.
v" NET AUC: a cada valor de AUC*CT se li resta el valor de AUC*CT del blanc.

Obtencio de la recta del Trolox

Un cop calculat el NET AUC, es calcula la regressio lineal amb les dades del Trolox

realitzant la segient taula:

Mostra NET AUC Concentracio umols Trolox/pou
Trolox (uM)

Taula 2.4 Caselles que designen un determinat calcul en el procés d’analisi

dels resultats.
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On:

v Mostra: nomenclatura de les mostres (SA1,SA2,...,SAB).
NET AUC: I’hem calculada en la taula 2.3.

<\

v" Concentracié Trolox (uM) : la que correspon, tal i com s’ha explicat amb
anterioritat en [’apartat de preparacié de les dissolucions ( pas previ al
procediment).

v" umols Trolox/pou: és la quantitat de mols de Trolox afegida a cada pou >
concentracio de Trolox (uM)*25/10° .

En la regressio lineal es posa:

- Enleix de les x’s : umols Trolox/pou

- EnTleixdelesy’s: NET AUC

S’obté un grafic i I’equacid de la recta :

yr=ar - Xr+br

Obtencio de la recta de les mostres

Per a cada mostra es realitza una taula de caracteristiques similars, amb els seglents
apartats ( taula 2.5 ) descartant aquells valors en els que NET AUC estiguin fora de

I’interval definit pel Trolox.

Mostra NET AUC Concentracié umols d’extracte en

mostra pou

Taula 2.5 Caselles que designen un determinat calcul en el procés d’analisi

dels resultats.
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On:

v Mostra: nomenclatura de les mostres (SA1,SA2,...,SAB).
NET AUC: I’hem calculada en la taula 2.3.

v" Concentracié de mostra: introduir els valors calculats de concentracié de la

<\

mostra en mg/umols en cada pou, ja calculada amb anterioritat en 1’apartat de
preparacio de les mostres ( pas previ al procediment).
v nmols d’extracte: és la concentraci6 de la mostra * 0,025 ml afegits en cada pou.

Segons la naturalesa de la mostra el valor de concentracio pot estar expressat en altres
untats.
En la regressio lineal es posa:

- Enleix de les x’s : pl d’extracte/pou.

- Enleixdelesy’s: NET AUC.

S’obté un grafic i I’equaciod de la recta :

YM =am - Xm + bwm

Calcul de Pactivitat antioxidant de la mostra

Per realitzar els calculs s’ha d’igualar els valors “y” de les dues rectes:

YT=Ym

ar - Xt+br=awm - Xm + bm

Per trobar els umols Trolox equivalents per cada Wl d’extracte, suposem el valor

XM = Img d’extracte , obtenint el sistema d’equacions:

ar-Xr+br=aw -1+ bwm

ar - Xt = am+ bm-br

Xt = (am + bm - bt)/ar
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Resultats

Després de realitzar els calculs corresponents, obtenim els segiients resultats:

Activitat antioxidant fenols lliures

Activitat antioxidant extracte lliure (umols

Trolox/100g)
30000,0 [25952.0
25000,0
20000,0 146799
15000,0 113759
10000,0
oroh §795 55102 31384 2319,1 4657,3
5000,0 ois 42825,0
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Grafic 2.5 Resultats obtinguts de [’analisi de [’activitat antioxidant (A0X) de

compostos fenolics de tipus lliure.

Com podem observar en la grafica de resultats, 1’activitat antioxidant maxima correspon
a farines relatives a les capes més externes del gra d’ordi, amb valors de 25952, 14679,9
I 11375,9 pmols Trolox/100 g corresponent a les mostres de 5%, 10% i 25%

respectivament.

Per altra banda, a partir del la mostra del 20% apreciem com la capacitat antioxidant es
redueix aproximadament a la meitat assolint els 6161,4 pmols Trolox/100 g. Pel que fa a
les mostres del 25%, 30% i 40% la seva capacitat antioxidant no supera els 4000 pmols

Trolox/100 g i disminueix a mesura que ens endinsem en el gra d’ordi.

Aquests resultats els podem comparar amb els obtinguts en ’analisi de la quantificacio
de fenols de les mostres. Es coneix que els compostos fendlics son els que tenen capacitat
antioxidant, i aixi ho hem pogut observar, ja que les farines corresponents a les capes més
externes del gra d’ordi de les quals vam obtenir un alt contingut en compostos fenolics ,

son les mateixes fraccions que presenten una elevada activitat antioxidant, mentre que les
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farines corresponents a les fraccions més internes del gra d’ordi que contenien menys

compostos fenolics son les que menys capacitat antioxidant presenten.

De la mostra d’Annapurna obtenim que la seva capacitat antioxidant és de 4657,3 pmols
Trolox/100 g valor molt inferior comparat amb el de les fraccions més externes pero
superior al de els fraccions més internes, ja que és una mescla homogenia de totes aquetes

fraccions.

Per Gltim, les dues mostres de blat tenen valors minims en comparacié amb la resta, no
obstant, pero el blat integral presenta el doble d’activitat que el blat blanc, a causa del seu

contingut en cobertes de gra.
Activitat antioxidant de fenols lligats

Activitat antioxidant extracte lligat (umols

Trolox/100g)
14000,0 ~11825,9
' 11347,6
12000,0
10000,0
8000,0 6065,9
6000,0 4840,1
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2000,0 504.0 I I
0’0 . . |
oo oo olo e ole a \o > < >
KN R A A ‘}@‘%‘ @'b(‘ ® Q&(\
2 N & N
¥ D Q}q‘} ©

Grafic 2.6 Resultats obtinguts de [’analisi de [’activitat antioxidant (A0X) de

compostos fenolics de tipus lligat.

Els resultats d’aquesta segona part de I’analitica no varien gaire de la de fenols lliures en
quan a resultat general de 1’activitat antioxidant de cada mostra, tot i que si difereixen en
quan a valors obtinguts. En general ’activitat antioxidant resultant de ’accid dels

compostos fenolics de tipus Iligat es inferior a la de tipus lliure.

Les mostres corresponents a les fraccions més externes segueixen sent les que més
capacitat antioxidant presenten amb valors de 118259 , 11347,6 i 6065,9 umols

Trolox/100 g de les mostres de 5%, 10% i 15%, respectivament.
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A mesura que ens anem endinsant en el gra d’ordi la capacitat antioxidant va disminuit

assolint els 504 umols Trolox/100 g de la mostra de la resta de gra.

La farina d’Annapurna presenta una capacitat antioxidant equivalent als 2868,2 pumols
Trolox/100 g valor superior comparat amb les fraccions més internes del gra d’ordi, pero

inferior al de les farines de les fraccions externes.

Per ultim, les dues varietats de blat, son les que presenten valors minims de capacitat
antioxidant, tot i que el valor obtingut del blat integral és molt proper al de la farina

d’Annapurna.

En conclusio, a partir d’aquests resultats podem afirmar que les fraccions més externes
del gra d’ordi d’Annapurna son les que més activitat antioxidant presenten, mentre que
les més internes les que menys. Aixi doncs, és evident que per elaborar una galeta amb
activitat antioxidant se seleccionaran les fraccions més externes del gra d’ordi

d’Annapurna.
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2.3 Elaboracio de galetes enriquides en compostos bioactius

Préviament hem esmentat els resultats obtinguts de les diferents analitiques realitzades a
les nostres mostres, en les que s’ha quantificat els p-glucans, arabinoxilans, fenols i
activitat antioxidant. A partir d’aquests resultats ens disposem a triar les fraccions amb

les que elaborarem les galetes enriquides en els compostos bioactius a estudi.
2.3.1 Tria de fraccions

A partir dels resultats obtinguts hem pogut observar que les mostres corresponents a les
fraccions més externes del gra d’ordi son les més enriquides en arabinoxilans, fenols i
consequentment en activitat antioxidant. Concretament aquestes fraccions externes sén
les del 5% , 10% i 15%. Per tant, seria de gran interés elaborar una galeta enriquida en

aguests compostos bioactius a partir d’aquestes fraccions.

D’altra banda, les fraccions de 20%, 25%, 30%, 40% i resta gra son les que més contingut
en B-glucans presenten i aixo fa que siguin les idonies per a elaborar un altre tipus de

galeta enriquida en aquest compost bioactiu.

A més ames, elaborarem dues varietats de galetes més com a control. Una galeta de farina
d’Annapurna (gra sencer) i una altra de farina de blat convencional. Aquestes dues
varietats ens serviran per fer una comparacié amb les galetes principals enriquides en

compostos bioactius.

Per elaborar les galetes a partir de les fraccions triades, només s’emprara un 30% de
fraccié d’ordi i el 70% restant de blat blanc. El motiu es deu al baix contingut de gluten
de I'ordi, proteines responsables d'una millor textura, d’un augment en la retenci6 d'aigua
1 de que I’aliment romangui més temps tou. Per tant, un 30% de farina d’ordi sera idoni,
per establir un equilibri entre esponjositat i riquesa en compostos bioactius. D’altra banda,
vam decidir utilitzar farina de blat blanc perque el contingut en compostos bioactius és
molt similar al del blat integral, pero té millor acceptacio.

Pel que fa a les galetes d’ordi d’Annapurna i la de blat blanc, s’utilitza 100% farina de

cada tipus a diferéncia de les altres dues varietats de galetes.
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2.3.2 Elaboraci6 de galetes

Partint amb la base que elaborarem quatre tipus de galetes diferents, amb la composicid

resumida en la taula 2.6.

| coma [ wom | wow [ muisen |

A 70 30 Externa 0-15%
B 70 30 Interna 20-100%
o 0 100 0-100%

T 100 0 0

Taula 2.6 Taula resum dels diferents tipus de galeta.

A continuaci6, explicarem el protocol triat per elaborar les galetes, els ingredients , els

aparells 1 eines utilitzats i el procés d’elaboracio:

Metode oficial : Baking Quality of Cookie Flour

El métode que ha estat triat per elaborar les galetes és un métode oficial que déna prioritat

a les mesures de les galetes, aquest metode (AACC International Method 10-50.05),

determina que la qualitat de les galetes resultants radica en les seves mides. La recepta

que detalla és per a 225 g de farina, pero nosaltres ’hem adaptat a la meitat de la quantitat,

aixi doncs la recepta esta modificada per a 112,5 g de farina totals.

Les mides de les galetes resultants son de 60 mm de diametre i 6 mm de grossor.

Ingredients

e 1125 g de farinatotal :

o

Galeta A : 33,75 g de farina d’ordi de les fraccions de 5%, 10% i 15%
i 78,75 g de farina de blat blanc.

Galeta B : 33,75 g de farina d’ordi de les fraccions de 20%, 25% i
30%, 40% i resta de gra i 78,75 g de farina de blat blanc.
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o GaletaC: 112,5 g de farina d’ordi Annapurna
o Galeta D: 112,5 g de farina de blat blanc.

e 32 gde Margarina (greix vegetal).

e 65 gdesucre.

e 1,05gde sal (NaCl, U.S. Pharmacopeia (USP)).

e 1,25 g de Bicarbonat de sodi (NaHCOs3).

e 16,5 ml de solucié de Dextrosa (8.9 g de dextrosa hydrous, USP en 150 ml
d’aigua).

e 8 ml d’aigua destil-lada.

Aparells i eines

e Bascula.

e Tubs de Falcon de 15 ml i 50 ml.

e Bols d’alumini.

e Batidor manual.

e Paper de cuina.

e Corr6 de 6 mm de grossor.

e Motlles de galetes de 60 mm de diametre.
e Forn.

e Refrigerador.

Procediment

1- Primer de tot, es mesuren les quantitats de tots els ingredients que es necessiten.
S’utilitza una bascula de precisid per pesar els solids i tubs de falcon amb
marcadors de volum pels liquids. Pel que fa a les farines de les fraccions es
barregen bé, posant-les en un recipient i agitant-les, obtenint aixi una farina final

homogeénia. i

Figura 2.33 Quatre bols per a quatres masses. 75
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2-

En cada bol primer es mesclen els solids: la margarina, el sucre, la sal i el
bicarbonat de sodi, durant 2 min. Seguidament s’afegeix la farina corresponent a
cada bol, per la Galeta A: mescla farina A (33,75 g de farina d’ordi de les
fraccions externes fins al 15% i 78,75 g de farina de blat blanc); Galeta B : mescla
farina B (33,75 g de farina d’ordi de les fraccions internes de 20-100% i 78,75 g
de farina de blat blanc); Galeta C: 112,5 g de farina d’ordi Annapurna ; i Galeta
T: 112,5 g de farina de blat blanc, i es segueix barrejant 2 min més .

Es fa us del batidor manual i se segueix barrejant la massa, s’afegeix la dextrosa,
que s’utilitza per ajudar a desenvolupar el color marrd de les galetes, i ’aigua.
Per la massa de la galeta C hem afegit 10 ml més d’aigua perqué hem observat

que la massa era molt rigida.

Quan ja s’obté una massa homogenia i mal-leable, es fa un cilindre i es talla la
massa de cada galeta en quatre porcions. Cada porcio se li dona la forma d’una

esfera i es guarden al refrigerador, mentre es manipulen les altres masses.

De cada tipus de galeta s’obtenen quatre boles, de
les quals resultaran dues galetes cadascuna. Es
comencem amb una bola de la massa de la galeta
A, 1amb el corrd s’aplana la massa fins aconseguir
uns 6 mm de grossor, i seguidament amb el motlle
de 60 mm de diametre es talla la forma de la galeta.

| aixi successivament amb la resta de masses de les

altres varietats de galetes.

Figura 2.34 Amassem

amb el corro.

Es mantenen les masses en el refrigerador sempre que no s’estiguin manipulant.
El proceés es porta a terme a sobre del paper de cuina; un cop preparada la galeta
per la coccid s’evitara qualsevol contacte per no alterar les mesures; qualsevol

moviment es fara mitjancant el paper de cuina.
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6-

Per cuinar les galetes s’organitzen en les safates de la manera segiient:

A A T c C B B
B B A A T T c C
cC C B B A A T T
T T c C B B A A
1 2 3 4

Taula 2.7 Organitzacio de les safates en les que dipositem les galetes per
cuinar-les al forn. Cada lletra designa un tipus de galeta. A: Galeta A , B:
Galeta B, C: GaletaC i T: Galeta T.

Tal i com es pot observar de cada tipus de galeta = =
s’obtenen 8 galetes, les quals no es posen totes en la
mateixa safata. Es distribueixen les galetes d’aquesta _‘
manera perqué si algun factor s’altera afectara a totes |
de la mateixa manera, ja que canviem la seva

distribucié en cada safata.

Figura 2.35 Exemple de la distribucio de les galetes.

Es pre-escalfa el forn a 205° C i 3

s’introdueix la primera safata. Es deixen
les galetes 10 min en el forn i després es
procedeix a retirar-les.

“S’observa que les galetes surten una
mica dorades i es decideix reduir la

temperatura un parell de graus”.

Figura 2.36 Forn pre-escalfat a 205°C.
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No s’utilitza la mateixa safata, ja que la que s’utilitza assoleix elevades
temperatures, per aixo es va alternant, perqué tornin a assolir temperatures

normals, per poder-les tornar a utilitzar.

8- Finalment, es deixen refredar les galetes i es guarden agrupant-les segons la

varietat que siguin i s’etiqueten.

A

Figura 2.37 Galetes resultants.

2.4 Analisis de compostos bioactius: Galetes

Per observar com ha afectat el procés de preparacio a les galetes, es procedeix a fer una
comparativa visual i els mateixos analisis de compostos bioactius que hem realitzat a les

farines d’ordi.

A la figura 2.38 s’aprecia que totes les galetes van tenir una forma i color correcte tot i

que s’aprecien petites diferéncies:

Primerament s’observa que el pes mitja de totes les galetes és de 20 g aprox., pero es

detecta una variacio en el color i el volum.

Les galetes A i C tenen un color més fosc ja que han estat cuinades amb fraccions de la
coberta 0 amb la farina de tot el gra, respectivament. La galeta B, cuinada a partir de les
fraccions més internes del gra presenta un color més clar, semblant a la de blat perque
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hem eliminat les cobertes i a més a més també perque son fraccions abundants en mido i

B-glucans.

En referencia al volum, tot i que no s’ha mesurat, es pot apreciar que quan s’introdueix
farina d’ordi, la mescla disminueix de mida. Les més voluminoses son les galetes T
(galeta de la part dreta de la figura 2.38) , cuinades a partir d’un 100% farina de blat, ja
que contenen gluten, i les que menys les galetes C (tercera galeta per 1’esquerra de la

figura 2.38), cuinades a partir de 100% farina integral d’ordi.

Figura 2.38 Comparacio galetes resultants i les fraccions de farina

corresponents (galetes A, B, Ci T, de esquerra a dreta ).

Posteriorment, es molen les galetes en un moli tipus Molinex. D’aquesta manera
s’obtenen mostres amb les que es poden fer els analisis. A més a més s’analitzaran
mostres de la farina A i farina B que s’han utilitzat per fer les galetes tipus A i B,
respectivament. De la farina d’ordi d’Annapurna i farina de blat, no s ha de fer els analisis

ja que han estat realitzats amb anterioritat.

79



“Aprofitament nutricional de I’ordi: Elaboracio d’un aliment funcional a partir de farines enriquides en compostos bioactius”

Humitat relativa

De la mateixa manera que hem calculat la humitat relativa de les mostres de farina
calculem la de les mostres de les galetes. Es pesen 500 mg de cada mostra i es posen en
I’estufa a 80° C durant 24 h. Els calculs que es porten a terme son els ja esmentats en la

part previa als analisis de les farines.

2.4.1 Quantificacioé p-glucans

En aquesta analitica les mostres de les galetes son sotmeses a un previ tractament amb
etanol per eliminar el maxim de greix (Margarina), perqué els enzims puguin actuar i els

resultats no es vegin alterats.

Aquest tractament previ es porta a terme amb les mostres de les galetes A, B, Ci T i és el

seguient:

1- S’afeixen 5 ml d’etanol a cada mostra 1 es dona un punt de vortex perque
s’acabi de barrejar amb tota la mostra. Posteriorment, es deixen els tubs Falcon
15 ml en un bany a 100°C durant 5 min.

2- Tot seguit, es centrifuguen les mostres a 3000 rpm 10 min. Es descarta el
sobrenedant de les mostres, on es troba el greix i la resta de residus, i es
conserva el pellet .

3- Estorna a afegir 5 ml d’etanol i es repeteix el mateix procediment.

A partir d’aqui es continua amb el protocol d’extraccio de B-glucans, explicat amb detall

amb anterioritat en 1’analisi de les mostres de farina d’ordi.
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Resultats

El grafic segilient conté els resultats obtinguts de I’analisi de les mostres indicades:

B-glucans (g/100g)

9,0
’ 8,07

8,0
7,0
6,0
5,0 4,45
4,0
3,0
2,0 148 1,41

3,12
1,81

1,0 0,14
0,0

Grafic 2.7 Resultats obtinguts de [’analisi de f-glucans de les mostres
indicades.

El primer que observem és que el contingut de B-glucans a les galetes és menor que el de
les farines. Aix0 és normal ja que la massa per elaborar les galetes conté un 48% de farina
i el 52% d’altres ingredients (margarina, sucre, etc). A més a més, si durant la coccid es
perden la major part d'ingredients liquids de la massa (solucié de dextrosa i aigua) la
proporcid de farina en la galeta passara a ser el 53%. Per tant és esperable trobar una
reduccid del 53% en el pas de massa a galeta en el contingut de qualsevol compost
bioactiu. Una disminucié major es pot atribuir a l'efecte de la temperatura durant
I'elaboracio de les galetes, pero aquest efecte és molt poc apreciable ja que el temps de
coccid ha estat molt curt (10 minuts). En general aquesta reduccio afecta de manera

semblant a tots el tipus de galetes.

Com es veu reflectit en els resultats del grafic 2.7, la galeta C va al capdavant amb major
contingut en B-glucans, amb 4,45 g/100 g, No obstant, aquesta galeta no és la millor opcio
per elaborar un aliment funcional, ja que com hem comentat amb anterioritat esta cuinada
a partir de farina 100% d’ordi. Aquesta farina resulta en una massa rigida que cuinada
desemboca en un aliment bastant dur, poc idoni pel consum huma a causa de 1’abséncia

de gluten en I’ordi.
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La galeta B cuinada a partir de la farina de les capes més internes del gra 1’ordi, és la
segona amb més contingut en B-glucans amb uns 1,4 g/100 g, deu vegades més que la
galeta T de blat blanc . A continuacio, segueix la galeta A amb 0,8 g/100 g i finalment la
galeta T amb 0,14 g/100 g.

Si el pes d’una galeta es 20 g i cada galeta B conté un 1,4% de p-glucans, amb una
racid6 de 3 galetes se supera els 0,75 g de p-glucans establerts per la EFSA

(http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/2471 )  per tenir [Dal-legacio

nutricional.

Aixi doncs, la galeta B, elaborada a partir de 30% de farina d’ordi del “20% 30%, 40%
i resta de gra” d’ordii un 70% farina de blat blanc, es presenta com la millor alternativa
per dissenyar un aliment enriquit en #-glucans, oferint un equilibri entre un alt

contingut d’aquet compost i ’esponjositat habitual d’una galeta convencional.
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2.4.2 Quantificacio d’Arabinoxilans

Es porta a terme el mateix procés d’analisi , com si es tractessin de mostres de farina.
L’excepcio és que les mostres dels quatre tipus de galetes se’ls hi fa un tractament previ,

que consisteix en posar-les en 1’estufa a 40° C durant 12 h.

Aquest pas no substitueix el procediment que es porta a terme per calcular la humitat
relativa. L’objectiu d’aquest pas previ és assegurar-nos que la mostra esta en les

condicions adequades per fer els respectius analisis.

Resultats

El grafic segiient conté els resultats obtinguts de 1’analisi de les mostres indicades:

Arabinoxilans (g/100g)

9,0
g0 18
7,0

6,0
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2,0 1,6 1,5
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Grafic 2.8 Resultats obtinguts de [’analisi d’Arabinoxilans de les mostres

indicades.

La galeta A presenta més quantitat d’arabinoxilans en comparacié amb la resta.

El segon tipus de galeta que presenta més quantitat d’arabinoxilans és la galeta C. Aquest

tipus de galeta cuinada a partir d’un 100% de farina d’Annapurna.

Observem que la galeta de blat convencional conté un 1,5% de arabinoxilans i utilitzant
les cobertes externes del gra de l'ordi s'incrementa el contingut fins al 7,8% de la

galeta A.
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Per tant, gracies a la concentracio de la farina de les capes més externes del gra
aconseguim incrementar gairebé 3 vegades el contingut d’ arabinoxilans de la galeta
de blat, tot i la disminuci6 produida en el pas de massa a galeta, com ja hem comentat

amb anterioritat.

Es evident doncs, que la galeta A és millor alternativa que les galetes de blat, i que les
galetes d’ordi, ja que presenta I’equilibri adequat entre el contingut en el compost

bioactiu desitjant, en aquest cas arabinoxilans, i la idoneitat pel consum huma.

2.4.3 Quantificacio de fenols

El procés d’analisi €s el mateix que el portat a terme amb les mostres de farina d’ordi, a
excepcid del tractament previ realitzat a les mostres de les galetes, que consisteix en

posar-les a I’estufa a 40°C durant 12 h.

Resultats

Els grafics segiients contenen els resultats obtinguts de 1’analisi de les mostres indicades:

Fenols lliures
Fenols lliures (mg/g)
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Grafic 2.9 Resultats obtinguts de [’analisi de fenols Iliures de les mostres

indicades.
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Com podem observar en la taula, la galeta A és la que més quantitat de fenols lliures

presenta, tot i que en procés de pas de massa a galeta el contingut s’ha vist forca reduit!*,

Seguidament la galeta C és la que presenta més quantitat de fenols lliures en comparacio
amb les altres varietats de galeta, amb 1,06 mg/g, valor molt proxim al de la galeta A que

conté, 1,19 mg/g.

Tot i que sembla que no hi gran variacio, la galeta A segueix sent una millor alternativa
a la galeta C, ja que és més apta pel consum, gracies a la barreja de la farina de les
capes més externes del gra d’ordi (30%) amb farina de blat (70%).

Fenols lligats
Fenols lligats (mg/g)
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Grafic 2.10 Resultats obtinguts de [’analisi de fenols lligats de les mostres

indicades.

En aquest cas, la galeta A segueix estant al capdavant, presentant 1,34 mg de fenols
lligats/ g, a diferéncia dels resultats de I’analisi de fenols lliures, en aquest cas la galeta A
manté més diferencia amb la galeta C, que presenta 0,86 mg de fenols lligats /g, una

diferencia de 0,5 mg/g aprox.

14 La causa de la disminuci6 del contingut dels compostos actius del pas de massa a galeta, ha estat explicat

amb anterioritat en ’apartat de resultats de I’analisi de B-glucans de les galetes .
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La disminucio del contingut en fenols despreés del proces de preparacio, segueix sent forca

notable i afectant en general a tots els tipus de galeta d’una manera bastant semblant.

2.4.4 Activitat antioxidant

El procés d’analisi és el mateix que el portat a terme amb les mostres de farina de 1’ordi,
a excepcio del tractament previ realitzat a les mostres de les galetes, que consisteix en
posar-les a I’estufa a 40°C durant 12 h.

Resultats

Les taules segiients contenen els resultats obtinguts en 1’analisi de les mostres indicades:

Fenols lliures
Activitat antioxidant extracte lliure (umols
Trolox /100g)
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Grafic 2.11 Resultats obtinguts de [’analisi d’activitat antioxidant (A0X) de fenols

Iliures de les mostres indicades.

L’activitat antioxidant com ja hem vist amb anterioritat es deu sobretot a I’alt contingut
de fenols que conté la mostra que s’analitza, per tant s’espera que aquelles mostres que
en els analisis de fenols destaquin pel seu alt contingut en aquest compost tambe siguin

les que presentin més activitat antioxidant.

La galeta A que destacava pel seu alt contingut en fenols i arabinoxilans és també la que

presenta més activitat antioxidant, tot i la reduccié produida després de la elaboracio de
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la massa 1 del procés de coccid. La reduccid ha suposat la disminucié de 1’activitat
antioxidant a la meitat de 7495 AOX extracte umols Trolox /100 g que presentava la
farina A a 3466 AOX extracte umols Trolox /100 g que acaba tenint la mostra de galeta

A cuinada.

A continuacio, trobem la galeta C que també destaca per la seva alta activitat antioxidant
amb 2958 AOX extracte pumols Trolox /100 g, pero que també s’ha vist afectada per la
reduccio que suposa el procés d’elaboracio com la resta de tipus de galeta.

El tipus de galeta B i T son les que menys activitat antioxidant presenten amb 1196 i 994
AOX extracte umols Trolox /100 g, respectivament. Sabem que aixo es deu al baix
contingut en fenols i arabinoxilans, compostos clau en I’activitat antioxidant. A més a
més en aquets tipus de galetes s’observa una activitat antioxidant similar 0 fins i tot
superior (galeta B), a la de les farines malgrat I'efecte dilucié de la massa. Aixo ja s'ha
descrit en altres estudis i pot ser degut a que de vegades el tractament termic fa que
s'alliberin certs compostos com ara melanoidines®® que tenen activitat antioxidant. En el

nostre cas aquest efecte només s'aprecia en les galetes de tipus B i les de blat.
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Grafic 2.12 Resultats obtinguts de [’analisi d activitat antioxidant (AOX) de

fenols lligats de les mostres indicades.

15 Melanoidines: molécules que es generen en reaccionar una molécula de hidrat de carboni i un aminoacid

en determinats aliments a temperatures elevades.
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En el cas de les galetes B s'observa un lleuger increment de I'activitat antioxidant, com en
el cas de I’activitat antioxidant de 1’extracte lliure, en les galetes T es manté. Com s'ha
comentat anteriorment aquest fenomen pot ser degut a la formacié de compostos
antioxidants com a resultat del procés de coccié que depen en gran mesura de la

composicio de cada massa.

La galeta 4 destaca també per I’activitat antioxidant produida pel seu alt contingut en
fenols lligats, que juntament amb I’activitat antioxidant dels fenols lliures la converteix

en el tipus de galeta idoni per I’accio antioxidant.

Amb 2937 AOX extracte umols Trolox /100g la galeta A se sobreposa a la galeta C,
de 1787 AOX extracte umols Trolox /100 g, presentant aixi una millor alternativa a
la galeta T, galeta de blat convencional i posicionant-se d’aquesta manera com un tipus

d’aliment funcional viable pel consum huma.
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3. Conclusions

El treball de recerca presentat tracta sobre el primer cereal domesticat per I’home, 1’ordi,
I’interés del qual ha anat augmentant darrerament per les seves multiples aplicacions

sobretot en el camp de 1’alimentacié humana.

Al principi plantejavem la idea de poder elaborar un aliment funcional que fos ric en un

compost bioactiu.

La hipotesi era que utilitzant fraccions del gra d’ordi podiem arribar a augmentar la
concentracio d’un determinar compost, i posteriorment poder utilitzar aquesta farina per

elaborar galetes.
A tall de recapitulacio, em disposo a fer un recull general de totes les conclusions:

Primer de tot, tal i com ja plantejavem en la introduccié els compostos bioactius de
I’Annapurna no estan distribuits homogéniament pel gra, sinG que es concentren en
determinades capes. Aixo ens ha permes perlar el gra d’ordi 1 obtenir fraccions enriquides

en aquets compostos de manera selectiva.

Figura 2.39 Farines corresponents a les fraccions del gra d’ordi.

De les fraccions obtingudes s’aprecia que les més externes presenten un color marré més

fosc, i que a mesura que aprofundim en el gra el color tendeix a ser més blanquinds.
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Grafic 2.13 Recull dels resultats de tots els analisis de les farines.

Seguidament, gracies als analisis portats a terme (Grafic 2.13) hem pogut observar que

en les fraccions més externes abunden els arabinoxilans i els fenols, i conseqlientment

I’activitat antioxidant 1 que a mesura que ens endinsavem dins del gra aquest contingut

disminura. Succeeix el contrari amb els B-glucans, els quals sn escassos en la superficie

del gra, pero que a mesura que aprofundim la concentracié augmenta notablement.

Tot seguit, vam voler comprovar que concentrant farines de determinades fraccions

podriem arribar a augmentar el contingut en un determinar compost bioactiu.

Veient que les fraccions del 5%, 10% i 15% del gra eren les que mes arabinoxilans i

fenols presentaven vam optar per agrupar les seves farines i elaborar una galeta (A) que

presentés activitat antioxidant. No obstant, perd0 no vam utilitzar un 100% de farina
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d’aquestes fraccions, sind que vam optar per posar només un 30% 1 el 70% restant vam
afegir farina de blat blanc, d’aquesta manera aconseguiem un equilibri entre la

concentracio d’arabinoxilans i fenols i I’esponjositat d’una galeta convencional de blat.

D’altra banda vam elaborar una segona galeta (B) rica en B-glucans, a partir d’un 30% de
les fraccions del 20%, 25%, 30%, 40% 1 resta de gra d’ordi i un 70% de farina de blat.

A 70 30 Externa 0-15%
B 70 30 Interna 20-100%
C 0 100 0-100%

T 100 0 0

Taula 2.7 Taula resum dels diferents tipus de galeta.

Un cop cuinades les quatre varietats de galeta vam observar que, tot i que el pes mitja

d’una galeta era de 20g aprox., aspectes com el color i el volum variaven d’una a 1’altra.

Les galetes A i C elaborades a partir de les cobertes externes del gra i gra integral d’ordji,
respectivament, presentaven colors marronosos més foscos, a diferencia de les galetes B
i T, elaborades a partir de fraccions internes del gra d’ordi i farina de blat, respectivament,

¢s a dir, succeeix el mateix que amb les farines de les fraccions d’ordi.

Figura 2.40 Galetes resultants: A, B, Ci T, de esquerra a dreta .
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Pel que fa al volum de les galetes, tot 1 que no s’ha mesurat, s’ha pogut apreciar que quan
s’introdueix farina d’ordi, la mescla disminueix de mida. Les més voluminoses sén les
galetes T, cuinades a partir d’un 100% farina de blat, ja que contenen gluten, i les que

menys les galetes C, cuinades a partir de farina integral d’ordi.
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Grafic 2.14 Recull dels resultats de tots els analisis de les galetes.

Posteriorment, vam voler observar també com afectava els proces preparacié al contingut
en compostos bioactius de les galetes. Aixi doncs, vam tornar a repetir els mateixos
analisis ara amb mostres de les quatre galetes elaborades: Galeta A (activitat antioxidant)
Galeta B (B-glucans), Galeta C (farina Annapurna 100%) i Galeta T (farina de blat 100%).

Els resultats dels analisis (Grafic 2.14) van indicar que el contingut en compostos

bioactius disminuta notablement en les galetes.
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Aquesta disminucié de compostos actius en el pas de farina a galeta es deu en gran part a
la diluci6 que succeeix en elaborar la massa. La massa conté nomes un 48% de farina i la
resta és d'altres ingredients, per tant és logic tenir una reduccio superior al 48%. Una
disminucio major es pot atribuir a I'efecte de la temperatura durant I'elaboracié de les
galetes, pero aquest efecte és molt poc apreciable ja que el temps de coccio6 ha estat molt

curt (10 minuts).

Tot 1 aixi les galetes A 1 B elaborades a partir de fraccions de gra d’ordi, destaquen per

ser les que més contingut presenten en comparacioé amb les altres dues varietats.

A més a més la galeta B es consolida com un aliment funcional ja que amb una racio de
3 galetes s’aporta més del 0,75 g de B-glucans requerits per la EFSA per un aliment
d’aquestes caracteristiques. La galeta B per tant pot actuar reduint els nivells de colesterol

en sang, els efectes cancerigens o millorant el sistema immunologic.

La galeta A, amb alt contingut en arabinoxilans i fenols, és idonia per contrarestar els
efectes oxidatius, els quals alguns estudis relacionen amb el procés d’envelliment, no
nomes aixo, sind que també pot actuar reduint els nivells de glucosa postprandial en

individus sans i pacients diabétics gracies al seu alt contingut en arabinoxilans.

Cal afegir la idoneitat d’aquestes galetes gracies al seu escas contingut en greix (que a
més a més €s vegetal). Altrament, es planteja la possibilitat d’afegir altres ingredients
saludables que podrien donar-li més sabor a les galetes com per exemple, Ilimo, canella,

cacau, etc.

A meés a més, cal destacar la gran viabilitat de portar a terme aquest procediment a nivell
industrial, ja que s’arriba a aprofitar la totalitat del gra d’ordi, sense descartar cap gram

de farina, gracies al proceés del perlat, que ha estat la clau en aquest treball.

A tall de conclusié, podem afirmar que s’ha corroborat la principal hipotesi d’aquest
treball la qual era elaborar aliments amb propietats funcionals especifiques utilitzant

diferents parts del gra d’ ordi de la varietat Annapurna.

Aquest Treball de Recerca, per tant, no és més que el meu granet de sorra en tota aquest
moviment que busca perfeccionar els aliments que tenim a 1’abast i que consumim i
donar-los-hi un valor afegit que beneficii la nostra salut. Haver tingut I’oportunitat de
participar en una investigacio pionera i innovadora, com aquesta, ha estat una experiencia
molt gratificant que recompensa totes les hores dedicades.
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“Aprofitament nutricional de I’ordi: Elaboracio d’un aliment funcional a partir de farines enriquides en compostos bioactius”
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